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ENEI]EEN Issue Date: 2024-07

Product Instructions

Molecular Detection Assay 2 - Listeria monocytogenes

Product Description and Intended Use

Neogen® Molecular Detection Assay 2 - Listeria monocytogenes is used with the Neogen® Molecular Detection System
for the rapid and specific detection of Listeria monocytogenes in enriched food and environmental samples. The Neogen
Molecular Detection Assays use loop-mediated isothermal amplification to rapidly amplify nucleic acid sequences with
high specificity and sensitivity, combined with bioluminescence to detect the amplification. Presumptive positive results
are reported in real-time while negative results are displayed after the assay is completed. Presumptive positive results
should be confirmed using your preferred method or as specified by local regulations 23,

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

As with all test methods, the source, formulation and quality of enrichment medium can influence the results. Factors
such as sampling methods, testing protocols, sample preparation, handling, and laboratory technique may also influence
results. Neogen recommends evaluation of the method including enrichment medium, in the user’s environment using a
sufficient number of samples with particular foods and microbial challenges to ensure that the method meets the user’s
criteria.

Neogen has evaluated the Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria monocytogenes with Demi-Fraser and LESS Plus
Broth containing Ferric Ammonium Citrate and Fraser Broth containing Ferric Ammonium Citrate as needed. A typical
formulation of this medium follows below.

Demi-Fraser Broth Base Typical Formula (9/L) Fraser Broth Base Typical Formula (9/L)
Sodium Chloride 20g Sodium Chloride 20g
Sodium Phosphate, dibasic, anhydrous* 9.69g Sodium Phosphate, dibasic, anhydrous* 9.69g
Beef Extract 509 Beef Extract 509
Pancreatic Digest of Casein 509 Pancreatic Digest of Casein 5.09
Peptic Digest of Animal Tissue 5.09 Peptic Digest of Animal Tissue 509
Yeast Extract 509 Yeast Extract 509
Lithium Chloride 3.0g9g Lithium Chloride 309
Potassium Phosphate, monobasic 1.35¢g Potassium Phosphate, monobasic 1.35¢g
Esculin 1.0g Esculin 1.0g
Acriflavin HCI 0.0125g Acriflavin HCI 0.025¢g
Nalidixic Acid 0.01g Nalidixic Acid 0.02g

* Substitute: Sodium Phosphate, dibasic, dihydrate 12.0 g

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

Ferric Ammonium Citrate  0.5g/10mL

Final pH 7.2+ 0.2 at 25°C
LESS Plus (g/L)

Peptone 15.0

Buffer 15.7

Growth enhancers 8.3

Selective mix 5.0

Final pH 7.0 £ 0.2 at 25°C
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The Neogen® Molecular Detection Instrument is intended for use with samples that have undergone heat treatment during
the assay lysis step, which is designed to destroy organisms present in the sample. Samples that have not been properly
heat treated during the assay lysis step may be considered a potential biohazard and should NOT be inserted into the
Neogen Molecular Detection Instrument.

Neogen Food Safety is certified to ISO (International Organization for Standardization) 9001 for design and manufacturing.
The Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria monocytogenes test kit contains 96 tests, described in Table 1.
Table 1. Neogen Molecular Detection Assay Kit Components

Item Identification Quantity Contents Comments

Racked and
ready to use

Neogen® Lysis Solution Pink solution in
(LS) clear tubes

Neogen® Molecular
Detection Assay 2 - Listeria
monocytogenes

Reagent Tubes

96 (12 strips of 8 tubes) | 580 pL of LS per tube

Lyophilized specific
Yellow tubes 96 (12 strips of 8 tubes) | amplification and Ready to use
detection mix

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

Lyophilized control
DNA, amplification and Ready to use
detection mix

16 (2 pouches of 8
individual tubes)

®
("é%")ge“ Reagent Control | oo fin-top tubes

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

Safety

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

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

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

A WARNING

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

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

The user must train its personnel in current proper testing techniques: for example, general requirements for the
competence of testing and calibration laboratories, ISO/IEC 17025, or general requirements and guidance for
microbiological examinations ISO 7218:2024®,

To reduce the risks associated with a false-negative result leading to the release of contaminated product:

e Follow the protocol and perform the tests exactly as stated in the product instructions.

e Store the Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria monocytogenes as indicated on the package and in the product
instructions.

e Always use the Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria monocytogenes by the expiration date.

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

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

e For an environmental sample containing Neutralizing Buffer with aryl sulfonate complex, perform a 1:2 dilution before
testing (1 part sample into 1 part sterile enrichment broth). Another option is to transfer 10 uL of the NB enrichment
into the Neogen Lysis Solution tubes. Neogen® Sample Collection products which include Neutralizing Buffer with aryl
sulfonate complex: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL1ONB2G, HS10NB, HS10NB2G and HS2410NB2G.

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

e Itis strongly recommended that female laboratory staff be informed of the risk to a developing fetus resulting from
infection of the mother through exposure to Listeria monocytogenes.

e Perform pathogen testing in a properly equipped laboratory under the control of trained personnel. Incubated
enrichment media and equipment or surfaces that have come into contact with incubated enrichment media may



@D (english) i =]
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 according to current industry standards.

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.

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

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

To reduce the risks associated with exposure to hot liquids:

e Do not exceed the recommended temperature setting on heater.

e Do not exceed the recommended heating time.

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

NOTICE

To reduce the risks associated with cross-contamination while preparing the assay:

e Change gloves prior to reagent pellet hydration.

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

e Use a new pipette tip for each sample transfer.

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

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

To reduce the risks associated with a false-positive result:

e Never open reagent tubes post amplification.

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

e Never autoclave reagent tubes post amplification.

Consult the Safety Data Sheet for additional information and local regulations for disposal.

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

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

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

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

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

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

To help customers evaluate the method for various food matrices, Neogen has developed the Neogen® Molecular
Detection Matrix Control kit. When needed, use the Matrix Control (MC) to determine if the matrix has the ability to
impact the Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria monocytogenes 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.
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Limitation of Warranties / Limited Remedy

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

Limitation of Neogen Liability

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

Storage and Disposal

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

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

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

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

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

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

Table 3 for enrichment protocols according to AOAC® Official Method of AnalysisS™ 2016.08 and AOAC® Performance
Tested Method®V Certificate #081501.

Table 4 for enrichment protocols according to NF Validation certificate 3M 01/15-09/16.

Sample Enrichment
Tables 2, 3 or 4 present guidance for the enrichment of food and environmental samples. It is the user’s responsibility to
validate alternate sampling protocols or dilution ratios to ensure this test method meets the user’s criteria.

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

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

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

4. For raw dairy products (see Tables 2, 3 or 4), transfer 0.1 mL of the primary enrichment into 10 mL of Fraser Broth.
Incubate at 37 + 1°C for 20-24 hours.

Raw Matrices (Raw Meat, Raw Dairy and Raw Seafood)
1. Allow the LESS Plus Broth enrichment medium to equilibrate to ambient laboratory temperature.

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

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

Environmental samples

Sample collection devices can be a sponge hydrated with a neutralizing solution to inactivate the effects of the sanitizers.
Neogen recommends the use of a biocide-free cellulose sponge. Neutralizing solution can be Dey-Engley (D/E)
Neutralizing Broth or Letheen Broth. It is recommended to sanitize the area after sampling.
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WARNING: Should you select to use Neutralizing Buffer (NB) that contains aryl sulfonate complex as the hydrating
solution for the sponge, it is required to perform a 1:2 dilution (1 part sample into 1 part sterile enrichment broth)

of the enriched environmental sample before testing in order to reduce the risks associated with a false-negative
result leading to the release of contaminated product. Another option is to transfer 10 uL of the neutralizing buffer
enrichment into the Neogen Lysis Solution tubes.

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

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

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

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

Table 2: General enrichment protocols at 37 = 1°C using Demi-Fraser Broth and Fraser Broth or LESS Plus Broth as needed.

Sample Demi- Enrichment Enrichment Sample
Sample Matrix SizeF() ) Fraser Broth Time (hours) Temperature Analysis
9’ | Volume (mL) (°C) Volume (pL)
Heat-processed,
cooked, cured
meats, poultry,
seafood and fish
Heat-processed /
pasteurized dairy o5 205 24-30
products
Produce and
vegetables
Multi-component
foods
Environmental 1sponge | 100 or 225 24-30 37 +-1for all 20 for all
samples® 1swab 10 24-30
Raw meat, poultry, o5 475 98-32
seafood, fish
LESS Plus .
Sample Matrix g?zr:?h; Broth ﬁ:lec?hrgﬁrst)
9/ | Volume (mL)
Raw meat,
raw seafood, 25 225 28-32
raw dairy
Primary Enrichment Secondary Enrichment
(Demi-Fraser Broth)® (Fraser Broth)® Samplg
Sample Matrix el
Enrichment . Enrichment | Enrichment | Volume
Sample Broth Enrichment s le Si T Ti (uL)®
Size (g) rot Time (hours) ample Size emperature ime 1]
Volume (mL) (°C) (hours)
Transfer
. 01 mL into
Raw dairy products 25 225 20-24 10 mL Fraser 37 1 20-24 10
Broth

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

(b) Volume of sample transferred to the Neogen Lysis Solution tubes. Refer to Step 4.6 of Lysis section.
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Specific Instructions for Validated Methods
AOACY?® Official Method of AnalysisS™ 2016.08
AOAC® Performance Tested Method*™ #081501

= PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 081501
In AOAC Research Institute OMASM and PTMSM programs, the Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria

monocytogenes was found to be an effective method for the detection of Listeria monocytogenes. The matrices tested in
the study are shown in Table 3.

Table 3. Enrichment protocols using Demi-Fraser Broth® at 37 + 1°C according to AOAC OMASM 2016.08 and PTMSM
Certificate #081501.

Sample Matrix Sample Enrichment Broth Enrichment
P Size (g) Volume (mL) Time (hours)
Beef hot dogs, queso fresco, vanilla ice
cream, 4% milk fat pottage c;heese, 3% o5 205 24-30
chocolate whole milk, romaine lettuce,
bagged raw spinach, cold smoked salmon
Raw chicken 25 475 28-32
Deli turkey 125 125 24-30
Cantaloupe® Whole Enough volume to 26-30
melon allow melon to float
S Stainless steel 1sponge 225 24-30
é Sealed concrete 1sponge 100 24-30
3
= 3 Plastic® 1swab 10 24-30
C®©
w »

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

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

(b) Homogenize sample by hand mixing.
(¢) Homogenize sample by vortexing.

NF VALIDATION by AFNOR Certification

\CATION
QT\F
c®

NF

VALIDATION
EN ISO 16140

3M 01/15-09/16
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http:/nf-validation.afnor.org/en
For more information about end of validity, please refer to NF VALIDATION certificate available on the website
mentioned above.
NF VALIDATION certified method in compliance with ISO 16140-2© in comparison to ISO 11290%
Scope of the validation: All human food and environmental samples (excluding primary production samples)

Sample preparation: Samples should be prepared according to EN ISO 11290-1® and EN ISO 6887®
Software version: See certificate
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Table 4: Enrichment protocols according to NF VALIDATION certified method 3M 01/15-09/16 at 37 + 1°C using
LESS Plus Broth, Demi-Fraser Broth and Fraser Broth as needed.

Demi-F Enrich Enrich Sample
Sample emi-Fraser nr|c§ ment nrichment Analysis ) )
General Protocol Size (g) Broth Volume Time Temperature Volume Accepted Interruption Point
9 (mL) (hours) (x1°C) 0
(uL)
EAII foo? Zamples . e Post Enrichment up to
excepted raw meats, 72 hours
raw seafood, and raw 25 oc
dairy products 225 24-30 37 20 e Lysate at-20
Ervi | s |25:1 swab, e Lysate at 4°C up to
nvironmental samples or 1wipe 72 hours
LESS Plus . . Sample
s ) Sample Broth Enrlc.hment Enrichment Analysis
ample Matrix . Time Temperature
Size (g) Volume h +1°C Volume
(mi) | Goure) | &TO |
Raw meat,
raw seafood, 25 225 28-32 37 20
raw dairy
Primary Enrichment (Demi-Fraser Broth)® Secondary Enrichment (Fraser Broth)®
ope i Accepted
Specific Sample Enr;:ment Enrichment | Enrichment Sample Enrichment | Enrichment gra\gl‘psl?s InterruF;Jtion
Protocol | 22aMP Temperature Time np Temperature Time Y :
Size(g)| Volume (+1°C) (hours) Size (+1°C) (hours) | Volume Point
(mL) i i (pL)®
e Fraser
Raw Broth up to
Transf
meats, boting 72 hours
seafood, | 25 225 37 20-24 . 37 20-24 10 byt
and raw 10m -20
. Fraser L
dairy Broth e Lysate at
products 4°C up to
72 hours

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

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

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

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

Preparation of the Neogen® Molecular Detection Speed Loader Tray

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

2. Rinse the Neogen Molecular Detection Speed Loader Tray with water.

3. Use a disposable towel to wipe the Neogen Molecular Detection Speed Loader Tray dry.

4. Ensure the Neogen Molecular Detection Speed Loader Tray is dry before use.

Preparation of the Neogen® Molecular Detection Chill Block Insert

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

Preparation of the Neogen® Molecular Detection Heat Block Insert

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

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

Preparation of the Neogen® Molecular Detection Instrument

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

Turn on the Neogen Molecular Detection Instrument.

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

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

Lysis
Remove the bottom of Neogen Lysis Solution Rack with a screwdriver or spatula before placing in in the Neogen Molecular
Detection Heat Block Insert.

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

Invert the capped tubes to mix. Proceed to next step within 4 hrs.
Remove the enrichment broth from the incubator.

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

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

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

4.3 Transfer enriched samples 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.

4.51 For processing of retained lysate, see Appendix A.

4.6 Transfer 20 pL of sample into a Neogen Lysis Solution tube unless otherwise indicated in Protocols from Tables 2, 3,
or 4 (e.g., raw dairy products or when using environmental samples with neutralizing buffer use 10 pL).
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5. Repeat step 4.4 to 4.6 until each individual sample has been added to a corresponding Neogen Lysis Solution tube in the
strip.

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

8.1 Samples that have not been properly heat treated during the assay lysis step may be considered a potential
biohazard and should NOT be inserted into the Neogen Molecular Detection Instrument.

9. Remove the uncovered rack of Neogen Lysis Solution tubes from the heating block and allow to cool in the Neogen
Molecular Detection Chill Block Insert at least 5 minutes and a maximum of 10 minutes. The Neogen Molecular Chill Block
Insert used at ambient temperature should sit directly on the laboratory bench. When cool, the lysis solution will revert to
a pink color.

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

99-101°C

# 20-25°C
D D 00:05:00
Amplification

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

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

1.2 Place Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria monocytogenes Reagent Tubes in an empty rack.
1.3 Avoid disturbing the reagent pellets from the bottom of the tubes.
2. Select 1 Neogen Reagent Control tube and place in rack.

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

4. Transfer lysate to Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria monocytogenes Reagent Tubes and Neogen Reagent
Control tube as described below:

Transfer each sample lysate into individual Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria monocytogenes Reagent
Tubes 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 -
Listeria monocytogenes Reagent Tubes —one Reagent tube strip at a time. Discard cap.

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

5.2 Repeat step 5.1 until individual Sample lysate has been added to a corresponding Neogen Molecular Detection
Assay 2 - Listeria monocytogenes Reagent Tube in the strip.
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5.3 Cover the Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria monocytogenes 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 step 5.1to 5.3 as needed, for the number of samples to be tested.

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

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

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

20 L

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

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

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

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

Results and Interpretation

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

Presumptive positive samples should be confirmed as per the laboratory standard operating procedures or by following
the appropriate reference method confirmation 23, beginning with transfer from the primary enrichment to secondary
enrichment broth (if applicable), followed by subsequent plating and confirmation of isolates using appropriate
biochemical and serological methods.

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

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

10




@ (English) ﬁ ﬁ

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

Well Type | Well Result Symbol Result Interpretation
Sample ‘ Positive The sample is presumptive positive for the target pathogen.
Sample ‘ Negative | The sample is negative for the target pathogen.

The sample matrix was inhibitory to the assay. A re-test may be
Sample @ Inhibited | required. Refer to the troubleshooting section and the assay kit
Product Instructions for more information.

The presence or absence of the target pathogen was indeterminate. A
Sample @ Inspect re-test may be required. Refer to the troubleshooting section and the

assay kit Product Instructions for more information.

No bioluminescence was detected. A re-test may be required. Refer
Sample @ Error to the troubleshooting section and the assay kit Product Instructions

for more information.

Confirmation of Results According to the NF VALIDATION Certified Method

Option 1: By streaking 10 or 100 pL of enriched LESS plus broth on O&A agar plate. The presence of characteristic colony is
sufficient to confirm the MDS result.

Option 2: By using the tests described in the ISO 11290-1 starting from the Demi-Fraser or Less Plus broth.

Option 3: Using nucleic acid probes from a different kit than the one used for screening as described in EN ISO 7218©®
standard, performed on isolated colonies, from selective agar (see Options 1 or 2).

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

In the event of discordant results (presumptive positive with the alternative method, non-confirmed by one of the means
described above) the laboratory must follow the necessary steps to ensure the validity of the result obtained.

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

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

Appendix A. Protocol Interruption: Storage and re-testing of heat-treated lysates.
To store a heat-treated lysate, re-cap the lysis tube with a clean cap (see “Lysis”, 4.5)

Store at 4 to 8°C for up to 72 hours.

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

Decap the tubes.

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

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.

o0 s N

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

11
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NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.
5. NF EN ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General rules for microbiological examination.

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

7. NF EN ISO 18593. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal methods for sampling techniques from
surfaces using contact plates and swabs.
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Explanation of Product Label Symbols
info.neogen.com/symbols
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Instructions relatives au produit

Kit de détection moléculaire Listeria monocytogenes version 2

Description et utilisation du produit

Le kit de détection moléculaire Listeria monocytogenes Neogen® version 2 est utilisé avec le systéme de détection
moléculaire Neogen® pour la détection rapide et spécifique aprés enrichissement des Listeria monocytogenes dans des
aliments enrichis et des échantillons environnementaux. Les kits de détection moléculaire Neogen utilisent la technique
LAMP (amplification isotherme médiée par des boucles) afin d’amplifier rapidement les séquences d’acide nucléique

de fagcon extrémement spécifique et sensible, associée a la bioluminescence pour détecter 'amplification. Les résultats
présumés positifs sont visibles en temps réel tandis que les résultats négatifs sont affichés a la fin de I'essai. Les résultats
présumés positifs doivent étre confirmés par la méthode de votre choix ou en utilisant une méthode conforme aux
réglementations locales®23,

Le Kit de détection moléculaire Listeria monocytogenes Neogen version 2 est destiné a étre utilisé au sein de laboratoires,
par des professionnels formés aux techniques s’y rapportant. Neogen n’a pas étudié I'utilisation de ce produit dans des
secteurs autres que I'alimentaire et les boissons. Par exemple, Neogen n’a pas étudié ce produit dans le cadre de tests

sur des échantillons d’eau, pharmaceutiques, cosmétiques, cliniques ou vétérinaires. Le Kit de détection moléculaire
Listeria monocytogenes Neogen version 2 n’a pas été évalué en utilisant tous 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, la manipulation et les techniques de laboratoires peuvent également influencer les résultats. Neogen
recommande d’évaluer la méthode, notamment le milieu d’enrichissement, dans I'environnement de l'utilisateur a I'aide
d’un nombre d’échantillons suffisant et avec des charges microbiennes déterminées pour répondre aux critéres de
I'utilisateur.

Neogen a évalué le Kit de détection moléculaire Listeria monocytogenes Neogen version 2 avec du bouillon demi-Fraser
et LESS Plus bouillon contenant du citrate d’'ammonium ferrique et du bouillon Fraser contenant du citrate d’ammonium
ferrique en fonction des besoins. La formulation typique de ce milieu est indiquée ci-dessous.

Formule type de la base - Bouillon Demi-Fraser | (g/L) Formule type de la base - Bouillon Fraser (9/L)
Chlorure de sodium 209 Chlorure de sodium 209
Phosphate de sodium dibasique anhydre* 9,69 Phosphate de sodium dibasique anhydre* 9,69
Extrait de boeuf 509 Extrait de boeuf 5,09
Digestat pancréatique de caséine 509 Digestat pancréatique de caséine 5,09
Digestat peptique de tissu animal 509 Digestat peptique de tissu animal 5,09
Extrait de levure 509 Extrait de levure 5,09
Chlorure de lithium 3,09 Chlorure de lithium 3,09
Phosphate de potassium, monobasique 1,359 Phosphate de potassium, monobasique 1,359
Esculine 1,0g Esculine 1,0g
Hydrochlorure d’acriflavine 0,0125g Hydrochlorure d’acriflavine 0,025¢g
Acide nalidixique 0,01g Acide nalidixique 0,02g

* Substitut : Phosphate de sodium, dibasique, dihydrate 12,0 g

Supplément du bouillon Fraser
(Ingrédients par flacon de 10 mL. Ajout d’un flacon par litre de milieu de base.)

Citrate d’ammonium ferrique 0,5 g/10 mL

pH final 72+0,2a25°C
LESS Plus (g/L)

Peptone 15.0

Buffer 15.7
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Growth enhancers 8.3
Selective mix 5.0
Final pH 7.0 £ 0.2 at 25°C

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

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

Le Kit de détection moléculaire Listeria monocytogenes Neogen version 2 contient 96 tests, décrits dans le tableau 1.
Tableau 1. Composants du Kit de détection moléculaire Neogen

Elément Identification Quantité Contenu Commentaires
. . Placé sur
Solutlon®de lyse (LS) Solution rose en 96 (12 barrettes 580 pL de LS par tube portoir et prét
Neogen tubes transparents | de 8 tubes) S0 .
a 'emploi
Tubes de réactif du kit Meélange spécifique
de détection moléculaire . 96 (12 barrettes lyophilisé pour e a1 .
s Tubes jaunes ; e Préts a 'emploi
Listeria monocytogenes de 8 tubes) Pamplification et
Neogen® version 2 la détection

96 (12 barrettes

Bouchons supplémentaires | Bouchons jaunes de 8 bouchons)

Préts a 'emploi

ADN témoin lyophilisé,
Contréle de réactif Tubes « Flip-Top» |16 (2 poches de 8 tubes | mélange pour
Neogen® (RC) transparents individuels) Pamplification et

la détection

Préts a 'emploi

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

Sécurité

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

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

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

A AVERTISSEMENT

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

La méthode du Kit de détection moléculaire Listeria monocytogenes Neogen version 2 peut générer des niveaux de
Listeria monocytogenes suffisants pour causer une mortalité in utéro chez les femmes enceintes et les personnes
immunodéprimées, en cas d’exposition.

Lutilisateur doit former son personnel aux techniques d’analyse actuelles appropriées, par exemple : exigences
générales relatives a la compétence des laboratoires d'essais et d'étalonnage, ISO/IEC 17025“, ou exigences générales
et lignes directrices pour les examens microbiologiques 1ISO 7218:2024®),

Afin de réduire les risques associés aux faux négatifs, qui peuvent entrainer la diffusion de produits contaminés :

e Se conformer au protocole et effectuer les tests en suivant exactement les instructions relatives au produit.

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

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

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

e N'utiliser le Kit de détection moléculaire Listeria monocytogenes Neogen version 2 pour des surfaces, des désinfectants,
des protocoles et des souches bactériennes validés en interne ou par une tierce partie.



(Francais) ﬁ ﬂﬁ

e En cas d’échantillon environnemental contenant un tampon neutralisant avec un composé d’aryle sulfonate, diluer
I'échantillon dans un bouillon d’enrichissement stérile 1:2 avant I'analyse (1 volume d’échantillon pour 1 volume de
bouillon). Une autre option consiste & transférer 10 pL de I'enrichissement du tampon neutralisant dans les tubes
de solution de lyse Neogen. Produits pour le recueil des échantillons Neogen® comprenant un tampon neutralisant
contenant un complexe d’aryle sulfonate : RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB, HS10NB2G
et HS2410NB2G.

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

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

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

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

e Eviter tout contact avec le contenu du milieu d’enrichissement et les tubes de réactifs aprés l'amplification.

e Eliminer les échantillons enrichis conformément aux normes du secteur actuelles.

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

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

Pour réduire les risques associés a la contamination environnementale :
e Respecter les normes en vigueur concernant I'élimination des déchets contaminés.

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

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

e Ne pas dépasser le temps de chauffe recommandé.

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

AVIS

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

e Changer de gants avant I’hydratation des pastilles réactives.

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

e Utiliser un nouvel embout de pipette pour chaque transfert d’échantillon.

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

e Utiliser un poste de travail de biologie moléculaire disposant si possible d’une lampe germicide. Décontaminer
régulierement les plans de travail et le matériel du laboratoire (pipettes, outils d’ouverture/de fermeture, etc.) avec
une solution d’eau de Javel 3 1et 5 % (v:v dans de I'eau) ou avec une solution pour I'élimination de ’ADN.

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

e Ne jamais ouvrir les tubes de réactif aprés amplification.

e Toujours éliminer les tubes contaminés en les faisant tremper dans une solution d’eau de Javel concentrée a1et5 %
(v:v dans l’eau) ou une solution équivalente pendant 1 heure. Effectuer cette procédure a distance de la zone de
préparation de I'analyse.

e Ne jamais stériliser a 'autoclave les tubes de réactifs aprés amplification.

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

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

Responsabilité de 'utilisateur

Il incombe aux utilisateurs de prendre connaissance des instructions et des informations relatives au produit.

Consulter notre site Web www.neogen.com ou contacter votre représentant ou distributeur Neogen local pour obtenir de
plus amples informations.
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Lors du choix d’'une méthode de test, il est important d’admettre que des facteurs externes comme les méthodes
d’échantillonnage, les protocoles d’analyse, la préparation des échantillons, la manipulation et les techniques de laboratoire
peuvent influencer les résultats.

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

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

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

Dans le but d’aider les clients a évaluer la méthode pour différentes matrices alimentaires, Neogen a élaboré le kit de
contrdle de matrice pour systéme de détection moléculaire Neogen®. Lorsque cela est nécessaire, utilisez le contrdle de
matrice (MC) pour déterminer si la matrice peut avoir un impact sur les résultats du Kit de détection moléculaire Listeria
monocytogenes Neogen version 2. Tester plusieurs échantillons représentatifs de la matrice, c.-a-d. des échantillons
d’origines différentes, au cours de toute période de validation lors de 'adoption de la méthode Neogen ou dans le cadre
d’analyses de matrices nouvelles, inconnues ou ayant subi des modifications de matieres premiéres ou de processus.

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

Limitations de garanties/Limites de recours )

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

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

Limitation de responsabilité de Neogen )

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

Stockage et mise au rebut

Conserver le Kit de détection moléculaire Listeria monocytogenes Neogen version 2 a une température comprise entre

2 et 8 °C. Ne pas congeler. Conserver a I'abri de la lumiére. Une fois le kit ouvert, vérifier que le sachet en aluminium est
intact. Si ce sachet est endommagé, ne pas utiliser le kit. Aprés ouverture, les tubes de réactif non utilisés doivent toujours
étre conservés dans le sachet refermable, en laissant 'agent déshydratant a I'intérieur afin de maintenir la stabilité des
réactifs lyophilisés. Conserver les poches refermées a une température comprise entre 2 et 8 °C. Ne pas conserver plus

de 60 jours.

Ne pas utiliser le Kit de détection moléculaire Listeria monocytogenes Neogen version 2 aprés la date de péremption.
La date de péremption et le numéro de lot sont inscrits sur I'étiquette extérieure de la boite. Aprés utilisation, il est
possible que les tubes de milieu d’enrichissement et du Kit de détection moléculaire Listeria monocytogenes Neogen
version 2 contiennent des éléments pathogénes. Lorsque I'analyse est terminée, suivre les normes actuelles du secteur
pour I'élimination des déchets contaminés. Consulter la fiche de données de sécurité pour obtenir des informations
supplémentaires et connaitre la réglementation locale relative a la mise au rebut.

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

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

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

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

Voir le tableau 3 pour les protocoles d’enrichissement selon FAOAC® Official Method of Analysis™ 2016.08 et 'TAOAC®
Performance Tested Method*™ Certificat n°® 081501.

Voir le tableau 4 pour les protocoles d’enrichissement selon la méthode de certification NF Validation 3M 01/15-09/16.
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Enrichissement de I’échantillon

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

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

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

3. Homogénéiser soigneusement par homogénéisation mécanique, homogénéisation péristaltique ou mélange manuel
pendant 2 + 0,2 minutes. Incuber a 37 + 1°C conformément aux tableaux 2, 3 ou 4.

4. Pour les produits laitiers crus (voir les tableaux 2, 3 ou 4), transférer 0,1 mL de I'enrichissement primaire dans 10 mL de
bouillon Fraser. Incuber a 37 =+ 1°C pendant 20 a 24 heures.

Matrices crues (viande crue, produits laitiers crus et fruits de mer crus)
1. Laisser le milieu d’enrichissement LESS Plus Broth s'équilibrer a la température ambiante du laboratoire.

2. Combiner de maniére aseptique le milieu d'enrichissement et I'échantillon conformément aux tableaux 2 ou 4. Pour tous
les échantillons de viande et a forte teneur en particules, I'utilisation de sacs filtrants est recommandée.

3. Homogénéiser soigneusement en mélangeant a la main pendant 2 + 0,2 minutes. Incuber a 37 + 1°C selon aux tableaux 2
ou4.

Echantillons environnementaux

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

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

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

1. Laisser le milieu Bouillon Demi-Fraser (comprend du citrate d'ammonium ferrique) ou LESS Plus Broth s’équilibrer & la
température ambiante du laboratoire.

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

Homogénéiser soigneusement par homogénéisation mécanique, homogénéisation péristaltique ou mélange manuel
pendant 2 = 0,2 minutes. Incuber a 37 + 1°C pendant 24 a 30 heures, conformément aux tableaux 2, 3 ou 4.
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Tableau 2 : Protocoles d’enrichissement généraux. A 37 = 1°C utilisant du bouillon demi-Fraser ou Fraser ou LESS Plus
bouillion selon les besoins.

Volume du Tempéra- Volume
. Taille de bouillon e peraz | !
Matrice de Péchantillon | d’enrichis- | Purée d’enri- | ture d'enri- | d'echantillon
’échantillon ) sement chissement (h) | chissement d'analyse
(mL) (°C) (uL)
Viandes,
volaille et
poisson
transformés par
la chaleur, cuits
ou séchés
Produits laitiers
transformés 259 225 24-30
par la chaleur
ou pasteurisés
Fruits et
légumes
Aliments multi-
composants
Echantillons 1éponge 100 ou 225 24-30 37 +-1forall 20 for all
environnemen-
taux® 1tampon 10 24-30
Viande, volaille,
fruits de mer, 25¢g 475 28-32
poissons crus
Volume du
. Taille de bouillon Temps
Matrice de ' o Y e
by . I'échantillon | d’enrichis d'enrichis-
I’échantillon
(9) sement sement (h)
(mL)
viande crue,
produits laitiers o5 205 08-32
crus et fruits de
mer crus
Enrichissement primaire Enrichissement secondaire
ouillon demi-Fraser)® ouillon Fraser)®
(bouillon demi-F )@ (bouillon F ) @) Volume
Matrice de Volume du = :ﬁ:‘:\n-
I’échantillon Taille de bouillon Durée d’enri Taille d Température Durée d’anal
’échantillon | d’enrichis- hyree enrll; Ié ?1' e '|F d’enrichisse- | d’enrichis- ?'}3 ();)se
(9) sement chissement (h) | 'échantillon ment (°C) | sement (h) H
(mL)
Transférez
Produits laitiers 0,1 mL dans
crus 25 225 20-24 10 mL de 37 1 20-24 10
bouillon
Fraser

(a) Les bouillons Fraser et demi-Fraser doivent toujours étre supplémentés avec un supplément de bouillon Fraser
(avec citrate ferrigue d’ammonium) pendant I’enrichissement primaire ou secondaire.

(b) Volume d’échantillon transféré dans les tubes de solution de lyse Neogen. Consulter I'étape 4.6 de la section Lyse.
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Instructions spécifiques pour méthodes validées
Official Method of Analysis™ de TAOAC®2016.08
AOAC® Performance Tested Method*™ #081501

= PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 081501

Dans les programmes OMASM et PTMSM de I'Institut de recherche de TAOAC, il a été démontré que le Kit de détection
moléculaire Listeria monocytogenes Neogen version 2 était une méthode efficace de détection de Listeria monocytogenes.
Les matrices testées au cours de I'étude sont répertoriées dans le tableau 3.

Tableau 3. Protocoles d’enrichissement utilisant du bouillon demi-Fraser Broth® & 37 = 1°C conformément a TAOAC
OMASM 2016.08 et au certificat PTMSM n° 081501.

Taille de Volume du bouillon Durée
Matrice de I’échantillon I’échantillon d’enrichissement d’enrichissement
(9) (mL) (h)
Hot dogs de beeuf, fromage frais, glace a
la vanille, fromage blanc au lait 2 4 % de
matiéres grasses, lait entier au chocolat 25 225 24-30
3 %, laitue romaine, épinards crus en
sachet, saumon fumé froid
Poulet cru 25 475 28-32
Dinde préparée 125 1125 24-30
Assez de volume
Melon® Melon entier | pour permettre au 26-30
melon de flotter
5 Acier inoxydable 1éponge 225 24-30
§ Béton verni 1éponge 100 24-30
[
O
2 E
S8
b= § Plastique® 1tampon 10 24-30
23
O C
‘w o

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

indication contraire.

(a) Les bouillons Fraser et demi-Fraser doivent toujours étre supplémentés avec un supplément de bouillon Fraser
(avec citrate ferrigue d’ammonium) pendant I'enrichissement primaire et secondaire.

(b) Homogénéiser I'échantillon en mélangeant & la main.

(c) Homogénéiser ’échantillon au vortex.

Méthode certifiée par AFNOR Certification

cité ci-dessus.

CATION

NF

VALIDATION
EN ISO 16140

3M 01/15-09/16
METHODES ALTERNATIVES D’ANALYSE POUR LAGROALIMENTAIRE
http://nf-validation.afnor.org/en

Pour plus d’information sur I'expiration de la validité, se reporter au certificat NF VALIDATION disponible sur le site Internet

Méthode de certification NF VALIDATION, conformément a la norme ISO 16140-2© par rapport a la norme ISO 11290%



EN ISO 6887®

Version logicielle : voir le certificat
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Portée de la validation : tous aliments pour l'alimentation humaine et échantillons environnementaux (a 'exception des
échantillons de production primaires)
Préparation de I’échantillon : les échantillons doivent &tre préparés conformément aux normes EN ISO 11290-1® et

Tableau 4 : Protocoles d’enrichissement conformes a la méthode de certification NF VALIDATION certifiée 3M 01/15-09/16
a 37 = 1°C utilisant du bouillon demi-Fraser et Fraser selon les besoins.

Taille de Vgtlurﬁ;:u Durée den- | Température d’\élg:'nuar:fil- Point d’interruption
Protocole général | I'échantillon | ™" richissement | d’enrichissement - up
Q) d’enrichisse- (h) (x1°C) lon d’ana- accepté
9 ment (mL) B lyse (uL)®
Tout type
d’échantillon
alimentaire Lo
(sauf viandes e Post-enrichissement
crues, fruits 25 jusqu’a 72 heures
de mer cru.s.et 225 24-30 37 20 uL e Lysat a-20 °C
(F:Jrrsg)mts laitiers oLysata 4°C
> jusqu’a 72 heures
Echantillons S
. 1 écouvillon
environnementaux .
ou 1lingette
Taille de el eln - e Temps d\g)r::Psee
Matrice de ”x . bouillon ment ey P \
"x ; I’échantillon N . d'enrichissement de
I'échantillon (@) d’enrichis Tempéra- (h) I'échantillon
9 sement (mL) | ture (x1°C)
(uL)
viande crue,
produits laitiers 25 225 37 28-32 20
crus et fruits de
mer crus
Enrichissement primaire Enrichissement secondaire
(bouillon demi-Fraser)® (bouillon Fraser)®
Proto-’ e e Durée Tempéra- c}{glllj'g:- Point d’.in-
co.le. spe- [ Taille de| bouillon rature d'enrichis- Taille de ture g’enri- Durée tillon terrupthn
cifique | Péchan- | d’enrichis- | d’enrichis- sement I’échantil- chissement d’enrichis- d’ana- accepte
tillon (g)| sement sement (h) lon (1°C) sement (h) lyse (uL)
(mL) | (£1°C) = it
e Bouillon
Viandes E:;Efé
?rr;fss’ Transférer 72 heures
de mer 0,1mL dans e Lysat a
25 225 37 20-24 | 10 mLde 37 20-24 10 Ysa
crus et bouill -20°C
roduits ourtion
laitier Fraser * Lysat
aiiers a4°C
crus jusqu’a
72 heures
(a) Volume d’échantillon transféré dans les tubes de solution de lyse Neogen. Consulter I'étape 4.6 de la section Lyse.

(b)

citrate ferrigue d’'ammonium) pendant I’enrichissement primaire et secondaire.

(c)

Les bouillons Fraser et demi-Fraser doivent toujours étre supplémentés avec un supplément de bouillon Fraser (avec

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

| REMARQUE : Les échantillons supérieurs a 25 g n'ont pas été testés dans le cadre de I'étude NF Validation.
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Préparation du plateau de chargement rapide pour systéme de détection moléculaire Neogen®

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

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

Utiliser un chiffon jetable pour sécher le plateau de chargement rapide pour systéme de détection moléculaire
Neogen.
4. S’assurer que le plateau de chargement rapide pour systéme de détection moléculaire Neogen est sec avant
toute utilisation.
Préparation du support de bloc refroidissant pour systéme de détection moléculaire Neogen®
Plateau de bloc refroidissant pour systéme de détection moléculaire Neogen® directement sur la paillasse de laboratoire,
utiliser le bloc refroidissant & la température ambiante du laboratoire (20 4 25 °C).
Préparation du support de bloc chauffant pour systéme de détection moléculaire Neogen®

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

REMARQUE : selon I'unité de traitement thermique utilisée, le support de bloc chauffant pour systéeme de détection
moléculaire Neogen atteint la température souhaitée en 30 minutes environ. Utiliser un thermometre étalonné adapté

(p. ex., un thermomeétre a immersion partielle ou un thermométre & thermocouple numérique, et non un thermomeétre

a immersion totale) placé a I'endroit indiqué du support de bloc chauffant pour systéme de détection moléculaire Neogen
afin de vérifier que sa température est de 100 = 1°C.

Préparation de I'instrument de détection moléculaire Neogen®

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

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

REMARQUE : I'instrument de détection moléculaire Neogen doit étre prét avant I'insertion du plateau de chargement
rapide pour systéme de détection moléculaire Neogen, dans lequel sont placés les tubes de réactif. Cette étape de
chauffage prend environ 20 minutes ; pendant ce processus, un voyant lumineux ORANGE s’allume sur la barre d’état de
instrument. Lorsque I'instrument est prét pour I’'analyse, la barre d’état passe au VERT.

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

AN

1. Laisser les tubes de solution de lyse Neogen se réchauffer en placant le support & température ambiante (20 et
25 °C) pendant une nuit (16 4 18 heures). Il est également possible d’amener les tubes de solution de lyse Neogen a
température ambiante en les plagant sur le plan de travail du laboratoire pendant au moins 2 heures, en incubant les
tubes de solution de lyse Neogen dans un incubateur a 37 + 1°C pendant 1 heure ou en les plagant dans une unité de
traitement thermique a sec double bloc pendant 30 secondes a 100 °C.

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

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

41 Les barrettes de tubes de solution de lyse Neogen peuvent étre coupées de maniére a obtenir le nombre de tubes
de solution de lyse Neogen souhaité. Sélectionner le nombre de tubes de solution de lyse Neogen ou de barrettes
de 8 tubes nécessaire. Placer les tubes de solution de lyse Neogen dans un portoir vide.
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4.2 Pour éviter toute contamination croisée, ouvrir une barrette de tubes de solution de lyse Neogen a la fois et utiliser
un nouvel embout de pipette pour chaque étape de transfert.

4.3 Transférer les échantillons enrichis dans les tubes de solution de lyse Neogen comme indiqué ci-dessous :

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

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

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

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

4.6 Transférer 20 pL d’échantillon dans un tube de solution de lyse Neogen, sauf indication contraire dans le tableau
du 2, 3 ou 4 (exemple : utiliser 10 pl avec les produits laitiers crus ou les échantillons environnementaux avec
tampon neutralisant).

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

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

7. Vérifier que la température du support de bloc chauffant pour systeme 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 systéeme de
détection moléculaire Neogen et chauffer pendant 15 = 1 minutes. Lors du chauffage, la solution de lyse Neogen passera
de rose (froide) a jaune (chaude).

8.1 Les échantillons qui n'ont pas été soumis a un traitement thermique adéquat pendant I’étape de lyse peuvent

étre considérés comme potentiellement dangereux et ne doivent PAS étre insérés dans I'Instrument de détection
moléculaire Neogen.

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

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

00:15:00

—_ 20-25°C
00:05:.00

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

Amplification

1.1 Les barrettes de tubes de réactifs peuvent étre coupées de maniére a obtenir le nombre de tubes souhaité.
Sélectionner le nombre nécessaire de tubes de réactif du Kit de détection moléculaire Listeria monocytogenes

10
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Neogen version 2 ou de barrettes de 8 tubes.

1.2 Placer les tubes de réactifs du Kit de détection moléculaire Listeria monocytogenes Neogen version 2 dans un
portoir vide.

1.3 Eviter d’agiter les pastilles réactives se trouvant au fond des tubes.
2. Sélectionner 1tube de contrdle de réactif Neogen et le placer dans le portoir.

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

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

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

5. Utiliser l'outil d’ouverture/fermeture pour systéme de détection moléculaire Neogen® - Réactif pour ouvrir les tubes de
réactif du Kit de détection moléculaire Listeria monocytogenes Neogen version 2 un a un. Jeter le bouchon.

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

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

5.3 Placer le capuchon supplémentaire prévu a cet effet sur les tubes de réactif du Kit de détection moléculaire Listeria
monocytogenes Neogen version 2, puis prendre le bord arrondi de I'outil d’ouverture/fermeture pour systéme de
détection moléculaire Neogen - Réactif et appuyer dans un mouvement de va-et-vient afin de s’assurer que le
capuchon est fermement insérée sur le tube.

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

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

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

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

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

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

10. Une fois 'analyse terminée, retirer le plateau de chargement rapide pour systéme de détection moléculaire Neogen de

Pinstrument de détection moléculaire Neogen et tremper les tubes dans une solution d’eau de Javel 4 1-5 % (v:v dans de
l'eau) ou une solution équivalente pendant 1 heure, et ce, a I'écart de la zone de préparation des analyses.

11
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AVIS : pour réduire le risque de résultats faux positifs dus a une contamination croisée, ne jamais ouvrir les tubes

de réactif contenant de ’ADN amplifié. Ceci comprend les tubes de réactif du Kit de détection moléculaire Listeria
monocytogenes Neogen version 2, les tubes de contrdle de réactif Neogen et les tubes de contréle de matrice. Toujours
éliminer les tubes de réactif fermés en les faisant tremper dans une solution d’eau de Javel concentrée 41et 5 % (v:v dans
I’eau) ou une solution équivalente pendant 1 heure. Effectuer cette procédure a distance de la zone de préparation de
’analyse.

Résultats et interprétation

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

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

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

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

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

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

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

La matrice de I’échantillon est inhibitrice pour le test. Un second
Echantillon @ Inhibé test peut étre nécessaire. Consulter la section de dépannage et les

instructions relatives au produit du kit de détection pour obtenir
plus de renseignements.

La présence ou I'absence du pathogéne cible est indéterminée.
. . A g Un second test peut étre nécessaire. Consulter la section de
Echantillon A vérifier . . . . : .

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

Aucune bioluminescence n’a été détectée. Un second test peut étre
- . nécessaire. Consulter la section de dépannage et les instructions
Echantillon Erreur . . . . ; :

relatives au produit du kit de détection pour obtenir plus
de renseignements.

Confirmation des résultats selon la méthode de certification NF VALIDATION

Option 1: En étalant 10 ou 100 pL de bouillon LESS plus enrichi sur une plaque de gélose O&A. La présence de une colonie
caractéristique suffit a confirmer le résultat MDS.

Option 2: En utilisant les tests décrits dans la norme ISO 11290-1 a partir du bouillon Demi-Fraser ou Less Plus

Option 3 : utilisation de sondes nucléiques a partir d’un kit différent de celui utilisé pour la détection tel que décrit dans la
norme EN ISO 72189, 3 partir de colonies isolées provenant de gélose sélective (voir option 1 ou 2).

Option 4 : utilisation de n'importe quelle autre méthode certifiée NF VALIDATION, dont le principe doit étre différent
du Kit de détection moléculaire Listeria monocytogenes Neogen version 2. |l convient d’utiliser I'intégralité du protocole

12
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décrit pour cette seconde méthode de validation. Toutes les étapes précédant le début de la confirmation doivent étre
communes aux deux méthodes.

En cas de résultats contradictoires (positif présumé avec 'autre méthode, non confirmé par I'un des moyens décrits
ci-dessus), le laboratoire doit suivre les procédures nécessaires pour garantir la validité du résultat obtenu.

En cas de résultats contradictoires (positif présumé avec le Kit de détection moléculaire Listeria monocytogenes
Neogen version 2, non confirmé par I'un des moyens décrits ci-dessus), le laboratoire doit suivre les procédures
nécessaires pour garantir la validité des résultats obtenus.

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

Annexe A. Interruption du protocole : stockage et nouveau test des lysats soumis a un traitement thermique.

1. Pour conserver un lysat soumis a un traitement thermique, refermer le tube de lyse avec un bouchon propre
(voir « Lyse », 4.5).

Stocker a une température comprise entre 4 et 8 °C jusqu’a 72 heures.
Préparer un échantillon conservé pour amplification en retournant 2 a 3 fois pour mélanger.
Quvrir les tubes.

o pab

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

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

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

1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analysis Manual. Chapter 10: Detection and Enumeration of Listeria
monocytogenes in Foods. January 2016 Version.

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 8.08. Isolation and Identification of
Listeria monocytogenes from Red Meat, Poultry and Egg Products, and Environmental Samples.
Effective Date: May 1, 2013.

3. NF EN ISO 11290-1. Microbiology of Food and Animal Feeding Stuffs — Horizontal Method for the Detection and
Enumeration of Listeria monocytogenes. Amendment 1, 2004-10-15.

NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.
5. 1SO 7218:2024 Microbiology of the food chain — General requirements and guidance for microbiological examination

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

7. NF EN ISO 18593. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal methods for sampling techniques from
surfaces using contact plates and swabs.

8. NF EN ISO 6887. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension and
decimal dilutions for microbiological examination.

Explication des symboles des échantillons
info.neogen.com/symbols
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iNEI]EEN Erscheinungsdatum: 2024-07

Gebrauchsanweisungen

Molekulare Detektion 2 — Listeria monocytogenes Nachweis

Produktbeschreibung und Verwendungszweck

Der Neogen® Molekulare Detektion 2 — Listeria monocytogenes Nachweis wird in Verbindung mit dem Neogen®
Molekularen Detektionssystem fiir den schnellen und spezifischen Nachweis von Listeria monocytogenes in angereicherten
Proben aus Lebensmitteln und deren Umgebungen verwendet. Die Neogen Molekularen Detektionsnachweise verwenden
die mittels einer ,Loop" initiierte isotherme Amplifikation, um in Kombination mit der Biolumineszenz die Amplifikation

von Nukleinsduresequenzen mit hoher Spezifitat, Sensitivitat und Geschwindigkeit zu detektieren. Die vorlaufig positiven
Ergebnisse werden in Echtzeit erstellt, wahrend negative Ergebnisse erst nach Abschluss des Tests dargestellt werden.

Die vorlaufig positiven Ergebnisse miissen mithilfe eines Testverfahrens Ihrer Wahl oder gemaR den jeweils geltenden
Richtlinien bestatigt werden23,

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

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

Neogen hat den Neogen Molekulare Detektion 2 — Listeria monocytogenes Nachweis je nach Bedarf mit Demi Fraser Basis
Bouillon mit Eisen-Ammonium-Citrat und Fraser Basis Bouillon mit Eisen-Ammonium-Citrat evaluiert. Nachfolgend ist eine
typische Formulierung dieses Mediums angegeben.

Typische Formulierung einer Demi Fraser (g9/1) Typische Formulierung einer Fraser (9/1)
Basis Bouillon Basis Bouillon

Natriumchlorid 209 Natriumchlorid 209
Natriumphosphat, zweibasisch, wasserfrei* 9,69 Natriumphosphat, zweibasisch, wasserfrei* |9,6g
Rindfleisch-Extrakt 509 Rindfleisch-Extrakt 5,09
Pankreatisch verdautes Casein 509 Pankreatisch verdautes Casein 5,09
Peptisch verdautes tierisches Gewebe 509 Peptisch verdautes tierisches Gewebe 509
Hefeextrakt 509 Hefeextrakt 5,09
Lithiumchlorid 309 Lithiumchlorid 3,09
Kaliumphosphat, einbasisch 1,359 Kaliumphosphat, einbasisch 1,359
Aesculin 1,0g Aesculin 1,0g
Acriflavin-HCI 0,0125g Acriflavin-HCI 0,025 g
Nalidixinsaure 0,01g Nalidixinsaure 0,02g

* Ersatz: Natriumphosphat, zweibasisch, Dihydrat 12,0 g

Fraser Basis Bouillon-Ergédnzung

(Zutaten pro 10-ml-Flaschchen. Ein Flaschchen wird zu einem Liter Basismedium hinzugefiigt.)
Eisen-Ammonium-Citrat 0,5 g/10 ml

Finaler pH-Wert 7,2 £ 0,2 bei 25 °C

Das Neogen® Molekulare Detektion — Gerat ist fir die Verwendung mit Proben bestimmt, die wahrend der Nachweis-Lyse
wiarmebehandelt wurden, wodurch die in der Probe vorhandenen Organismen zerstért werden sollen. Proben, die wahrend
der Lyse nicht ordnungsgemaR warmebehandelt wurden, stellen méglicherweise ein biologisches Risiko dar und sollten
NICHT in das Neogen Molekulare Detektion — Gerat eingesetzt werden.
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Neogen Food Safety hat fiir die Bereiche Entwicklung und Fertigung die Zertifizierung ISO 9001 der Internationalen
Organisation fiir Normung (ISO) erhalten.

Das Testkit fur den Neogen Molekulare Detektion 2 — Listeria monocytogenes Nachweis enthalt 96 Tests, die in Tabelle 1
beschrieben sind.

Tabelle 1. Komponenten des Neogen Molekularen Detektions Assays

Artikel Kennzeichnung Stiickzahl Inhalt Kommentare
Rosafarbene
i Lésung in 96 (12 Streifen mit je 8 “ Abgefillt und
®
Neogen® Lyseldsung (LS) transparenten Gefalen) 580 ul LS pro Gefalt gebrauchsfertig
Gefallen
Reagenzgefalie fiir den Lyophilisierte
Neogen® Molekulare . 96 (12 Streifen mit je 8 spezifische .
Detektion 2 — Listeria Gelbe GeféBe GefaRen) Amplifikations- und Gebrauchsfertig
monocytogenes Nachweis Detektionsmischung
o 96 (12 Streifen mit je 8 .
Zusatzliche Kappen Gelbe Kappen Kappen) Gebrauchsfertig
o . Lyophilisierte Kontroll-
®
Neogen® Reagenzkontrolle Dur9h5|cht|ge 16 (2 Beutel mlt 8 DNS, Amplifikations- Gebrauchsfertig
(RC) Gefale einzelnen GefiRen) . .
und Detektionsmatrix

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

Sicherheit

Der Anwender muss sémtliche in der Gebrauchsanleitung des Neogen Molekularen Detektionssystems und des
Neogen Molekularen Detektion 2 — Listeria monocytogenes Nachweis aufgefiihrten Sicherheitshinweise gelesen und
verstanden haben. Bewahren Sie diese Sicherheitshinweise auf, um spéater auf sie zurtickgreifen zu kénnen.

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

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

A WARNUNG

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

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

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

MaRnahmen zur Reduzierung der mit einem falsch negativen Ergebnis verbundenen Risiken, die zur Freigabe eines
kontaminierten Produkts fithren kénnen:

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

e Lagern Sie den Neogen Molekulare Detektion 2 — Listeria monocytogenes Nachweis wie auf der Packung und in den
Gebrauchsanweisungen beschrieben.

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

e Verwenden Sie den Neogen Molekulare Detektion 2 — Listeria monocytogenes Nachweis fiir Lebensmittel- und
Umgebungsproben, die intern oder durch Dritte validiert wurden.

e Verwenden Sie den Neogen Molekulare Detektion 2 — Listeria monocytogenes Nachweis nur fir Oberflachen,
Desinfektionsmittel, Protokolle und Bakterienstamme, die intern oder durch Dritte validiert wurden.

e Wenn Sie eine Umgebungsprobe haben, die einen Neutralisationspuffer mit einem Acrylsulfonat-Komplex enthlt,
dann miissen Sie vor dem Testen der Probe eine 1:2 Verdiinnung (1 Teil Probe in 1 Teil steriler Anreicherungsbouillon)
vornehmen. Ebenso kénnen Sie 10 pl Anreicherungsmedium mit Neutralisationspuffer (NB) in die Neogen LysegefiRe
Gbertragen. Neogen® Produkte zur Probennahme, die Neutralisationspuffer mit Acrylsulfonat-Komplex enthalten:
RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL1O0NB2G, HS10NB, HS10NB2G und HS2410NB2G.
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Zur Verminderung der Risiken, die mit der Exposition gegeniiber Chemikalien und biogefiahrlichen Stoffen

verbunden sind:

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

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

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

e Vermeiden Sie nach der Amplifikation den Kontakt mit dem Anreicherungsmedium und den Reagenzgefalen.

Die angereicherten Proben sind gemaR Branchenstandards zu entsorgen.

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

Zur Verminderung von Kreuzkontaminationsrisiken bei der Vorbereitung des Tests:

e Tragen Sie stets Handschuhe (sowohl zum Schutz des Anwenders als auch, um ein Einbringen von Nukleasen
zu vermeiden).

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

Zur Verminderung der Risiken, die mit der Exposition gegeniiber heiRen Fliissigkeiten verbunden sind:

e Achten Sie darauf, die empfohlene Temperatur des Heizgeréts nicht zu Gberschreiten.

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

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

HINWEIS

Zur Verminderung von Kreuzkontaminationsrisiken bei der Vorbereitung des Tests:

e Wechseln Sie vor Hydratation der Reagenzpellets die Handschuhe.

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

e Verwenden Sie fiir jede Probeniibertragung eine neue Pipettenspitze.

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

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

Zur Verminderung der Risiken, die mit einem falsch positiven Ergebnis verbunden sind:

o Offnen Sie die ReagenzgefiRe niemals nach der Amplifikation.

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

e Autoklavieren Sie die ReagenzgefiaBe niemals nach der Amplifikation.

Weitere Informationen sowie die jeweils vor Ort geltenden Richtlinien zur Entsorgung entnehmen Sie bitte dem
Sicherheitsdatenblatt.

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

Verantwortung des Anwenders

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

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

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

Der Anwender tragt ebenfalls die Verantwortung dafiir, dass die angewendeten Testmethoden und Ergebnisse den
Anforderungen seiner Kunden und Lieferanten entsprechen.
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Wie bei allen Testmethoden, stellen die mit Neogen Lebensmittelsicherheitsprodukten erhaltenen Ergebnisse keine
Garantie fur die Qualitat der untersuchten Matrices oder Prozesse dar.

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

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

Haftungsbeschriankungen/Beschrinkte Rechtsmittel B

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

Haftungsbeschriankungen von Neogen 3

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

Lagerung und Entsorgung

Lagern Sie den Neogen Molekulare Detektion 2 — Listeria monocytogenes Nachweis bei 2—-8 °C. Nicht einfrieren. Kit
lichtgeschiitzt lagern. Vergewissern Sie sich nach dem Offnen des Sets, dass der Folienbeutel unbeschédigt ist. Verwenden
Sie das Set keinesfalls bei beschadigtem Beutel. Nach dem Offnen sollten nicht verwendete Reagenzgefille gemeinsam
mit dem Trockenmittel stets im wiederverschlieBbaren Beutel verwahrt werden, um die Stabilitat der lyophilisierten
Reagenzien sicherzustellen. Wieder verschlossene Beutel kdnnen maximal 60 Tage bei 2—8 °C aufbewahrt werden.

Verwenden Sie den Neogen Molekulare Detektion 2 — Listeria monocytogenes Nachweis nicht nach Ablauf des
Verfalldatums. Das Verfalldatum und die Chargennummer sind auf dem duReren Etikett der Packung angegeben.
Nach dem Gebrauch kénnen das Anreicherungsmedium und die GefaRe des Neogen Molekulare Detektion 2 — Listeria
monocytogenes Nachweises pathogene Stoffe enthalten. Beachten Sie nach Abschluss der Testverfahren die gliltigen
Branchennormen fiir die Entsorgung von kontaminierten Abféllen. Weitere Informationen sowie die jeweils vor Ort
geltenden Richtlinien zur Entsorgung entnehmen Sie bitte dem Sicherheitsdatenblatt.

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

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

Der Anwender sollte die Funktionsqualifizierung (Operational Qualification, OQ) fiir das Neogen Molekulare
Detektionssystem absolvieren wie im Dokument ,,Protokolle und Anweisungen fiir Installationsqualifizierung (1Q)/
Funktionsqualifizierung (OQ) fiir das Neogen Molekulare Detektionssystem* beschrieben®.

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

Fir Anreicherungsprotokolle gemaR AOAC?® Official Method of Analysis™ 2016.08 und AOAC® Performance Tested
MethodM Zertifikat Nr. 081501 in Tabelle 3.

Fir Anreicherungsprotokolle gemaR NF Validation-Zertifikat 3M 01/15-09/16 in Tabelle 4.

Probenanreicherung

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

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

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

a
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3. Homogenisieren Sie griindlich durch Verschneiden, Vermischung oder mischen von Hand fiir 2 = 0,2 Minuten.
Inkubieren Sie bei 37 + 1°C gemaR der entsprechenden Zeit aus Tabelle 2, 3 oder 4.

4. Geben Sie bei Rohmilchprodukten (siehe Tabellen 2, 3 oder 4) 0,1 ml der Erstanreicherung in 10 ml der Fraser Bouillon.
Inkubieren Sie 37 + 1°C fiir 20—24 Stunden.

Umgebungsproben

Ein Instrument zur Probennahme kann ein Schwamm sein, der mit einer neutralisierenden Lésung hydriert ist,

um die Wirkung von Desinfektionsmitteln zu deaktivieren. Neogen empfiehlt die Verwendung eines Biozid-freien
Zelluloseschwammes. Bei der Neutralisierungslésung kann es sich um eine Dey-Engley (D/E)-Neutralisierungs- oder
Letheen-Bouillon handeln. Der Bereich muss nach der Probenahme desinfiziert werden.

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

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

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

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

Homogenisieren Sie griindlich durch Verschneiden, Vermischung oder mischen von Hand fiir 2 + 0,2 Minuten.
Inkubieren Sie bei 37 + 1°C fiir 24—-30 Stunden gemaR der entsprechenden Zeit aus Tabelle 2, 3 oder 4.

Tabelle 2: Allgemeine Anreicherungsprotokolle bei 37 + 1°C unter Verwendung der Demi Fraser Basis Bouillon und Fraser
Basis Bouillon, je nach Bedarf.

Anreiche- Anreiche-
rungsbouillon- | rungszeit
volumen (ml) | (Stunden)

Proben-

Probenmatrix "
groRe

Warmebehandeltes,
gekochtes,
gepokeltes

Fleisch, Gefligel,
Meeresfriichte

und Fisch

Wiarmebehandelte/
pasteurisierte
Milchprodukte

259 225 24-30

Erzeugnisse
und Gemiise

Lebensmittel aus
mehreren Zutaten

1
Umgebungs- Schwamm

proben®
1 Tupfer 10 24-30

100 oder 225 24-30

Rohes Fleisch,
Gefligel,
Meeresfriichte,
Fisch

259 475 28-32
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Erstanreicherung Zweitanreicherung
(Demi Fraser Bouillon)® (Fraser Bouillon)®
Probenana-
ORI Anreiche- Anreiche- Pl b Anreiche- Iysevo(!;:-
Proben- bouill : Proben- | rungstem- : men
roRe rungsbouillon- | rungszeit Lok T rungszeit
9 volumen (ml) | (Stunden) °C) (Stunden)
0,1 ml
in 10 ml
Rohmilchprodukte 25¢g 225 20-24 Fraser 37 +1 20-24 10 pl
Bouillon
geben

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

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

und PTMSM Zertifikat Nr. 081501.

Spezifische Anweisungen fiir validierte Verfahren
AOAC?® Official Method of AnalysisS™2016.08
AOAC® Performance Tested Method*™ #081501

" PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER

In den OMA®M- und PTM®M-Programmen des AOAC Research Institute erwies sich der Neogen Molekulare Detektion 2 —
Listeria monocytogenes Nachweis als wirksame Methode zur Detektion von Listeria monocytogenes. Die in der Studie
getesteten Matrices sind in Tabelle 3 aufgefiihrt.

Tabelle 3. Anreicherungsprotokolle mit Verwendung der Demi Fraser Bouillon® bei 37 + 1°C gemaR AOAC OMASM 2016.08

081501

Probenmatrix ProbengrdRe Anreicherungsbouillon- Am:elcherungs-
volumen (ml) zeit (Stunden)
Rindfleisch-Hotdogs, Frischkase, Vanilleeis,
Huattenkase mit 4 % Milchfett, Schokolade
mit 3 % Vollmilch, Rémersalat, roher Spinat 259 225 24-30
im Beutel, kalt gerducherter Lachs
Rohes Gefliigelfieisch 259 475 28-32
Feinkost-Putenfleisch 125¢g 1125 24-30
Soviel Volumen,
Cantaloupe® Ganze Melone dass die Melone 26-30
schwimmen kann
__| Edelstahl 1Schwamm 225 24-30
_§ Versiegelter Beton 1Schwamm 100 24-30
o)
ol
(2]
()}
c
3 | Kunststoff®© 1 Tupfer 10 24-30
>
£
=)

Samtliche Proben fiir die AOAC-Validierung wurden, sofern nicht anders angegeben, mittels Mixer homogenisiert.

(a

(b)
(c)

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

Probe durch Mischen per Hand homogenisieren.

Probe mit dem Vortexmischer homogenisieren.
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ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http:/nf-validation.afnor.org/en

Fir weitere Informationen zum Ablauf der Validierung siehe NF VALIDATION-Zertifikat unter der oben genannten Website.

NF VALIDATION zertifizierte Methode in Ubereinstimmung mit der ISO 16140-2© im Vergleich zur ISO 11290®

Einsatzgebiet der Validierung: Proben von allen fiir den Menschen vorgesehenen Lebensmitteln und deren Umgebung
(auBer Proben aus der Primarproduktion)
Probenaufbereitung: Die Proben miissen gemaR EN 1SO 11290-1® und EN I1SO 6887® vorbereitet werden
Softwareversion: Siehe Zertifikat

Tabelle 4: Anreicherungsprotokolle gemaR NF VALIDATION-zertifizierter Methode 3M 01/15-09/16 bei 37 = 1°C unter
Verwendung einer Demi Fraser Bouillon und Fraser Bouillon, je nach Bedarf.

Anreiche- Anreiche- c
o Anreiche- Proben- q
- " rungsbouil- | rungstem- - Akzeptierte
Allgemeines Protokoll | ProbengrofRle rungszeit | analysevo-
lonvolumen peratur (Stunden) lumen® Unterbrechungspunkte
(ml) (x1°C)
Alle
Lebensmittelproben e Demi Fraser Bouillon bis
(au.fger rohes 259 zu 72 Stunden
Fleisch, rohe . o
Meeresfriichte und 225 37 24-30 20 |J| o Lysat bei —20 °C
Rohmilchprodukte) e Lysat bei 4 °C bis zu
25 g’ 1 Tupfer 72 Stunden
Umgebungsproben oder 1 Tuch
Erstanreicherung (Demi Fraser Bouillon)® Zweitanreicherung (Fraser Bouillon)® .
. : : - Akzeptierte
Spezi- Anreiche- | Anreiche- . Anreiche- . Proben- _
- Anreiche- Anreiche- Unterbre
fisches Proben- rungs- rungstem- .. | Proben- | rungstem- .. | analyse- B
.. ; rungszeit " rungszeit chungs
Protokoll | gréRe [bouillonvo-| peratur (Stunden) groRe | peratur (Stunden) volu- punkte
lumen (ml) (x1°C) (x1°C) men®
o Fraser
Bouillon
Rohes i
Fleisch, 0,1 ml *S"S 272
rohe in 10 ml tunden
Meeres- 25¢9 225 37 20-24 Fraser 37 20-24 10 ul | e Lysat bei
frichte und Bouillon -20°C
Rohmilch- geben o Lysat bei
produkte 4 °C bis zu
72 Stunden
(a) Volumen der Probe, das in Neogen LysegefaRe libertragen wird. Siehe Schritt 4.6 im Abschnitt Lyse.

(b)

Fraser Bouillon-Ergédnzung (Eisen-Ammonium-Citrat) erganzt werden.

(c)

Volumen der Probe, das in Neogen LysegefaRe libertragen wird. Siehe Schritt 4.6 im Abschnitt Lyse.

Die Demi Fraser Bouillon und die Fraser Bouillon sollten bei der Erstanreicherung oder Zweitanreicherung immer mit

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

Vorbereitung der Neogen® Molekulare Detektion — Beladehilfe

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

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

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

Vorbereitung des Neogen® Molekulare Detektion — Kiihlblockeinsatzes

Platzieren Sie den Neogen® Molekulare Detektion — Kiihlblock direkt auf der Laborbank; verwenden Sie den Kiihlblock bei
Laborraumtemperatur (20-25 °C).

Vorbereitung des Neogen® Molekulare Detektion — Heizblockeinsatzes

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

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

Vorbereitung des Neogen® Molekulare Detektion — Gerits

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

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

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

HINWEIS: Das Neogen Molekulare Detektion — Gerat muss bereit sein, bevor die Neogen Molekulare Detektion —
Beladehilfe mit den ReaktionsgefaRen eingesetzt werden kann. Dieses Erwarmungsverfahren nimmt etwa 20 Minuten in
Anspruch und wird durch eine ORANGEFARBENE Leuchte auf der Statusleiste des Geréts angezeigt. Sobald das Gerat
einsatzbereit ist, wechselt die Leuchte der Statusleiste auf GRUN.

Lyse

Entfernen Sie die Unterseite des Neogen Lysetragers mit einem Schraubendreher oder Spatel, bevor Sie ihn im Neogen
Molekulare Detektion — Heizblockeinsatz platzieren.

1. Lassen Sie die Lyseldésung (Neogen Lyselésung) im GefaR iiber Nacht (16—18 Stunden) bei Raumtemperatur (20-25 °C)
aufwarmen. Um die Neogen LysegefaRe auf Raumtemperatur zu erwarmen, kdnnen Sie die Neogen Lysegefalle auch
fir mindestens 2 Stunden auf die Laborbank stellen, fiir 1 Stunde bei 37 + 1°C inkubieren oder sie fiir 30 Sekunden bei
100 °C in ein Trocken-Doppelblock-Heizgerat setzen.

Mischen Sie die mit Kappen verschlossenen GefaRe. Fahren Sie innerhalb von 4 Stunden mit dem néchsten Schritt fort.
Nehmen Sie die Anreicherungsbouillon aus dem Inkubator.

4. Fir jede Probe und die Negativkontrolle (NC) (steriles Anreicherungsmedium) wird jeweils ein GefaR mit
Neogen Lysel6sung benétigt.

41 Die Neogen Lyselosung-GefaRstreifen kdnnen auf die gewiinschte Neogen Lyselésung-Anzahl an GeféRRen zurecht-
geschnitten werden. Wahlen Sie die Anzahl der erforderlichen Neogen LysegefaRe oder 8er Gefalstreifen aus.
Setzen Sie die Neogen Lysegefile in einen leeren GefaRtrager.

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

4.3 Ubertragen Sie die angereicherten Proben wie unten beschrieben auf die Neogen LysegefiRe:

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

4.4 Offnen Sie jeden Neogen Streifen mit LysegefaRen einzeln mit dem Neogen® Molekulare Detektion — Cap/Decap-
Werkzeug — Lyse.
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4.5 Entsorgen Sie die Kappen der Neogen LysegefaRe — wenn noch Lysat fiir weitere Tests Ubrig bleibt, bewahren Sie
die Kappen in einem sauberen Container auf, um sie nach der Lyse wieder aufzusetzen.

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

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

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

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

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

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

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

Nehmen Sie den Trager ohne Deckel mit den Neogen LysegefaRen aus dem Heizblockeinsatz. Lassen Sie ihn maximal

5 bis 10 Minuten lang im Neogen Molekulare Detektion — Kiihlblockeinsatz abkiihlen. Der Neogen Molekulare Detektion
— Kiihlblockeinsatz wird bei Raumtemperatur verwendet und sollte direkt auf die Laborbank gesetzt werden. Wenn die
Lyselésung abgekihlt ist, nimmt sie wieder eine rosa Farbe an.

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

001500

il i

Amplifikation

1.

Fir jede Probe und ihre NC ist ein Neogen Molekulare Detektion 2 — Listeria monocytogenes Nachweis-Reagenz-
gefaR erforderlich.

1.1 Die GefaRstreifen konnen auf die gewiinschte Anzahl der ReagenzgefaRe zurechtgeschnitten werden. Wahlen Sie
die Anzahl der erforderlichen ReagenzgefaRe fiir den Neogen Molekulare Detektion 2 — Listeria monocytogenes
Nachweis oder den 8er GefaBstreifen.

1.2 Stellen Sie die Reagenzgeféle fiir Neogen Molekulare Detektion 2 — Listeria monocytogenes Nachweis in einen
leeren Gefal3trager.

1.3 Vermeiden Sie es, die Reagenzkiigelchen im unteren Teil der GefaRe aufzuriihren.

2. Wahlen Sie 1 GefaR mit Neogen Reagenzkontrolle und stellen Sie es in den Gefaltrager.

3. Um eine Kreuzkontamination zu vermeiden, 6ffnen Sie jeweils nur einen Reagenzgefalstreifen des Neogen

Molekulare Detektion 2 — Listeria monocytogenes Nachweis und verwenden Sie bei jedem Ubertragungsschritt eine
neue Pipettenspitze.

Ubertragen Sie wie nachfolgend beschrieben die einzelnen Lysate in ein ReagenzgefaR fiir den Neogen Molekulare
Detektion 2 — Listeria monocytogenes Nachweis und in ein GefaR mit Neogen Reagenzkontrolle:

9
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Ubertragen Sie jedes Probenlysat zuerst in ein eigenes ReagenzgefaR fiir den Neogen Molekulare Detektion 2 —
Listeria monocytogenes Nachweis, gefolgt von der NC. Hydrieren Sie das Gefal8 mit Neogen Reagenzkontrolle
als letztes.

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

5.1 Ubertragen Sie 20 pl des Probenlysats aus der oberen Hilfte der Fliissigkeit (Ablagerungen vermeiden) im
Neogen LysegefiR in das entsprechende ReagenzgefiR fiir den Neogen Molekulare Detektion 2 - Listeria
monocytogenes Nachweis. Pipettieren Sie schrég in die GefaRe, um ein Aufriihren der Kiigelchen zu vermeiden.
Mischen Sie anschlieBend den GefaRinhalt, indem Sie ihn 5 Mal auf und ab pipettieren.

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

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

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

5.5 Sobald Sie alle Probenlysate tibertragen haben, wiederholen Sie Schritt 5.1, um 20 pyl des NC-Lysats in ein
ReagenzgefaR fiir den Neogen Molekulare Detektion 2 — Listeria monocytogenes Nachweis zu tibertragen.

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

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

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

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

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

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

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

Interpretation der Ergebnisse

Die durch die Detektion der Nukleinsdureamplifikation entstehende Lichtkurve wird anhand eines Algorithmus
ausgewertet. Die Ergebnisse werden automatisch von der Software analysiert und je nach Ergebnis farbcodiert.

Ein positives oder negatives Ergebnis wird durch die Analyse einer bestimmten Anzahl an eindeutigen Kurvenparametern
bestimmt. Die vorlaufigen positiven Ergebnisse werden in Echtzeit erstellt, wahrend negative und zu tGiberpriifende
Ergebnisse erst nach Abschluss des Testdurchlaufs dargestellt werden.

Vorlaufig positive Ergebnisse sollten anhand der Standardarbeitsanweisung fiir Laboratorien oder durch das
anschlieRende Referenzverfahren®23 bestatigt werden, beginnend mit der Ubertragung aus der Erstanreicherung in die

10
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Zweitanreicherungsbouillon (sofern zutreffend), gefolgt von anschlieBendem Ausplattieren und Bestétigen von Isolaten
mittels geeigneter biochemischer und serologischer Verfahren.

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

Falls es in seltenen Fallen zu einer ungewdhnlichen Lichtleistung kommt, wird diese vom Algorithmus als ,,Zu tberpriifen”
gekennzeichnet. Neogen empfiehlt, den Nachweis der so gekennzeichneten Proben zu wiederholen. Falls das Ergebnis
weiterhin als ,,Zu iberpriifen“ gekennzeichnet bleibt, bestatigen Sie das Ergebnis anhand lhres bevorzugten Testverfahrens
oder gemaR den jeweils geltenden Richtlinien.

Tabelle 5: Ergebnissymbole fiir Proben und deren Interpretation in der Neogen Molekulares Detektionssystem-Software.

Vertiefungstyp | Vertiefungsergebnissymbol Ergebnis Interpretation
- Die Probe wird vorlaufig positiv fiir das
Probe ‘ Positiv Zielpathogen betrachtet.

Probe ‘ Negativ Die Probe wird negativ fiir das Zielpathogen betrachtet.

Die Probenmatrix hat den Nachweis gehemmt.

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

Gebrauchsanweisung des Testkits.

Das Vorhandensein oder Fehlen des Zielpathogens
Zu war nicht ermittelbar. Ein neuer Test ist erforderlich.
@ Weitere Informationen finden Sie im Probleml6-
sungsabschnitt und der Gebrauchsanweisung
des Testkits.

Probe Uberprifen

Keine Bioluminszenz festgestellt. Ein neuer Test ist
Probe @ Fehler erforderlich. Weitere Informationen finden Sie im

Problemlésungsabschnitt und der Gebrauchsanweisung
des Testkits.

Bestatigung der Ergebnisse anhand der zertifizierten NF VALIDATION-Methode
Option 1: Nach ISO 11290® standardmaRig mit Demi Fraser-Anreicherung.

Option 2: Durch Isolation auf PALCAM-Agar oder auf chromogenem Agar (O&A) als Bestandteil einer zertifizierten
NF VALIDATION-Methode zur Detektion von Listeria monocytogenes. Das Vorhandensein charakteristischer Kolonien ist
ausreichend fiir den Nachweis von Listeria monocytogenes.

Option 3: Verwenden Sie die in der Norm EN I1SO 7218® beschriebenen Nukleinsdure-Sonden, die an isolierten Kolonien
von selektivem Agar angewendet werden (siehe Optionen 1 oder 2).

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

von dem Neogen Molekulare Detektion 2 — Listeria monocytogenes Nachweis unterscheiden. Das gesamte fir diese zweite
gesicherte Methode beschriebene Protokoll muss befolgt werden. Vor dem Beginn der Bestatigung missen alle Schritte fir
beide Methoden allgemein bekannt sein.

Bei abweichenden Ergebnissen (mutmaRlich positiven beim der alternativen Methode, unbestétigten Ergebnissen eines der
zuvor genannten Verfahren) muss das Labor die erforderlichen MaRnahmen befolgen, um die Richtigkeit der erhaltenden
Ergebnisse sicherzustellen.

Bei abweichenden Ergebnissen (vermutlich positiv mit dem Neogen Molekulare Detektion 2 — Listeria monocytogenes
Nachweis, nicht bestatigt durch eines der oben beschriebenen Verfahren) muss das Labor die erforderlichen MaRnahmen
befolgen, um die Richtigkeit der erhaltenen Ergebnisse sicherzustellen.

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

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

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

Lagern Sie das Lysat bis zu 72 Stunden bei 4 bis 8 °C.
Bereiten Sie eine gelagerte Probe zur Amplifikation vor, indem Sie sie zum Mischen 2—3 Mal umdrehen.
Offnen Sie die GefaRe.

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

a pab
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6. Nehmen Sie den Trager mit den Neogen LysegefaBen en aus dem Heizblockeinsatz und lassen Sie ihn maximal 5 bis
10 Minuten lang im Neogen Molekulare Detektion — Kiihlblockeinsatz abkiihlen.

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

1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analysis Manual. Chapter 10: Detection and Enumeration of
Listeria monocytogenes in Foods. January 2016 Version.

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 8.08. Isolation and Identification of
Listeria monocytogenes from Red Meat, Poultry and Egg Products, and Environmental Samples.
Effective Date: May 1, 2013.

3. NF EN ISO 11290-1. Microbiology of Food and Animal Feeding Stuffs — Horizontal Method for the Detection and
Enumeration of Listeria monocytogenes. Amendment 1, 2004-10-15.

NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.
5. NF EN ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General rules for microbiological examination.

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

7. NF EN ISO 18593. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal methods for sampling techniques from
surfaces using contact plates and swabs.

8. NF EN ISO 6887. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension and
decimal dilutions for microbiological examination.

Erklarung der Produktbeschriftungs-Symbole

info.neogen.com/symbols
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ENEUEEN Data di pubblicazione: 2024-07

Istruzioni sul prodotto
Analisi molecolare di seconda generazione per il rilevamento

di Listeria monocytogenes

Descrizione del prodotto e uso previsto

LAnalisi molecolare Neogen® di seconda generazione per il rilevamento di Listeria monocytogenes & utilizzata con il
Sistema per ’analisi molecolare Neogen® per il rilevamento rapido e specifico di Listeria monocytogenes in campioni di
alimenti e ambientali arricchiti. Le analisi molecolari Neogen per il rilevamento dei microrganismi patogeni utilizzano
amplificazione isotermica mediata da loop per amplificare rapidamente le sequenze di acidi nucleici a elevata specificita
e sensibilita, combinata con la bioluminescenza per rilevare 'amplificazione. | risultati presunti positivi sono riportati

in tempo reale, mentre quelli negativi si visualizzano al completamento dell’analisi. | risultati presunti positivi vanno
confermati utilizzando il proprio metodo convenzionale o secondo quanto specificato dalle normative locali®23,

L’Analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il rilevamento di Listeria monocytogenes & destinata all’'uso in un
ambiente di laboratorio da parte di professionisti formati in tecniche di laboratorio. Neogen non ha documentato l'utilizzo
del presente prodotto in settori diversi da quello alimentare e delle bevande. Ad esempio, Neogen non ha documentato

il presente prodotto per I'analisi su campioni di acqua, di tipo farmaceutico, cosmetico, clinico o veterinario. LAnalisi
molecolare di seconda generazione Neogen per il rilevamento di Listeria monocytogenes non é stata valutata con tutti i
possibili protocolli di test o ceppi di batteri.

Come tutti i metodi analitici, i risultati possono essere influenzati dall’origine, dalla formulazione e dalla qualita del
terreno di arricchimento. Anche fattori quali i metodi di campionamento, i protocolli di analisi, la preparazione del
campione, la manipolazione e le tecniche di laboratorio possono influenzare i risultati. Neogen consiglia la valutazione del
metodo, compreso il terreno di arricchimento, nel’ambiente dell’'utente, utilizzando un numero sufficiente di campioni che
presentano particolari caratteristiche alimentari e microbiche, per assicurare che il metodo soddisfi i criteri dell’utente.

Neogen ha valutato I'’Analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il rilevamento di Listeria monocytogenes con
brodo Demi Fraser contenente citrato ferrico di ammonio e brodo Fraser contenente citrato ferrico di ammonio secondo
necessita. Di seguito & riportata una tipica formulazione di questo terreno.

Formula tipica della base per brodo Demi-Fraser | (g/1) Formula tipica della base per brodo Fraser | (g/1)
Cloruro di sodio 20g Cloruro di sodio 20g
Fosfato di sodio, bibasico, anidro* 9,69 Fosfato di sodio, bibasico, anidro* 9,649
Estratto di carne bovina 509 Estratto di carne bovina 5,09
Digerito pancreatico della caseina 5,09 Digerito pancreatico della caseina 5,09
Digerito peptico di tessuto animale 5,09 Digerito peptico di tessuto animale 5,09
Estratto di lievito 509 Estratto di lievito 509
Cloruro di litio 3,09 Cloruro di litio 3,09
Fosfato di potassio, monobasico 1,359 Fosfato di potassio, monobasico 1,359
Esculina 1,0g Esculina 1,0g
Acriflavina HCI 0,0125¢g Acriflavina HCI 0,025g
Acido nalidixico 0,01g Acido nalidixico 0,02g
*Sostituito: fosfato di sodio, bibasico, biidrato 12,0g

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

Citrato ferrico di ammonio 0,5 g/10 ml
pH finale 7,2+ 0,2a25°C

Lo Strumento per I'analisi molecolare Neogen® & destinato all’uso su campioni sottoposti a trattamento termico durante
la fase di lisi dell’analisi, atto ad annientare gli organismi presenti nel campione. | campioni non correttamente trattati
termicamente durante la fase di lisi dell’analisi possono essere considerati un potenziale rischio biologico e NON devono
essere inseriti nello Strumento per I'analisi molecolare Neogen.
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Neogen Food Safety & certificata ISO (International Organization for Standardization) 9001 per la progettazione
e la produzione.

I kit di prova per I’Analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il rilevamento di Listeria monocytogenes &
composto da 96 test, descritti nella Tabella 1.

Tabella 1. Componenti del kit di analisi molecolare Neogen

Articolo Identificazione Quantita Contenuto Commenti

In rastrelliera
e pronte all’'uso

Soluzione di lisi (LS) Soluzione rosa in 96 (12 strisce da

Neogen® provette trasparenti | 8 provette) 580 pl di LS per provetta

Provette di reagente per
I’Analisi molecolare di
seconda generazione Provette gialle
Neogen® per il rilevamento
di Listeria monocytogenes

Miscela di rilevamento
e amplificazione Pronte all’'uso
specifica liofilizzata

96 (12 strisce da
8 provette)

Tappi supplementari Tappi gialli 96 (12 strisce da 8 tappi) Pronte all’'uso

Provette trasparenti Miscela di rilevamento

Controllo reagente 16 (2 buste da e . . ,

® con apertura a . e amplificazione DNA di | Pronte all’'uso
Neogen® (RC) 8 provette singole) o

scatto controllo liofilizzato

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

Sicurezza

L'utente & tenuto a leggere, comprendere e seguire tutte le informazioni per la sicurezza contenute nelle istruzioni del
Sistema per I'analisi molecolare Neogen e dell’Analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il rilevamento di
Listeria monocytogenes. Conservare le istruzioni di sicurezza per poterle consultare in futuro.

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

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

A AVVERTENZA

Non utilizzare I’Analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il rilevamento di Listeria monocytogenes per la
diagnosi delle condizioni di soggetti umani o animali.

Il metodo dell’Analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il rilevamento di Listeria monocytogenes puo
generare Listeria monocytogenes a livelli tali da provocare nati morti e decessi nelle donne in gravidanza e in soggetti
immunocompromessi, se esposti.

L'utente deve addestrare il proprio personale all’esecuzione corretta delle tecniche di prova: ad esempio, buone prassi
di laboratorio, ISO/IEC 17025%, o 1ISO 7218,

Per ridurre i rischi associati a risultati falsi negativi che comportano I'emissione di un prodotto contaminato:

e Attenersi al protocollo ed eseguire i test esattamente come descritto nelle Istruzioni sul prodotto.

e Conservare ’Analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il rilevamento di Listeria monocytogenes come
indicato sulla confezione e nelle istruzioni sul prodotto.

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

e Utilizzare I’Analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il rilevamento di Listeria monocytogenes per campioni
ambientali e alimentari che sono stati validati internamente o da terzi.

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

e Per un campione ambientale contenente un tampone neutralizzante con il complesso di aril solfonato, eseguire una
diluizione in rapporto 1:2 prima di eseguire il test (1 parte di campione in 1 parte di brodo di arricchimento sterile).
Un’altra opzione consiste nel trasferire 10 pl di arricchimento del tampone neutralizzante all’interno delle provette per
Soluzione di lisi Neogen. Prodotti per la raccolta dei campioni di Neogen® che includono Tampone neutralizzante con
complesso aril solfonato: RS96010NB, RS9604NB, SSL10ONB, SSL1IONB2G, HS10NB, HS10NB2G e HS2410NB2G.

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

e Siraccomanda vivamente che il personale di laboratorio femminile sia informato del rischio per un feto in via di sviluppo
derivante dall’infezione della madre dovuta all’esposizione a Listeria monocytogenes.
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e Eseguire un test per patogeni in un laboratorio adeguatamente equipaggiato, sotto la supervisione di personale
esperto. Il terreno di arricchimento incubato e le attrezzature o le superfici che sono venute in contatto con il terreno di
arricchimento incubato potrebbero contenere patogeni a livelli sufficienti da comportare rischi per la salute umana.

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

e Evitare il contatto con il contenuto delle provette di reagente e del terreno di arricchimento dopo 'amplificazione.

e Smaltire i campioni arricchiti in conformita degli standard di settore vigenti.

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

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

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

Per ridurre i rischi associati all’esposizione a liquidi caldi:

e Non superare I'impostazione di temperatura raccomandata sul riscaldatore.

e Non superare il tempo di riscaldamento raccomandato.

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

AVVISO

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

e Cambiare i guanti prima di idratare le pastiglie di reagente.

e Siconsiglia di utilizzare puntali di pipetta di grado biologico molecolare sterili con barriera contro gli aerosol (filtrate).

e Utilizzare un nuovo puntale di pipetta per ciascun trasferimento di campione.

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

e Utilizzare una stazione di lavoro di biologia molecolare contenente una lampada germicida, laddove disponibile.
Decontaminare periodicamente i banchi e l'attrezzatura di laboratorio (pipette, strumenti per chiudere/aprire i tappi, ecc.)
con una soluzione di candeggina per uso domestico all1-5% (diluita in acqua v:v) o una soluzione per la rimozione del DNA.

Per ridurre i rischi associati a un risultato falso positivo:

e Non aprire mai le provette di reagente dopo I'amplificazione.

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

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

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

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

Responsabilita dell’'utente
Gli utenti sono tenuti a leggere e apprendere le istruzioni e le informazioni sul prodotto. Visitare il nostro sito web
all'indirizzo www.neogen.com, oppure contattare il distributore locale o rappresentante Neogen per ulteriori informazioni.

Nella scelta di un metodo di test, & importante considerare che fattori esterni quali i metodi di campionamento, i protocolli
di test, la preparazione del campione, la manipolazione e le tecniche di laboratorio possono influenzare i risultati.

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

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

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

Per aiutare i clienti nella valutazione del metodo per le varie matrici alimentari, Neogen ha elaborato il kit di Controllo della
matrice di rilevamento molecolare Neogen®. Quando necessario, utilizzare il Controllo della matrice (MC) per determinare
se questa sia in grado di influenzare i risultati dell’Analisi molecolare Neogen di seconda generazione per il rilevamento

di Listeria monocytogenes. Durante il periodo di valutazione - in caso di adozione di un metodo Neogen - o durante
I’esecuzione di test su matrici nuove o sconosciute o su matrici che hanno subito modifiche nelle materie prime o nella
lavorazione, analizzare numerosi campioni rappresentativi della matrice, cioé campioni di diversa origine.
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Si definisce matrice un tipo di prodotto con proprieta intrinseche quali la composizione e la lavorazione. Le differenze fra le
matrici possono essere semplici come gli effetti causati dalle differenze nella loro lavorazione o presentazione, ad esempio:
crude o pastorizzate, fresche o secche, ecc.

Limitazione di garanzia/Rimedio limitato

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

Limitazione di responsabilita da parte di Neogen

NEOGEN NON SARA RESPONSABILE DI PERDITE O DANNI, DIRETTI, INDIRETTI, SPECIALI, INCIDENTALI O
EMERGENTI, INCLUSA, MA NON IN VIA STRETTAMENTE LIMITATIVA, LA PERDITA DI PROFITTO. In nessun caso la
responsabilita legale di Neogen andra oltre il prezzo d’acquisto del prodotto presunto difettoso.

Conservazione e smaltimento

Conservare I'Analisi molecolare Neogen di seconda generazione per il rilevamento di Listeria monocytogenes a 2-8 °C.

Non congelare. Conservare il kit lontano da fonti luminose. Dopo aver aperto il kit, verificare che la busta d’alluminio non risulti
danneggiata. Qualora la busta d’alluminio fosse danneggiata, non utilizzare i prodotti contenuti allinterno. Dopo I'apertura,

le provette di reagente inutilizzate dovranno essere sempre conservate in una busta richiudibile con essiccante all’interno per
mantenere la stabilita dei reagenti liofilizzati. Conservare le buste richiudibili a 2-8 °C per un periodo non superiore a 60 giorni.

Non utilizzare I’Analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il rilevamento di Listeria monocytogenes oltre la
data di scadenza. La data di scadenza e il numero di lotto sono riportati sull’etichetta esterna della scatola. Dopo I'utilizzo,

il terreno di arricchimento e le provette per I'analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il rilevamento di
Listeria monocytogenes possono potenzialmente contenere materiali patogeni. Una volta completato il test, attenersi agli
standard di settore vigenti in materia di smaltimento di rifiuti contaminati. Per ulteriori informazioni, consultare la Scheda di
sicurezza dei materiali e le normative locali per lo smaltimento.

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

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

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

Per i requisiti specifici, consultare la sezione “Istruzioni specifiche per metodi validati”:

Tabella 3 per i protocolli di arricchimento secondo AOAC® Official Method of Analysis® 2016.08 e AOAC® Performance
Tested Method®V, Certificato n. 081501.

Tabella 4 per i protocolli di arricchimento secondo il certificato NF Validation 3M 01/15-09/16.

Arricchimento del campione )

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

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

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

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

4. Periprodotti lattiero-caseari crudi (vedi tabelle 2, 3 o 4), trasferire 0,1 ml del brodo di arricchimento primario in 10 ml di
brodo Fraser. Incubare a 37 + 1°C per 20-24 ore.

Campioni ambientali

| dispositivi di prelievo dei campioni possono essere spugne idratate con soluzione neutralizzante per disattivare gli effetti
dei disinfettanti. Neogen raccomanda I'utilizzo di spugne di cellulosa senza biocidi. La soluzione neutralizzante puo essere
il brodo neutralizzante Dey-Engley (D/E) o il brodo Letheen. Si raccomanda di disinfettare I'area dopo il campionamento.
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AVVERTENZA: se si sceglie di usare un tampone neutralizzante (NB) che contiene complesso aril solfonato come
soluzione idratante per la spugna, & necessario eseguire una diluizione in rapporto 1:2 (1 parte di campione in 1 parte
di brodo di arricchimento sterile) del campione ambientale arricchito prima di eseguire il test, al fine di ridurre i rischi
associati a risultati falsi negativi che comportino 'emissione di un prodotto contaminato. Un’altra opzione consiste nel
trasferire 10 pl di arricchimento del tampone neutralizzante all’interno delle provette per Soluzione di lisi Neogen.

Lestensione raccomandata dell’area di campionamento per verificare la presenza o I'assenza del patogeno sulla superficie
¢ di almeno 100 cm? (10 cm x 10 cm o 4” x 4”). Quando si effettua il campionamento con una spugna, coprire l'intera area
in due direzioni (da sinistra a destra, quindi su e gil), oppure raccogliere campioni ambientali attenendosi al protocollo di
campionamento vigente o secondo le linee guida FDA BAM®, USDA FSIS MLG® o ISO 185931,

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

Unire asetticamente il terreno di arricchimento al campione in base alle tabelle 2, 3 o0 4.

Omogeneizzare con cura, miscelando con miscelatore o agitatore o a mano per 2 = 0,2 minuti. Incubare a 37 = 1°C per
24-30 ore in base alle tabelle 2, 3 0 4.

Tabella 2: protocolli di arricchimento generici a 37 + 1°C con utilizzo di brodo Demi Fraser e brodo Fraser

secondo necessita.

Matrice campione

Dimensione
campione

Volume
brodo di
arricchimento

(ml)

Tempo di
arricchimento
(ore)

Carni, pollame,
frutti di mare

e pesce sottoposti
a trattamento
termico, cotti,
affumicati

Prodotti lattiero-
caseari sottoposti
a trattamento
termico/
pastorizzati

Verdure e ortaggi

Alimenti
multicomponente

25¢

225

24-30

Campioni
ambientali®

1spugna

100 o0 225

24-30

1tampone

10

24-30

Carne cruda,
pollame, frutti di
mare, pesce

25¢

475

28-32

Arricchimento primario

(brodo Demi Fraser)®

Arricchimento secondario

(Brodo Fraser)®

Volume
Matrice campione Volume Tempo di r-:::,geéi Tempo d:éll acr;amll_m
Dimensione brodo di yemp Dimensione . s di arric- .
: A arricchimento . arricchi- . pione®
campione | arricchimento e campione mento chimento
(ml) (°C) (ore)
Trasferire 0,1
Prodotti ml in
lattiero-caseari 259 225 20-24 10 ml di 37 1 20-24 10 pl
crudi brodo
Fraser

(a) Il brodo Demi-Fraser e il brodo Fraser devono essere sempre integrati con il supplemento per brodo Fraser

(citrato ferrico di ammonio) durante Parricchimento primario o secondario.

(b)...Volume di.campione trasferito.alle provette per Soluzione di lisi Neogen. Fare riferimento al punto 4.6 della sezione Lisi.
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Istruzioni specifiche per metodi validati
AOAC?® Official Method of Analysis 2016.08
AOAC® Performance Tested Method*™ #081501

= PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 081501

Nei programmi OMASM e PTMSM dell’Istituto di ricerca AOAC, I’Analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il
rilevamento di Listeria monocytogenes é risultata essere un metodo efficace per il rilevamento di Listeria monocytogenes.

Le matrici testate nello studio sono riportate nella Tabella 3.
Tabella 3. Protocolli di arricchimento che usano brodo Demi Fraser® a 37 + 1°C secondo AOAC OMASM 2016.08 e PTMSM,
Certificato n. 081501.

. . Dimensione Volume brodo di '!'em[?o di
Matrice campione 5 . arricchimento
campione | arricchimento (ml) )

Hot dog di manzo, formaggio fresco,
gelato alla vaniglia, formaggio fresco
in fiocchi al latte 4%, latte intero

al cioccolato 3%, lattuga romana, 259 225 24-30
spinaci crudi in busta, salmone affumicato

a freddo
Pollo crudo 25¢g 475 28-32
Affettato di tacchino 125¢g 1125 24-30
Melone Volume sufficiente
Cantalupo® - per consentire al 26-30
intero . .
melone di galleggiare
Acciaio inossidabile 1spugna 225 24-30
= <_; Calcestruzzo sigillato 1spugna 100 24-30
Kol
Q.9
g -g Plastica® 1tampone 10 24-30
Ow

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

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

(b) Omogeneizzare il campione miscelando a mano.
(¢) Omogeneizzare il campione agitando al Vortex.

NF VALIDATION concessa dalla AFNOR Certification

\CATION
QT\F
c®

NF

VALIDATION
EN ISO 16140

3M 01/15-09/16
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en

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

in precedenza.

Metodo certificato NF VALIDATION in conformita di ISO 16140-2© rispetto a ISO 11290®
Ambito della validazione: tutti i campioni di alimenti per 'uomo e ambientali (esclusi i campioni di produzione primaria)
Preparazione del campione: i campioni devono essere preparati secondo EN 1SO 11290-1® ed EN ISO 6887®



Versione del software: vedere il certificato

Tabella 4: protocolli di arricchimento secondo il metodo certificato NF VALIDATION 3M 01/15-09/16 a 37 + 1°C che usano
brodo Demi Fraser e brodo Fraser secondo necessita.
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Volume Temperatu- Tempo Volume
. Dimensione | brodo di ar- | radi arric- di arric- |dellanalisi Punto di interruzione
Protocollo generico : . . . .
campione | ricchimento | chimento | chimento | del cam- accettato
(ml) (x1°C) (ore) pione®
Tutti i campioni
alimentari (eccetto e Brodo Demi Fraser fino
carni crugt'a, frUtt(del . 25¢g a72ore
mare crudi e prodotti .
Iattiero-caseal?'i crudi) 225 37 24-30 20 ul e Lisatoa-20°C
259, e Lisato a4 °Cfinoa
Campioni ambientali [1tampone o 72 ore
1salvietta
Arricchimento primario Arricchimento secondario
(brodo Demi Fraser)® (brodo Fraser)®
Protocol-| _. Volume Punto di
lo speci- Dimen- brodo di Temperatu-  Tempo Dimen- Temperatu- Tempo Vo’lumg _|interruzione
s sione | _ i ochi- | @ di arric- | diarric- sione radiarric- | diarric- | dell’analisi S
cam- mento chimento | chimento campione chimento | chimento | del cam-
pione (ml) (x1°C) (ore) P (x1°C) (ore) pione®
Carni e Brodo
crude, Fraser fino
frutti di Trasferire a72ore
mare 0,1 mlin e Lisato a
crudi e 259 225 37 20-24 10 ml di 37 20-24 10 pl o
. -20°C
prodotti brodo ]
lattiero- Fraser ° Llsatq a
caseari 4 °C fino
crudi a72ore
(@) Volume di campione trasferito alle provette per Soluzione di lisi Neogen. Fare riferimento al punto 4.6 della sezione Lisi.
(b) Il brodo Demi-Fraser e il brodo Fraser devono essere sempre integrati con il supplemento per brodo Fraser (citrato
ferrico di ammonio) durante 'arricchimento primario o secondario.
(c) Volume di campione trasferito alle provette per soluzione di lisi Neogen. Fare riferimento al punto 4.6 della sezione Lisi.

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

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

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

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

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

Preparazione del Blocco di raffreddamento estraibile per il sistema di rilevamento molecolare Neogen®

Posizionare il Blocco di raffreddamento estraibile per il sistema di rilevamento molecolare Neogen® direttamente sul banco

del laboratorio; utilizzare il pozzetto di raffreddamento alla temperatura ambiente del laboratorio (20-25 °C).

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

Posizionare I'Inserto del blocco di calore per il sistema di rilevamento molecolare Neogen® in un’unita riscaldante a secco con
doppio blocco. Accendere I'unita riscaldante a secco con blocco e impostare la temperatura per consentire all'Inserto del
blocco di calore per il sistema di rilevamento molecolare Neogen di raggiungere e mantenere una temperatura di 100 = 1°C.
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NOTA: a seconda dell’'unita riscaldante, attendere circa 30 minuti affinché I'Inserto del blocco di calore per il sistema

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

Preparazione dello Strumento per I’analisi molecolare Neogen®

1.

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

Accendere lo Strumento per 'analisi molecolare Neogen.

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

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

Lisi

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

%

N

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

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

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

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

4.2 Al fine di evitare la contaminazione crociata, stappare una striscia di provette per Soluzione di lisi Neogen alla volta
e utilizzare un nuovo puntale per pipetta per ciascuna fase di trasferimento.

4.3 Trasferire i campioni arricchiti nelle provette per Soluzione di lisi Neogen come descritto di seguito:

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

4.4 Utilizzare lo Strumento per chiudere/aprire i tappi dei pozzetti di lisi per il rilevamento molecolare Neogen® per
aprire il tappo di una striscia di provette per Soluzione di lisi Neogen, una striscia alla volta.

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

4.51 Per l'elaborazione del lisato conservato, consultare '’Appendice A.

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

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

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

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

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

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

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

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

00:15:00

Amplificazione

1.

E richiesta una provetta di reagente per I’Analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il rilevamento di
Listeria monocytogenes per ciascun campione e per 'NC.

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

1.2 Posizionare le provette di reagente per ’Analisi molecolare Neogen di seconda generazione per il rilevamento di
Listeria monocytogenes in una rastrelliera vuota.

1.3 Evitare di spostare le pastiglie di reagente poste sul fondo delle provette.

2. Selezionare una provetta di Controllo reagente Neogen e posizionarla nella rastrelliera.

3. Al fine di evitare la contaminazione crociata, rimuovere i tappi da una striscia di provette di reagente per I’Analisi

molecolare di seconda generazione Neogen per il rilevamento di Listeria monocytogenes alla volta e utilizzare un nuovo
puntale per pipetta per ciascuna fase di trasferimento.

Trasferire il lisato in provette di reagente per ’Analisi molecolare Neogen di seconda generazione per il rilevamento di
Listeria monocytogenes e in una provetta di Controllo reagente Neogen come indicato di seguito:

Trasferire innanzitutto ciascun lisato campione in singole provette di reagente per I’Analisi molecolare di seconda
generazione Neogen per il rilevamento di Listeria monocytogenes, quindi trasferire ’NC. Idratare la provetta di
Controllo reagente Neogen per ultima.
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5. Utilizzare lo Strumento per chiudere/aprire i tappi dei pozzetti contenenti il reagente per il rilevamento molecolare
Neogen® per rimuovere i tappi dalle provette di reagente per ’Analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il
rilevamento di Listeria monocytogenes; una striscia di provette di reagente per volta. Gettare il tappo.

5.1 Trasferire 20 pl di lisato campione dalla meta superiore del liquido (evitare il deposito) della provetta per
Soluzione di lisi Neogen nella provetta di reagente corrispondente per I’Analisi molecolare di seconda
generazione Neogen per il rilevamento di Listeria monocytogenes. Erogare con un’inclinazione per evitare lo
spostamento delle pastiglie. Miscelare pipettando delicatamente su e gilu per 5 volte.

5.2 Ripetere il punto 5.1 finché ciascun lisato campione non & stato aggiunto alla provetta di reagente corrispondente
per I’Analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il rilevamento di Listeria monocytogenes nella striscia.

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

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

5.5 Quando tutti i lisati sono stati trasferiti, ripetere il punto 5.1 per trasferire 20 pul di lisato NC in una provetta di
reagente per ’Analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il rilevamento di Listeria monocytogenes.

5.6 Trasferire 20 pl di lisato NC in una provetta di Controllo reagente Neogen. Erogare con un’inclinazione per evitare
lo spostamento delle pastiglie. Miscelare pipettando delicatamente su e giu per 5 volte.

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

20 pL

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

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

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

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

AVVISO: per ridurre al minimo il rischio di falsi positivi dovuti alla contaminazione crociata, non aprire mai le provette

di reagente contenenti DNA amplificato. Queste includono le provette di reagente per I’Analisi molecolare di seconda
generazione Neogen per il rilevamento di Listeria monocytogenes, le provette di Controllo reagente Neogen e le provette
di Controllo della matrice Neogen. Gettare sempre le provette di reagente sigillate immergendole in una soluzione di
candeggina per uso domestico all"1-5% (diluita in acqua v:v) o in una soluzione equivalente per 1 ora lontano dall’area di
preparazione dell’analisi.

Risultati e interpretazione

Un algoritmo interpreta la curva di emissione luminosa risultante dal rilevamento dell’amplificazione degli acidi nucleici.
| risultati sono analizzati automaticamente dal software e codificati mediante un colore in base all’esito. Un risultato
positivo o negativo € determinato dall’analisi di un numero di parametri unici della curva. | risultati presunti positivi sono
riportati in tempo reale, mentre i risultati Negativi e Da esaminare sono visualizzati al completamento dell’analisi.

| campioni presunti positivi vanno confermati in base alle procedure operative standard del laboratorio o seguendo
il metodo di conferma appropriato® 23, iniziando dal trasferimento dal brodo di arricchimento primario al brodo di

arricchimento secondario (se pertinente), seguito dalla piastratura e dalla conferma degli isolati utilizzando metodi
biochimici e sierologici adeguati.
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NOTA: anche un campione negativo non fornira una lettura zero, poiché il sistema e i reagenti di amplificazione
dell’Analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il rilevamento di Listeria monocytogenes riportano un valore
di “background” dell’unita di luce relativa (RLU).

Nel raro caso di emissione luminosa insolita, I'algoritmo la classifica come “Da esaminare”. Neogen consiglia all’'utente di
ripetere I'analisi per qualsiasi campione da esaminare. Se il risultato continua a essere Da esaminare, procedere con il test
di conferma utilizzando il proprio metodo di elezione o come specificato dalle normative locali.

Tabella 5: simboli dei risultati per i campioni e interpretazione forniti dal software del Sistema per I'analisi molecolare
Neogen.

Tipo di Simbolo del risultato

pozzetto del pozzetto Risultato Interpretazione
Campione ‘ Positivo Il campione & presunto positivo per il patogeno bersaglio.
Campione ‘ Negativo [ Il campione & negativo per il patogeno bersaglio.

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

La presenza o I'assenza del patogeno bersaglio é stata

Da indetermipa'fg. Puo essere richie§ta una ripetizione_del test.
@ Per maggiori informazioni, fare riferimento alla sezione relativa
alla risoluzione dei problemi e alle Istruzioni sul prodotto del kit
di analisi.

Campione .
esaminare

Non & stata rilevata alcuna bioluminescenza. Puo essere richiesta
@ Errore una ripgtizione dgl test. Rer ma.ggiori ipformaziqni, fare riferimepto

alla sezione relativa alla risoluzione dei problemi e alle Istruzioni sul
prodotto del kit di analisi.

Conferma dei risultati secondo il metodo certificato NF VALIDATION
Opzione 1: utilizzo dello standard ISO 11290® a partire dall’arricchimento in Demi Fraser.

Campione

Opzione 2: mediante isolamento su PALCAM agar o su agar cromogeno (O&A) facente parte di un metodo certificato
NF VALIDATION per il rilevamento del Listeria monocytogenes. La presenza di colonie caratteristiche & sufficiente per
confermare la presenza di Listeria monocytogenes.

Opzione 3: utilizzo di sonde di acido nucleico come descritto nello standard EN ISO 7218%, con esecuzione su colonie
isolate, da agar selettivo (vedere opzione 10 2).

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

Nel caso di risultati discordanti (presunto positivo con il metodo alternativo, non confermato da uno dei mezzi suindicati),
il laboratorio deve agire di conseguenza per garantire la validita dei risultati ottenuti.

Nel caso di risultati discordanti (presunto positivo con I’Analisi molecolare Neogen di seconda generazione per il
rilevamento di Listeria monocytogenes, non confermato da uno dei mezzi suindicati), il laboratorio deve agire di
conseguenza per garantire la validita dei risultati ottenuti.

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

Appendice A. Interruzione del protocollo: Conservazione e ripetizione del test dei lisati termotrattati.
1. Per conservare un lisato termotrattato, richiudere la provetta di lisi con un tappo pulito (vedere la sezione “Lisi”, 4.5).

Conservare a 4-8 °C fino a 72 ore.
Preparare il campione conservato per 'amplificazione capovolgendolo 2-3 volte per miscelarlo.
Togliere il tappo alle provette.

o pab

Posizionare le provette di lisato miscelato sull'lnserto del blocco di calore per il sistema di rilevamento molecolare
Neogen e riscaldare a 100 = 1°C per 5 = 1 minuti.
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Rimuovere la rastrelliera portaprovette per Soluzione di lisi Neogen dal pozzetto di riscaldamento e lasciarla
raffreddare nel Blocco di raffreddamento estraibile per il sistema di rilevamento molecolare Neogen per almeno 5
minuti e per un massimo di 10 minuti.

Proseguire con il protocollo descritto nella sezione “Amplificazione” di cui sopra.
liografia:

US Food and Drug Administration Bacteriological Analysis Manual. Chapter 10: Detection and Enumeration of Listeria
monocytogenes in Foods. January 2016 Version.

US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 8.08. Isolation and Identification of
Listeria monocytogenes from Red Meat, Poultry and Egg Products, and Environmental Samples.
Effective Date: May 1, 2013.

NF EN ISO 11290-1. Microbiology of Food and Animal Feeding Stuffs — Horizontal Method for the Detection and
Enumeration of Listeria monocytogenes. Amendment 1, 2004-10-15.

NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.
NF EN ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General rules for microbiological examination.

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

NF EN ISO 18593. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal methods for sampling techniques from
surfaces using contact plates and swabs.

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

Legenda dei simboli delle etichette dei prodotti
info.neogen.com/symbols
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Instrucciones del Producto

Ensayo de Deteccién Molecular 2 para Listeria monocytogenes

Descripcion del producto y uso adecuado

El Ensayo de Deteccion Molecular 2 para Listeria monocytogenes Neogen® se utiliza con el Sistema de Deteccion
Molecular Neogen® para la deteccién rapida y especifica y de Listeria monocytogenes en muestras enriquecidas de
alimentos y ambientes. Los Andlisis de Deteccion Molecular Neogen usan amplificacion isotérmica mediada por asas
para amplificar rapidamente las secuencias de acidos nucleicos con alta especificidad y sensibilidad, combinadas con
bioluminiscencia para detectar la amplificacion. Los resultados presuntamente positivos se reportan en tiempo real,
mientras que los resultados negativos se revelan una vez terminado el ensayo. Los resultados presuntamente positivos se
deben confirmar con su método de preferencia, o segun se especifique en las regulaciones locales® 23,

El Ensayo de Deteccion Molecular 2 para Listeria monocytogenes Neogen esta previsto para el uso en laboratorios por
profesionales capacitados en el empleo de técnicas de laboratorio. Neogen no documenté el uso de este producto en

otras industrias que no sean la alimentaria o la de bebidas. Por ejemplo, Neogen no documenté este producto para el
andlisis de muestras de agua, farmacéuticas, cosméticas, clinicas o veterinarias. El Ensayo de Deteccidén Molecular 2 para
Listeria monocytogenes Neogen no ha sido evaluado con todos los protocolos de anélisis ni con todas las cepas bacterianas
posibles.

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

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

Neogen ha evaluado el Ensayo de Deteccion Molecular 2 para Listeria monocytogenes Neogen con Base de Caldo Demi
Fraser que contiene citrato de amonio férrico y base de Caldo Fraser que contiene citrato de amonio férrico segin sea
necesario. A continuacidn, se proporciona una formulacién tipica de este medio.

Férmula tipica de Base de Caldo Demi Fraser (9/L) Férmula tipica de Base de Caldo Fraser (9/L)
Cloruro de sodio 20g Cloruro de sodio 20g
Fosfato de sodio, dibasico, anhidro* 9,69 Fosfato de sodio, dibasico, anhidro* 9,69
Extracto de carne 5,09 Extracto de carne 5,09
Hidrolizado pancreético de caseina 509 Hidrolizado pancreético de caseina 5,09
Hidrolizado péptico de tejido animal 509 Hidrolizado péptico de tejido animal 5,09
Extracto de levadura 509 Extracto de levadura 509
Cloruro de litio 3,09 Cloruro de litio 3,09
Fosfato de potasio, monobasico 1,359 Fosfato de potasio, monobasico 1,359
Esculina 1,0g Esculina 1,0g
Acriflavina HCI 0,0125g Acriflavina HCI 0,025¢g
Acido nalidixico 0,01g Acido nalidixico 0,02g

* Sustituir: fosfato de sodio, dibéasico, dihidrato 12,0g

Suplemento de Caldo de Fraser

(Ingredientes por vial de 10 mL. Se agrega un vial a un litro de medio basal).
Citrato de amonio férrico 0,5 g/10 mL

pH final 7,2+ 0,2a25°C

El Equipo de Deteccién Molecular Neogen® est4 previsto para ser utilizado con muestras que hayan sido tratadas con calor
durante el paso de lisis del ensayo, que se disefié para destruir los microorganismos presentes en la muestra. Las muestras
que no se hayan tratado debidamente con calor durante el paso de lisis del ensayo pueden considerarse un posible riesgo
biolégico y NO deben introducirse en el Equipo de Deteccion Molecular Neogen.

Neogen Food Safety cuenta con certificacion de la Organizacién Internacional para la Estandarizacién (1ISO) 9001 de disefio
y fabricacion.
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El kit de prueba para el Ensayo de Deteccién Molecular 2 para Listeria monocytogenes Neogen contiene 96 pruebas que se
describen en la Tabla 1.

Tabla 1. Componentes del kit para el Anélisis de Deteccién Molecular Neogen

Articulo Identificacion Cantidad Contenido Comentarios
., .. Solucién rosada .
EOIUC'O%de Lisis (LS) en tubos 96 (12 tiras de 8 tubos) 580 pL de LS por tubo En gradillay
eogen lista para usar
transparentes

Tubos de reactivos para
el Ensayo de Deteccion
Molecular 2 para Listeria
monocytogenes Neogen®

Mezcla de deteccidn
Tubos amarillos 96 (12 tiras de 8 tubos) y amplificaciéon Listo para usar
especifica liofilizada

Tapas adicionales Tapas amarillas 96 (12 tiras de 8 tapas) Listo para usar

Control de Reactivos Z_l;zzs arentes con
Neogen® (RC) P

tapa de bisagra

Mezcla de deteccién y
amplificacién de control Listo para usar
liofilizado de DNA

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

16 (2 bolsas de 8 tubos
individuales)

Seguridad

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

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

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

A ADVERTENCIA

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

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

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

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

contaminados:

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

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

e Utilice siempre el Ensayo de Deteccion Molecular 2 para Listeria monocytogenes Neogen antes de su fecha de
vencimiento.

e Utilice el Analisis de Deteccién Molecular 2 para Listeria monocytogenes Neogen con muestras de alimentos y
ambientales que hayan sido validadas internamente o por un tercero.

e Utilice el Analisis de Deteccidén Molecular 2 para Listeria monocytogenes Neogen solo con superficies, desinfectantes,
protocolos y cepas bacterianas que hayan sido validadas internamente o por un tercero.

e En el caso de muestras ambientales que contengan una solucién de caldo neutralizante con complejo aril sulfonato,
prepare una dilucién en una proporcién de 1:2 (1 parte de muestra en 1 parte de caldo de enriquecimiento estéril) antes
de realizar la prueba. Otra opcidn es transferir 10 yL de la muestra del caldo neutralizante de enriquecimiento a los
tubos de Solucién de Lisis Neogen. Productos para la Recoleccion de Muestras Neogen® que incluyen una Solucién
de Caldo Neutralizante con el complejo aril sulfonato: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10ONB2G, HS10NB,
HS10NB2G y HS2410NB2G.

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

e Se recomienda enfaticamente informar al personal femenino de laboratorio sobre el riesgo, en caso de estar
embarazada, que se genera por la infeccidén de la madre por exposicidn a Listeria monocytogenes.

e Realice las pruebas de patdgenos en un laboratorio debidamente equipado, bajo la supervisién de personal capacitado.
El medio de enriquecimiento incubado y el equipo o las superficies que hayan entrado en contacto con el medio de
enriquecimiento podrian contener patégenos en niveles suficientes para provocar un riesgo para la salud humana.
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e Siempre proceda segun las practicas estandar de seguridad del laboratorio. Eso incluye usar la ropa de proteccién
adecuada y proteccidn para los ojos al manipular reactivos y muestras contaminadas.

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

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

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

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

Para reducir los riesgos relacionados con la contaminacién ambiental:
e Proceda segun los estandares de la industria para el desecho de residuos contaminados.

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

o No exceda la temperatura recomendada al configurar el calentador.

e No exceda el tiempo de calentamiento recomendado.

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

ATENCION

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

e Cambiese los guantes antes de hidratar los granulos reactivos.

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

e Use una nueva punta de pipeta para cada transferencia de muestra.

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

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

Para reducir los riesgos relacionados con un resultado falso positivo:

e Nunca abra los tubos de reactivos después de la amplificacién.

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

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

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

Si tiene preguntas acerca de los procedimientos o las aplicaciones especificas, visite nuestro sitio web en
www.neogen.com o comuniguese con su representante o distribuidor local de Neogen.

Responsabilidad del usuario

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

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

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

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

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

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

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

Limitacion de garantia/Recurso limitado

SALVO LO EXPRESAMENTE ESTIPULADO EN UNA SECCION DE GARANTIA LIMITADA O EN EL EMBALAJE DE UN
PRODUCTO ESPECIFICO, NEOGEN RENUNCIA A TODAS LAS GARANTIAS EXPRESAS Y TACITAS INCLUIDA, ENTRE
OTRAS, CUALQUIER GARANTIA DE COMERCIABILIDAD O IDONEIDAD PARA UN USO EN PARTICULAR. Si un producto
de Neogen Food Safety es defectuoso, Neogen o su distribuidor autorizado reemplazara el producto o reembolsara

el precio de compra del producto, a su eleccidn. Estos son sus recursos exclusivos. Péngase en contacto con su
representante de Neogen o distribuidor autorizado de Neogen para que se le responda cualquier otra pregunta.

Limitacion de responsabilidad de Neogen

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

Almacenamiento y desecho

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

No utilice el Ensayo de Deteccion Molecular 2 para Listeria monocytogenes Neogen después de su fecha de vencimiento.
La fecha de vencimiento y el nimero de lote estan impresos en la etiqueta externa de la caja. Después de utilizarlos,

el medio de enriquecimiento y los tubos del Ensayo de Deteccion Molecular 2 para Listeria monocytogenes Neogen
podrian contener materiales patdgenos. Una vez terminada la prueba, proceda segun los estandares actuales de

la industria para el desecho de residuos contaminados. Consulte la Hoja de Datos de Seguridad para obtener mas
informacién y conocer las normativas locales para el desecho de materiales.

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

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

El usuario debe completar la capacitacién de calificacion del operador (OQ) del Sistema de Deteccién Molecular
Neogen segun se describe en el documento “Protocolos de Calificacién para la Instalacion (IQ)/Calificacién Operativa
(OQ) e Instrucciones para el Sistema de Deteccién Molecular Neogen™®.

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

La Tabla 3 para los protocolos de enriquecimiento segtn el Official Method of Analysis™ 2016.08 de AOAC® y el certificado
n.° 081501 del Performance Tested Method*™ de AOAC®.

La Tabla 4 para los protocolos de enriquecimiento segun el certificado NF Validation 3M 01/15-09/16.

Enriquecimiento de la muestra

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

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

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

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

4. En cuanto a los productos lacteos crudos (consulte las Tablas 2, 3 o 4), transfiera 0,1 mL del enriquecimiento primario a
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10 mL de Caldo Fraser. Incube a una temperatura de 37 °C = 1° C entre 20 y 24 horas.

Muestras ambientales

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

ADVERTENCIA: Si decidiera utilizar una solucién de caldo neutralizante (NB) que contenga el complejo aril sulfonato
como solucién hidratante para la esponja, debera preparar una dilucién 1:2 (1 parte de muestra en 1 parte de caldo

de enriquecimiento estéril) de la muestra ambiental enriquecida antes de realizar la prueba para reducir los riesgos
asociados con un resultado falso negativo que resultara en la liberacion del producto contaminado. Otra opcidn es
transferir 10 pL de la solucién de caldo neutralizante enriquecida a los tubos de Solucién de Lisis Neogen.

El tamafio recomendado del area de muestra para verificar la presencia o ausencia del patégeno en la superficie es de

100 cm? (10 cm x 10 cm o 4 in. x 4 in.). Cuando realice el muestreo con una esponja, cubra toda el drea en dos direcciones
(de izquierda a derecha, luego, de arriba hacia abajo) o recolecte las muestras ambientales seguin el protocolo de muestreo
actual o con los lineamientos de FDA BAM®, USDA FSIS MLG® o la norma ISO 18593,

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

Combine asépticamente el medio de enriquecimiento y la muestra segun las Tablas 2, 3 0 4.

Homogenice cuidadosamente mediante un homogeneizador peristaltico, licuadora, o mezclado manual por
2 = 0,2 minutos. Incube a una temperatura de 37 °C + 1°C de 24 a 30 horas segun las Tablas 2, 3 0 4.

Tabla 2: Protocolos generales de enriquecimiento a 37 °C = 1°C con Caldo Demi Fraser y Caldo Fraser, segin
sea necesario.

Volumen
del Tiempo de

Matriz de Tamafo de| caldode | enriqueci-
la muestra la muestra | enriqueci- miento

miento (horas)

(mL)

Procesados
térmicamente,
cocinados, carnes
curadas, carnes
de aves, mariscos
y pescados
Productos lacteos
pasteurizados, 259 225 24-30
procesados
por calor
Frutas, hortalizas
y vegetales
Alimentos
multicomponentes
Muestras 1 esponja 100 0 225 24-30
ambientales® 1 hisopo 10 24-30
Carne de res cruda,
carne de aves 259 475 28-32
cruda, mariscos y
pescados crudos
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Enriquecimiento primario Enriquecimiento secundario
(Caldo Demi Fraser)® (Caldo Fraser)®
. Volumen 5 Volumen de
:\:?rt\::s:fa del Tiempo de Temperatura Tledrrempo analisis de
Tamaino de| caldode | enriqueci- | Tamaiio de | de enriqueci- . . | la muestra®
la muestra | enriqueci- miento la muestra miento enriquect-
miento (horas) (°C) r;lento
(mL) (horas)
Transfiera
Productos 0,1 mL
P 25¢ 225 20-24 a10 mL 37 £1 20-24 10 uL
acteos crudos d
e Caldo
Fraser

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

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

Instrucciones especificas para métodos validados
AOAC?® Official Method of AnalysisS™2016.08
AOAC® Performance Tested Method*" n.° 081501

" PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE

LICENSE NUMBER

081501

En los programas de AOAC Research Institute OMASM y PTMSM, se determiné que el Ensayo de Detecciéon Molecular 2 para
Listeria monocytogenes Neogen es un método eficaz para la deteccidn de Listeria monocytogenes. Las matrices evaluadas

en el estudio se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Protocolos de enriquecimiento en los que se utiliza Caldo Demi Fraser® a 37 °C + 1°C segiin AOAC OMASM

2016.08 y el certificado PTMSM n.° 081501.

~ Volumen del caldo Tiempo de
. Tamaiio de " s q . .
Matriz de la muestra de enriquecimiento enriquecimiento
la muestra
(mL) (horas)
Salchicha de carne de vaca, queso fresco,
helado de vainilla, queso cottage con 4%
de grasa, leche entera chocolatada con 259 225 24-30
3% grasa, lechuga romana, espinaca cruda
en bolsa, salmén ahumado frio
Pollo crudo 259 475 28-32
Embutidos de pavo 125¢g 125 24-30
Melon cantaloupe® Melén Volumen suficiente 26-30
entero para que melén flote
__| Acero inoxidable 1 esponja 225 24-30
(%]
" % Concreto sellado 1 esponja 100 24-30
o€
2.0
é -g Plastico®© 1 hisopo 10 24-30
[

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

indique lo contrario.

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

(b) Homogeneizar la muestra mediante mezclado manual.
(c) Homogeneizar la muestra mediante agitador eléctrico.
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Para mas informacion acerca del final de la validez, consulte el certificado de NF VALIDATION disponible en el sitio web
mencionado anteriormente.

Método certificado de NF VALIDATION en cumplimiento de la norma ISO 16140-2©), en comparacién con la norma

1SO 11290® Alcance de la validacion: todas las muestras ambientales y de alimentos para humanos (excluidas las muestras
de la produccién primaria)
Preparacién de la muestra: las muestras deben prepararse segun las normas EN 1SO 11290-1® y EN ISO 6887®
Version de software: consulte el certificado

Tabla 4: Protocolos de enriquecimiento segun el método certificado NF VALIDATION 3M 01/15-09/16 a 37 °C +1°C en los
que se utiliza Caldo Demi Fraser y Caldo Fraser, segiin sea necesario.

Volumen Temperatura | Tiempo de
~ del caldo de pe N mpo a Volumen de
Tamaiio de : . | de enriqueci- | enriqueci- o Punto de
Protocolos generales enriqueci- . . analisisdela | . < 2
la muestra 5 miento miento @ interrupcién aceptado
miento (1°C) (horas) muestra
(mL) i
Todas las muestras
de alimentos .
(excepto carnes 05 e Caldo Demi Fraser
crudas, mariscos 9 hasta 72 horas
c,rudos y productos 225 37 24-30 20 L e Lisado a—20°C
lacteos crudos) e Lisado a 4 °C hasta
_ 259, 72 horas
Muestras ambientales |1 hisopo
o 1toalla
Enriquecimiento primario (Caldo Demi Fraser)® | Enriquecimiento secundario (Caldo Fraser)®
Vo':;“?en Tempera- Ti d Tempera- Ti d Volumen | Puntode
Protocolo Tamafio d Ide d tura de 18MPO C€ | Tamafio | turade lempo de de interrup-
especifico | 'amano ce| calcode | o aveci- [ €MMAYECT | dela | enriqueci- | SMMAYSC | analisis | cion acep-
la muestra | enriqueci- . miento . miento tad
. miento muestra| miento dela ado
miento (£1°C) (horas) (x1°C) (horas) muestra®
(mL) " ~
e Caldo
Fraser
Carnes hasta
crudas, Transfiera 72 horas
mariscos 0,1 mL e Lisado a
crudos y 25¢ 225 37 20-24 al0mL 37 20-24 10 L o
-20°C
productos de Caldo :
lacteos Fraser e Lisado
crudos a4°C
hasta
72 horas

(a)
(b)

amoniacal) en el enriquecimiento primario o secundario.

(c)

Volumen de muestra transferido a los tubos de Solucién de Lisis Neogen. Consulte el Paso 4.6 de la seccién Lisis.

El Caldo Demi Fraser o el Caldo Fraser siempre deben adicionarse con el suplemento de Caldo Fraser (citrato férrico

Volumen de muestra transferido a los tubos de Solucién de Lisis Neogen. Consulte el Paso 4.6 de la seccién Lisis.

| NOTA: Las muestras de mas de 25 g no han sido sometidas a prueba en el estudio de NF Validation.
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Preparacién de la Bandeja de Carga Rapida para el Sistema de Deteccién Molecular Neogen®

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

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

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

Preparacion del Bloque de Frio para el Sistema de Deteccion Molecular Neogen®
Coloque la Bandeja para el Bloque de Frio del Sistema de Deteccion Molecular Neogen® directamente sobre la mesa de
laboratorio. Utilice el Bloque de Enfriamiento a temperatura ambiente de laboratorio (20 °C-25 °C).

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

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

NOTA: Segun la unidad de calentamiento, espere aproximadamente 30 minutos para que el Bloque de Calor para el
Sistema de Deteccidén Molecular Neogen alcance la temperatura deseada. Con un termémetro calibrado adecuado

(p. €j., un termdmetro de inmersién parcial o un termémetro digital termopar, no un termémetro de inmersién total)
colocado en la ubicacién designada, verifique que el Bloque de Calor para el Sistema de Deteccion Molecular Neogen se
encuentre a 100 °C +1°C.

Preparacién del Equipo de Deteccién Molecular Neogen®

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

Encienda el Equipo de Detecciéon Molecular Neogen.

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

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

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

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

2. Invierta los tubos tapados para mezclarlos. Continte con el paso siguiente dentro de las siguientes 4 horas.
Retire el caldo de enriquecimiento de la incubadora.

Se requiere un tubo de Solucién de Lisis Neogen para cada muestra y uno como control negativo (NC) (medio de

enriquecimiento estéril).

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

4.2 Para evitar la contaminacién cruzada, destape una tira de tubos de Soluciéon de Lisis Neogen por vez y use una
nueva punta de pipeta para cada paso de transferencia.
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4.3 Transfiera la muestra enriquecida a los tubos de Solucién de Lisis Neogen como se describe a continuacion:

Transfiera cada muestra enriquecida a un tubo de Solucién de Lisis Neogen individual primero. Transfiera el NC
al final.

4.4 Utilice la Herramienta para Encapuchado/Desencapuchado del Sistema de Deteccién Molecular — Lisis Neogen®
para destapar una tira de tubos de Soluciéon de Lisis Neogen, una tira a la vez.

4.5 Deseche la tapa del tubo de Solucién de Lisis Neogen; si se conservara el lisado para repetir la prueba, coloque las
tapas en un envase limpio para reutilizarlas luego de la lisis.

4.51 Para ver como procesar el lisado conservado, consulte el Apéndice A.

4.6 Transfiera 20 pL de la muestra en un tubo de Solucién de Lisis Neogen a menos que se indique lo contrario en
los protocolos de las Tablas 2, 3 0 4 (p. €j., productos lacteos crudos o si se emplean muestras ambientales con
solucién de caldo neutralizante, utilice 10 pL).

10.

Repita los pasos 4.4 al 4.6 hasta que cada muestra individual se haya agregado al correspondiente tubo de Solucion de
Lisis Neogen de la tira.

Cuando se hayan transferido todas las muestras, transfiera 20 yL del NC (medio de enriquecimiento estéril, p. ej., Caldo
Demi Fraser) a un tubo de Solucién de Lisis Neogen. No use agua como un NC.

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

Coloque la gradilla sin cubrir de tubos de Solucién de Lisis Neogen en el Bloque de Calor para el Sistema de Deteccion
Molecular Neogen y caliente durante 15 + 1 minutos. Durante el calentamiento, la Solucién de Lisis Neogen cambiara de
rosado (frio) a amarillo (caliente).

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

Retire la gradilla descubierta de tubos de Solucién de Lisis Neogen del bloque de calor y deje que se enfrie en la
Insercién del Bloque de Frio para el Sistema de Deteccion Molecular Neogen al menos durante 5 minutos y por un
méaximo de 10 minutos. Cuando se utiliza el Bloque de Frio Molecular Neogen a temperatura ambiente, debe colocarse
directamente sobre la mesa de laboratorio. Cuando esté fria, la solucién de lisis revertira a un color rosado.

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

Amplificacion

1.

Se necesita un Tubo de Reactivo del Ensayo de Deteccién Molecular 2 para Listeria monocytogenes Neogen por cada
muestra y uno para el NC.

11 Las tiras de tubos de reactivo pueden cortarse para obtener la cantidad de tubos deseada. Seleccione la cantidad
de Tubos de Reactivos del Ensayo de Deteccion Molecular 2 para Listeria monocytogenes Neogen o tiras de
8 tubos, seglin sea necesario.

1.2 Coloque los Tubos de Reactivos del Ensayo de Deteccion Molecular 2 para Listeria monocytogenes Neogen en una
gradilla vacia.

1.3 Evite mover las perlas de reactivo del fondo de los tubos.
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3. Para evitar la contaminacion cruzada, destape un Tubo de Reactivo del Ensayo de Deteccion Molecular 2 para Listeria
monocytogenes Neogen a la vez y utilice una nueva punta de pipeta para cada paso de transferencia.

2. Seleccione 1tubo de Control de Reactivos Neogen y coléquelo en la gradilla.

4. Transfiera el lisado a un Tubo de Reactivo del Ensayo de Deteccion Molecular 2 para Listeria monocytogenes Neogen y a
un tubo de Control de Reactivos Neogen como se describe a continuacion:

Transfiera el lisado de cada muestra a los Tubos de Reactivo del Ensayo de Deteccion Molecular 2 para Listeria
monocytogenes Neogen primero, seguido por el NC. Hidrate el Tubo de Control de Reactivos Neogen al final.

5. Utilice la Herramienta para Encapuchado/Desencapuchado del Sistema de Deteccién Molecular — Reactivo Neogen®
para destapar el Tubo de Reactivo del Ensayo de Detecciéon Molecular 2 para Listeria monocytogenes Neogen, una tira a
la vez. Deseche la tapa.

5.1 Transfiera 20 pL del lisado de muestra de la 2 superior del liquido (evite el precipitado) en el tubo de Solucién
de Lisis Neogen al Tubo de Reactivo correspondiente del Ensayo de Detecciéon Molecular 2 para Listeria
monocytogenes Neogen. Dispense en un angulo que evite movimientos en las perlas. Mezcle pipeteando
suavemente hacia arriba y hacia abajo 5 veces.

5.2 Repita el paso 5.1 hasta que se haya agregado una muestra individual del lisado a un Tubo de Reactivo
correspondiente del Ensayo de Deteccion Molecular 2 para Listeria monocytogenes Neogen en la tira.

5.3 Cubra los Tubos de Reactivo del Ensayo de Deteccidén Molecular 2 para Listeria monocytogenes Neogen con las
tapas adicionales provistas y utilice el lado redondeado de la Herramienta para Encapuchado/Desencapuchado del
Sistema de Deteccidén Molecular — Reactivo Neogen para aplicar presion con un movimiento hacia adelante y hacia
atrdas para asegurarse de que la tapa quede bien ajustada.

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

5.5 Cuando se hayan transferido todos los lisados de la muestra, repita el paso 5.1 para transferir 20 uL de lisado NC
a un Tubo de Reactivo del Ensayo de Deteccién Molecular 2 para Listeria monocytogenes Neogen.

5.6 Transfiera 20 pL del lisado NC a un tubo de Control de Reactivos Neogen. Dispense en un dngulo que evite
movimientos en las perlas. Mezcle pipeteando suavemente hacia arriba y hacia abajo 5 veces.

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

20 L

7. Revise y confirme la corrida configurada en el software del Sistema de Deteccién Molecular Neogen.

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

9. Coloque la Bandeja de Carga Rapida para el Sistema de Deteccion Molecular Neogen en el Equipo de Deteccién
Molecular Neogen y cierre la tapa para comenzar con el ensayo. Obtendra los resultados al cabo de 75 minutos, aunque
los positivos pueden detectarse antes.

10. Después de completar el ensayo, retire la Bandeja de Carga Rapida para el Sistema de Deteccién Molecular Neogen
del Equipo de Deteccion Molecular Neogen y deseche los tubos dejandolos inmersos en una solucion de cloro de uso
doméstico del 1% al 5% (v:v en agua) durante 1 hora y lejos del 4rea en que se prepara el ensayo.

ATENCION: Para minimizar el riesgo de falsos positivos a causa de contaminacién cruzada, nunca abra tubos de reactivo
que contengan DNA amplificado. Esto incluye un Tubo de Reactivo del Ensayo de Deteccion Molecular 2 para Listeria
monocytogenes Neogen, el Control de Reactivos Neogen y los Tubos de Control de Matriz. Siempre deseche los tubos
contaminados dejandolos inmersos en una solucién de cloro de uso doméstico del 1% al 5% (v:v en agua) durante 1 hora
y lejos del area en que se prepara el ensayo.

Resultados e interpretacion

Un algoritmo interpreta la curva de produccién de luz que se obtiene de la deteccion de acido nucleico amplificado.

El software analiza automaticamente los resultados y se codifican por color segtn el resultado. Los resultados Positivo

o Negativo se determinan mediante el andlisis de una cantidad de parametros caracteristicos de la curva. Los resultados

10
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presuntivos positivos se informan en tiempo real, mientras que los resultados Negativo e Inspeccionar se muestran una vez
terminado el anlisis.

Las muestras con resultados presuntivos positivos deben confirmarse seguin los procedimientos operativos estandar
del laboratorio o mediante la confirmacién del método de referencia apropiado™23, comenzando con la transferencia
del caldo de enriquecimiento primario al secundario (si corresponde), seguido del posterior sembrado en placay la
confirmacion de aislados, mediante métodos bioquimicos y seroldgicos apropiados.

NOTA: Incluso una muestra negativa no arrojara una lectura de cero, ya que los reactivos de amplificacién del Ensayo
de Deteccion Molecular 2 para Listeria monocytogenes Neogen tienen una lectura de unidades relativas de luz de fondo
(RLU).

En el raro caso de que haya una interrupcion inusual del suministro eléctrico, el algoritmo lo sefialara como “Inspeccionar”.
Neogen recomienda al usuario repetir el ensayo para aquellas muestras etiquetadas como Inspeccionar. Si el resultado
sigue siendo Inspeccionar, continlie con la prueba de confirmacién usando su método preferido o segtn se especifique en
las reglamentaciones locales.

Tabla 5: Simbolos de los resultados para las muestras y su interpretacion, segln se proporcionan por el software del
Sistema de Deteccién Molecular Neogen.

Simbolo del

Tipo de pozo resultado del pozo Resultado Interpretacion
Muestra ‘ Positiva La muestra es presuntamente positiva para el patégeno objetivo.
Muestra ‘ Negativa La muestra es negativa para el patégeno objetivo.

La matriz de la muestra fue inhibidora para el ensayo. Es posible

- que se requiera una repeticion de la prueba. Para obtener mas
Muestra @ Inhibida informacidn, consulte la seccidn de solucién de problemas y las
instrucciones del producto del kit de ensayo.

No se pudo determinar la presencia o ausencia del patégeno
objetivo. Es posible que se requiera una repeticion de la prueba.
Para obtener mas informacion, consulte la seccién de solucion de
problemas y las instrucciones del producto del kit de ensayo.

Muestra @ Inspeccionar

No se detectd bioluminiscencia. Es posible que se requiera una
repeticidn de la prueba. Para obtener mas informacién, consulte la
Muestra Error ) - . .
seccion de solucion de problemas y las instrucciones del producto
del kit de ensayo.

Confirmacion de los resultados segun el Método Certificado de NF VALIDATION
Opcién 1: siguiendo la norma I1SO 11290@ a partir del enriquecimiento de Caldo Demi Fraser.

Opcién 2: mediante el aislamiento en agar PALCAM o en agar cromogénico (O&A) que forman parte de un método
certificado NF VALIDATION para la deteccién de Listeria monocytogenes. La presencia de colonias caracteristicas es
suficiente para confirmar la presencia de Listeria monocytogenes.

Opcién 3: mediante uso de sondas de 4cido nucleico, tal como se describe en la norma EN ISO 72189, en colonias aisladas
de agar selectivo (consulte las Opciones 10 2).

Opcidn 4: mediante el empleo de cualquier otro método certificado NF VALIDATION, cuyo principio debe ser diferente
del Ensayo de Deteccion Molecular 2 para Listeria monocytogenes Neogen. Se debe utilizar el protocolo completo descrito
para este segundo método validado. Todos los pasos previos al comienzo de la confirmacién deben ser comunes para
ambos métodos.

En caso de resultados discordantes (presuntamente positivos con el método alternativo, no confirmados por alguno de los
medios descritos anteriormente), el laboratorio debe seguir los pasos necesarios para garantizar la validez del resultado
obtenido.

En caso de que haya resultados opuestos (supuestamente positivos con el Ensayo de Deteccion Molecular 2 para Listeria
monocytogenes Neogen, no confirmados por alguno de los medios descritos anteriormente, el laboratorio debe seguir los
pasos necesarios para garantizar la validez de los resultados obtenidos.

Si tiene preguntas acerca de los procedimientos o las aplicaciones especificas, visite nuestro sitio web en
www.neogen.com o comuniguese con su representante o distribuidor local de Neogen.

11
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Apéndice A. Interrupcién por protocolo: Almacenamiento y repeticion de pruebas de lisados tratados térmicamente.

1. Para almacenar un lisado tratado térmicamente, vuelva a tapar el tubo de lisis con una tapa limpia (consulte “Lisis”,
seccién 4.5).

Almacene entre 4 °C y 8 °C por hasta 72 horas.
Prepare la muestra almacenada para amplificacién invirtiéndola 2 a 3 veces para mezclar.
Destape los tubos.

o pab

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

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

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

1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analysis Manual. Chapter 10: Detection and Enumeration of Listeria
monocytogenes in Foods. January 2016 Version.

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 8.08. Isolation and Identification of
Listeria monocytogenes from Red Meat, Poultry and Egg Products, and Environmental Samples.
Effective Date: May 1, 2013.

3. NF EN ISO 11290-1. Microbiology of Food and Animal Feeding Stuffs — Horizontal Method for the Detection and
Enumeration of Listeria monocytogenes. Amendment 1, 2004-10-15.

NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.
5. NF EN ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General rules for microbiological examination.

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

7. NF EN ISO 18593. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal methods for sampling techniques from
surfaces using contact plates and swabs.

8. NF EN ISO 6887. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension and
decimal dilutions for microbiological examination.

Explicacion de los Simbolos de la Etiqueta del Producto
info.neogen.com/symbols
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iNEI]EEN Datum van uitgifte: 2024-07

Productinstructies

Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes

Productbeschrijving en beoogd gebruik

De Neogen® Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes wordt samen met het Neogen® Moleculaire
Detectiesysteem gebruikt voor een snelle en specifieke detectie van Listeria monocytogenes in verrijkte voedsel- en
voedingsmonsters. De Neogen Moleculaire detectie assays maken gebruik van lusgebonden isothermische amplificatie
voor de snelle amplificatie van nucleinezuurschakels met een hoge specificiteit en gevoeligheid, in combinatie met
bioluminescentie om de amplificatie te detecteren. Vermoedelijk positieve resultaten worden onmiddellijk gerapporteerd,
terwijl negatieve resultaten pas worden weergegeven nadat de analyse voltooid is. Vermoedelijk positieve resultaten
moeten door middel van een door u gewenste methode of conform de lokale wet- en regelgeving® 2 worden bevestigd.

De Neogen Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes is bestemd voor gebruik in een laboratoriumomgeving
door professionals die zijn geschoold in laboratoriumtechnieken. Neogen heeft het gebruik van dit product niet
gedocumenteerd in andere sectoren dan de voedings- of drankensector. Neogen heeft dit product bijvoorbeeld niet
gedocumenteerd voor het testen van water-, farmaceutische, cosmetische, klinische of veterinaire monsters. De Neogen
Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes is niet geévalueerd met alle mogelijke testprotocollen of alle
mogelijke bacteriestammen.

Zoals bij alle testmethoden, kunnen de bron, de formulering en de kwaliteit van het verrijkingsmedium de

resultaten beinvloeden. Factoren als bemonsteringsmethoden, testprotocollen, monstervoorbereiding, hantering en
laboratoriumtechniek kunnen tevens de resultaten beinvioeden. Neogen beveelt evaluatie van de methode aan, met inbegrip
van het verrijkingsmedium, in de omgeving van de gebruiker aan de hand van een voldoende aantal monsters met specifieke
voedingsmiddelen en microbiéle uitdagingen om ervoor te zorgen dat de methode aan de criteria van de gebruiker voldoet.

Neogen heeft de Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria monocytogenes aan de hand van Demi Fraser bouillon
met ijzerammoniumcitraat en Fraser bouillon met ijzerammoniumcitraat zoals vereist geévalueerd. Hieronder wordt een
gebruikelijke samenstelling van dit medium gegeven.

Gebruikelijke samenstelling Demi Fraser (g/1) Gebruikelijke samenstelling Fraser bouillon (g/1)
bouillon (basis) (basis)

Natriumchloride 20g Natriumchloride 20g
Natriumfosfaat, dibasisch, watervrij* 9,69 Natriumfosfaat, dibasisch, watervrij* 9,69
Rundvleesextract 509 Rundvleesextract 509
Pancreatisch verteringsproduct van caseine 509 Pancreatisch verteringsproduct van caseine 509
Peptisch verteringsproduct van dierlijk weefsel | 5,0 g Peptisch verteringsproduct van dierlijk weefsel | 5,0 g
Gistextract 509 Gistextract 509
Lithiumchloride 3,09 Lithiumchloride 3,09
Kaliumfosfaat 1,359 Kaliumfosfaat 1,359
Aesculine 1,09 Aesculine 1,09
Acriflavine HCI 0,0125g Acriflavine HCI 0,025g
Nalidixinezuur 0,01g Nalidixinezuur 0,02g

* Vervangende stof: Natriumfosfaat, dibasisch, dihydraat 12,0 g

Fraser bouillon-supplement
(Ingrediénten per buisje van 10 ml. Per liter basismedium wordt één buisje toegevoegd.)

[Jzerammoniumcitraat 0,5 g/10 ml
Definitieve pH-waarde 7,2+ 0,2 bij25°C

Het Neogen® Moleculair Detectieinstrument is bedoeld voor gebruik bij monsters die tijdens de lyseanalysestap een
warmtebehandeling hebben ondergaan, die ontwikkeld is om de in het monster aanwezige organismen te vernietigen.
Monsters die tijdens de lyseanalysestap niet de juiste warmtebehandeling hebben ondergaan, kunnen als een potentieel
biologisch gevaar worden beschouwd en mogen NIET in het Neogen Moleculaire Detectieinstrument worden geplaatst.

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

De Neogen Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes-testset bevat 96 tests, vermeld in tabel 1.

1
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Tabel 1. Onderdelen Neogen Moleculaire detectie assay-set

Artikel Identificatie Hoeveelheid Inhoud Opmerkingen
. Roze oplossing
® -
Neogen® Lyse-oplossing in doorzichtige 96 (1_2.stroken van 580 pl LS per buisje Inrek en klgar
(LS) buisi 8 buisjes) voor gebruik
uisjes
Neogen® Moleculaire Gevriesdrooade
detectie assay 2 Listeria . 96 (12 stroken van oo goe . .. Klaar voor
Gele buisjes ) specifieke amplificatie- .
monocytogenes- 8 buisjes) o gebruik
- en detectiemix
reagensbuisjes
96 (12 stroken van Klaar voor
Extra doppen Gele doppen 8 doppen) gebruik
Neogen® Reagenscontrole Do.or2|cht|ge 16 (2 zakjes met 8 Gevrlesdropgd c:ontrole- Klaar voor
buisjes met Lo - DNA, amplificatie- .
(RC) o individuele buisjes) o gebruik
kliksluiting en detectiemix

De negatieve controle, die niet in de set is meegeleverd, is een steriel verrijkingsmedium, zoals Demi Fraser bouillon.
Gebruik geen water als negatieve controle.

Veiligheid
De gebruiker moet alle veiligheidsinformatie in de instructies van het Neogen Moleculaire Detectiesysteem en
de Neogen Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes lezen, begrijpen en in acht nemen. Bewaar de
veiligheidsinstructies om deze later te kunnen raadplegen.

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

KENNISGEVING: Geeft een mogelijk gevaarlijke situatie aan die, indien deze niet wordt vermeden, materiéle schade
tot gevolg kan hebben.

A WAARSCHUWING

Gebruik de Neogen Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes niet voor het diagnosticeren van
aandoeningen bij mensen of dieren.

Met de Neogen Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes-methode kan mogelijk een hoeveelheid Listeria
monocytogenes worden geproduceerd die indien zwangere vrouwen hieraan worden blootgesteld doodgeboorten
en miskramen tot gevolg kan hebben.

De gebruiker moet zijn personeel scholen in de huidige en juiste testtechnieken, zoals goede laboratoriumpraktijken
(GLP), ISO/IEC 17025, of ISO 7218®.

Op de volgende wijze kunt u de risico's beperken van een vals negatief resultaat dat tot vrijgave van een besmet

product leidt:

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

e Bewaar de Neogen Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes volgens de instructies op de verpakking en in
de productinstructies.

e Gebruik de Neogen Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes altijd voordat de vervaldatum verstreken is.

e Gebruik de Neogen Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes voor voedsel- en voedingsmonsters die intern
of door een derde partij zijn gevalideerd.

e Gebruik de Neogen Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes alleen voor oppervlakken, reinigingsmiddelen,
protocollen en bacteriestammen die intern of door een derde partij zijn gevalideerd.

e Voor een omgevingsmonster dat een neutraliserende bufferoplossing bevat met een arylsulfonaatcomplex,
verdunt u 1:2 voorafgaand aan het testen (1 deel monster op 1 deel steriele verrijkingsbouillon). Ook kan 10 pl van de
neutraliserende bufferverrijking naar de buisjes met Neogen Lyse-oplossing worden overgebracht. Neogen® producten
voor monsterverzameling, waaronder een neutraliserende buffer met arylsulfonaatcomplex: RS96010NB, RS9604NB,
SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB, HS10NB2G en HS2410NB2G.

Op de volgende wijze kunt u de risico's van blootstelling aan biologische en chemische gevaren beperken:

e Het wordt ten zeerste aanbevolen om vrouwelijke laboranten op de hoogte te stellen van het risico dat blootstelling aan
Listeria monocytogenes voor een foetus in de ontwikkelingsfase kan vormen als gevolg van een infectie van de moeder.

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

e Volg bij de hantering van reagentia en besmette monsters altijd de standaard veiligheidsvoorschriften voor laboratoria
op, met inbegrip van het dragen van toepasselijke beschermende kleding en oogbescherming.
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e Vermijd contact met de inhoud van de verrijkingsmedia en reagensbuisjes na amplificatie.

Voer verrijkte monsters af conform de in de branche geldende normen.

e Monsters die tijdens de lyseanalysestap niet de correcte warmtebehandeling hebben ondergaan, kunnen als een
potentieel biologisch gevaar worden beschouwd en mogen NIET in het Neogen Moleculaire Detectieinstrument
worden geplaatst.

Op de volgende wijze kunt u tijdens de voorbereiding van de test het risico op kruisbesmetting beperken:
e Draag altijd handschoenen (om de gebruiker te beschermen en de introductie van nucleases te voorkomen).

Op de volgende wijze kunt de risico's van milieuverontreiniging beperken:
e Volg de van kracht zijnde industrienormen betreffende de afvoer van besmet afval.

Op de volgende wijze kunt u de risico's van blootstelling aan hete viloeistoffen beperken:

e Overschrijd de aanbevolen temperatuurinstelling op de verwarmer niet.

e Overschrijd de aanbevolen verwarmingstijd niet.

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

KENNISGEVING

Op de volgende wijze kunt u tijdens de voorbereiding van de test het risico op kruisbesmetting beperken:

e Verwissel uw handschoenen alvorens reagenspellets te hydrateren.

e Het gebruik van steriele pipettips geschikt voor moleculaire biologie met spuitbusbarriére (gefilterd) wordt aanbevolen.

e Gebruik een nieuwe pipettip bij elke monsteroverdracht.

e Maak gebruik van goede laboratoriumpraktijken (GLP) bij de monsteroverdracht van de verrijking naar het lysebuisje.
Ter voorkoming van pipetbesmetting kan de gebruiker ervoor kiezen een extra overdrachtsstap toe te voegen.
De gebruiker kan bijvoorbeeld elk verrijkt monster naar een steriel buisje overbrengen.

o Gebruik waar mogelijk een moleculair biologiewerkstation met een kiemdodende lamp. Ontsmet regelmatig
laboratoriumtafels en apparatuur (pipetten, Cap/Decap gereedschap, enz.) met een bleekwateroplossing van 1-5%
(volumeconcentratie in water) of DNA-verwijderingsoplossing.

Op de volgende wijze kunt u het risico op fout-positieve resultaten beperken:

e U dient reagensbuisjes nooit na amplificatie te openen.

e Voer de verontreinigde buisjes altijd af door ze gedurende 1 uur onder te dompelen in een
huishoudbleekmiddeloplossing van 1-5% (volumeconcentratie in water) of een vergelijkbare oplossing, uit de buurt
van de testbereidingsruimte.

e U dient reagensbuisjes nooit na amplificatie te autoclaveren.

Raadpleeg het veiligheidsinformatieblad voor aanvullende informatie en lokale wet- en regelgeving inzake afvalverwerking.

Als u vragen hebt over specifieke toepassingen of procedures, kunt u onze website www.neogen.com bezoeken of contact
opnemen met uw plaatselijke vertegenwoordiger of distributeur van Neogen.

Verantwoordelijkheid van de gebruiker

Gebruikers worden geacht zich vertrouwd te maken met de productinstructies en -informatie. Bezoek onze website
www.neogen.com of neem contact op met uw plaatselijke Neogen-vertegenwoordiger of -distributeur voor

meer informatie.

Bij het kiezen van een testmethode is het belangrijk om te erkennen dat externe factoren zoals bemonsteringsmethoden,
testprotocollen, monstervoorbereiding en -behandeling en laboratoriumtechniek invloed op de resultaten kunnen hebben.

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

Het is ook de verantwoordelijkheid van de gebruiker om te bepalen of testmethoden en resultaten aan de vereisten van
klanten en leveranciers voldoen.

Zoals bij elke testmethode vormen de verkregen resultaten van het gebruik van een Neogen Food Safety-product geen
garantie voor de kwaliteit van de geteste matrices of processen.

Om klanten te helpen bij het evalueren van de methode voor verschillende matrices heeft Neogen de Neogen® Moleculaire
Detectie Matrix-controleset ontwikkeld. Gebruik indien nodig de Matrix controle (MC) om te bepalen of de matrix

de resultaten van het Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria monocytogenes kan beinvioeden. Test meerdere
monsters die representatief zijn voor de matrix, zoals monsters met een verschillende oorsprong, tijdens een willekeurige
validatieperiode bij het aannemen van de Neogen-methode of bij het testen van nieuwe of onbekende matrices of matrices
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Een matrix kan worden gedefinieerd als een soort product met intrinsieke eigenschappen, zoals samenstelling en
proces. Verschillen tussen de matrices hangen af van hun verwerking of presentatie, bijvoorbeeld rauw ten opzichte van
gepasteuriseerd; vers ten opzichte van gedroogd enzovoort.

die grondstof- of procesveranderingen hebben ondergaan.

Beperkte garantie / beperkt verhaal

BEHALVE WAAR UITDRUKKELIJK VERMELD IN EEN SECTIE MET BETREKKING TOT DE BEPERKTE GARANTIE VAN EEN
AFZONDERLIJKE PRODUCTVERPAKKING, WIJST NEOGEN ALLE UITDRUKKELIJKE EN IMPLICIETE GARANTIES AF,
MET INBEGRIP VAN, MAAR NIET BEPERKT TOT, ELKE GARANTIE MET BETREKKING TOT DE VERHANDELBAARHEID
EN DE GESCHIKTHEID VOOR EEN BEPAALD DOEL. Als een Neogen Food Safety-product gebrekkig is, zal Neogen of zijn
gevolmachtigde distributeur naar eigen keuze het product vervangen of de aankoopprijs van het product terugbetalen.

Dit is het enige rechtsmiddel waarover u beschikt. Neem contact op met uw Neogen-vertegenwoordiger of erkende
Neogen-distributeur voor verdere vragen.

Beperking van Neogen aansprakelijkheid

NEOGEN IS NIET AANSPRAKELIJK VOOR ENIG(E) VERLIES OF SCHADE, ONGEACHT OF HET GAAT OM DIRECTE,
INDIRECTE, SPECIALE, INCIDENTELE OF GEVOLGSCHADE, MET INBEGRIP VAN, MAAR NIET BEPERKT TOT
WINSTDERVING. In geen geval zal de wettelijke aansprakelijkheid van Neogen onder om het even welke juridische
theorie de aankoopprijs van het vermeend gebrekkige product overschrijden.

Opslag en afvalverwerking

Sla de Neogen Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes op tussen 2-8 °C. Niet invriezen. Bewaar de set tijdens
opslag uit het licht. Controleer na het openen van de set of het foliezakje niet beschadigd is. Gebruik het product niet

als het zakje beschadigd is. Na opening moeten de ongebruikte reagensbuisjes altijd worden bewaard in de hersluitbare
zak met droogmiddel om de stabiliteit van de gevriesdroogde reagentia te behouden. Bewaar opnieuw verzegelde zakjes
tussen 2-8 °C en niet langer dan 60 dagen.

Gebruik de Neogen Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes niet nadat de vervaldatum verstreken is.

De vervaldatum en het batchnummer zijn terug te vinden op het etiket aan de buitenzijde van de doos. Na gebruik
kunnen het verrijkingsmedium en de buisjes van de Neogen Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes mogelijk
pathogeen materiaal bevatten. Zodra de tests zijn afgerond, dient u de van kracht zijnde industrienormen betreffende de
afvoer van besmet afval op te volgen. Raadpleeg het veiligheidsinformatieblad voor aanvullende informatie en lokale wet-
en regelgeving inzake afvalverwerking.

Gebruiksaanwijzingen
Volg alle instructies zorgvuldig op. Wanneer dit niet gebeurt, kan dit onnauwkeurige resultaten tot gevolg hebben.

Ontsmet regelmatig laboratoriumtafels en apparatuur (pipetten, Cap/Decap gereedschap, enz.) met een
bleekwateroplossing van 1-5% (volumeconcentratie in water) of DNA-verwijderingsoplossing.

De gebruiker dient de kwalificatietraining voor de bediener van het Neogen Moleculair Detectiesysteem te voltooien,
zoals beschreven in het document 'Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and
Instructions for Neogen Molecular Detection System'®.

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

Tabel 3 voor verrijkingsprotocollen conform AOAC® Official Method of Analysis® 2016.08 en AOAC® Performance
Tested Method®V, certificaatnr. 081501.

Tabel 4 voor verrijkingsprotocollen conform het NF Validation-certificaat 3M 01/15-09/16.

Monsterverrijking

Tabel 2, 3 of 4 biedt advies voor de verrijking van voedings- en omgevingsmonsters. Het is de verantwoordelijkheid van de
gebruiker om alternatieve bemonsteringsprotocollen of verdunningsverhoudingen te valideren om ervoor te zorgen dat
deze testmethode aan de criteria van de gebruiker voldoet.

Voedingsmiddelen
1. Laat het verrijkingsmedium, de Demi Fraser bouillon, (met inbegrip van ijzerammoniumcitraat) tot de
omgevingstemperatuur van het laboratorium opwarmen.

2. Voeg het monster op steriele wijze aan het verrijkingsmedium toe en neem monsters volgens de aanwijzingen in tabel
2, 3 of 4. Voor alle vlees- en hoge-partikelmonsters is het gebruik van filterzakken aanbevolen.

3. Homogeniseer gedurende 2 + 0,2 minuten zorgvuldig met een blender of Stomacher, of mix met de hand. Incubeer op
37 +1°C zoals vermeld in tabel 2, 3 of 4.

4. Breng bij rauwe melkproducten (zie tabel 2, 3 of 4) 0,1 ml van de primaire verrijking over naar 10 ml Fraser bouillon.
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Incubeer gedurende 20-24 uur bij een temperatuur van 37 = 1°C.

Omgevingsmonsters

Voor het verzamelen van een monster kan een spons met neutraliserende oplossing worden gehydrateerd om het

effect van de reinigingsmiddelen te inactiveren. Neogen raadt het gebruik van een biocodevrije cellulosespons aan.

Als neutraliserende oplossing kan Dey-Engley (D/E) neutraliserende bouillon of letheenbouillon worden gebruikt. Het wordt
aanbevolen om na gebruik de ruimte te reinigen.

WAARSCHUWING: Mocht u gebruik maken van een neutraliserende buffer (NB) die arylsulfonaatcomplex bevat
als hydraterende oplossing voor de spons, verdunt u het verrijkte omgevingsmonster 1:2 voorafgaand aan het testen
(1 deel monster op 1 deel steriele verrijkingsbouillon) om de risico's te beperken van een fout-negatief resultaat dat
tot vrijgave van een besmet product leidt. Ook kan 10 pL van de neutraliserende bufferverrijking naar de buisjes met
Neogen Lyse-oplossing worden overgebracht.

Het wordt aanbevolen een monstergebied van ten minste 100 cm? (10 cm x 10 cm of 4 in x 4 in) aan te houden om de

aan- of afwezigheid van een pathogeen op het oppervlak te verifiéren. Als u aan de hand van een spons een monster
neemt, dient u het volledige gebied in twee richtingen met de spons af te nemen (van links naar rechts en vervolgens van
boven naar beneden) of omgevingsmonsters te nemen in overeenstemming met uw huidige bemonsteringsprotocollen of
de FDA richtlijnen BAM®, USDA FSIS MLG®, of ISO 18593™-richtlijnen.

1. Laat het verrijkingsmedium, de Demi Fraser bouillon, (met inbegrip van ijzerammoniumcitraat) tot de
omgevingstemperatuur van het laboratorium opwarmen.

2. Voeg het monster op steriele wijze aan het verrijkingsmedium toe en neem monsters volgens de aanwijzingen in tabel
2,3 of 4.

3. Homogeniseer gedurende 2 + 0,2 minuten zorgvuldig met een blender of Stomacher, of mix met de hand. Incubeer
gedurende 24-30 uur op 37 = 1°C zoals vermeld in tabel 2, 3 of 4.

Tabel 2: Algemene verrijkingsprotocollen bij 37 = 1°C die gebruikmaken van Demi Fraser bouillon en Fraser bouillon, indien
nodig.

Volume
Monster- | verrijkings- | Verrijkingstijd
grootte bouillon (uur)

(ml)

Monstermatrix

Verhit(te),
gekookt(e) of
gezouten vlees,
gevogelte,
zeevruchten en vis

Verhitte/
gepasteuriseerde 25¢g 225 24-30
melkproducten

Verse producten
en groenten

Samengestelde
voedingsmiddelen

Omgevings- 1spons 100 of 225 24-30
monsters® 1 staafje 10 2430




Rauw(e) vlees,
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gevogelte, 259 475 28-32
zeevruchten, vis
Primaire verrijking Secundaire verrijking
(Demi Fraser bouillon)® (Fraser bouillon)® Volume
Monstermatrix Volume Verriikinas- st?rgrr‘\;-
Monster- | verrijkings- | Verrijkingstijd | Monster- JKing Verrijkings- ®)
. temperatuur o lyse
grootte bouillon (uur) grootte °C) tijd (uur)
(ml)
Breng
0,1 ml
Rauwe over naar
melkproducten 25¢ 225 20-24 10 ml 37 £1 20-24 10 pl
Fraser
bouillon

(a) Demi Fraser en Fraser bouillon dienen tijdens de primaire of secundaire verrijking te worden aangevuld met een Fraser
bouillon-supplement (ijzerammoniumcitraat).

(b) Volume van het monster dat naar de buisjes met Neogen Lyse-oplossing wordt overgebracht. Raadpleeg stap 4.6 'Lyse'.

Specifieke instructies voor gevalideerde methoden

AOAC?® Official Method of AnalysisS™2016.08
AOAC® Performance Tested Method®* nr. 081501

" PERFORMANCE TESTED

LICENSE NUMBER

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
081501

Uit de OMASM-en PTM®M-programma's van het AOAC Research Institute blijkt dat de Neogen Moleculaire detectie assay
2 Listeria monocytogenes een effectieve methode is om Listeria monocytogenes op te sporen. De in de studie geteste
matrices die worden getoond in Tabel 3.

Tabel 3. Verrijkingsprotocollen waarbij wordt gebruikgemaakt van Demi Fraser bouillon® bij 37 + 1 °C, conform AOAC
OMASM 2016.08 en PTMSM, certificaatnr. 081501.

Monstermatrix Monstergrootte o Volum? perkixingstic
verrijkingsbouillon (ml) (uur)
Rundvleeshotdogs, queso fresco
(verse kaas), vanille-ijs, cottage cheese
met 4% melkvet, chocolademelk 25¢ 225 24-30
met 3% vet, bindsla, rauwe spinazie,
koud gerookte zalm
Rauwe kip 259 475 28-32
Kalkoenvleeswaren 1259 1125 24-30
Voldoende volume
Cantaloupe® Hele meloen om de meloen 26-30
te laten drijven
i | Roestvrij staal 1spons 225 24-30
[0}
‘g’ Afgedicht beton 1spons 100 24-30
o
£
(2]
2
= Kunststof© 1 staafje 10 24-30
(o))
£
O
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Alle monsters voor de AOAC-validatie werden aan de hand van een Stomacher gehomogeniseerd, tenzij

anders aangegeven.

(a

bouillon-supplement (ijzerammoniumcitraat).

(b)
(c)

Homogeniseer het monster door met de hand te mixen.
Homogeniseer het monster in de vortexmixer.

NF VALIDATION door AFNOR Certification

\CATION
QT\F
c®

NF

VALIDATION
EN ISO 16140

3M 01/15-09/16
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en

Voor meer informatie over het einde van de geldigheid kunt u het NF VALIDATION-certificaat op de hierboven
vermelde website raadplegen.

Door NF VALIDATION gecertificeerde methode conform ISO 16140-2 vergeleken met ISO 11290®

Toepassingsgebied van de validatie: Alle monsters van voedingsproducten voor menselijke consumptie en
omgevingsmonsters (met uitzondering van primaire productiemonsters)
Monstervoorbereiding: Monsters moeten worden voorbereid conform EN 1SO 11290-1® en EN I1SO 6887®
Softwareversie: Zie certificaat

Tabel 4: Verrijkingsprotocollen conform de door NF VALIDATION gecertificeerde methode 3M 01/15-09/16 bij 37 + 1°C
waarbij wordt gebruikgemaakt van Demi Fraser bouillon en Fraser bouillon.

Demi Fraser en Fraser bouillon dienen tijdens de primaire of secundaire verrijking te worden aangevuld met een Fraser

- .. Volume
Volume ver- | Verrijkings- Verrij-
Monster- g . . & mon- Geaccepteerd
Algemeen protocol rijkingsbouil- | temperatuur | kingstijd 5
grootte sterana- onderbrekingspunt
lon (ml) (x1°C) (uur) lyse®
Alle voedselmonsters
(met uitzondering e Demi Fraser bouillon
van monsters van 25 g maximaal 72 uur
rauw vlees, rauwe . o
zeevruchten en 225 37 24-30 20 yl | e Lysaat bij-20 °C
rauwe melkproducten) e Lysaat bij 4 °C maximaal 72
. 25 g, 1staafje, uur
Omgevingsmonsters of 1 doekje
Primaire verrijking : g . ®
(Demi Fraser bouillon)® Secundaire verrijking (Fraser bouillon) Geac-
Specifiek pro- ij- .. e s .. cepteerd
- |p Mon- Vo.l.u!ne .Vem] Verrij- Mon- | Verrijkings- | Verrij- NGO g bre=
toco verrijkings- | kingstem-| . . A mon- onderbre
ster- o kings- ster- |temperatuur| kingstijd =
rootte bouillon | peratuur tiidl(aun) | grootte (x1°C) ) sterana- | kingspunt
g (ml) (x1°C) J 9 = lyse®©
e Fraser
bouillon
Breng maximaal
Rauw vlees, 0,1 ml 72 uur
rauwe over o Lysaat bii
zeevruchten 259 225 37 20-24 | naar 37 20-24 10 l -go °C J
en rauwe 10 ml
melkproducten Fraser ° Lxsaat
bouillon bij 4 °C
maximaal
72 uur

(a) Volume van het naar de buisjes met Neogen Lyse-oplossing overgebrachte monster. Raadpleeg stap 4.6 'Lyse'.
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(b) Demi Fraser en Fraser bouillon dienen tijdens de primaire of secundaire verrijking te worden aangevuld met een Fraser
bouillon-supplement (ijzerammoniumcitraat).

(c) Volume van het naar de buisjes met Neogen Lyse-oplossing overgebrachte monster. Raadpleeg stap 4.6 'Lyse'.

| OPMERKING: Monsters groter dan 25 g zijn niet getest in de NF validation-studie.

Voorbereiding van de Neogen® Moleculaire Detectie - Speed Loader Tray

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

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

3. Veeg de Neogen Moleculaire Detectie - Speed Loader Tray met een wegwerpdoekje droog.

4. Zorg ervoor dat de Neogen Moleculaire Detectie - Speed Loader Tray droog is voor gebruik.

Voorbereiding van het Neogen® Moleculaire Detectie - Koelblokinzetstuk

Plaats het Neogen® Moleculaire Detectie - Koelblok rechtstreeks op de laboratoriumtafel. Gebruik het koelblok op de
omgevingstemperatuur van het laboratorium (20-25 °C).

Voorbereiding van het Neogen® Moleculaire Detectie - Verwarmingsblokinzetstuk

Plaats het Neogen® Moleculaire Detectie - Verwarmingsblokinzetstuk in een droge dubbelblokverhitter. Schakel de droge
blokverwarmer in en stel de temperatuur zo in dat het Neogen Moleculaire Detectie - Verwarmingsblokinzetstuk 100 + 1°C
kan bereiken en aanhouden.

OPMERKING: Afhankelijk van de verhitter laat u het Neogen Moleculaire Detectie - Verwarmingsblokinzetstuk
ongeveer 30 minuten op temperatuur komen. Gebruik een geschikte, gekalibreerde, op de aangewezen locatie
geplaatste thermometer (zoals een gedeeltelijk ondergedompelde thermometer of digitale thermokoppelthermometer,
geen volledig ondergedompelde thermometer) om te controleren of het Neogen Moleculaire Detectie -
Verwarmingsblokinzetstuk zich op 100 + 1°C bevindt.

Voorbereiding van het Neogen® Moleculair Detectieinstrument

1. Start de Neogen® Moleculair Detectieysteem-software en meld u aan. Neem contact op met uw vertegenwoordiger
voor Neogen Food Safety om ervoor te zorgen dat u de nieuwste versie van de software hebt.

Zet het Neogen Moleculaire Detectieinstrument aan.

Maak of bewerk een run met de gegevens van elk monster. Raadpleeg de handleiding van het Neogen Moleculair
Detectiesysteem voor meer informatie.

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

Lyse

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

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

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

Er is een buisje met Neogen Lyse-oplossing vereist voor elk monster, evenals het negatieve controle-monster
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41 Stroken met buisjes met Neogen Lyse-oplossing kunnen worden afgesneden tot het gewenste aantal buisjes met
Neogen Lyse-oplossing. Selecteer het benodigde aantal individuele buisjes met Neogen Lyse-oplossing of stroken
met 8 buisjes. Plaats de buisjes met Neogen Lyse-oplossing in een leeg rek.

(NC; steriel verrijkingsmedium).

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

4.3 Breng de verrijkte monsters over naar de buisjes met Neogen Lyse-oplossing zoals hieronder wordt beschreven:

Breng eerst elk verrijkt monster over naar een individueel buisje met Neogen Lyse-oplossing. Breng de NC als
laatste over.

4.4 Gebruik de lyse van het Neogen® Moleculaire Detectie Cap/Decap gereedschap - Lyse om één voor één een strook
van een buisje met Neogen Lyse-oplossing open te maken.

4.5 Gooi de dop van het buisje met Neogen Lyse-oplossing weg — als er lysaat voor een hertest wordt bewaard, dienen
de doppen in een schone bak te worden geplaatst om deze na de lyse opnieuw aan te brengen.

4.51 Zie Appendix A voor de verwerking van bewaard lysaat.

4.6 Breng 20 pl van het monster over in een buisje met Neogen Lyse-oplossing, tenzij in de protocoltabellen
2, 3 en 4 anders wordt aangegeven (bij monsters van rauwe melkproducten of omgevingsmonsters met een
neutraliserende buffer moet bijvoorbeeld 10 pl worden gebruikt).

TLLITILT

52\
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5. Herhaal stap 4.4 tot 4.6 totdat elk individueel monster aan het bijhorende buisje met Neogen Lyse-oplossing in de
strook toegevoegd is.

6. Wanneer alle monsters overgebracht zijn, brengt u 20 ul NC (steriel verrijkingsmedium, zoals, Demi Fraser bouillon)
over naar een buisje met Neogen Lyse-oplossing. Gebruik geen water als NC.

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

8. Plaats het onbedekte rek met buisjes met Neogen Lyse-oplossing in het Neogen Moleculaire Detectie -
Verwarmingsblokinzetstuk en verwarm gedurende 15 = 1 minuten. Tijdens de verwarming verandert de Neogen Lyse-
oplossing van roze (koel) naar geel (heet).

8.1 Monsters die tijdens de lyseanalysestap niet de juiste warmtebehandeling hebben ondergaan, kunnen als een
potentieel biologisch gevaar worden beschouwd en mogen NIET in het Neogen Moleculaire Detectieinstrument
worden geplaatst.

9. Haal het onbedekte rek met buisjes met Neogen Lyse-oplossing uit het verwarmingsblok en laat het minimaal 5 minuten
en maximaal 10 minuten afkoelen in het Neogen Moleculaire Detectie - Koelblokinzetstuk. Het Neogen Moleculaire
Detectie - Koelblokinzetstuk wordt op omgevingstemperatuur gebruikt en moet rechtstreeks op de laboratoriumtafel
geplaatst zijn. Zodra de lyse-oplossing koel is, krijgt deze een roze kleur.

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

00:15:00

— 20-25°C
00:05:.00
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Amplificatie

Er is één Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria monocytogenes-reagensbuisje vereist voor ieder monster en de NC.

1.1 Reagensbuisstrookjes kunnen tot op het gewenste aantal buisjes worden afgesneden. Selecteer het aantal vereiste
individuele Neogen Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes -reagensbuisjes of 8-buisstroken.

1.2 Plaats de Neogen Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes -reagensbuisjes in een leeg rek.
1.3 Zorg ervoor dat het reagens op de bodem van de buisjes niet wordt verstoord.

2. Selecteer 1 buisje voor Neogen Reagenscontrole en plaats dit in het rek.

3. Open de stroken van de Neogen Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes -reagensbuisjes een voor een en

gebruik een nieuwe pipettip voor elke overdrachtsstap om zo kruisbesmetting te voorkomen.

. Breng alle lysaten over naar Neogen Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes-reagensbuisjes en een buisje
voor Neogen Reagenscontrole zoals hieronder beschreven:

Breng als eerste elk lysaatmonster over naar individuele Neogen Moleculaire detectie assay 2 Listeria
monocytogenes-reagensbuisjes, gevolgd door de NC. Hydrateer het buisje voor Neogen Reagenscontrole als
laatste.

. Gebruik het Neogen® Moleculaire Detectie Cap/Decap gereedschap - Reagens om de reagensbuisstroken van de
Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria monocytogenes een voor een open te maken. Gooi de dop weg.

51 Breng 20 ul van het lysaatmonster uit de bovenste laag van de vloeistof (voorkom bezinksel) in het buisje met
Neogen lyse-oplossing over naar het bijbehorende Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria monocytogenes
-reagensbuisje. Laat het mengsel in een hoek uitlopen om de pellets niet te verstoren. Meng het mengsel
door voorzichtig 5 keer op en neer te pipetteren.

5.2 Herhaal stap 5.1 totdat elk afzonderlijk monsterlysaat aan het bijbehorende Neogen Moleculair detectie assay 2
Listeria monocytogenes -reagensbuisje in de strook is toegevoegd.

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

5.4 Herhaal stap 5.1tot 5.3, indien nodig, voor alle monsters die moeten worden getest.

5.5 Zodra alle monsterlysaten zijn overgebracht, herhaalt u stap 5.1 om 20 pl NC-lysaat naar een Neogen Moleculair
detectie assay 2 Listeria monocytogenes-reagensbuisje over te brengen.

5.6 Breng 20 pl NC-lysaat over naar een buisje voor Neogen Reagenscontrole. Laat het mengsel in een hoek uitlopen
om de pellets niet te verstoren. Meng het mengsel door voorzichtig 5 keer op en neer te pipetteren.

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

20 L

Controleer en bevestig de geconfigureerde run en start de Neogen Moleculaire Detectiesysteem-software.

. Klik op de startknop van de software en selecteer het te gebruiken instrument. Het deksel van het geselecteerde
instrument wordt automatisch geopend.

. Plaats de Neogen Moleculaire Detectie - Speed Loader Tray in het Neogen Moleculaire Detectieinstrument en sluit het
deksel om de analyse te beginnen. De resultaten zijn binnen 75 minuten beschikbaar, maar positieve resultaten kunnen
sneller worden gedetecteerd.

10. Nadat de test is afgerond, haalt u de Neogen Moleculaire Detectie - Speed Loader Tray uit het Neogen Moleculaire

Detectieinstrument en verwijdert u de buisjes door ze eerst gedurende 1 uur in een bleekmiddeloplossing van 1-5%
(volumeconcentratie in water) of een vergelijkbare oplossing te dompelen, uit de buurt van de testbereidingsruimte.

10
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KENNISGEVING: Om het risico op fout-positieve resultaten door kruisbesmetting te beperken, mag u nooit
reagensbuisjes met geamplificeerd DNA openen. Dit geldt voor Neogen Moleculaire detectie assay 2 Listeria
monocytogenes-reagensbuisjes, buisjes voor Neogen Reagenscontrole en Matrix-controlebuisjes. Voer de verzegelde
reagensbuisjes altijd af door ze gedurende 1 uur onder te dompelen in een huishoudbleekmiddeloplossing van 1-5%
(volumeconcentratie in water) of een vergelijkbare oplossing, uit de buurt van de testbereidingsruimte.

Resultaten en interpretatie

Een algoritme interpreteert de lichtuitvoercurve die het resultaat is van de nucleinezuuramplificatie. De software
analyseert de resultaten automatisch en deze worden op basis van het resultaat met een kleurencode aangegeven.

Een positief of negatief resultaat wordt bepaald door de analyse van een aantal unieke curveparameters. Vermoedelijk
positieve resultaten worden onmiddellijk gerapporteerd, terwijl de negatieve- en inspectieresultaten pas na de afronding
van de analyse worden weergegeven.

Vermoedelijk positieve monsters moeten worden bevestigd aan de hand van de standaard werkmethoden van het
laboratorium of door de gepaste methode voor bevestiging te volgen® 23, te beginnen met de overdracht van de primaire
naar de secundaire verrijkingsbouillon (indien van toepassing), gevolgd door een lagenkweek en verificatie van isolaten
met gebruik van toepasselijke biochemische en serologische methoden.

OPMERKING: Zelfs een negatief monster heeft geen nulmeting tot gevolg, want het systeem en de Neogen Moleculaire
detectie assay 2 Listeria monocytogenes-amplificatiereagentia geven een relatieve lichteenheid (RLU) achtergrondlezing.

In het onwaarschijnlijke geval van ongebruikelijke lichtuitvoer definieert het algoritme dit als 'Inspecteren.' Neogen
beveelt de gebruiker aan om de test voor de te inspecteren monsters opnieuw uit te voeren. Als het resultaat nog steeds
'Inspecteren' is, voert u een bevestigingstest uit aan de hand van uw voorkeursmethode of volgens de lokale wet- en
regelgeving.

Tabel 5: Symbolen die de resultaten en interpretatie van monsters aangeven, zoals deze door de software van het Neogen
Moleculair Detectiesysteem worden verstrekt.

Symbool .
Type well well-resultaat Resultaat Interpretatie
Monster ‘ Positief Het monster van het doelpathogeen is vermoedelijk positief.
Monster ‘ Negatief | Het monster van het doelpathogeen is negatief.

De monstermatrix heeft een remmend effect op de assay. Er dient
mogelijk een hertest te worden uitgevoerd. Raadpleeg het
Monster Geremd ) \ .
gedeelte 'Problemen oplossen' en de bij de assay-set meegeleverde
productinstructies voor meer informatie.

De aan- of afwezigheid van een doelpathogeen kon niet worden

Monster @ Inspecteren vastgesteld. Er dient mogelijk een hertest te worden uitgevoerd.
Raadpleeg het gedeelte 'Problemen oplossen' en de bij de assay-set

meegeleverde productinstructies voor meer informatie.

Er is geen bioluminescentie gedetecteerd. Er dient mogelijk een
hertest te worden uitgevoerd. Raadpleeg het gedeelte 'Problemen
Monster Fout ; . . .
oplossen' en de bij de assay-set meegeleverde productinstructies
voor meer informatie.

Verificatie van resultaten conform de met NF VALIDATION gecertificeerde methode
Optie 1: Pas de ISO-norm 11290® toe en begin met de Demi Fraser-verrijking
Optie 2: Isolatie op PALCAM-agar of chromogeen agar, (O&A) onderdeel van een door NF VALIDATION gecertificeerde

methode voor de detectie van Listeria monocytogenes. De aanwezigheid van karakteristieke kolonies is voldoende
om de aanwezigheid van Listeria monocytogenes vast te stellen.

Optie 3: Maak gebruik van nucleinezuursondes zoals beschreven in EN ISO-norm 72189, uitgevoerd op geisoleerde
kolonies vanaf een selectief agar (zie optie 1 of 2).

Optie 4: Maak gebruik van een andere met NF VALIDATION gecertificeerde methode, waarvan het principe moet
verschillen van de Neogen Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes. Het volledige protocol van deze tweede
gevalideerde methode moet nauwkeurig worden gevolgd. Alle stappen voorafgaand aan de bevestiging moeten voor
beide procedures hetzelfde zijn.

In geval van tegenstrijdige resultaten (vermoedelijk positief met de alternatieve methode, niet geverifieerd met een van
de hierboven beschreven methoden), moet het laboratorium de noodzakelijke stappen nemen om de validiteit van het

11
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verkregen resultaat te garanderen.

In geval van tegenstrijdige resultaten (vermoedelijk positief met de Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria
monocytogenes, niet geverifieerd met een van de hierboven beschreven methoden) moet het laboratorium de
noodzakelijke stappen nemen om de validiteit van de verkregen resultaten te garanderen.

Als u vragen hebt over specifieke toepassingen of procedures, kunt u onze website www.neogen.com bezoeken of contact
opnemen met uw plaatselijke vertegenwoordiger of distributeur van Neogen.

Appendix A. Protocolonderbreking: Warmtebehandelde lysaten opslaan en hertesten.

1.

U kunt een warmtebehandeld lysaat opslaan door opnieuw een schone dop op het buisje met lyse-oplossing te
plaatsen (zie hoofdstuk 4.5, 'Lyse').

2. Sla maximaal 72 uur op bij een temperatuur van 4 tot 8 °C.

3. Bereid een opgeslagen monster voor op de amplificatie door het 2-3 keer om te keren om het te mengen.

4. Verwijder de doppen van de buisjes.

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

6. Haal het rek met buisjes met Neogen Lyse-oplossing uit het verwarmingsblok en laat het minimaal 5 minuten en
maximaal 10 minuten afkoelen in het Neogen Moleculaire Detectie - Koelblokinzetstuk.

7. Ga verder met het protocol in het hierboven beschreven gedeelte 'Amplificatie’.

Referenties:

1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analysis Manual. Chapter 10: Detection and Enumeration of Listeria
monocytogenes in Foods. January 2016 Version.

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 8.08. Isolation and Identification of
Listeria monocytogenes from Red Meat, Poultry and Egg Products, and Environmental Samples.
Effective Date: May 1, 2013.

3. NF EN ISO 11290-1. Microbiology of Food and Animal Feeding Stuffs — Horizontal Method for the Detection and
Enumeration of Listeria monocytogenes. Amendment 1, 2004-10-15.
NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

5. NF EN ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General rules for microbiological examination.

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

7. NF EN ISO 18593. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal methods for sampling techniques from
surfaces using contact plates and swabs.

8. NF EN ISO 6887. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension and

decimal dilutions for microbiological examination.

Uitleg over de symbolen op productlabels
info.neogen.com/symbols
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ENEI]EEN Datum fér utgava: 2024-07

Produktinformation

Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes

Produktbeskrivning och avsedd anviandning

Neogen® Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes anvands med Neogen® Molekylart

Detektionssystem fér snabb och specifik detektion av Listeria monocytogenes i prover fran anrikade livsmedel och
livsmedelsbearbetningsmiljéer. Neogen Molekyléra Detektionsanalyser anviander LAMP-teknik (Loop-Mediated
Isothermal Amplification) fér att snabbt amplifiera nukleinsyrasekvenser med hég specificitet och sensitivitet kombinerat
med bioluminiscens for att detektera amplifieringen. Presumtivt positiva resultat rapporteras i realtid medan negativa
resultat visas nar analysen har slutforts. Presumtivt positiva resultat bor bekraftas med hjalp av egen vald metod eller som
specificeras av lokala féreskrifter® 23,

Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes ar avsedd att anvandas i laboratoriemiljo av yrkespersoner
som &r utbildade i laboratorietekniker. Neogen har inte dokumenterat anvandningen av denna produkt inom andra
industrier an livsmedels- och dryckesindustrin. Till exempel har Neogen inte dokumenterat denna produkt for testning

av vatten-, lakemedels-, kosmetiska, kliniska eller veterinarprover. Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria
monocytogenes har inte utvarderats med alla mdojliga testprotokoll eller med alla mgjliga bakteriestammar.

Precis som for alla testmetoder kan kallan, beredningen av och kvaliteten pa anrikningsmediet paverka resultaten.
Faktorer som provtagningsmetoder, testprotokoll, provpreparering, hantering och laboratorieteknik kan ocksa paverka
resultaten. Neogen rekommenderar att metoden, inklusive anrikningsmediet, utvarderas i anvandarens miljé med
tillrackligt manga prover av séarskilda livsmedel och mikrobiella utmaningar for att sidkerstélla att metoden uppfyller
anvandarens kriterier.

Neogen har utvarderat Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes med Demi-Fraser-buljong
innehallande ferriammoniumcitrat och Fraser-buljong som innehaller ferriammoniumcitrat efter behov. En typisk
formulering av detta medium féljer nedan.

Demi-Fraser buljongbas typisk sammansittning | (g/1) Fraser-buljong typisk sammanséttning (9/1)
Natriumklorid 20g Natriumklorid 20g
Natriumfosfat, dibasiskt, vattenfritt* 9,69 Natriumfosfat, dibasiskt, vattenfritt* 9,69
Oxkottsextrakt 509 Oxkottsextrakt 5,09
Pankreasmassa av kasein 509 Pankreasmassa av kasein 509
Peptisk matsmaltning av djurvavnad 509 Peptisk matsmaltning av djurvévnad 509
Jastextrakt 509 Jastextrakt 5,09
Litiumklorid 309 Litiumklorid 3,09
Kaliumfosfat, monobasiskt 1,359 Kaliumfosfat, monobasiskt 1,359
Eskulin 1,09 Eskulin 1,09
Acriflavin HCI 0,0125g Acriflavin HCI 0,025¢g
Nalidixinsyra 0,01g Nalidixinsyra 0,02g

* Ersattning: Natriumfosfat, dibasiskt, dihydrat 12,09

Fraser buljongerséattning

(Ingredienser per 10 ml injektionsflaska. En injektionsflaska tillsatts till 1 liter basalt medium.)
Ferriammoniumcitrat 0,5 g/10 ml

Slutligt pH-varde 7,2 £ 0,2 vid 25°C

Neogen® Molekylart Detektionsinstrument &r avsett att anvdndas med prover som har varmebehandlats under analysens
lyseringssteg, vilket ar utformat for att forstéra organismer i provet. Prover som inte har varmebehandlats korrekt

under analysens lyseringssteg bor betraktas som en potentiell biologisk fara och ska INTE féras in i Neogen Molekylart
Detektionsinstrument.

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

Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes testsats innehaller 96 tester, som beskrivs i tabell 1.
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Tabell 1. Komponenter i Neogen Molecular Detection testsats

Artikel Identifikation Antal Innehall Kommentarer
° - . . N
Neogen® Lyseringslosning Rosa Iosnnjg' | 96 (12 remsor om 8 rér) | 580 pl LS per rér | stall oE:h klara
(LS) i genomskinliga ror att anvandas
Neogen® Molecular -
Detection Assay 2 — .. . Spec!f'!k frystorkad Klara att
Listeri Gula ror 96 (12 remsor om 8 rér) | amplifierings- och .
isteria monocytogenes detektionsblandnin anvéndas
Reagensror 9
Extra lock Gula lock 96 (12 remsor om 8 lock) Klara att
anvéndas
Neogen® Reagenskontroll | Genomskinliga rér |16 (2 pasar om 8 enskilda zxsmzﬁﬂ kscinc;c(r:zll-DNA, Klara att
(RC) med knépplock ror) detzktionsglandning anvandas

Den negativa kontrollen, som inte tillhandahalls i satsen, &r ett sterilt anrikningsmedium, t.ex. Demi-Fraser-buljong.
Anvand inte vatten som negativ kontroll.

Sdkerhet
Anvandaren ska l3sa, férsté och folja all sakerhetsinformation i anvisningarna till Neogen Molekylart Detektionssystem och
Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes. Behall sékerhetsanvisningarna fér framtida bruk.

AVARNING: Indikerar en farlig situation som, om den inte undviks, kan resultera i dédsfall eller allvarliga personskador
och/eller materiella skador.

OBSERVERA: Indikerar en potentiellt farlig situation som, om den inte undviks, kan resultera i materiella skador.

A VARNING

Anviand inte Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria monocytogenes for diagnostisering av tillstand hos
manniskor eller djur.

Metoden Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes metoden kan generera Listeria
monocytogenes till nivader som ar tillrdckliga for att orsaka dédfédda barn och dédsfall hos gravida kvinnor med
reducerats immunfoérsvar, om de utsétts for bakterien.

Anviandaren maste utbilda sin personal i aktuella korrekta testmetoder: exempelvis Good Laboratory Practices,
ISO/IEC 17025 eller ISO 7218®.

F6r att minska riskerna som férknippas med ett falskt negativt resultat som leder till utgivning av

kontaminerad produkt:

e Folj protokollet och utfor testerna exakt s& som anges i produktinformationen.

e Forvara Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes enligt foreskrifterna pa dess férpackning och
i dess produktinformation.

e Anvand alltid Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes foére utgdngsdatumet.

e Anvand Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes for livsmedels- och miljéprover som har
validerats internt eller av en tredje part.

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

e For miljdprov innehéllande neutraliseringsbuffert med arylsulfonatkomplex, spéd till 1:2 innan testet utférs (1 del prov
till 1 del steril anrikningsbuljong). Ett annat alternativ &r att féra éver 10 pl av neutraliserande buffertanrikning i
Neogen Lyseringslésningsréren Neogen® Sample Collection products som inkluderar neutraliseringsbuffert med
arylsulfonatkomplex: RS96010NB, RS9604NB, SSL1IONB, SSL1IONB2G, HS10NB, HS10NB2G och HS2410NB2G.

F6r att minska riskerna som férknippas med exponering fér kemikalier och biologiska smittorisker:

e Det rekommenderas starkt att kvinnlig laboratoriepersonal informeras om risken for fosterskador till foljd av infektion
hos modern genom exponering for Listeria monocytogenes.

e Utfor tester av patogener i ett valutrustat laboratorium under 6verinseende av utbildad personal. Inkuberat
anrikningsmedium och utrustning eller ytor som har haft kontakt med inkuberat anrikningsmedium kan innehalla
patogener vid nivaer som ar tillrackliga for att utgora en halsorisk fér manniskor.

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

e Undvik kontakt med innehéllet i anrikningsmediet och reagensréren efter amplifiering.

e Kassera de anrikade proverna enligt gallande branschstandarder.

e Prover som inte har varmebehandlats korrekt under analysens lyseringssteg bér betraktas som en potentiell biologisk
fara och ska INTE foras in i Neogen Molekylért Detektionsinstrument.
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For att minska riskerna for korskontaminering vid analysférberedelserna:
e Bar alltid handskar (fér att skydda anvandaren och férhindra inférsel av nukleaser).

For att minska riskerna som ar férbundna med miljéféroreningar:
e Folj géllande branschstandarder for kassering av fororenat avfall.

F6r att minska riskerna som férknippas med exponering fér heta vatskor:

° Qverskrid inte rekommenderad temperaturinstallning pa uppvarmningsanordningen.

e Overskrid inte den rekommenderade uppvarmningstiden.

e Anviand en lamplig, kalibrerad termometer (t.ex. en termometer fér delvis nedsénkning eller en digital
varmeelementtermometer, inte en termometer for fullstandig nedsankning) fér att kontrollera temperaturen i Neogen®
Molekylar Detektions nsats for varmeblock. Termometern maste placeras pa anvisad plats i Neogen Molekylar
Detektion, Insats for virmeblock.

OBSERVERA

For att minska riskerna for korskontaminering vid analysforberedelserna:

e Byt handskar innan reagens-pelletarna vats.

e Anvindning av sterila pipettspetsar med aerosolbarriar (filtrerade) fér molekylarbiologiskt bruk rekommenderas.

e Anvand en ny pipettspets for varje provoverféring.

e Folj god laboratoriepraxis vid éverféringen av provet fran anrikningsroret till lyseringsroret. For att undvika
kontaminering av pipetten kan anvandaren vilja att lagga till ett mellanliggande 6verféringssteg. Exempelvis kan
anvandaren fora Gver varje anrikat prov till ett sterilt rér.

e Anvand en arbetsstation avsedd for molekylarbiologi med bakteriedédande lampa om sadan finns tillganglig.
Dekontaminera laboratoriebankar och utrustning (pipetter, verktyg fér att fasta och ta av lock o.s.v.) regelbundet med
en 1-5 % (volym i vatten) blekmedelslésning eller DNA-borttagningslésning.

For att minska riskerna som férknippas med ett falskt positivt resultat:

¢ Oppna aldrig reagensrér efter amplifieringen.

e Kasta alltid de férorenade réren genom att blétlagga i en 1-5 % (volym i vatten) hushéallsblekmedel eller motsvarande
[6sning i1timme pé& avstand fran analysberedningsomradet.

e Autoklavera aldrig reagensrér efter amplifieringen.

Se sdkerhetsdatabladet for ytterligare information och lokala féreskrifter for kassering.

Om du har fragor om specifika tillampningar eller procedurer kan du bestka var hemsida pd www.neogen.com eller
kontakta din lokala representant eller aterforsaljare for Neogen.

Anvandaransvar
Det aligger anvandarna att bekanta sig med produktinstruktioner och produktinformation. Besok var hemsida pa adressen
www.neogen.com eller kontakta din lokala Neogen-representant eller -leverantor fér mer information.

Vid val av testmetod &r det viktigt att kdnna till att externa faktorer som provtagningsmetod, testprotokoll,
provpreparering, hantering och laboratorieteknik kan paverka resultat.

Det aligger anvandaren att vid val av testmetoder utvardera tillrackligt manga prover med lampliga matriser och
utmaningar, fér att dvertyga anvandaren att den valda metoden uppfyller kraven.

Det aligger ocksa anvandaren att faststélla att en testmetod och dess resultat uppfyller kraven fran dennes kunder
och leverantorer.

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

For att hjalpa kunder att utvardera metoden for olika livsmedelsmatriser har Neogen utvecklat satsen Neogen® Molekylar
Detektion Matris Kontroll. Vid behov kan Matriskontroll (MC) anvéndas fér att avgéra om matrisen férmar paverka
resultaten hos Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes resultat. Testa flera prover som ar
representativa fér matrisen, dvs. prover som inhdmtats fran olika kallor, vid varje valideringstillfalle nar Neogen-metoden
anvands eller nar nya eller okdnda matriser eller matriser som har genomgétt ramaterial- eller bearbetningséndringar
testas.

En matris kan definieras som en typ av produkt med séarskilda egenskaper, sdésom sammansattning eller bearbetning.
Skillnaderna mellan matriser kan orsakas av nédgot sa enkelt som effekter av skillnader i bearbetning eller utformning,
till exempel ré kontra pastoriserad, farsk kontra torkad, osv.

Garantibegransningar/begrénsad erséttning B

MED UNDANTAG AV VAD SOM UTTRYCKLIGEN ANGES | AVSNITT OM GARANTIBEGRANSNING FOR INDIVIDUELLA
FORPACKNINGAR, FRANSAGER SIG NEOGEN ALLA UTTRYCKLIGA OCH UNDERFORSTADDA GARANTIER, INKLUSIVE,
MEN INTE BEGRANSAT TILL, ALLA GARANTIER BETRAFFANDE SALJBARHET ELLER LAMPLIGHET FOR ETT VISST
ANDAMAL. Om nagon produkt frdn Neogen Livsmedelshygien ar defekt kommer Neogen eller dess auktoriserade leverantor
att efter eget gottfinnande ersatta produkten eller aterbetala produktens inkdépspris. Detta ar den enda ersattning som ges.
Kontakta din Neogen-representant eller en godkand Neogen-distributér om du har fler fragor.

3
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Begransning av Neogen:s ansvar

NEOGEN KOMMER INTE ATT PATA SIG NAGOT ANSVAR FOR FORLUST ELLER SKADOR, VARE SIG DIREKTA,
INDIREKTA, SARSKILDA, TILLFALLIGA ELLER EFTERFOLJANDE SKADOR, INKLUSIVE, MEN INTE BEGRANSADE TILL,
FORLORADE VINSTER. Under inga omsténdigheter ska Neogen:s ansvar i ndgot som helst lagrum &verskrida inkdpspriset
for den pastatt defekta produkten.

Foérvaring och kassering

Forvara Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes vid 2—8°C. Far inte frysas. Forvara satsen péa en
mork plats. Kontrollera att foliepasen ar oskadad nér satsen har 6ppnats. Anvand inte om pasen ar skadad. Efter att pasen
har 6ppnats ska oanvanda reagensror alltid forvaras i den aterforslutningsbara pasen med torkmedlet inuti for att bevara de
frystorkade reagensernas stabilitet. Férvara aterforslutna pasar vid 2—-8°C i hégst 60 dagar.

Anvand inte Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes efter utgdngsdatumet. Utgadngsdatum och
partinummer anges pé etiketten pa ladans utsida. Efter anvandning kan anrikningsmedlet och réren till Neogen Molecular
Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes eventuellt innehalla patogena material. Folj gallande branschstandarder for
kassering av kontaminerat avfall nar testen har genomférts. Se sékerhetsdatabladet for ytterligare information och lokala
foreskrifter for kassering.

Bruksanvisning
Folj alla anvisningar noggrant. Underlatenhet att géra detta kan leda till felaktiga resultat.

Laboratoriebankar och utrustning (pipetter, verktyg fér att fasta och ta av lock o.s.v.) regelbundet med en 1-5 %
(volym i vatten) blekmedelsldsning eller DNA-borttagningslésning.

Anvandaren maste genomgaé utbildningen i driftkvalifikation (OQ) fér Neogen Molekylart Detektionssystem, enligt
beskrivningen i dokumentet ”Protokoll fér installationskvalifikation (IQ)/driftkvalifikation (OQ) och anvisningar fér
Neogen Molekylart Detektionssystem”®,

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

Tabell 3 for anrikningsprotokoll enligt AOAC® Official Method of Analysis™ 2016.08 och AOAC® Performance Tested
Method"M Certifikat 081501.

Tabell 4 for anrikningsprotokoll enligt NF Validation-certifikatet 3M 01/15-09/16.

Provanrikning

| tabell 2, 3 eller 4 visas en vagledning till anrikning av livsmedels- och miljéprover. Anvédndaren ansvarar for att
validera alternativa provtagningsprotokoll eller spadningsférhallanden for att sakerstélla att testmetoden uppfyller
anvandarens kriterier.

Livsmedel
1. L&t anrikningsmediet fér Demi-Fraser-buljong (inklusive jarnammoniumcitrat) balanseras till omgivande temperatur
i laboratoriet.

2. Kombinera anrikningsmediet och provet aseptiskt enligt tabellerna 2, 3 eller 4. Fér prover med kétt och som innehaller
en stor mangd partiklar rekommenderas att filterpasar anvands.

3. Homogenisera noggrant genom att mixa, anvanda stomacher eller blanda manuellt i 2 + 0,2 minuter. Inkubera vid
37 = 1°C enligt tabell 2, 3 eller 4.

4. Fbrrda mejeriprodukter (se tabell 2, 3 eller 4), fér dver 0,1 ml av den priméra anrikningen till 10 ml Fraser-buljong.
Inkubera vid 37 = 1°C i 20-24 timmar.

Miljoprover

Provinsamlingsenheter kan vara en svamp som hydrerats med en neutraliserande 16sning fér att inaktivera effekterna hos
desinficeringsmedlen. Neogen rekommenderar att man anvander en biocidfri cellulosa-svamp. Neutraliseringslésningen
kan vara Dey-Engley (D/E) neutraliseringsbuljong eller Letheen-buljong. Det &r rekommenderat att man sanerar omradet
efter provtagning.

VARNING: Om du véljer att anvanda neutraliseringsbuffert (NB) som innehaller arylsuffonatkomplex som

hydrerande |8sning fér svampen maste man ha en 1:2-spadning (1 del prov i 1 del steril anrikningsbuljong) fér
anrikningsmiljéprovet innan det testas for att minska riskerna som férknippas med ett falskt negativt resultat som
leder till utslapp av kontaminerad produkt. Ett annat alternativ ar att dverféra 10 ul neutraliserande buffertanrikning till
Neogen Lyseringslésningsroren.

Den rekommenderade storleken pa provtagningsomradet for att verifiera férekomsten eller franvaron av patogenener pa
ytan dr minst 100 cm? (10 cm x 10 cm eller 4”x 4”). Nar du provtar med en svamp, svabba dver hela omradet i tva riktningar
(vanster till héger och sedan upp och ner) eller samla miljdprover enligt ditt nuvarande provtagningsprotokoll eller enligt
riktlinjerna i FDA BAM®, USDA FSIS MLG® eller ISO 185931,



1. L&t anrikningsmediet fér Demi-Fraser-buljong (inklusive jarnammoniumcitrat) balanseras enligt laboratoriets

omgivande temperatur.
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Kombinera anrikningsmediet och provet aseptiskt enligt tabellerna 2, 3 eller 4.

Homogenisera noggrant genom att mixa, anvdnda stomachereller blanda manuellt i 2 + 0,2 minuter. Inkubera vid
37 +1°C i 24—30 timmar enligt tabell 2, 3 eller 4.

Tabell 2: Allmanna anrikningsprotokoll vid 37 = 1°C med anvandning av Demi-Fraser-buljong och Fraser-buljong

efter behov.

Anriknings-

Provmatris Provstorlek | buljongvo- An"ka_:;' gstid
lym (ml)
Varmebehandlat,
kokt, marinerat
kott, fagel, skaldjur
och fisk
Varmebehandlade/
pastoriserade _
mejeriprodukter 259 225 24-30
Produkter och
gronsaker
Flerkomponents-
livsmedel
100 eller
1svam 24-30
Miljéprover® P 225
1svabb 10 24-30
Ratt kott, fagel, B
skaldjur, fisk 259 475 28-32
Priméranrikning Sekundar anrikning
(Demi-Fraser-buljong)® (Fraser-buljong)® Volym
Provmatris o - o provana-
COGLES Anrikningstid | Provstor- LTS Anriknings- | lys®
Provstorlek | buljongvo- h lek temperatur id (h
|ym (mI) ( ) e (oc) ti ( )
Overfor
R&a 0,1 ml
meieriorodukter 25¢g 225 20-24 till 10 ml 37 1 20-24 10 pl
jerp Fraser-
buljong

(a) Demi-Fraser och Fraser-buljong bér alltid kompletteras med Fraser-buljongtillskott (ferriammoniumcitrat) under den
priméra eller sekundéra anrikningen.

(b) Provvolym éverférd till Neogen Lyseringsldsningsréren. Se steg 4.6 i avsnittet om lysering.

Specifika anvisningar for validerade metoder
AOAC?® Official Method of Analysis 2016.08
AOAC® Performance Tested Method*™ #081501

" PERFORMANCE TESTED

LICENSE NUMBER

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
081501

| AOAC Research Institute OMASM och PTMSM studier, fann man att Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria
monocytogenes ar en effektiv metod for att upptacka Listeria monocytogenes. Matriserna som testades i studien visas

i tabell 3.
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Tabell 3. Anrikningsprotokoll med Demi-Fraser-buljong® vid 37 + 1°C enligt AOAC OMASM 2016.08 och PTMSM Certifikat nr.
081501.

Provmatris Provstorlek Anrlknlngs&t;:;jongvolym Anrlk?l:;\gstld

No6tkottskorvar, farskost, vaniljglass,
cottage cheese med 4 % fetthalt, choklad

med standardmjdlk med 3 % fetthalt, 259 225 24-30
romansallat, ra spenat i pase, kallrokt lax

Ra kycklig 259 475 28-32
Delikatesskalkon 1259 1125 24-30

Tillracklig volym for att lata

Cantaloupe-melon® Hel melon 26-30
melonen flyta
Rostfritt stal 1svamp 225 24-30
CI) Forseglad betong 1svamp 100 24-30
<)
s
2| Plast© 1svabb 10 24-30
=

Alla prover for AOAC-valideringen homogeniserades med stomacher om inte annat anges.

(a) Demi-Fraser och Fraser-buljong bér alltid kompletteras med Fraser-buljongtillskott (ferriammoniumcitrat) under den
priméra eller sekundéra anrikningen.

(b) Homogenisera provet med manuell blandning.
(¢) Homogenisera provet genom att vortexa det.

NF VALIDATION av AFNOR Certification

EICATION

EN ISO 16140

3M 01/15-09/16
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http:/nf-validation.afnor.org/en

For ytterligare information om valideringsslut, lds NF VALIDATION-certifikatet som finns tillgéngligt pa ovan
angivna webbsida.

NF VALIDATION-certifierad metod i enlighet med ISO 16140-2© jaimfért med ISO 11290%
Valideringsomfang: Alla livsmedels- och miljéprover (exklusive prover fér primarproduktion)
Provberedning: Prover bér beredas enligt EN 1ISO 11290-1® och EN 1SO 6887®
Programversion: Se certifikat

Tabell 4: Anrikningsprotokoll som utférs enligt NF VALIDATION certifierad metod 3M 01/15-09/16 vid 37 = 1°C med
anvandning av Demi-Fraser-buljong och Fraser-buljong efter behov.

Anriknings- | Anriknings- Anrik- Volym
Allmant protokoll Provstorlek | buljongvo- | temperatur s () prova- | Accepterad avbrottspunkt
lym (ml) (x1°C) 9 nalys®
Alla matprover e Demi-Fraser Buljong upp
(utom réatt kott, raa o5 till 72 timmar
skaldjur och raa 9 . .
mejeriprodukter 225 37 24-30 20 yl | e Lysat vid-20°C
Milidorover 25 g, 1svabb ° Lysgra vid 4°C upp till
1op eller 1torkduk 72 timmar
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Primiranrikning (Demi-Fraser-buljong)® Sekundir anrikning (Fraser-buljong)®
oge ik- Accepte-
Specifikt Anrik T frrern el
protokoll | Prov- | mingsbul- | (0000 | Anrike | Prov. | {SUCRE | Anrike | OV | radav
i i i i i ~ | brottspunkt
storlek jon?r\'l:.la)lym (2 1°C) ningstid (h) | storlek (2 1°C) ningstid (h) nalys® P
e Fraser
Buljong
Ratt . . upptlll
kott, raa Overfér 72 timmar
skaldjur .0’1 ml o Lysat vid
A 25¢ 225 37 20-24 till 10 ml 37 20-24 10 pl o
och raa F -20°C
mejeri- br?.ser— e Lysera
produkter ulong vi)zi 4°C
upp till
72 timmar
(a) Provvolym &éverford till Neogen Lyseringsldsningsréren. Se steg 4.6 i avsnittet om lysering.

(b)

Demi-Fraser och Fraser-buljong bér alltid kompletteras med Fraser-buljongtillskott (ferriammoniumcitrat) under den
priméra eller sekundara anrikningen.

(©
| ANMARKNING: Prover storre dn 25 g har inte testats i NF VALIDATION-studien.

Provvolym &verférd till Neogen Lyseringslosningsréren. Se steg 4.6 i avsnittet om lysering.

Férberedelse av Neogen® Molekylar Detektion, Snabbladdningslada

1. Vit en trasa med en 1-5 % (volym i vatten) hushallsblekmedel eller motsvarande 16sning och torka av Neogen®
Molekylar Detektion, Snabbladdningslada.

2. Skolj Neogen Molekylar Detektion, Snabbladdningsldda med vatten.

3. Torka av Neogen Molekylar Detektion, Snabbladdningsldda med en pappershandduk.

4. Sakerstall att Neogen Molekylar Detektion, Snabbladdningsléda ar torr innan den anvands.

Foérberedning av Neogen® Molekylar Detektion, Insats for kylblock

Placera Neogen® Molecular Detection Kylblock direkt pa laboratoriebdnken. Anvand kylblock med omgivande temperatur
i laboratoriet (20—-25°C).

Férberedelse av Neogen® Molekylar Detektion, Insats for virmeblock

Lagg Neogen® Molekylar Detektion, Insats for varmeblock i en torr dubbelblocksvarmare. Aktivera den torra
blockvarmaren och stéll in temperaturen sa att Neogen Molekylar Detektion, Insats for varmeblock tillats uppnéa och
bibehalla en temperatur pa 100 * 1°C.

ANMARKNING: Beroende p& virmaren tar det cirka 30 minuter for Neogen Molekylar Detektion, Insats fér varmeblock
att uppna ratt temperatur. Anvand en lamplig, kalibrerad termometer (t.ex. en termometer fér delvis nedsénkning eller
en digital varmeelementtermometer, inte en termometer for fullstdndig nedsénkning) placerad pé den avsedda platsen
och kontrollera att Neogen Molekylar Detektion insats for varmeblock har en temperatur pa 100 + 1°C.

Beredning av Neogen® Molekylart Detektionsinstrument

1. Starta Neogen® Molekylar Detektionssystem-programvara och logga in. Kontakta din Neogen-representant for
livsmedelssakerhet for att sdkerstalla att du har den senaste versionen av programvaran.

Aktivera Neogen Molekylart Detektionsinstrument.

Skapa eller redigera en datakorning for varje prov. Se anvandarhandboken till Neogen Molekylart Detektionssystem for
detaljerad information.

ANMARKNING: Neogen Molekylart Detektionsinstrument maste forsattas i redotillstdnd innan Neogen® Molekylar
Detektion, Snabbladdningsléda med reagensrér fors in. Detta uppvérmningssteg tar cirka 20 minuter och indikeras av en
ORANGE lampa i instrumentets statusfalt. Nar instrumentet ar redo att starta en korning blir statusfaltet GRONT.

Lysering
Avlagsna nedre delen av Neogen Provrorsstéll for lyseringslosning med en skruvmejsel eller spatel innan du placerar det
i Neogen Molekylar Detektion, Insats for varmeblock.
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L&t réren med lyseringslésningen (Neogen Lyseringslésning) varmas upp genom att placera stéllet i rumstemperatur
(20—25°C) 6ver natten (16—18 timmar). Alternativa metoder fér att virma Neogen Lyseringslésningsréren till
rumstemperatur ar att stilla Neogen Lyseringslésningsroren pa laboratoriebédnken i minst 2 timmar, inkubera Neogen
Lyseringslosningsréren vid 37 = 1°C i 1 timme eller placera dem i en torr dubbelblockvarmare i 30 sekunder vid 100°C.

Invertera de lockférsedda réren for att blanda. Fortsatt till nasta steg inom 4 tim.
Ta ut anrikningsbuljongen fran inkubatorn.
Ett Neogen Lyseringslésningsror kravs for varje prov samt det negativa kontrollprovet (NC) (sterilt anrikningsmedium).

41 Remsor med Neogen Lyseringslésningsror kan klippas for 6nskat antal Neogen Lyseringsldsningsroér. Valj det antal
individuella Neogen Lyseringslosningsror eller remsor om 8 rér som behovs. Placera Neogen Lyseringslosningsréren
i ett tomt stall.

4.2 Undvik korskontaminering genom att 6ppna ett lock p4 en remsa med Neogen Lyseringslosningsrér i taget och
anvand en ny pipettspets vid varje dverforingssteg.

4.3 For over det anrikade provet till Neogen Lyseringslésningsroren enligt beskrivningen nedan:

For éver varje anrikat prov till ett enskilt Neogen Lyseringsldsningsror forst. Overfor NC sist.

4.4 Anvand Neogen® Molekylar Detektion, Cap/Decap Redskap — Lysering for att 6ppna en remsa med
Neogen Lyseringslésningsré — en remsa i taget.

4.5 Kassera locket till Neogen Lyseringslosningsréret — om lysatet ska behallas for omprov ska locken placeras i en ren
behallare for ateranvandning efter lysering.

4.51 Se bilaga A for information om behandling av férvarat lysat.

4.6 Overfor 20 pl prov till ett Neogen Lyseringsldsningsror sévida inte annat anges i protokollen i tabell 2, 3 och 4
(t ex. rda mejeriprodukter eller d& man anvander miljdprover med neutraliseringsbuffer pa 10 pl).

20 pl
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. Upprepa steg 4.4 till 4.6 tills varje enskilt prov har tillsatts i ett motsvarande Neogen Lyseringsl&sningsror i remsan.

6. Nar alla prover har éverforts ska 20 ul NC (sterilt anrikningsmedium, t.ex. buffrad Demi-Fraser-buljong) éverféras till ett

Neogen Lyseringslosningsrér. Anvand inte vatten som NC.
Kontrollera att temperaturen pd Neogen Molekylar Detektion insats fér varmeblock &r 100 + 1°C.

. Placera det oovertackta stéllet med Neogen Lyseringslosningsrér i Neogen Molekylar Detektioninsats for varmeblock
och varm i 15 = 1 minuter. Under uppvarmningen kommer Neogen Lyseringslésningen att dndra farg fran rosa (kall) till
gul (varm).

8.1 Prover som inte har virmebehandlats korrekt under analysens lyseringssteg bor betraktas som en potentiell
biologisk fara och ska INTE féras in i Neogen Molekylért Detektionsinstrument.

. Ta ut det obvertackta stéllet med Neogen Lyseringslésningsror fran varmeblocket och 14t det svalna i Neogen Molekylar
Detektion -insats for kylblockunder minst 5 minuter men hégst 10 minuter. Neogen Molekylar insats for kylblock som
anvands vid omgivningstemperatur ska placeras direkt pa laboratoriebédnken. Nar lyseringslésningen svalnar atergar
dess farg till rosa.
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10. Ta ut stallet med Neogen Lyseringslésningsrér fran Neogen Molekylar Detektion insats for kylblock.

00:15:00

Amplifiering
1. Ett Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes reagensror kravs for varje prov samt fér NC-provet.

1.1 Reagensrérens remsor kan klippas till 6nskat antal ror. Valj antalet enskilda Neogen Molecular Detection Assay 2 —
Listeria monocytogenes reagensrér eller remsor om 8 rér som behovs.

1.2 Placera Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes Reagensror i ett tomt stall.
1.3 Undvik att réra upp reagens-pelletarna fran provrérens botten.
2. Valj ett ror for Neogen Reagenskontroll och placera det i stéllet.

3. Undvik korskontaminering genom att 6ppna ett lock pa en remsa med Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria
monocytogenes reagensror i taget och anvand en ny pipettspets vid varje éverforingssteg.

4. For over lysat till ett Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes reagensror och ett ror for
Neogen Reagenskontroll enligt beskrivningen nedan:

Overfér varje provlysat till enskilda Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes reagensror
forst, foljt av NC. Hydrera ror for Neogen Reagenskontroll sist.

5. Anvand Neogen® Molekylar Detektion, Cap/Decap Redskap — Reagens for att 6ppna Neogen Molecular Detection
Assay 2 — Listeria monocytogenes reagensror - en rorremsa i taget. Kassera locket.

5.1 Foér éver 20 pl av provlysat fran den 6vre ¥ av vitskan (undvik utfillning) i Neogen Lyseringslésningsréret till
motsvarande Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria monocytogenes reagensroér. Dispensera i en vinkel
for att undvika att pelletsarna rérs upp. Blanda genom att pipettera upp och ned 5 ganger.

5.2 Upprepa steg 5.1 tills enskilda provlysat har lagts till i ett motsvarande Neogen Molecular Detection Assay 2 —
Listeria monocytogenes reagensror i remsan.

5.3 Tack Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes reagensror med medféljande extralock och
anvand den rundade sidan av Neogen Molekylar Detektion Cap/Decap Redskap - Reagens och pressa fram och
tillbaka for att stanga locket ordentligt.

5.4 Upprepa efter behov steg 5.1till 5.3 for det antal prover som ska testas.

5.5 Nar alla provlysat har 6verférts upprepar du steg 5.1 for att fora 6ver 20 pl NC-lysat i ett Neogen Molecular
Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes reagensror.

5.6 For over 20 pl av NC-lysat i ett rér for Neogen Reagenskontroll. Dispensera i en vinkel for att undvika att
pelletsarna rérs upp. Blanda genom att pipettera upp och ned 5 ganger.

6. Ladda de forslutna provréren i en ren och dekontaminerad Neogen Molekylar Detektion, Snabbladdningslada. Stang
och las locket pa Neogen Molekylar Detektion, Snabbladdningslada.

20 L

7. Granska och bekrafta den konfigurerade korningen i programvaran forNeogen Molekylart Detektionssystem.

8. Klicka pa startknappen i programmet och valj vilket instrument som ska anvandas. Det valda instrumentets lock
Oppnas automatiskt.
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9. Placera Neogen Molekylar Detektion, Snabbladdningsléda i Neogen Molekylart Detektionsinstrument och stang locket
for att starta analysen. Resultaten ges inom 75 minuter, men positiva resultat kan detekteras tidigare.

10. Ta ut Neogen Molekylar Detektion, Snabbladdningsldda fran Neogen Molekylart Detektionsinstrument nér
analysen har slutforts och kassera réren genom att blétlagga dem i en 1-5 % (volym i vatten) blekmedelslésning for
hushallsanvandning i 1timme péa avstand fran analysberedningsomradet.

OBSERVERA: For att minimera risken for falskt positiva resultat pa grund av korskontaminering ska reagensprovrér med
amplifierad DNA aldrig 6ppnas. Detta inkluderar rér for Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes
reagens, Neogen Reagenskontroll och matriskontroll. Kassera alltid férslutna reagensrér genom att blotlagga dem i en
1-5 % (volym i vatten) blekmedelslésning eller motsvarande i 1timme pé avstand fran analysberedningsomrédet.

Resultat och tolkning

En algoritm tolkar ljusutstralningskurvan som genereras genom detektion av nukleinsyraamplifiering. Resultaten analyseras
automatiskt av programmet och fargkodas baserat pa resultatet. Ett positivt eller negativt resultat faststalls genom analys
av ett antal unika kurvparametrar. Presumtivt positiva resultat rapporteras i realtid medan resultat som &r negativa och
sddana som &r mérkta Inspektera visas nar kdrningen har slutforts.

Presumtivt positiva resultat bér konfirmeras enligt laboratoriets standardrutiner eller genom referensmetod®?, bérjar med
dverféring fran den priméra anrikningen till den sekundéra anrikningsbuljongen (om tillampligt), féljt av utspridning och
bekréaftelse av isolat med anvandning av Iampliga biokemiska och serologiska metoder.

ANMARKNING: Ett negativt prov ger inte ett noll-resultat vid avldsning eftersom systemet och Neogen Molecular
Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes férstarkningsreagens ger en “bakgrund” relativ ljusenhet (RLU) vid avlasning.

Skulle ovanlig ljusutstralning forekomma, vilket &r séllsynt, méarker algoritmen detta med "Inspektera”. Neogen
rekommenderar att anvandaren upprepar analysen av prover som resulterar i Inspektera. Om resultatet fortsatter att vara
Inspektera ska du ga vidare till testbekraftelse med den metod du féredrar eller s som anges i lokala féreskrifter.

Tabell 5: Resultatsymboler fér prover och tolkning som tillhandahalls av Neogen Molekylart Detektionssystem-programvaran.

Brunnstyp Brunnresultatsymbol Resultat Tolkning
Prov ‘ Positiv Provet &r antagligen positivt for malpatogenen.
Prov ‘ Negativ Provet ar negativt fér malpatogenen.
Provmatrisen hammade analysen. Ett omtest kan behévas.
Prov @ Spérrad Se avsnittet fels6kning och produktinstruktioner for
analyspaketet for mer information.
Narvaron eller franvaron av malpatogenen var obestamd.
Prov @ Inspektera [ Ett omtest kan behévas. Se avsnittet felsékning och
produktinstruktioner fér analyspaketet fér mer information.
Ingen bioluminescens detekterades. Ett omtest kan behévas.
Prov @ Fel Se avsnittet felsokning och produktinstruktioner for

analyspaketet for mer information.

Bekriftelse av resultat enligt NF VALIDATION-certifierad metod
Alternativ 1: Anvianda ISO 11290®-standarden fran Demi-Fraser-anrikningen.

Alternativ 2: Genom isolering p4 PALCAM-agar (O&A) eller pa kromogen agar som ingar i en NF VALIDATION-certifierad
metod for detektion av Listeria monocytogenes. Férekomsten av karakteristiska kolonier ar tillracklig for att bekrafta
férekomsten av Listeria monocytogenes.

Alternativ 3: Anvéanda nukleinsyrasonder som beskrivs i EN ISO 7218® standarden och som utférs pa isolerade kolonier,
frén selektiv agar (se alternativ 1 eller 2).

Alternativ 4: Anvand nagon annan certifierad NF VALIDATION-metod, vars princip maste vara annorlunda an den som
anvands i Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes. Hela protokollet fér denna andra validerade
metod méste anvandas. Alla steg fore starten av bekraftelsen méaste vara gemensamma for bdda metoderna.

| fall av icke dverensstammande resultat (presumtivt positiva med den alternativa metoden, ej bekraftade med négon
av de beskrivna metoderna ovan) méste laboratoriet folja de obligatoriska stegen for att sakerstélla validiteten for de
erhéllna resultaten.

| fall av icke dverensstammande resultat (presumtivt positiva med Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria
monocytogenes, som inte bekraftas med n&dgon av de ovan beskrivna metoderna) méste laboratoriet félja de obligatoriska
stegen for att sakerstalla validiteten fér de erhallna resultaten.

10
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Om du har fragor om specifika tillampningar eller procedurer kan du bestka var hemsida pd www.neogen.com eller
kontakta din lokala representant eller aterforsaljare for Neogen.

Bilaga A. Protokollavbrott: Férvaring och omprovning av virmebehandlade lysater.
1. For att lagra ett varmebehandlat lysat, tack lyseringsréret igen med ett rent lock (se "Lysering”, 4.5).

Forvara vid 4 till 8°C i upp till 72 timmar.
Forbered ett férvarat prov for amplifiering genom att véanda det upp och ned 2-3 génger sa att det blandas.
Avlagsna locken fran réren.

a b

Placera de blandade lysatréren i Neogen Molekylar Detektion, Insats for varmeblock och varm vid 100 = 1°C
i 5 =1 minuter.

6. Tabort stéllet med Neogen Lyseringslosningsror fran varmeblocket, och |at det svalna i Neogen Molekylar Detektion,
insats for kylblock i minst 5 minuter och hégst 10 minuter.

7. Fortsatt enligt protokollet i avsnittet "Amplifiering” som beskrivs ovan.
Referenser:

1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analysis Manual. Chapter 10: Detection and Enumeration of Listeria
monocytogenes in Foods. January 2016 Version.

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 8.08. Isolation and Identification of
Listeria monocytogenes from Red Meat, Poultry and Egg Products, and Environmental Samples.
Effective Date: May 1, 2013.

3. NF EN ISO 11290-1. Microbiology of Food and Animal Feeding Stuffs — Horizontal Method for the Detection and
Enumeration of Listeria monocytogenes. Amendment 1, 2004-10-15.

NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.
5. NF EN ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General rules for microbiological examination.

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

7. NF EN ISO 18593. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal methods for sampling techniques from
surfaces using contact plates and swabs.

8. NF EN ISO 6887. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension and
decimal dilutions for microbiological examination.

Forklaring av produktetikettsymbolerna
info.neogen.com/symbols
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Produktvejledning

Molekylzer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes

Produktbeskrivelse og tilsigtet brug

Neogen® Molekyleer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes bruges sammen med Neogen® Molekyleer

Detektions System til hurtig og preecis detektion af Listeria monocytogenes i opformerede fedevarepraver og miljgpraver.
Neogen Molekyleer Detektions Analyser bruger loop-medieret, isotermisk amplifikation til hurtigt at forsteerke
nukleinsyresekvenser med hgj specificitet og felsomhed kombineret med bioluminescens for at afslere amplifikationen.
Formodede positive resultater bliver rapporteret i realtid, mens negative resultater bliver vist, nar analysen er gennemfeart.
Formodede positive resultater bar verificeres ved hjeelp af din foretrukne metode eller som angivet i de lokale vedteaegtert:2
3)

Neogen Molekylzer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes er beregnet til brug i laboratorieomgivelser af
professionelle, der er uddannet i laboratorieteknikker. Neogen har ikke dokumenteret brugen af dette produkt i andre
brancher end fgde- og drikkevarer. For eksempel har Neogen ikke dokumenteret dette produkt til test af vandprever,
medicinalvareprgver, kosmetikprever, kliniske praver eller veterinzere praver. Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 -
Listeria monocytogenes er ikke blevet evalueret med alle mulige testprotokoller eller med alle mulige bakteriestammer.

Som for alle testmetoder kan kilden, sammensaetningen og kvaliteten af opformeringsmediet pavirke resultatet.
Faktorer sasom prgvetagningsmetoder, testprotokoller, prgveforberedelse, handtering samt laboratorieteknik kan ligeledes
pavirke resultaterne. Neogen anbefaler evaluering af metoden inklusive opformeringsmediet i brugerens omgivelser

ved hjzelp af et tilstreekkeligt antal prever med specifikke fedevarer og mikrobielle udfordringer for at sikre, at metoden
opfylder brugerens kriterium.

Neogen har evalueret Neogen Molekylzer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes med Demi Fraser Bouillon
med ferriammoniumcitrat og Fraser Bouillon med ferriammoniumcitrat efter behov. En typisk sammensaetning af dette
medie er angivet nedenfor.

Typisk sammenszetning af Demi Fraser (9/1) Typisk sammensaetning af Fraser (9/1)
Basis Bouillon Basis Bouillon
Natriumklorid 20g Natriumklorid 20g
Natriumfosfat, dibasisk, vandfri* 9,69 Natriumfosfat, dibasisk, vandfri* 9,649
Oksekadsekstrakt 509 Oksekadsekstrakt 509
Pankreatisk fordgjelse af casein 509 Pankreatisk fordgjelse af casein 5,09
Peptisk fordgjelse af animalsk vaev 509 Peptisk fordgjelse af animalsk veev 5,09
Geerekstrakt 509 Geerekstrakt 5,09
Lithiumklorid 3,09 Lithiumklorid 3,09
Kaliumfosfat, monobasisk 1,359 Kaliumfosfat, monobasisk 1,359
Esculin 1,09 Esculin 1,09
Acriflavin HCI 0,0125g Acriflavin HCI 0,025g
Nalidixinsyre 0,01g Nalidixinsyre 0,02g
* Erstatning: Natriumfosfat, dibasisk, dihydrat 12,0g

Suppleret med Fraser Bouillon

(Ingredienser pr. 10 ml glas. Et glas tilszettes til én liter basismedie).
Ferriammoniumcitrat 0,5 g/10 ml

Slut-pH 7,2 + 0,2 ved 25°C

Neogen® Molekyleer Detektions Instrument er beregnet til brug sammen med praver, der har gennemgaet
varmebehandling under analysens lysinbehandlingstrin, der er designet til at destruere organismer, der optraeder i
preven. Praver, som ikke er blevet korrekt varmebehandlet under analysens lysinbehandlingstrin, kan udgere en vaesentlig
miljgrisiko og ber IKKE szettes ind i Neogen Molekylzer Detektions Instrument.

Neogen Food Safety er ISO 9001-certificeret (International Organisation for Standardisering) med hensyn til design
og produktion.

Neogen Molekylzer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes testkittet indeholder 96 tests, beskrevet i tabel 1.
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Tabel 1. Neogen Molekylzer Detektions Analyse-kittets komponenter

Artikel Identifikation Kvantitet Indholdsfortegnelse Kommentarer

Pa holder og
klar til brug

Neogen® Lysinoplgsning Lysergd oplagsning |96 (12 strimler med

(LS) i klare reagensglas | 8 reagensglas) 580 pl LS pr. reagensglas

Neogen® Molekylzer
Detektions Analyse 2 -
Listeria monocytogenes
reagensglas

Frysetarret, specifik
amplifikations- og Klar til brug
detektionsblanding

96 (12 strimler med

Gule reagensglas 8 reagensglas)

96 (12 strimler med

Ekstra heetter Gule heaetter 8 heetter) Klar til brug
® 16 (2 poser med Frysetarret kontrol-
Neogen® Reagens Kontrol | Klare r.eagensglas 8 individuelle DNA, amplifikations- Klar til brug
(RC) med flip-top . ;
reagensglas) og detektionsblanding

Den negative kontrol, som ikke medfalger i kittet, er et sterilt opformeringsmedie, f.eks. Demi Fraser Bouillon. Brug ikke
vand som en negativ kontrol.

Sikkerhed

Brugeren skal leese, veere indforstdet med og felge alle sikkerhedsoplysninger i vejledningen til Neogen Molekylaer
Detektions System og Neogen Molekylaer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes. Gem sikkerhedsvejledningen til
fremtidig reference.

A ADVARSEL: Indikerer en farlig situation, som kan resultere i dgdsfald eller alvorlig personskade og/eller skade pa
ejendele, hvis den ikke undgés.

BEMAERK: Indikerer en potentielt farlig situation, som udger en risiko for beskadigelse af ejendom, hvis den
ikke undgas.

A ADVARSEL

Neogen Molekylaer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes ma ikke anvendes til diagnosticering af sygdomme
pa mennesker eller dyr.

Metoden med Neogen Molekylaer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes kan generere Listeria monocytogenes
pa niveauer, der er tilstraekkelige til at medfere dedfedsel og dadsfald hos gravide kvinder og personer med nedsat
immunforsvar, hvis de eksponeres.

Brugeren skal uddanne sit personale i aktuelle korrekte praveteknikker: for eksempel god laboratoriepraksis,
ISO/IEC 17025 eller ISO 7218®.

For at reducere risiciene forbundet med et falsk-negativt resultat, der ferer til frigerelse af kontaminerede produkter:

e Fglg protokollen, og udfer tests praecist som angivet i produktvejledningen.

e Opbevar Neogen Molekylaer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes som angivet pa pakken og
i produktvejledningen.

e Anvend altid Neogen Molekylzer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes inden udlgbsdatoen.

e Anvend Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes til fadevare- og miljgpraver, der er blevet
godkendt internt eller af en tredjepart.

e Anvend udelukkende Neogen Molekylzer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes med overflader,
desinfektionsmidler, protokoller og bakteriestammer, der er blevet evalueret internt eller af en tredjepart.

e For at lave en miljgprgve, der indeholder neutraliserende buffer med arylsulfonatkompleks, foretages fortynding
1:2 inden testning (1 del prave til 1 del steril opformeringsbouillon). En anden mulighed er at overfgre 10 pl af
NB-opformeringsmediet til Neogen LS-reagensglassene. Neogen®-praveindsamlingsprodukter, som inkluderer
neutraliserende buffer med arylsulfonatkompleks: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB, HS10NB2G
og HS2410NB2G.

For at reducere risiciene forbundet med eksponering med kemikalier og biologiske farer:

e Det anbefales kraftigt, at kvindeligt laboratoriepersonale informeres om risikoen for fosterets udvikling som felge af
infektion hos moderen ved eksponering med Listeria monocytogenes.

e Foretag patogentestning i et korrekt udstyret laboratorium under uddannet personales kontrol. Inkuberet
opformeringsmedie og udstyr eller overflader, der har veaeret i kontakt med inkuberet opformeringsmedie, kan indeholde
patogenniveauer, der er tilstreekkelige til at udgegre en risiko for menneskelig sundhed.

e Fglg altid sikkerhedspraksis for et standardlaboratorium, inklusive brug af passende beskyttelsesudstyr og
beskyttelsesbriller under handtering af reagenser og kontaminerede prgver.

e Undgé kontakt med indholdet af opformeringsmediet og reagensglas efter amplifikationen.

Bortskaf opformerede praver i overensstemmelse med geeldende branchestandarder.

e Prgver, som ikke er blevet korrekt varmebehandlet under analysens lysinbehandlingstrin, kan udgere en veesentlig
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Overhold felgende forholdsregler for at reducere risiciene i forbindelse med krydskontaminering under klargering
af analysen:

e Brug altid handsker (for at beskytte brugeren og undgé introduktion af nukleaser).

miljgrisiko og bar IKKE szettes ind i Neogen Molekyleer Detektions Instrument.

For at reducere risici forbundet med miljgkontaminering:
e Fglg de geeldende branchestandarder for bortskaffelse af kontamineret affald.

For at reducere risici forbundet med eksponering med varme vaesker:

e Overskrid ikke den anbefalede temperaturindstilling pa varmeelementet.

o Overskrid ikke den anbefalede opvarmningstid.

e Brug et passende, kalibreret termometer til at verificere temperaturen for Neogen® Molekylaer Detektions Varmeblok
Indleeg (f.eks. et termometer til delvis nedsaenkning eller et digitalt termoelementtermometer, ikke et termometer
til hel nedszenkning). Termometeret skal anbringes pé det dertil indrettede sted i Neogen Molekylser Detektions
Varmeblok Indleeg.

BEMARK

Overhold felgende forholdsregler for at reducere risiciene i forbindelse med krydskontaminering under klargering

af analysen:

e Skift handsker fgr reagenskuglehydrering.

e Der anbefales brug af sterile, aerosol-barriere (filtrerede), molekylzerbiologiske pipettespidser.

e Brug en ny pipettespids til hver preveoverfarsel.

e Anvend god laboratoriepraksis til overfgrsel af prgven fra opformeringsglasset til lysinreagensglasset. For at undgéa
kontaminering af pipetterne kan brugeren vaelge at tilfgje et mellemliggende overfgrselstrin. For eksempel kan brugeren
overfgre hver enkel opformerede prove til et sterilt reagensglas.

e Anvend om muligt en molekyleerbiologisk arbejdsstation, der inkluderer en bakteriedreebende lampe. Dekontaminer
med jeevne mellemrum laboratoriets arbejdsborde og udstyr (pipetter, luknings-/abningsredskaber osv.) med en 1-5 %
(v:v i vand) husholdningsklorinopl@sning eller DNA-renseoplgsning.

For at reducere risiciene i forbindelse med et falsk-positivt resultat:

e Reagensglas mé aldrig abnes efter amplifikation.

e Fgr bortskaffelse af de kontaminerede reagensglas skal de altid ibledleegges i en 1-5 % (v:v i vand)
husholdningsklorinoplgsning eller en tilsvarende opl@sning i 1time og holdes veek fra omradet for analyseforberedelse.

e Reagensglas ma aldrig autoklaveres efter amplifikation.

Se sikkerhedsdatabladet for yderligere oplysninger og lokale vedteegter for bortskaffelse.

Hvis du har spargsmal til specifikke anvendelser eller procedurer, bedes du besage vores websted pad www.neogen.com
eller kontakte din lokale Neogen-repraesentant eller -distributer.

Brugerens ansvar
Brugeren er ansvarlig for at gare sig bekendt med produktvejledninger og -oplysninger. Besgg vores hjemmeside pa
www.neogen.com, eller kontakt din lokale Neogen-repraesentant eller -distributer for at fa yderligere oplysninger.

Nar der veaelges en testmetode, er det vigtigt, at man er klar over, at eksterne faktorer sdsom prgveudtagningsmetoder,
testprotokoller, praveforberedelse, handtering samt laboratorieteknikker kan pavirke resultaterne.

Det er brugerens eget ansvar at vaelge en testmetode eller et produkt, som evaluerer et tilstreekkeligt antal prgver med
de passende matricer og mikrobielle udfordringer for derved at sikre brugeren, at den valgte testmetode lever op til
brugerens krav.

Det er ogsa brugerens eget ansvar at kontrollere, at alle testmetoder og resultater lever op til kundernes og
leverandarernes krav.

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

For at hjeelpe kunder med at evaluere metoden til flere forskellige fedevarematricer har Neogen udviklet Neogen®
Molekylaer Detektions Matrix Kontrol-kit. Efter behov kan Matrix Kontrol (MC) anvendes til at afgare, om matricen har
evnen til at pavirke resultaterne af Neogen Molekylzer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes. Test flere forskellige
repreesentative prgver fra matricen, dvs. prgver hentet fra forskellige kilder, fra enhver valideringsperiode under anvendelse
af Neogen-metoden eller under testning af nye eller ukendte matricer eller matricer, der har gennemgaet aendringer i
ramaterialet eller i processen.

En matrice kan defineres som en produkttype med iboende egenskaber sdésom sammenszetning og proces.
Forskelle mellem matricer kan veere sa simple som effekterne forarsaget af forskelle i deres bearbejdning eller
praesentation, f.eks. ra vs. pasteuriseret, frisk vs. tgrret osv.
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Begraensning af garantier/begraenset retsmiddel

BORTSET FRA HVAD DER ER UDTRYKKELIGT ANF@RT | DEN BEGRZANSEDE GARANTI PA DEN INDIVIDUELLE
PRODUKTEMBALLAGE, FRASIGER NEOGEN SIG ALLE UDTRYKKELIGE OG UNDERFORSTAEDE GARANTIER,
HERUNDER, MEN IKKE BEGRANSET TIL, ENHVER SALGBARHEDSGARANTI ELLER EGNETHED TIL EN BESTEMT
ANVENDELSE. Hvis et Neogen Food Safety-produkt er behaeftet med fejl eller mangler, vil Neogen eller en af dennes
autoriserede distributerer efter dennes eget skan erstatte produktet eller refundere kabsprisen. Dette er det eneste
til rddighed vaerende retsmiddel. Kontakt venligst din Neogen-repreesentant eller autoriserede Neogen-distributgr for
yderligere spgrgsmal.

Begraensning af Neogen's ansvar

NEOGEN KAN IKKE HOLDES ANSVARLIG FOR NOGEN TAB ELLER SKADER, UANSET OM DET DREJER SIG OM
DIREKTE, INDIREKTE, SARSKILT DOKUMENTEREDE, HZANDELIGE SKADER ELLER FOLGESKADER, HERUNDER, MEN
IKKE BEGRZAENSET TIL MISTET FORTJENESTE. Under ingen omstaendigheder skal Neogen's erstatningsansvar kunne
overstige kabsprisen for det produkt, der efter sigende er behaeftet med fejl.

Opbevaring og bortskaffelse

Opbevar Neogen Molekylzer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes ved 2-8°C. Undlad frysning. Opbevar kittet
pé et markt sted. Efter abning skal det kontrolleres, at folieposen er intakt. Hvis posen er beskadiget, ma produktet ikke
anvendes. Efter &bning bar ubenyttede reagensglas altid opbevares i den genlukkelige pose med tgrremidlet indeni for
at opretholde de frysetgrrede reagensers stabilitet. Opbevar de forseglede poser ved temperaturer mellem 2-8°C i hgjst
60 dage.

Anvend ikke Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes efter udlgbsdatoen. Udlgbsdato

og varepartinummer findes pé aeskens udvendige meerkat. Efter brug kan det berigede medie og reagensglas med
Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes muligvis indeholde sygdomsfremkaldende materialer.
Nar testning er fuldfert, bedes du falge de geeldende branchestandarder for bortskaffelse af kontamineret affald.

Se sikkerhedsdatabladet for yderligere oplysninger og lokale vedteegter for bortskaffelse.

Brugsanvisning
Falg omhyggeligt alle vejledninger. Hvis dette ikke overholdes, kan det medfgre ungjagtige resultater.

Dekontaminer med jeevne mellemrum laboratoriets arbejdsborde og udstyr (pipetter, luknings-/dbningsredskaber osv.) med
en 1-5 % (v:v i vand) husholdningsklorinoplgsning eller DNA-renseoplgsning.

Brugeren skal fuldfgre undervisningen til Neogen Molekyleer Detektions System brugerkvalifikation (OQ) som beskrevet
i dokumentet “Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen
Molecular Detection System”®.

Se afsnittet “Specifikke instruktioner for validerede metoder” for specifikke krav:

Tabel 3 for opformeringsprotokoller ifalge AOAC® Official Method of AnalysisS™ 2016.08 og AOAC® Performance
Tested Method*™ Certificate #081501.

Tabel 4 for opformeringsprotokoller ifglge NF Validation-certifikat 3M 01/15-09/16.

Prgveopformering
Tabel 2, 3 og 4 viser retningslinjer for opformering af fedevare- og miljgpraver. Det er brugerens ansvar at evaluere
alternative prgveprotokoller eller blandingsforhold for at sikre, at denne testmetode img@dekommer brugerens kriterier.

Fedevarer
1. Lad Demi Fraser Bouillon opformeringsmedie (med ferriammoniumcitrat) stabilisere til laboratorietemperatur.

2. Kombiner opformeringsmediet og preven aseptisk iht. tabel 2, 3 eller 4. Til alle kedpraver og hgjpartikelprever
anbefales brug af filterposer.

3. Homogeniser grundigt ved blendning, centrifugering eller hdAndmiksning i 2 = 0,2 minutter. Inkuber ved 37 + 1°C iht.
tabel 2, 3 eller 4.

4. For ra mejeriprodukter (se tabel 2, 3 eller 4) overfares 0,1 ml af den primaere opformering til 10 ml Fraser Bouillon.
Inkuber ved 37 + 1°C i 20-24 timer.

Miljepraver

Praveindsamlingsanordningen kan veere en svamp fugtet med en neutraliserende oplgsning til inaktivering af
desinfektionsmidlerne. Neogen anbefaler brug af en biocidfri cellulosesvamp. Den neutraliserende oplgsning kan veere
Dey-Engley (D/E) neutraliserende bouillon eller Letheen bouillon. Det anbefales at desinficere omradet efter pravetagning.
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LS-reagensglassene.

ADVARSEL: Huvis | veelger at bruge neutraliserende buffer (NB) med arylsulfonatkompleks til hydreringsopl@sningen

til svampen, skal der foretages fortynding 1:2 (1 del prave i 1 del steril opformeringsbouilllon) af den opformerede
miljgpreve inden testning for at reducere risiciene forbundet med et falsk-negativt resultat, der fgrer til friggrelse af
kontaminerede produkter. En anden mulighed er at overfare 10 L af den neutraliserende opformeringsbuffer til Neogen

Den anbefalede starrelse pa pravetagningsomradet til bekraeftelse af forekomst eller fravaer af patogenet pé overfladen
er mindst 100 cm? (10 cm x 10 cm eller 4 x 4 tommer). Ved pravetagning med en svamp skal hele omrédet daekkes ved
at bevaege den i to retninger (venstre mod hgjre og derefter op og ned) for at tage miljgpraver ifzlge den geeldende

prgvetagningsprotokol eller iht. retningslinjerne i FDA BAM®, USDA FSIS MLG® eller ISO 18593

1. Lad Demi Fraser Bouillon opformeringsmedie (med ferriammoniumcitrat) stabilisere til laboratorietemperatur.

2. Kombiner opformeringsmediet og preven aseptisk iht. tabel 2, 3 eller 4.

3. Homogeniser grundigt ved blendning, centrifugering eller hdndmiksning i 2 + 0,2 minutter. Inkuber ved 37 + 1°C i 24-30
timer iht. tabel 2, 3 eller 4.

Tabel 2: Generelle opformeringsprotokoller ved 37 + 1°C ved brug af Demi Fraser Bouillon og Fraser Bouillon efter behov.

skaldyr, fisk

Opforme- Oobforme-
. Provester- | ringsbouil- plori
Prevematrice ringstid
relse lonens vo- :
(timer)
lumen (ml)
Varmebehandlet,
tilberedt,
konserveret kad,
fjerkree, skaldyr
og fisk
Varmebehandlede/
pasteuriserede 259 225 24-30
maelkeprodukter
Landbrugsprodukter
og grentsager
Fedevarer med
flere komponenter
100 eller
1svam 24-30
Miljgpraver® P 225
1 podepind 10 24-30
Rat ked, fjerkree, 25g 475 28-32

Primaer opformering

Sekundzer opformering

(Demi Fraser Bouillon)® (Fraser Bouillon)®
Proveana-
Prevematrice Opforme- ) ) _ | lysevolu-
Prevester- | ringsbouil- el Prove- (Ol Dol men®
ringstid ringstempe- ringstid
relse lonens vo- . storrelse o .
ey i) (timer) ratur (°C) (timer)
Overfor
0,1 ml
Ra maelkeprodukter 259 225 20-24 til 10 ml 37 +1 20-24 10 pl
Fraser
Bouillon

(a) Demi Fraser og Fraser Bouillon skal altid suppleres med Fraser Bouillon (ferriammoniumcitrat) under primeer eller
sekundaer opformering.

(b) Pravevolumen overfart til Neogen LS-reagensglassene. Se trin 4.6 i afsnittet Lysinbehandling.
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Specifikke instruktioner for validerede metoder
AOAC?® Official Method of Analysis 2016.08
AOAC® Performance Tested Method*™ #081501

= PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 081501

| OMASM- og PTM®M-programmer udfert af AOAC Research Institute har Neogen Molekylaer Detektions Analyse 2 -
Listeria monocytogenes vist sig at veere en effektiv metode til detektion af Listeria monocytogenes. Matricerne, der er testet

i denne undersagelse, er vist i Tabel 3.
Tabel 3. Opformeringsprotokoller med Demi Fraser Bouillon® ved 37 = 1°C iht. AOAC OMASM 2016.08 og
PTMSM-certifikat nr. 081501.

Opformeringsbouillonens Opformeringstid

Prevematrice Provestgrrelse el e () )

Hotdogs med oksekad, queso fresco,
vanilleis, hytteost med 4 % maelkefedt, )
sedmeaelkskakaomaelk 3 %, romainesalat, 259 225 24-30
ra spinat i pose, koldraget laks

Ra kylling 259 475 28-32
Kalkunpaleeg 125¢g 125 24-30
Cantaloupemelon® Hel melon Tilstreekkelig volumen til at 26-30
melonen kan flyde

Rustfrit stal 1svamp 225 24-30
§ Forseglet beton 1svamp 100 24-30

8

ol
2| Plast© 1 podepind 10 24-30

b

Alle prever til AOAC-valideringen blev homogeniseret med centrifugering, medmindre andet er angivet.

(a) Demi Fraser og Fraser Bouillon skal altid suppleres med Fraser Bouillon (ferriammoniumcitrat) under primeer eller
sekundeer opformering.

(b) Homogeniser praven ved handmixning.
(¢) Homogeniser prgven i en vortex-blander.

NF VALIDATION med AFNOR Certification

\CATION
QT\F
c®

NF

VALIDATION
EN ISO 16140

3M 01/15-09/16
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http:/nf-validation.afnor.org/en
For yderligere oplysninger om validering henvises der til NF VALIDATION-certifikatet, der er tilgeengeligt pa det ovenfor
naevnte websted.
NF VALIDATION-certificeret metode i overensstemmelse med ISO 16140-2© i sammenligning med I1SO 11290¢
Valideringsomradet: Alle praver af humane fadevarer samt miljgpraver (med undtagelse af praver fra primeer produktion)
Preveforberedelse: Prgver bgr forberedes i henhold til EN ISO 11290-1® og EN I1SO 6887®
Softwareversion: Se certifikat
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Tabel 4: Opformeringsprotokoller iht. NF VALIDATION-certificeret metode 3M 01/15-09/16 ved 37 = 1°C med Demi Fraser
Bouillon og Fraser Bouillon efter behov.

Opforme-
Prevestor- | ringsbouillo- I Accepteret
Generel protokol relse nens volu- ringstempe- | ringstid lysevolu- afbrvdelsespunkt
Py ratur (x1°C) (timer) men® Y P
Alle fadevarepraver . .
(undtagen rat 05 ° [?eml Fraser Bouillon op
kad, ra skaldyr og 9 til 72 timer
ré maelkeprodukter) 225 37 24-30 20l [eLyserved-20°C
. 259, e Lyser ved 4°C i op til
Miljgpraver 1podepind 72 timer
eller 1 serviet

Primaer opformering (Demi Fraser Bouillon)® | Sekundser opformering (Fraser Bouillon)®
» Opforme- Prave- Accepte-
Specifik | Prgve- | ringsbouil-| Opforme- | Opforme-| Prove- | Opforme- | Opforme- analy- ret afbry-
protokol |stgrrel-| lonens | ringstempe-| ringstid | sterrel- | ringstempe- | ringstid sevol):.x- delses-
se volumen | ratur (x1°C) | (timer) se ratur (x1°C) | (timer) punkt
(ml) men®
e Fraser
Bouillon
op til
Rat kad, 08’1"3":1‘?" 72 timer
ra skaldyr 259 225 37 20-24 | til 10 ml 37 20-24 10 |®Lyserved
og ra meel- Fraser -20°C
keprodukter Bouillon e Lyser
ved 4°C
i op til
72 timer

(a) Pravevolumen overfart til Neogen LS-reagensglassene. Se trin 4.6 i afsnittet Lysinbehandling.

(b) Demi Fraser og Fraser Bouillon skal altid suppleres med Fraser Bouillon (ferriammoniumcitrat) under primaer eller
sekundeer opformering.

(c) Pravevolumen overfart til Neogen LS-reagensglassene. Se trin 4.6 i afsnittet Lysinbehandling.

| BEMARK: Prover starre end 25 g er ikke testet i NF validation-undersggelsen.

Forberedelse af Neogen® Molekylzer Detektions Bakke til hurtig pafyldning

1. Fugt en klud med en 1-5 % (v: v i vand) husholdningsklorinoplgsning eller en tilsvarende oplasning, og aftar
Neogen® Molekylzer Detektions Bakke til hurtig pafyldning.

2. Skyl Neogen Molekylzaer Detektions Bakke til hurtig pafyldning med vand.

3. Brug et engangshandkleede til at afterre Neogen Molekyleer Detektions Bakke til hurtig pafyldning.

4. Serg for, at Neogen Molekylzer Detektions Bakke til hurtig pafyldning er ter inden brug.

Forberedelse af Neogen® Molekylzer Detektions Kaeleblok Indleeg

Anbring Neogen® Molekyleer Detektions Keleblok direkte pa laboratoriebordet. Brug keleblokken ved
laboratorietemperatur (20-25°C).

Forberedelse af Neogen® Molekylaer Detektions Varmeblok Indlaeg

Anbring Neogen® Molekyleer Detektions Varmeblok Indlaeg pa en ter dobbelt varmeenhed. Teend for den tarre
varmeenhed, og indstil temperaturen, s& Neogen Molekylaer Detektions Varmeblok Indleeg kan né og opretholde en
temperatur p& 100 = 1°C.

BEMARK: Afheengigt af varmeenheden skal man paregne ca. 30 minutter, far Neogen Molekyleer Detektions
Varmeblok Indlzeg opnar temperaturen. Ved hjeelp af et passende, kalibreret termometer (f.eks. et termometer til delvis
nedsaenkning eller et digitalt termoelementtermometer, men ikke et termometer til fuld nedseenkning) anbragt pé det
dertil indrettede sted skal det verificeres, at Neogen Molekylzaer Detektions Varmeblok Indleeg er pa 100 * 1°C.
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Forberedelse af Neogen® Molekylaer Detektions Instrument

1. Start softwaren til Neogen® Molekylzer Detektions System, og log pa. Kontakt din Neogen Food Safety-repreesentant
for at sikre, at du har den mest opdaterede version af softwaren.

2. Teend for Neogen Molekylaer Detektions Instrument.

Opret, eller rediger en kersel med data for hver prgve. Se brugsanvisningen til Neogen Molekyleer Detektions System
for flere oplysninger.

BEMAZERK: Neogen Molekylaer Detektions Instrument skal opna Klar-tilstanden inden der indsaettes reagensglas
i Neogen Molekyleer Detektions Bakke til hurtig pafyldning. Dette opvarmningstrin varer ca. 20 minutter og bliver angivet
med et ORANGE lys péa instrumentets statussgjle. Nar instrumentet er klar til en karsel, lyser statussgjlen GRONT.

Lysinbehandling

Fjern bunden af holderen til Neogen Lysinbehandlingsoplgsning med en skruetrsekker eller en spatel, far den placeres
i Neogen Molekyleer Detektions Varmeblok Indlzeg.

1. Lad LS-reagensglassene (Neogen Lysinbehandlingsopl@sning) varme op ved at indstille holderen til stuetemperatur
(20-25°C) natten over (16-18 timer). Alternativer til at stabilisere Neogen LS-reagensglassene til stuetemperatur er
at seette Neogen LS-reagensglassene pa arbejdsbordet i mindst 2 timer, inkubere Neogen LS-reagensglassene i en
inkubator ved 37 = 1°C i 1 time eller stille dem i en tar, dobbelt varmeblok i 30 sekunder ved 100°C.

Vend de lukkede reagensglas pa hovedet for at blande. Ga til naeste trin inden for 4 timer.
Fjern opformeringsbouillonen fra inkubatoren.
4. EtNeogen LS-reagensglas er pakraevet til hver prgve og til den negative kontrolprgve (NC) (sterilt opformeringsmedie).

41 Neogen LS-reagensglasstrimler kan skeeres til det enskede antal reagensglas til Neogen Lysinbehandlingsoplgsning.
Veelg antallet af individuelle Neogen LS-reagensglas eller -strimler med 8 reagensglas efter behov. Saet
Neogen LS-reagensglas i en tom holder.

4.2 Abn én Neogen LS-reagensglasstrimmel ad gangen for at undga krydskontaminering, og brug en ny pipette til
hvert overfgrselstrin.

4.3 Overfgr opformerede praver til Neogen LS-reagensglas som beskrevet nedenfor:

| Overfer hver opformeret prave til et individuelt Neogen LS-reagensglas farst. Overfgr NC til sidst.

4.4 Brug Neogen® Molekylzer Detektions Veerktgj til Cap/Decap (lukning/adbning) — Lysin-behandling til at &bne én
Neogen LS-reagensglasstrimmel ad gangen.

4.5 Smid Neogen LS-reagensglassets lag vaek — hvis lysat skal gemmes til gentestning, sa placer lagene i en ren
beholder til genpéaseetning efter lysinbehandlingen.

4.51 Ved behandling af gemt af lysat, se bilag A.

4.6 Overfar 20 pl prove til et Neogen LS-reagensglas, medmindre andet er angivet i protokollerne fra tabel 2, 3 eller 4
(ved f.eks. ra meelkeprodukter eller ved brug af miljgprever med neutraliserende buffer anvendes 10 pl).

5. Gentag trin 4.4 til 4.6, indtil hver enkelt prgve er blevet tilfgjet til et tilsvarende Neogen LS-reagensglas i strimlen.

6. Nar alle praver er blevet overfart, skal der overfgres 20 ul of NC (sterilt opformeringsmedie, f.eks. Demi Fraser Bouillon)
til et Neogen LS-reagensglas. Brug ikke vand som en NC.
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Kontroller, at Neogen Molekylaer Detektions Varmeblok Indleeg har en temperatur pa 100 + 1°C.

Anbring den utildaekkede holder med Neogen Lysinbehandlingsreagensglas i Neogen Molekyleer Detektions Varmeblok
Indleeg, og opvarm i 15 = 1 minutter. | Igbet af opvarmningen vil Neogen Lysinoplasningen skifte farve fra lyserad (kglig)
til gul (varm).

8.1 Prgver, som ikke er blevet korrekt varmebehandlet under analysens lysinbehandlingstrin, kan udgere en veesentlig
miljarisiko og bar IKKE szettes ind i Neogen Molekyleer Detektions Instrument.

Fjern den utildeekkede holder med Neogen Lysinbehandlingsreagensglas fra varmeblokken, og lad den kgle i Neogen
Molekylzer Detektions Kgleblok Indleeg i mindst 5 minutter og i hgjst 10 minutter. Neogen Molekyleer Kgleblok Indleeg
brugt ved stuetemperatur begr sta direkte pa laboratoriebordet. Nar det er koldt, skifter lysinoplasningen farve tilbage til
lysered.

10. Fjern holderen med Neogen Lysinbehandlingsreagensglas fra Neogen Molekyleer Detektions Kgleblok Indleeg.

00:15:00

il YA

Amplifikation

1.

Et Neogen Molekylzer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes -reagensglas er pakraevet til hver prave og NC.

11 Reagensglasstrimler kan skeeres til det enskede antal reagensglas. Veelg antallet af individuelle Neogen Molekylzer
Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes -reagensglas eller strimler med 8 reagensglas efter behov.

1.2 Placer Neogen Molekylzer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes-reagensglas i en tom bakke.
1.3 Undga at forstyrre reagenskuglerne pa bunden af reagensglassene.

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

3. For at undgé krydskontaminering dbnes én Neogen Molekylzer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes-

reagensglasstrimmel ad gangen, og der bruges en ny pipettespids til hvert overfgrselstrin.

Overfer lysat til Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes-reagensglas og et Neogen Reagens
Kontrol-reagensglas som beskrevet nedenfor:

Overfar hver prgvelysat til individuelle Neogen Molekylaer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes-

reagensglas farst, efterfulgt af NC. Hydrer Neogen Reagens Kontrol-reagensglasset sidst.

Brug Neogen® Molekyleer Detektions Veerktgj til Cap/Decap (lukning/abning) - Reagens til at 4bne Neogen Molekylaer
Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes-reagensglas - én reagensglasstrimmel ad gangen. Bortskaf hastten.

51 Overfer 20 pl provelysat fra den gverste halvdel af vaesken (undgé preecipitat) i Neogen
lysinbehandlingsreagens-glasset til et tilsvarende Neogen Molekylzer Detektions Analyse 2 - Listeria
monocytogenes-reagensglas. Doser med en skra haldning for at undga at forstyrre kuglerne. Bland forsigtigt
ved at pipettere op og ned 5 gange.

5.2 Gentag trin 5.1, til individuelt pravelysat er blevet tilfgjet til et tilsvarende Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 -
Listeria monocytogenes-reagensglas i strimlen.

5.3 Deek Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes-reagensglassene med de medfelgende
ekstra haetter, og brug den runde side af Neogen Molekyleer Detektions Veerktg;j til Cap/Decap (lukning/abning) -
Reagens til at pafgre tryk i en frem- og tilbagegéende retning, og serg for, at l1dget sidder fast.

5.4 Gentag trin 5.1til 5.3 efter behov for det antal pregver, der skal testes.

5.5 Naér alle pravelysater er blevet overfgrt, gentages trin 5.1 for at overfare 20 ul NC-lysat til et Neogen Molekyleer
Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes-reagensglas.

5.6 Overfgr 20 pl NC-lysat til et Neogen Reagens Kontrol-reagensglas. Doser med en skra heeldning for at undga at
forstyrre kuglerne. Bland forsigtigt ved at pipettere op og ned 5 gange.

Seet reagensglassene med lag pésat i en ren og dekontamineret Neogen Molekyleer Detektions Bakke til hurtig
pafyldning. Luk og las laget til Neogen Molekylaer Detektions Bakke til hurtig pafyldning.
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Gennemga og bekraeft den konfigurerede kersel i softwaren Neogen Molekyleer Detektions System.
8. Klik pa startknappen i softwaren, og veelg det instrument, du vil bruge. Det valgte instruments lag dbnes automatisk.

9. Anbring Neogen Molekylaer Detektions Bakke til hurtig pafyldning i Neogen Molekyleer Detektions Instrument, og
luk laget for at pabegynde analysen. Resultaterne fremkommer inden for 75 minutter, skent positive resultater kan
fremkomme hurtigere.

10. Nar analysen er feerdig, fjernes Neogen Molekyleer Detektions Bakke til hurtig pafyldning fra Neogen Molekyleer
Detektions Instrument, reagensglassene bortskaffes ved at lade dem ligge i blgd i en 1-5 % (v:v i vand)
husholdningsklorinoplgsning eller en tilsvarende oplasning i 1time og pa god afstand af analyseklarggrelsesomradet.

BEMARK: For at minimere risikoen for falsk-positiver pga. krydskontaminering ma reagensglas, der indeholder
forsteerket DNA, aldrig dbnes. Dette omfatter Neogen Molekylaer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes-
reagensglas samt Neogen Reagens Kontrol- og Matrix Kontrol-reagensglas. De forseglede reagensglas skal altid
bortskaffes ved at iblgdlaegge dem i en 1-5 % (v:v i vand) husholdningsklorinoplagsning eller en tilsvarende opl@sning i 1
time og pé god afstand af analyseklarggrelsesomradet.

Resultater og aflaesning

En algoritme fortolker lyseffektkurven, der er et resultat af detektionen af nukleinsyreamplifikation. Resultaterne bliver
automatisk analyseret af softwaren og bliver farvekodet baseret pa resultatet. Et positivt eller negativt resultat bliver
fastsldet ved at analysere et antal unikke kurveparametre. Formodede positive resultater bliver rapporteret i realtid, mens
negative resultater og inspektionsresultater bliver vist, efter kerslen er gennemfert.

Formodede positive prgver skal bekrzeftes ifglge sikkerhedspraksis for et standardlaboratorium eller ved at fglge den
relevante referencemetodebekraeftelse® 2, der begynder med overfarsel fra den primaere opformeringsbouillon til den
sekundeere opformeringsbouillon (hvis relevant) efterfulgt af udpladning og bekrzeftelse af isolater ved hjaelp af passende
biokemiske og serologiske metoder.

BEMA/ERK: Selv en negativ prave vil ikke give en nulafiaesning, idet systemet og Neogen Molekyleer Detektions Analyse
2 - Listeria monocytogenes amplifikationsreagenser har en "baggrundsmaessig" relativ lysenhed (RLU)-laesning.

| sjeeldne tilfeelde af en ussedvanlig lyseffekt vil algoritmemaerkaterne kategorisere dette som Inspektion. Neogen anbefaler
brugeren at gentage analysen for alle inspektionspraver. Hvis resultatet fortsat markeres til Inspektion, skal du fortsaette til
bekraeftelsestest ved brug af din foretrukne metode eller som specificeret i lokale forskrifter.

Tabel 5: Resultatsymboler for prgver og afleesning, der visers af Neogen Molekylaer Detektions System-softwaren.

Symbol for .
Brendtype brandresultat Resultat Afleesning

Prgve ‘ Positiv Praven er formodet positiv for malpatogenet.

Prgve ‘ Negativ Pragven er negativ for mélpatogenet.
Prevematricen var heemmende for analysen. En ny test kan veere

Preve @ Heemmet | nedvendig. Se afsnittet om fejlfinding og produktvejledningen til
analysesaettet for at fa flere oplysninger.
Forekomst eller fraveer af patogenet kunne ikke fastslas.

Prgve @ Inspicer En ny test kan veere nedvendig. Se afsnittet om fejlfinding og
produktvejledningen til analysesaettet for at fa flere oplysninger.
Der blev ikke registreret bioluminescens. En ny test kan veere

Preve @ Fejl ngdvendig. Se afsnittet om fejlfinding og produktvejledningen til
analysesaettet for at fa flere oplysninger.

10
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Bekrzeftelse af resultater ifelge NF VALIDATION-certificeret metode
Mulighed 1: Brug af ISO 11290®-standarden fra opformeringen med Demi Fraser Bouillon.
Mulighed 2: Ved isolering pd PALCAM-agar eller (O&A) pa kromogen agar, som udgar en del af den NF VALIDATION-

certificerede metode til detektion af Listeria monocytogenes. Forekomsten af karakteristiske kolonier er tilstraekkelig til at
bekrzefte forekomst af Listeria monocytogenes.

Mulighed 3: Brug af nukleinsyreprober som beskrevet i EN ISO 7218®-standarden udfart pa isolerede kolonier fra selektiv
agar (se mulighed 1 eller 2).

Mulighed 4: Brug af en anden NF VALIDATION-certificeret metode med et andet princip end Neogen Molekyleer
Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes. Den komplette protokol, der er beskrevet for denne anden validerede
metode, skal anvendes. Alle trin for bekreeftelsen startes skal veere feelles for begge metoder.

| tilfeelde af uoverensstemmende resultater (formodede positive med den alternative metode, som ikke er bekraeftet med
en af metoderne beskrevet ovenfor), skal laboratoriet anvende den ngdvendige procedure for at sikre valideringen af det
opnéaede resultat.

| tilfeelde af uoverensstemmende resultater (formodede positive med Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 - Listeria
monocytogenes, som ikke er bekraeftet med en af metoderne beskrevet ovenfor), skal laboratoriet anvende den nedvendige
procedure for at sikre valideringen af de opnaede resultater.

Hvis du har spargsmal til specifikke anvendelser eller procedurer, bedes du besage vores websted pa www.neogen.com
eller kontakte din lokale Neogen-repraesentant eller -distributer.

Bilag A. Protokolafbrydelse: Opbevaring og gentestning af varmebehandlede lysater.
1. Til opbevaring af varmebehandlet lysat pasaettes en ren heette pa lysisreagensglasset (se afsnit 4.5 "Lysinbehandling").

Opbevar ved 4-8°C i op til 72 timer.
Forbered en opbevaret preve til amplifikation ved at vende den pa hovedet 2-3 gange for at blande.
Tag lagene af reagensglassene.

a phab

Placer de blandede lysatreagensglas pa Neogen Molekyleer Detektions Varmeblok Indlaeg, og varm op til
100 = 1°C i 5 £ 1 minutter.

6. Fjern holderen med Neogen Lysinbehandlingsreagensglas fra varmeblokken, og lad den kgle i Neogen Molekyleer
Detektions Kgleblok Indleeg i mindst 5 minutter og i hgjst 10 minutter.

7. Fortseet protokollen i afsnittet "Amplifikation" som angivet ovenfor.
Litteraturhenvisninger:

1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analysis Manual. Chapter 10: Detection and Enumeration of Listeria
monocytogenes in Foods. January 2016 Version.

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 8.08. Isolation and Identification of
Listeria monocytogenes from Red Meat, Poultry and Egg Products, and Environmental Samples.
Effective Date: May 1, 2013.

3. NF EN ISO 11290-1. Microbiology of Food and Animal Feeding Stuffs — Horizontal Method for the Detection and
Enumeration of Listeria monocytogenes. Amendment 1, 2004-10-15.

NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.
5. NF EN ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General rules for microbiological examination.

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

7. NF EN ISO 18593. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal methods for sampling techniques from
surfaces using contact plates and swabs.

8. NF EN ISO 6887. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension and
decimal dilutions for microbiological examination.

Beskrivelser af symboler til produktmaerkning
info.neogen.com/symbols
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ENEI]EEN Utgivelsesdato: 2024-07

Produktveiledning

Molekylzer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes

Produktbeskrivelse og tiltenkt bruk

Neogen® Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes brukes sammen med Neogen® System for

molekylzer deteksjon for rask og spesifikk deteksjon av Listeria monocytogenes i oppformerte mat- og miljgpraever.
Neogen Molekyleere deteksjonstester bruker slgyfe-mediert isotermisk amplifikasjon for hurtig amplifikasjon av
nukleinsyresekvenser med hgy spesifisitet og sensitivitet, kombinert med bioluminescens for a registrere amplifikasjonen.
Antatte positive testresultater rapporteres i sanntid, mens negative resultater vises etter at testen er fullfgrt. Antatte
positive resultater skal bekreftes ved hjelp av din foretrukne metode eller som spesifisert av lokale forskrifter®23,

Neogen Molekylzer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes er ment for bruk i et laboratoriemiljg av fagpersoner med
oppleering i laboratorieteknikker. Neogen har ikke godkjent dette produktet for bruk i andre industrier enn mat og drikke.
Neogen har for eksempel ikke godkjent dette produktet for testing av vann, farmasgytiske, kosmetiske og kliniske praver
eller veterinaerprever. Neogen Molekylaer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes er ikke evaluert med alle mulige
testprotokoller eller med alle mulige bakteriestammer.

Som for alle testmetoder kan kilden, formuleringen og kvaliteten til anrikningsmediet pavirke resultatene. Faktorer
som prgveinnsamlingsmetoder, testprotokoller, preveforberedelse, handtering og laboratorieteknikk kan ogsé pavirke
resultatet. Neogen anbefaler & evaluere metoden, inkludert anrikningsmediet, i brukerens milje ved bruk av et tilstrekkelig
antall prgver ved spesielle matutfordringer og mikrobielle utfordringer for a sikre at metoden oppfyller brukerens kriterier.

Neogen har evaluert Neogen molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes med Fraser 1/2 buljong som
inneholder jernammoniumsitrat, og Fraser buljong som inneholder jernammoniumsitrat etter behov. En typisk formel for
dette mediet falger nedenfor.

Typisk formel for Fraser 1/2 buljong base (9/L) Typisk formel for Fraser buljong base (9/L)
Natriumklorid 20g Natriumklorid 20g
Natriumfosfat, dibasisk, vannfritt* 9,69 Natriumfosfat, dibasisk, vannfritt* 9,69
Storfekjattekstrakt 509 Storfekjattekstrakt 509
Pankreatisk sammendrag av kasein 509 Pankreatisk sammendrag av kasein 5,09
Peptisk sammendrag av dyrevev 509 Peptisk sammendrag av dyrevev 509
Gjeerekstrakt 509 Gjeerekstrakt 5,09
Litiumklorid 3,09 Litiumklorid 3,09
Kaliumfosfat, monobasisk 1,359 Kaliumfosfat, monobasisk 1,359
Eskulin 1,09 Eskulin 1,09
Akriflavin HCI 0,0125g Akriflavin HCI 0,025g
Nalidixinsyre 0,01g Nalidixinsyre 0,02g
* Erstatning: Natriumfosdat, dibasisk, dihydrat 12,09

Fraser buljong-supplement
(Ingredienser per 10 mL flaske. En flaske tilsettes en liter basalt medium.)

Jernammoniumsitrat 0,5 g/10 mL
Endelig pH 7,2+ 0,2 ved 25 °C

Neogen® Instrument for molekyleer deteksjon er ment for bruk med prever som har gjennomgatt varmebehandling i
testens lyseringstrinn, som er konstruert for & gdelegge organismer som finnes i praven. Praver som ikke har blitt ordentlig
varmebehandlet under testlyseringstrinnet, kan vurderes som en potensiell biologisk fare og skal IKKE settes inn i

Neogen Instrument for molekyleer deteksjon.

Neogen Food Safety er ISO (International Organization for Standardization) 9001-sertifisert for utforming og produksjon.
Neogen Molekylzer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes inneholder 96 tester, beskrevet i tabell 1.
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Tabell 1. Komponenter i Neogen Molekyleer deteksjonskit

Artikkel Beskrivelse Mengde Innhold Kommentarer

Rosa opplgsning
i gjennomsiktige 96 (12 rekker med 8 rar) [ 580 uL LS per rgr
rer

Plassert i stativ
og klar til bruk

Neogen®
Lyseringsopplasning (LS)

Reagensrar for Neogen®
Molekylzer deteksjonstest
2 for Listeria

Lyofilisert spesifikk
Gule rgr 96 (12 rekker med 8 rgr) | amplifikasjon og Klar til bruk
deteksjonsblanding

monocytogenes

Ekstra lokk Gule lokk 96 (12 rekker med Klar til bruk
8 lokk hver)

Neogen® Reagenskontroll | Gjennomsiktige rgr | 16 (2 poser med 8 IISYI\?XHZ(?: Il(i?irlgsqg; o Klar til bruk

(RC) med vippelokk individuelle rgr hver) » amp ) 9

deteksjonsblanding

Den negative kontrollen, som ikke medfelger i kittet, er et sterilt anrikningsmedium, for eksempel Fraser 1/2 buljong.
Ikke bruk vann som negativ kontroll.

Sikkerhet

Brukeren ma lese, forsta og falge all sikkerhetsinformasjon i instruksjonene for Neogen System for molekyleer deteksjon
og Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes. Behold sikkerhetsveiledningen for fremtidig referanse.

A ADVARSEL: Indikerer en farlig situasjon som, om den ikke unngés, kan resultere i dad eller alvorlig personskade
og/eller materielle skader.

MERKNAD: Indikerer en potensielt farlig situasjon som, om den ikke unngas, kan fgre til materielle skader.

A ADVARSEL

lkke bruk Neogen Molekylzer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes i diagnostisering av tilstander hos mennesker
eller dyr.

Neogen Molekylzr deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes-metoden kan generere Listeria monocytogenes
til nivaer som er tilstrekkelig til 4 forarsake dedfedsler og dadsfall hos gravide kvinner, og de som har darlig
immunforsvar, hvis de eksponeres.

Brukeren ma gi opplaering i korrekte testteknikker til sitt personell: for eksempel Good Laboratory Practices,
ISO/IEC 17025® eller 1ISO 7218©),

For & redusere risikoene forbundet med et falskt negativt resultat som kan fere til utslipp av kontaminert produkt:

e Fglg protokollen og utfer testene akkurat slik de beskrives i produktveiledning.

e Oppbevar Neogen Molekyleaer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes slik som beskrevet pa pakning og
i produktveiledning.

e Bruk alltid Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes fer utlgpsdatoen.

e Bruk Neogen Molekylzer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes for mat- og miljgprgver som er godkjent internt
eller av en tredjepart.

e Bruk kun Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes til overflater, desinfeksjonsmidler, protokoller
og bakteriestammer som har blitt validert internt eller av en tredjepart.

e For en miljgprave som inneholder naytraliserende buffer med arylsulfonat-kompleks, skal du utfgre en 1:2 fortynning
far testing (1 del preve i 1 del steril anrikningsbuljong). Et annet alternativ er & overfare 10 pL av NB-anrikningen inn i
Neogen lyseringsopplgsningsrarene. Prgvetakingsprodukter fra Neogen® som inkluderer ngytraliserende buffer med
arylsulfonatkompleks: RS96010NB, RS9604NB, SSL1ONB, SSL1IONB2G, HS10NB, HS10NB2G og HS2410NB2G.

For a redusere risikoene forbundet med eksponering for kjemikalier og biologiske farer:

e Det anbefales sterkt at kvinnelig laboratoriepersonell blir informert om risikoen for et foster i utvikling som resultat av
infeksjon hos moren gjennom eksponering for Listeria monocytogenes.

e Utfer patogentesting i et laboratorium som er korrekt utstyrt, under oppsyn av fagoppleert personell.
Inkubert anrikningsmedium og utstyr eller overflater som har veert i kontakt med inkubert anrikningsmedium,
kan inneholde patogener pa et nivad som kan innebaere helserisiko for mennesker.

o Fglg alltid standard praksis for laboratoriesikkerhet, inkludert bruk av egnet personlig verneutstyr og gyevern ved
handtering av reagensrar og kontaminerte praver.

e Unngé kontakt med innholdet i anrikningsmediet og reagensrar etter amplifikasjon.

Kast anrikede praver i henhold til gjeldende industristandarder.

e Prgver som ikke har blitt ordentlig varmebehandlet under testlyseringstrinnet, kan vurderes som en potensiell biologisk
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fare og skal IKKE settes inn i Neogen Instrument for molekyleer deteksjon.

For & redusere risikoene forbundet med krysskontaminering ved klargjsring av test:
e Bruk alltid hansker (for & beskytte brukeren og forhindre innfgring av nukleaser).

For a redusere risikoen forbundet med miljgforurensning:
e Fglg gjeldende industristandarder for avhending av kontaminert avfall.

For a redusere risiko forbundet med eksponering for varme vaesker:

e |kke overstig den anbefalte temperaturinnstillingen pa varmeblokken.

o lkke overstig den anbefalte oppvarmingstiden.

e Bruk et passende, kalibrert termometer til & kontrollere temperaturen pa Neogen® Varmeblokkinnsats for molekylzer
deteksjon (f.eks. delvis nedsenket termometer eller digitalt termoelement-termometer, ikke et helt nedsenket
termometer). Termometeret mé plasseres pa det angitte stedet pd Neogen Varmeblokkinnsats for molekylser deteksjon.

MERKNAD

For & redusere risikoene forbundet med krysskontaminering ved klargjering av test:

e Skift hansker fer hydrering av reagens-pellet.

e Det anbefales & bruke pipettespisser med sterile, spraybaserte barrierer (filtrerte), av molekyleerbiologi-karakter.

e Bruk en ny pipettespiss for hver prgveoverfgring.

e Bruk god laboratoriepraksis til & overfere prgven fra anrikningen til lyseringsrgret. For 8 unnga kontaminering av pipetter
kan brukeren velge & legge til et mellomtrinn under overfgring. Brukeren kan for eksempel overfare hver anriket prave til
et sterilt ror.

e Dersom tilgjengelig, bar brukeren bruke en arbeidsstasjon for molekylzer biologi som har en bakteriedrepende lampe.
Utfar periodisk dekontaminering av benker og utstyr (pipetter, verktay for lukking/apning, osv.) i laboratoriet med en
1-5 % (volumandel i vann) opplgsning av husholdningsblekemiddel eller opplgsning for fjerning av DNA.

For a redusere risikoene forbundet med falskt positivt resultat:

o Apne aldri reagensrarene etter amplifikasjon.

e Kast alltid de kontaminerte r@rene ved & blgtlegge dem i en 1-5 % (volumandel i vann) opplagsning av eller tilsvarende
i 1time og borte fra testens forberedelsesomrade.

e Autoklaver aldri rerene etter amplifikasjon.

Se HMS-databladet for ytterligere informasjon og lokale forskrifter for avhending.

Hvis du har spgrsmal om spesifikke bruksomrader eller prosedyrer, kan du besgke vart nettsted pd www.neogen.com eller
ta kontakt med en lokal Neogen-representant eller -forhandler.

Brukeransvar
Brukere er ansvarlige for & sette seg inn i produktveiledningen og informasjon om produktet. Besgk nettsiden var,
www.neogen.com, eller kontakt din lokale Neogen-representant eller -distributer for mer informasjon.

Ved valg av testmetode er det viktig & ta hensyn til at eksterne faktorer som metoder for stikkprgver, testprotokoller,
preparering av prever, handtering og laboratorieteknikk kan pavirke resultatene.

Ved valg av testmetode er det brukerens ansvar & vurdere et tilstrekkelig antall prgver med passende matriks og mikrobielle
utfordringer for a tilfredsstille brukeren om at den valgte prevemetoden oppfyller brukerens kriterier.

Det er ogsa brukerens ansvar a fastsla at alle prevemetoder og resultater tilfredsstiller kundens og leverandgrens krav.

Som med alle testmetoder utgjar ikke resultatene som oppnas ved bruk av noe Neogen Food Safety-produkt, noen garanti
om kvaliteten av matriksene eller prosessene som testes.

For & hjelpe kunder med & evaluere metoden for forskjellige matmatriks, har Neogen utviklet Neogen® Matrisekontrollsett
for molekyleer deteksjon. Bruk matrikskontroll (MC) ved behov for & avgjgre om matrikset har evne til & pévirke resultatene
for Neogen Molekylzer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes. Test flere praver som representerer matrikset, dvs.
prever innhentet fra forskjellige opphav, i lapet av en hvilken som helst valideringsperiode nadr Neogen-metoden brukes,
ved testing av nye eller ukjente matriks, eller matriks som har gjennomgatt endringer i rdvaremateriale eller prosess.

Et matriks kan defineres som en produkttype med indre egenskaper, slik som sammensetning og prosess.
Forskjeller mellom matriks kan veere sa enkle som effekter som skyldes forskjeller i prosessering eller presentasjon,
for eksempel ra i forhold til pasteurisert, fersk i forhold til terket osv.

Begrensing av garantier / begrensede rettigheter

MED MINDRE DET ER UTTRYKKELIG SKREVET | EN BEGRENSET GARANTI PA EN PRODUKTPAKNING, FRASKRIVER
NEOGEN SEG ALLE DIREKTE OG INDIREKTE GARANTIER, INKLUDERT MEN IKKE BEGRENSET TIL, ENHVER GARANTI
OM SALGBARHET ELLER ANVENDELSE TIL ET BESTEMT FORMAL. Hvis noe Neogen Food Safety-produkt er defekt, vil
Neogen eller dets autoriserte distributer erstatte eller refundere produktets kjgpesum etter eget skjgnn. Dette er dine
ubetingede rettigheter. Kontakt Neogen-representanten din eller den autoriserte Neogen-distributgren hvis du har flere
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sparsmal.

Begrensning av Neogens ansvar

NEOGEN VIL IKKE VAERE ANSVARLIG FOR NOE TAP ELLER SKADE, DIREKTE ELLER INDIREKTE, SPESIELL, TILFELDIG
ELLER FOLGESKADE, INKLUDERT, MEN IKKE BEGRENSET TIL, TAPT FORTJENESTE. Ikke under noen omstendighet skal
Neogens ansvar, under noen juridisk teori, overstige kigpesummen for et produkt som antas & veaere defekt.

Oppbevaring og avhending

Oppbevar Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes ved 2-8 °C. Ma ikke fryses. Hold kitet borte
fra lys under oppbevaring. Etter at kitet er &pnet, skal folieposen undersgkes for skader. Ma ikke brukes dersom posen
er skadet. Etter dpning skal ubrukte reagensrer alltid oppbevares i den gjenlukkbare posen med tgrkemiddelet inni, for &
opprettholde stabiliteten til de lyofiliserte reagensene. Ikke oppbevar reforseglede poser ved 2-8 °C i mer enn 60 dager.

Ikke bruk Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes etter utlgpsdatoen. Utlgpsdato og partinummer
er angitt pa etiketten pa utsiden av esken. Etter bruk kan rgrene med anrikningsmediet og Neogen Molekylzer
deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes inneholde potensielt patogent materiale. Nar testingen er fullfert, falger
brukeren gjeldende industristandarder for avhending av kontaminert avfall. Se HMS-databladet for ytterligere informasjon
og lokale forskrifter for avhending.

Bruksanvisning
Folg alle instruksjonene naye. Dersom dette ikke blir gjort, kan det fere til ungyaktige resultater.

Utfgr periodisk dekontaminering av benker og utstyr (pipetter, verktay for lukking/apning, osv.) i laboratoriet med en

1-5 % (volumandel i vann) opplgsning av husholdningsblekemiddel eller opplgsning for fjerning av DNA.

Brukeren maé fullfare oppleeringen for operatgrer av Neogen System for molekylaer deteksjon (OQ), som beskrevet

i dokumentet «Installasjonskvalifikasjon (IQ) / Driftskvalifikasjon (OQ) Protokoller og instruksjoner for Neogen System for
molekyleer deteksjon»®.

Se avsnittet «Spesifikke veiledninger for validerte metoder» for spesifikke krav:

Tabell 3 over anrikningsprotokoller i henhold til AOAC?® Official Method of AnalysisS™ 2016.08 og AOAC® Performance
Tested MethodM sertifikat #081501.

Tabell 4 for anrikningsprotokoller i henhold til NF Validation-sertifikat 3M 01/15-09/16.

Pragveanrikning
Tabell 2, 3 eller 4 viser veiledning for anrikning for mat- og miljgpraver. Det er brukerens ansvar & validere alternative
preveprotokoller eller fortynningsforhold for a sikre at testmetoden mater brukerens krav.

Mat

1. Laanrikningsmediet Fraser 1/2 buljong (inneholder jernammoniumsitrat) stabiliseres til laboratoriets romtemperatur.

2. Kombiner anrikningsmediet og pr@ven aseptisk i henhold til tabell 2, 3 eller 4. For alt kjgtt og sveert oppdelte praver
anbefales det & bruke filterposer.

3. Homogeniser grundig ved & blande, knuse eller blande for hdnd i 2 + 0,2 minutter. Inkuber ved 37 = 1°C i henhold til
tabell 2, 3 eller 4.

4. For ra meieriprodukter (se tabell 2, 3 eller 4), overfgres 0,1 mL av den primeere anrikningen inn i 10 mL av Fraser
buljong. Inkuber ved 37 £ 1°C i 20-24 timer.

Miljepraver

Prevetakingsutstyr kan veere en svamp fuktet med en ngytraliserende lgsning for & motvirke effektene av
desinfeksjonsmidlene. Neogen anbefaler & bruke en giftfri cellulosesvamp. Ngytraliseringslasningen kan veere Dey-Engley
(D/E) ngytraliserende buljong eller letheen-buljong. Det anbefales & desinfisere omradet etter pravetakingen.

ADVARSEL: Hvis man velger & bruke ngytraliserende buffer (NB) som inneholder arylsulfonatkompleks, m& man blande
ut den berikete miljgpraven i forholdet 1:2 (1 part prgve til 1 del steril anrikningsbuljong) fgr testing, for & kunne redusere
risikoer forbundet med falskt negativt resultat som farer til at det kontaminerte produktet slippes ut. Et annet alternativ er
& overfgre 10 pL av den nagytraliserende buffer-anrikningen inn i Neogen lyseringsoppl@sningsrgrene.

Den anbefalte starrelsen pa prevetakingsomradet for & kontrollere neerveeret eller fravaeret av patogenet péa overflaten,
er minst 100 cm? (10 cm x 10 cm or 4” x 4”). Ved pravetaking med en svamp ma hele omradet dekkes, ved bevegelse i to
retninger (fra venstre mot hgyre og deretter ovenfra og ned) eller ved innsamling av miljgpraver i samsvar med gjeldende
pravetakingsprotokoll eller i henhold til retningslinjene fra FDA BAM®, USDA FSIS MLG® eller ISO 18593,

1. La anrikningsmediet Fraser 1/2 buljong (inneholder jernammoniumsitrat) stabiliseres til laboratoriets romtemperatur.
2. Kombiner anrikningsmediet og praven aseptisk i henhold til tabell 2, 3 eller 4.



skalldyr, fisk

Anriknings- i .
Prevematriks S buljong volum Anrlk.nlngstld
storrelse (timer)
(mL)
Varmebehandlet,
tilberedt, rgkt kjott,
fjaerfe, skalldyr
og fisk
Varmebehandlede
/ pasteuriserte 259 225 24-30
meieriprodukter
Jordbruksprodukter
og grennsaker
Matvarer med
flere komponenter
. 1svamp | 100 eller 225 24-30
Miljgpraver®
1 svaber 10 24-30
Ratt kjott, fjeerfe, 25g 475 28-32
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3. Homogeniser grundig ved & blande, knuse eller blande for hand i 2 + 0,2 minutter. Inkuber ved 37 = 1°C i 24-30 timer
i henhold til tabell 2, 3 eller 4.

Tabell 2: Generelle anrikningsprotokoller ved 37 + 1°C ved bruk av Fraser 1/2 buljong og Fraser buljong etter behov.

Primaer anrikning (Fraser 1/2 buljong)®

Sekundzer anrikning

(Fraser buljong)®

Prgve-
Provematriks o . analyse-
Prove- bAlr.mknlngls Anrikningstid | Prgvestor- ik .An .kA.n volum®
storrelse | PYIONg volum (timer) relse rikningstem- | riknings-
(mL) peratur (°C) | tid (timer)
Overfor
0,1 mL
Ra meieriprodukter 259 225 20-24 i10 mL 37 1 20-24 10 uL
Fraser
buljong

(a) Fraser 1/2 buljong og Fraser buljong mé alltid suppleres med Fraser- buljongsupplement (jernammoniumsitrat) under
primeer eller sekundeer anrikning.

(b) Volum av prave overfart til Neogen lyseringsopplagsningsragrene. Se trinn 4.6 i lyseringsdel.

| AOAC Research Institute OMASM- og PTMSM-programmene ble Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria

Spesifikke veiledninger for validerte metoder

AOAC?® Official Method of AnalysisS™2016.08

AOAC® Performance Tested Method*™ #081501

LICENSE NUMBER

PERFORMANCE TESTED

MAOAC

RESEARCH INSTITUTE

081501

monocytogenes funnet 8 veere en effektiv metode for & pavise Listeria monocytogenes. Matriksene som ble testet i studien,

er vist i tabell 3.
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Tabell 3. Anrikningsprotokoller som brukte Fraser 1/2 buljong® ved 37 + 1°C i henhold til AOAC OMASM 2016.08 og PTMSV-
sertifikatet #081501.

Provematriks Provestarrelse LG ENE Anrlk.nmgstld
volum (mL) (timer)
Grillpglse av storfekjatt, queso fresco,
vaniljeiskrem, 4 % cottage cheese med }
melkefett, 3 % sjokolademelk av helmelk, 259 225 24-30
romanosalat, ra spinat i pose, kaldrgkt laks
Ra kylling 259 475 28-32
Delikatessekalkun 1259 1125 24-30
Kantalupp® Hel melon Nok volum til at 26-30
melonen flyter
Rustfritt stal 1svamp 225 24-30
§ Forseglet betong 1svamp 100 24-30
8
ol
2| Plast© 1svaber 10 24-30
=

Alle prevene til AOAC-validering ble homogenisert ved knusing hvis ikke annet er oppgitt.

(a) Fraser 1/2 buljong og Fraser buljong mé alltid suppleres med Fraser- buljongsupplement (jernammoniumsitrat) under
primaer eller sekundeer anrikning.

(b)

(¢) Homogeniser prgven ved virvelbevegelse.

Homogeniser preven ved blanding for hand.

NF VALIDATION av AFNOR Certification

EICATION

EN ISO 16140

3M 01/15-09/16
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http:/nf-validation.afnor.org/en

For mer informasjon om utlgp av validitet, henvises det til NF VALIDATION-sertifikat tilgjengelig pa nettstedet nevnt over.

NF VALIDATION sertifisert metode i samsvar med ISO 16140-2 sammenlignet med I1SO 11290%

Omfang av godkjenningen: Alle prgver av human mat og alle miljgpraver (unntatt prgver fra primaer produksjon)
Prevepreparering: Praver skal klargjares i henhold til EN 1ISO 11290-1® og EN 1SO 6887¢®

Programvareversjon: Se sertifikat

Tabell 4: Anrikningsprotokoller i henhold til NF VALIDATION sertifisert metode 3M 01/15-09/16 ved 37 = 1°C ved bruk av
Fraser 1/2 buljong og Fraser buljong ved behov.

Generell Pravestor- Anrlk.mngs- Anrikningstem-| Anriknings- | Praveanaly- Akseptert
buljong o o (o @
protokoll relse peratur (+1°C) | tid (timer) | sevolum avbrytelsespunkt
volum (mL)
Alle praver
av human . L.
mat (unntatt e Fraser 1/2 buljong inntil
YA 259 72 timer
ratt kjott,
ré skalldyr og ra 225 37 24-30 20 L e Lysat ved -20 °C
meieriprodukter e Lysat ved 4 °C inntil
. 259, 72 timer
Miljgprever 1 svaber,
eller 1 klut
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Primzer anrikning (Fraser 1/2 buljong)® Sekundzer anrikning (Fraser buljong)®
oge - - - - - Akseptert
Spesifikk An An An ~ An An
p‘r)otokoll Prove- | riknings- |rikningstem- | riknings- :,:';::I_ rikningstem- | riknings- V::::ren_ avbrytel-
storrelse | buljong peratur tid se peratur tid alF:aI se© sespunkt
volum (mL) (x1°C) (timer) (x1°C) (timer) Yy
e Fraser
buljong
Rtt kjott, Overfar "‘2”"."
ré skall- 0,1 mL 72 timer
dyr og ra 259 225 37 20-24 i10 mL 37 20-24 10puL [e Lysat ved
meieripro- Fraser -20°C
dukter buljong o Lysat ved
4 °C inntil
72 timer

(a) Volum av prave overfart til Neogen lyseringsopplasningsrgrene. Se trinn 4.6 i lyseringsdel.

(b) Fraser 1/2 og Fraser buljong ma alltid suppleres med Fraser buljongsupplement (jernammoniumsitrat) under primeer
eller sekundzer anrikning.

(c) Volum av prave overfart til Neogen lyseringsopplasningsrgrene. Se trinn 4.6 i lyseringsdel.

| MERK: Pragver som er sterre enn 25 g er ikke blitt testet i NF validation-studien.

Klargjering av Neogen® Hurtiglastebrett for molekylzer deteksjon

1. Vaet en klut med 1-5 % (volumandel i vann) husholdningsblekemiddel eller tilsvarende oppl@sning, og tark av
Neogen® Hurtiglastebrett for molekyleer deteksjon.

2. Skyll Neogen Hurtiglastebrett for molekylaer deteksjon med vann.

3. Bruk en engangsklut til & tarke Neogen Hurtiglastebrett for molekyleer deteksjon.

4. Segrg for at Neogen Hurtiglastebrett for molekyleer deteksjon er tert for bruk.

Klargjering av Neogen® Kjgleblokkinnsats for molekylzer deteksjon

Plasser Neogen® Kjgleblokkinnsats for molekyleer deteksjon rett pa laboratoriebenken; bruk kjgleblokken ved laboratoriets
romtemperatur (20-25 °C).

Klargjering av Neogen® Varmeblokkinnsats for molekylzer deteksjon

Plasser Neogen® Varmeblokkinnsats for molekyleer deteksjon i en tarr, dobbelblokkvarmeenhet. Sla pa den terre
blokkvarmeenheten og still inn temperaturen slik at Neogen Varmeblokkinnsats for molekylaer deteksjon nér og
opprettholder en temperatur pa 100 = 1°C.

MERK: Avhengig av varmeenheten, skal Neogen Varmeblokkinnsats for molekylaer deteksjon bruke omtrent

30 minutter pé & n& temperaturen. Bruk et passende, kalibrert termometer (f.eks. et delvis nedsenket termometer
eller et digitalt termoelement-termometer, ikke et helt nedsenket termometer) plassert pa angitt sted og kontroller at
Neogen Varmeblokkinnsats for molekyleer deteksjon er ved 100 = 1°C.

Klargjering av Neogen® Instrument for molekylzer deteksjon

1. Start programvaren for Neogen® System for molekylaer deteksjon og logg inn. Kontakt Neogen Food Safety-
representanten for & fa bekreftet at du har den nyeste versjonen av programvaren.

Sla pa Neogen Instrument for molekyleer deteksjon.

Opprett eller endre en gjennomkjgring med data for hver prave. Se brukermanualen for Neogen System for molekylzer
deteksjon for mer informasjon.

MERK: Neogen Instrument for molekylzaer deteksjon ma na klar tilstand fer innsetting av Neogen Hurtiglastebrett for
molekyleer deteksjon med reagensrgr. Dette varmetrinnet tar omtrent 20 minutter og indikeres av et ORANSJE lys pa
instrumentets statuslinje. Nar instrumentet er klart for a starte en gjennomkjaring, vil statuslinjen lyse GRONT.

Lysering
Fjern bunnen av stativet med Neogen lyseringsopplasningsrgr med en skrutrekker eller spatel fgr du plasserer den i
Neogen Varmeblokkinnsats for molekyleer deteksjon.
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1. La lyseringsopplgsningsrgrene (Neogen lyseringsopplasning) varmes opp ved & sette stativet i romtemperatur (20-
25 °C) over natten (16-18 timer). Alternativer til & stabilisere Neogen lyseringsopplasningsrarene til romtemperatur
er & sette Neogen lyseringsopplgsningsrerene pa laboratoriebenken i minst 2 timer, inkubere Neogen
lyseringsopplgsningsrerene i en inkubator ved 37 + 1°C i 1time, eller plassere dem i en t@rr dobbelblokkvarmeenhet i
30 sekunder ved 100 °C.

Vend r@rene med hetten pé for & blande. Fortsett til neste trinn innen 4 timer.
Fjern anrikningsbuljongen fra inkubatoren.
Ett Neogen lyseringsopplasningsrar kreves for hver prave og Negativ kontroll (NC)-prave (sterilt anrikningsmedium).

41 Rekker med Neogen lyseringsopplasningsrar kan klippes til gnsket antall Neogen lyseringsopplasningsrer.
Velg ngdvendig antall enkeltstdende Neogen lyseringsopplasningsrar eller rekker med 8 rgr. Plasser Neogen
lyseringsoppl@sningsrarene i et tomt stativ.

4.2 For & unngd krysskontaminering skal kun én rekke med Neogen lyseringsopplgsningsrer dpnes om gangen og en ny
pipettespiss brukes for hvert overfgringstrinn.

4.3 Overfer anrikede prover til Neogen lyseringsopplasningsrgrene som beskrevet under:

Overfgr hver anriket prave til enkeltstdende Neogen lyseringsopplasningsrar farst. Overfar NC-praven til sist.

4.4 Bruk Neogen® Verktay for lukking/apning av lyseringsrer for molekyleer deteksjon for & dpne én rekke med
Neogen lyseringsopplesningsrer — én rekke om gangen.

4.5 Kast lokket pa Neogen lyseringsoppl@sningsraret - dersom lysatet skal oppbevares for ny test, plasseres lokkene i
en ren beholder for & sette dem pa igjen etter lysering.

4.51 Se vedlegg A for prosessering av tilbakeholdt lysat.

4.6 Overfgr 20 pL av prgven inn i et Neogen lyseringsoppl@sningsrgr hvis ikke annet er oppgitt i protokollene fra tabell
2, 3 eller 4 (bruk f.eks. 10 pL for r& meieriprodukter eller ved bruk av miljgprever med neytraliserende buffer).

xxxxxxx \

LN

5. Gjenta trinn 4.4 til 4.6 til alle individuelle pragver er lagt til et korresponderende Neogen lyseringsoppl@sningsrar i
rekken.

6. Naér alle pravene er overfgrt, overfgres 20 uL av NC (sterilt anrikningsmedium, f.eks. Fraser 1/2 buljong) i et
Neogen lyseringsopplesningsrer. lkke bruk vann som NC.

7. Verifiser at Neogen Varmeblokkinnsats for molekylzer deteksjon har en temperatur pa 100 = 1°C.

8. Plasser det utildekkede stativet med Neogen lyseringsoppl@sningsrer i Neogen Varmeblokkinnsats for molekylzer
deteksjon og varm opp i 15 = 1 minutter. Under oppvarmingen vil Neogen lyseringsopplgsningen endre farge fra rosa
(kald) til gul (varm).

8.1 Prgver som ikke har blitt tilstrekkelig varmebehandlet under testlyseringstrinnet, kan vurderes som en potensiell
biologisk fare og skal IKKE settes inn i Neogen Instrument for molekylzer deteksjon.

9. Fjern det utildekkede stativet med Neogen lyseringsopplgsningsrer fra varmeblokken og la det avkjeles i
Neogen Kjgleblokkinnsats for molekyleer deteksjon i minst 5 minutter og maksimum 10 minutter. Nar Neogen
Molekyleer kjgleblokkinnsats brukes ved romtemperatur, skal det plasseres direkte pa laboratoriebenken. Nar den er
avkjelt, vil lyseringsopplasningen endre farge tilbake til rosa.

10. Fjern stativet med Neogen lyseringsopplasningsrer fra Neogen Kjgleblokkinnsats for molekyleer deteksjon.

8
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001500

Amplifikasjon

1.

Det kreves ett reagensrar for Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes for hver preve og for NC.

1.1 Rekker med rgr kan klippes til gnsket antall rer. Velg det nadvendige antallet enkeltstdende reagensrer eller rekker
med 8 rer for Neogen Molekylaer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes.

1.2 Plasser reagensrgrene for Neogen Molekylaer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes i et tomt stativ.
1.3 Unnga & forstyrre reagenspelletene i bunnen av rgrene.

2. Velg 1 Neogen Reagenskontroll-rer og plasser det i stativet.

3. For & unnga krysskontaminering, ta av lokket pa én rgrrekke for Neogen Molekylzer deteksjonstest 2 for Listeria

monocytogenes om gangen, og bruk ny pipette ved hver prgveoverfgring.

Overfgr lysat til reagensrer og Neogen reagenskontroll-rer for Neogen Molekylaer deteksjonstest 2 for Listeria
monocytogenes som beskrevet nedenfor:

Overfar hvert pravelysat til individuelle Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes -reagensrgr

forst etterfulgt av NC. Hydrer Neogen Reagenskontroll-rgret til sist.

Bruk Neogen® Verktay for lukking/apning av reagensrgr for molekylzer deteksjon for & dpne én rekke med reagensrgr for
Neogen Molekylzer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes - én rgrrekke om gangen. Kast lokket.

51 Overfer 20 pL av prevelysatet fra den gverste halvdelen av vaesken (unngé presipitat) i Neogen lyseringsopplas-
ningsreret inn i det korresponderende reagensraret for Neogen Molekylaer deteksjonstest 2 for Listeria
monocytogenes. Hold i vinkel under overfgring for & unnga a forstyrre pelletene. Bland ved & bevege pipetten
forsiktig opp og ned 5 ganger.

5.2 Gjenta trinn 5.1 til individuelt prgvelysat har blitt lagt til i et korresponderende reagensrer for Neogen Molekylzer
deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes i rekken.

5.3 Dekk til reagensrerene for Neogen Molekylzer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes med de medfelgende
ekstra lokkene, og bruk den avrundede siden av Neogen Verktgy for lukking/apning av reagensrar for molekylzer
deteksjon til & presse i en fram-og-tilbake-bevegelse slik at lokket festes godt.

5.4 Gjenta trinn 5.1 til 5.3 som ngdvendig, for antall prever som skal testes.

5.5 Nar alt pravelysatet er overfert, gjentas trinn 5.1 for & overfgre 20 L med NC-lysat inn i et reagensrgr for
Neogen Molekylzer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes.

5.6 Overfgr 20 uL NC-lysat inn i et Neogen Reagenskontroll-rer. Hold i vinkel under overfering for & unnga a forstyrre
pelletene. Bland ved & bevege pipetten forsiktig opp og ned 5 ganger.

Sett lukkede rer over i et rent og dekontaminert Neogen Hurtiglastebrett for molekyleer deteksjon. Lukk og Ias lokket til
Neogen Hurtiglastebrett for molekyleer deteksjon.

Se igjennom og bekreft den konfigurerte gjennomkjgringen i programvaren for Neogen System for molekylzaer deteksjon.

Klikk péa startknappen i programvaren og velg instrumentet som skal brukes. Det valgte instrumentets lokk
apnes automatisk.
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9. Plasser Neogen Hurtiglastebrett for molekyleer deteksjon inn i Neogen Instrument for molekylzer deteksjon og lukk
lokket for & starte testen. Resultatene er klare innen 75 minutter, mens positive resultat kan bli oppdaget raskere.

10. Etter at testen er fullfgrt, fiern Neogen Hurtiglastebrett for molekyleer deteksjon fra Neogen Instrument for molekylzer
deteksjon og kvitt deg med rgrene ved & senke dem i en 1-5 % (volumandel i vann) husholdningsblekemiddel eller
tilsvarende oppl@sning i 1time og borte fra testens forberedelsesomrade.

MERKNAD: For & minimere risikoen for falske positive resultater pa grunn av krysskontaminering skal aldri reagensrar
som inneholder amplifisert DNA, dpnes. Dette inkluderer Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes
reagensrgr, Neogen Reagenskontroll-rgr og matrikskontrollrgr. Kast alltid de forseglede reagensrgrene ved & blgtlegge
dem i en 1-5 % (volumandel i vann) opplasning av husholdningsblekemiddel eller tilsvarende opplgsning i 1 time og borte
fra testens forberedelsesomrade.

Resultater og tolkning

En algoritme tolker lyseffektskurven som er resultatet av deteksjonen av nukleinsyre-amplifikasjon. Resultatene analyseres
automatisk av programvaren og er fargekodet basert pa resultatet. Et positivt eller negativt resultat fastslas av analysen
av flere unike kurveparametere. Antatt positive resultater rapporteres i sann tid, mens negative og «Inspect» (inspiser)-
resultater vil vises etter at gjennomkjgringen er fullfgrt.

Antatte positive praver mé bekreftes i henhold til laboratoriets standard operasjonsprosedyrer eller ved & fglge den
aktuelle referansemetoden for bekreftelse® 23, som begynner med overfgring fra den primeere anriknings- til sekundeer
anrikningsbuljong (hvis relevant), etterfulgt av pafalgende inokulering og bekreftelse av isolater ved hjelp av egnede
biokjemiske og serologiske metoder.

MERK: Ikke engang en negativ prgve vil gi et null-resultat ettersom systemet og amplifikasjonsreagensene til
Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes har en «bakgrunns»-, relativ lysenhet (RLU).

| et sjeldent tilfelle av eventuelle uvanlige lyseffekter, merker algoritmen dette som «Inspect». Neogen anbefaler brukeren
a gjenta testen for alle «Inspect»-praver. Dersom resultatet fortsatt er «Inspect», fortsett til bekreftelsestesten og bruk din
foretrukne metode eller som oppgitt av lokale forskrifter.

Tabell 5: Resultatsymboler for prgver og tolkning som angitt av programvaren for Neogen System for molekyleer deteksjon.

Symbol for .

Brenntypee brennresultat Resultat Tolkning

Prave ‘ Positiv Pragven er antatt positiv for malpatogenet.

Prgve ‘ Negativ Prgven er antatt negativ for malpatogenet.
Preavematriksen var hemmet til testen. Det kan bli ngdvendig med en

Prgve @ Hemmet [ ny test. Se feilsgkingsdelen og produktveiledningen for analysesettet
for mer informasjon.
Neerveer eller fraveer av mélpatogenet var ubestemmelig.

Preve @ Inspiser Det kan bli ngdvendig med en ny test. Se feilsgkingsdelen og
produktveiledningen for analysesettet for mer informasjon.
Ingen bioluminescens ble detektert. Det kan bli nedvendig med en

Prgve @ Feil ny test. Se feilsgkingsdelen og produktveiledningen for analysesettet
for mer informasjon.

Bekreftelse av resultatene i henhold til sertifiseringsmetoden NF VALIDATION
Alternativ 1: Bruke ISO 11290@-standarden som starter fra Fraser 1/2 anrikningen.

Alternativ 2: Ved isolasjon pd PALCAM agar (O&A) eller pd kromogent agar, som inngér i en NF VALIDATION-sertifisert
metode for deteksjon av Listeria monocytogenes. Neerveeret av karakteristiske kolonier er tilstrekkelig til & bekrefte
naerveeret av Listeria monocytogenes.

Alternativ 3: Bruk av nukleinsyre-prober som beskrevet i EN ISO 7218®-standarden, utfgrt pé isolerte kolonier fra selektivt
agar (se alternativ 1 eller 2).

Alternativ 4: Ved bruk av enhver annen sertifisert metode NF VALIDATION ma det vaere et annet prinsipp enn
Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes. Hele protokollen som er beskrevet for denne andre
validerte metoden ma brukes. Alle trinnene for start av bekreftelse ma vaere felles for begge metodene.

| tilfelle forskjellige resultater (antatt positiv med den alternative metoden, ikke bekreftet av én av metodene beskrevet
ovenfor) mé laboratoriet falge de ngdvendige trinnene for & sikre validitet til resultatene som er oppnadd.

I tilfelle forskjellige resultater (antatt positiv med Neogen molekylaer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes, ikke
bekreftet av én av metodene beskrevet ovenfor) ma laboratoriet falge de ngdvendige trinnene for & sikre validitet til
resultatene som er oppnéadd.
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Hvis du har spgrsmal om spesifikke bruksomrader eller prosedyrer, kan du besgke vart nettsted pd www.neogen.com eller
ta kontakt med en lokal Neogen-representant eller -forhandler.

Vedlegg A. Avbrytelse av protokoll: Oppbevaring og ny testing av varmebehandlede lysater.
1. For & oppbevare et varmebehandlet lysat, sett lokket péa lyseringsraret igjen, bruk et rent lokk (se “Lysering”, 4.5).

Oppbevar ved 4 til 8 °C i opptil 72 timer.
Bland en oppbevart prave ved & vende den 2-3 ganger for & forberede den pa amplifikasjon.
Apne rarene.

a b

Plasser de blandede lysatrarene pa Neogen Varmeblokkinnsats for molekyleer deteksjon og varm ved 100 +1°C
i 5 = 1 minutter.

6. Fjern stativet med Neogen lyseringsoppl@sningsrer fra varmeblokken og la det avkjgles i Neogen Kjgleblokkinnsats for
molekyleer deteksjon i minst 5 minutter og maksimum 10 minutter.

7. Se delen Amplifikasjon’ beskrevet ovenfor for & fortsette protokollen.
Referanser:

1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analysis Manual. Chapter 10: Detection and Enumeration of Listeria
monocytogenes in Foods. January 2016 Version.

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 8.08. Isolation and Identification of
Listeria monocytogenes from Red Meat, Poultry and Egg Products, and Environmental Samples.
Effective Date: May 1, 2013.

3. NF EN ISO 11290-1. Microbiology of Food and Animal Feeding Stuffs — Horizontal Method for the Detection and
Enumeration of Listeria monocytogenes. Amendment 1, 2004-10-15.

NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.
5. NF EN ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General rules for microbiological examination.

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

7. NF EN ISO 18593. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal methods for sampling techniques from
surfaces using contact plates and swabs.

8. NF EN ISO 6887. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension and
decimal dilutions for microbiological examination.

Forklaring pa produktetikettsymboler
info.neogen.com/symbols
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ENEUEEN Julkaisuajankohta: 2024-07

Tuoteseloste

Molekylaarinen testisetti 2 - Listeria monocytogenes

Tuotteen kuvaus ja kayttotarkoitus

Neogen® Molekylaarinen testisetti 2 - Listeria monocytogenes on tarkoitettu kaytettavaksi yndessd Neogen® Molekylaarisen
testijarjestelman kanssa Listeria monocytogenesin nopeaan ja tasmélliseen tunnistamiseen rikastetuista elintarvike- ja
rehundytteistd. Neogen Molekylaariset testisetit perustuvat nukleiinihapposekvenssien nopeaan, tasmélliseen ja herkkaén
silmukkavalitteiseen isotermiseen monistamismenetelmé&an ja kdyttavat monistuksen havaitsemiseen bioluminesenssia.
Oletetut positiiviset tulokset ilmoitetaan reaaliaikaisesti, kun taas negatiiviset tulokset ndytetaan testin valmistumisen
jalkeen. Oletetut positiiviset tulokset on vahvistettava kayttamalla itse parhaaksi katsottua tai paikallisten maaraysten
mukaista menetelmaa® 23,

Neogen Molekylaarinen testisetti 2 - Listeria monocytogenes on tarkoitettu laboratoriotekniikoihin koulutettujen
ammattilaisten kaytettavaksi laboratorioympéristossa. Neogen ei ole osoittanut tuotetta kaytettavaksi muilla

kuin elintarvike- ja juomateollisuuden aloilla. Neogen ei esimerkiksi ole osoittanut tuotetta vesi-, ladke- tai
kosmetiikkanaytteiden testaamiseen eika kliinisten tai eldinladketieteellisten ndytteiden testaamiseen. Neogen
Molekylaarista testisettia 2 - Listeria monocytogenes ei ole arvioitu kaikkien mahdollisten testauskayténtojen eika kaikkien
mahdollisten bakteerikantojen suhteen.

Kuten kaikkien testausmenetelmien tapauksessa, rikastusalustan lahde, koostumus ja laatu voivat vaikuttaa tuloksiin.
Esimerkiksi ndytteenottomenetelmat, testausprotokollat, naytteiden valmistus, kasittely ja laboratoriotekniikka saattavat
my®os vaikuttaa tuloksiin. Neogen suosittelee menetelman seka rikastusalustan arviointia kayttajan ymparistossa kayttaen
riittdvan suurta ndytemaéaraa ja tiettyja elintarvikenaytteité ja mikrobisisaltoja sen varmistamiseksi, ettd menetelméat
vastaavat kayttajan vaatimuksia.

Neogen on arvioinut Neogen Molekylaarisen testisetin 2 - Listeria monocytogenes kayttaen ferriammoniumsitraattia
siséltavaa Demi Fraser -lienta ja ferriammoniumsitraattia sisaltavaa Fraser-lienta tarpeen mukaan. Taman alustan tyypillinen
koostumus on kuvattu seuraavassa.

Demi Fraser Elatusainejauheen tyypillinen (g/1) Fraser Elatusainejauheen tyypillinen kaava | (g/1)
kaava
Natriumkloridi 20g Natriumkloridi 20g
Dinatriumfosfaatti, vedeton* 9,69 Dinatriumfosfaatti, vedeton* 9,69
Naudanlihauute 509 Naudanlihauute 509
Kaseiinin pankreaattinen digesti 509 Kaseiinin pankreaattinen digesti 509
Elainkudoksen peptinen digesti 5,09 Elainkudoksen peptinen digesti 5,09
Hiivauute 509 Hiivauute 509
Litiumkloridi 3,09 Litiumkloridi 3,09
Monokaliumfosfaatti 1,359 Monokaliumfosfaatti 1,359
Eskuliini 1,09 Eskuliini 1,09
Akriflaviinihydrokloridi 0,0125g Akriflaviinihydrokloridi 0,025g
Nalidiksiinihappo 0,01g Nalidiksiinihappo 0,02g
* Korvike: Dinatriumfosfaattidihydraatti 12,0g

Fraser-liemen rikastussuplementti
(Valmistusaineet 10 ml:n ampulliin. Yksi ampulli lisdtaan litraan peruselatusainetta.)

Ferriammoniumsitraatti 0,5g/10 ml
Lopullinen pH 7,2 + 0,2 lampétilassa 25 °C

Neogen® Molekylaarinen testi-instrumentti on tarkoitettu kaytettavaksi sellaisten naytteiden kanssa, jotka on
lampokasitelty testin lyysivaiheen aikana néytteessa olevien organismien tuhoamiseksi. Jos néytteita ei ole asianmukaisesti
lampokasitelty testin lyysivaiheen aikana, ne saattavat muodostaa biologisen vaaratekijan, jolloin niita El saa asettaa
Neogen Molekylaariseen testi-instrumenttiin.

Neogen Food Safety -osaston suunnittelu- ja valmistusmenetelmat on I1SO (International Organization for Standardization)
9001 -sertifioitu.

Neogen Molekylaarinen testisetti 2 - Listeria monocytogenes sisaltaa 96 testia, jotka on kuvattu taulukossa 1.



Taulukko 1. Neogen Molekylaarisen testisetin osat

(FD (Suomenkielinen) ﬁ |}I-'__-‘F

Nimike

Tunnusmerkki

Maiara

Sisélto

Kommentit

Neogen® Lyysiliuos (LS)

Vaaleanpunainen
liuos lapindkyvissa
putkissa

96 (12 kpl 8 putken
liuskoja)

580 pl lyysiliuosta/putki

Telineessa ja
kayttovalmis

Neogen® Molekylaarisen
testisetin 2 -

Listeria monocytogenes
-reagenssiputket

Keltaiset putket

96 (12 kpl 8 putken
liuskoja)

Lyofilisoitu spesifi
monistus- ja
tunnistusyhdistelma

Kayttovalmis

Lisdsuojukset

Keltaiset suojukset

96 (12 kpl 8 suojuksen
liuskoja)

Kayttévalmis

Neogen® Reagenssin
valvonta (RC)

Lapinakyvat
flip-top-putket

16 (2 pussia,
joissa kummassakin
8 yksittaista putkea)

Lyofilisoitu kontrolli-
DNA, monistus- ja
tunnistusyhdistelma

Kayttovalmis

Negatiivinen kontrolli, jota ei toimiteta paketin mukana, on steriili rikastusalusta, esim. Demi Fraser -liemi. Al4 kayta vetts
negatiivisena kontrollina.

Turvallisuus

Kayttajan on luettava ja ymmarrettava kaikki Neogen Molekylaéarista testijarjestelmaa ja Neogen Molekylaéarista testisettia
2 - Listeria monocytogenes koskevat turvallisuusohjeet ja noudatettava niita. Sailyta turvallisuusohjeet myéhempaa
kayttoa varten.

AVAROITUS: Osoittaa vaarallisen tilanteen, joka saattaa johtaa kuolemaan tai vakavaan loukkaantumiseen ja/tai
omaisuusvahinkoon, jos tilannetta ei valteta.

HUOMAUTUS: Osoittaa mahdollisesti vaarallisen tilanteen, joka saattaa johtaa aineelliseen vahinkoon, jos tilannetta
ei valteta.

A VAROITUS

Als kiyta Neogen Molekylaarista testisettia 2 - Listeria monocytogenes ihmisten tai eldinten diagnosointiin.

Neogen Molekylaarisen testisetin 2 - Listeria monocytogenes menetelma saattaa tuottaa siind maarin
Listeria monocytogenesid, etta se riittda aiheuttamaan raskaana oleville naisille sikiokuolleisuutta ja
immuunipuutteisille kuolemantapauksia altistumisen yhteydessa.

Kayttdjan on jarjestettdava henkildkunnalleen koulutusta asianmukaisista testausmenetelmisté, joita ovat esimerkiksi:
hyvit laboratoriokédytinnét, ISO/IEC 17025“ tai 1ISO 7218,

Vadrien negatiivisten tulosten vuoksi markkinoille voi paasta kontaminoituneita tuotteita. Voit vahentaa tahan liittyva

riskeja toimimalla seuraavasti:

e Noudata kaytantoa ja tee testit tdsmaélleen tuoteselosteessa esitetylla tavalla.

e Siilyta Neogen Molekylaarista testisettia 2 — Listeria monocytogenes pakkausmerkintéjen ja tuoteselosteen mukaan.

o Kaiyta Neogen Molekylaarinen testisetti 2 — Listeria monocytogenes aina ennen viimeista kayttopaivaa.

e Kayta Neogen Molekylaarista testisettia 2 — Listeria monocytogenes sellaisiin ymparistonaytteisiin, jotka on validoitu
sisdisesti tai ulkopuolisen tahon toimesta.

e Kayta Neogen Molekylaarista testisettia 2 — Listeria monocytogenes vain sellaisten pintojen, puhdistusaineiden,
kaytantojen ja bakteerikantojen kanssa, jotka on hyvaksytty sisdisesti tai kolmannen osapuolen toimesta.

e Laimenna ymparistonaytteet, joissa kaytetaan aryylisulfonaattikompleksia sisaltavaa neutraloivaa puskuria,
suhteessa 1:2 ennen testausta (1 osa naytetta 1 osaan steriilia rikastusliuosta). Toinen vaihtoehto on siirta 10 pl
neutraloivaa puskuririkastusliuosta Neogen-lyysiliuosputkiin. Neogen®-naytteiden keréystuotteet, jotka sisaltavat
aryylisulfonaattikompleksia sisaltdvaa neutraloivaa puskuria, ovat seuraavat: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB,
SSL10NB2G, HS10NB, HS10NB2G ja HS2410NB2G.

Kemikaaleille ja biologisille vaaratekijoille altistumiseen liittyvien riskien vdhentédminen:

e On erittdin suositeltavaa, ettéd naispuoliselle laboratoriohenkildstolle tiedotetaan, etta kehittyvalle sikille aiheutuu
vaaraa aidin Listeria monocytogenes -altistuksen aiheuttamasta tartunnasta.

e Testaa taudinaiheuttajat asianmukaisesti varustetussa laboratoriossa koulutetun henkiléston valvonnassa. Inkuboitu
rikastusaine ja laitteet tai pinnat, jotka ovat joutuneet kosketuksiin inkuboidun rikastusaineen kanssa, saattavat sisaltaa
taudinaiheuttajia maaran, joka riittaa aiheuttamaan vaaran ihmisten terveydelle.

e Noudata aina laboratorioiden vakioturvallisuuskayténtja, joihin kuuluu asianmukaisten suojavaatteiden ja
silmasuojainten kayttdminen reagensseja ja kontaminoituja naytteita kasiteltaessa.

e Vailta kosketusta rikastusalustan ja reagenssiputkien siséllén kanssa monistuksen jéalkeen.

Havita rikastetut naytteet alan voimassa olevien standardien mukaisesti.

e Jos naytteita ei ole asianmukaisesti lampokasitelty testin lyysivaiheen aikana, ne saattavat muodostaa biologisen
vaaratekijan, jolloin niita El saa asettaa Neogen Molekylaariseen testi-instrumenttiin.
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Testisetin valmistelun aikana tapahtuvaan ristikontaminaatioon liittyvien riskien vahentaminen:
e Kayta aina suojakéasineits (kayttajan suojaamiseksi ja nukleaasien siirtymisen estamiseksi).

Ympariston kontaminoitumiseen liittyvien riskien vdhentaminen:
e Noudata havittdmisessa voimassa olevia kontaminoituneen jatteen havittamista koskevia alan standardeja.

Jotta voit vihentda kuumille nesteille altistumisesta aiheutuvia riskeja, noudata seuraavia ohjeita:

° Alé ylita lammityslaitteeseen merkittya suositeltua lampétila-asetusta.

e Al3 ylita suositeltua kuumennusaikaa.

e Tarkasta Neogen® Molekylaarisen testilampdlohkon pistokkeen lampétila tarkoituksenmukaisella kalibroidulla
lampdmittarilla (esim. osittain upotettavalla lampdmittarilla tai digitaalisella termoparimittarilla, ei kokonaan
upotettavalla lampémittarilla.) Lampdmittari on asetettava sille maarattyyn paikkaan Neogen Molekylaarisen
testilampolohkon pistokkeessa.

HUOMAUTUS

Testisetin valmistelun aikana tapahtuvaan ristikontaminaatioon liittyvien riskien vdhentéaminen:

e Vaihda kasineet ennen reagenssipelletin kastelemista.

e Steriilien aerosoliesteen muodostavien molekyylibiologiaan soveltuvaa laatua olevien pipetinkérkien (suodatinkéarkien)
kaytto on suositeltavaa.

o Kayta jokaisen naytteen siirtdmiseen uutta pipetinkarkea.

e Kayta naytteiden siirtamiseen rikastamisesta lyysiputkeen hyvia laboratoriokdytantoja. Pipetoijan kontaminoitumisen
valttamiseksi kayttaja voi halutessaan lisata ylimaaraisen siirtovaiheen. Jokaisen rikastetun naytteen voi esimerkiksi
siirtaa steriiliin putkeen.

e Jos mahdollista, kdyta molekyylibiologista tytasemaa, jossa on bakteerintuholamppu. Steriloi laboratorion tyétasot
ja vélineet (pipetit, sulku- ja avaustydkalut jne.) sdannéllisesti 1-5-tilavuusprosenttisella (veteen laimennetulla)
talouskayttoisella valkaisuaineliuoksella tai DNA:n poistoliuoksella.

Vahenna vaariin positiivisiin tuloksiin liittyvia riskeja toimimalla seuraavasti:
o Al4 koskaan avaa reagenssiputkia monistuksen jélkeen.
e Havita kontaminoituneet putket aina liottamalla niita 1—5-tilavuusprosenttisessa (veteen laimennetussa)

valkaisuaineliuoksessa 1tunnin ajan etaalla testin valmistelualueelta.
e Al3 koskaan autoklavoi reagenssiputkia monistuksen jalkeen.

Katso lisatietoja havittdmisesta ja paikallisista maarayksista kayttéturvallisuustiedotteesta.

Jos sinulla on jotain tiettya sovellusta tai menetelméaa koskevia kysymyksia, kay verkkosivuillamme osoitteessa
www.neogen.com tai ota yhteytta paikalliseen Neogen-edustajaan tai -jalleenmyyjaan.

Kayttdjan vastuu
Kayttajan vastuulla on tutustua tuoteselosteeseen ja -tietoihin. Lisatietoja saat verkkosivustolla osoitteesta
www.neogen.com tai ottamalla yhteytta paikalliseen Neogen-edustajaan tai -jalleenmyyjaan.

Testausmenetelmaa valitessa on tarkeaa ottaa huomioon, etta ulkoiset tekijat, kuten naytteenottomenetelmat,
testausprotokollat, naytteiden valmistus, kasittely ja laboratoriotekniikat, voivat vaikuttaa testaustuloksiin.

Kayttaja on aina testausmenetelmaa tai tuotetta valitessaan vastuussa siitd, ettd han arvioi riittdvan maéran naytteita
kyseisista elintarvikkeista ja mikrobialtistuksista kayttajan kriteerien tayttymisen varmistamiseksi.

Kayttajan vastuulla on myds varmistaa, etta testausmenetelmaét ja tulokset tayttavat hanen asiakkaidensa tai toimittajiensa
vaatimukset.

Kuten kaikkien testausmenetelmien kohdalla, minka tahansa Neogen Food Safety -tuotteen kaytosta saavutetut tulokset
eivat ole takuu matriisien tai testattujen prosessien laadusta.

Voidakseen auttaa erilaisten elintarvikematriisien arvioinnissa Neogen on kehittanyt Neogen® Molekyl&arisen testitaulukon
valvontasarjan. Maarita tarvittaessa testitaulukon hallinnan avulla, vaikuttaako matriisi Neogen Molekylaarisen testisetin

2 - Listeria monocytogenes tuloksiin. Testaa validointivaiheiden aikana useita matriisia edustavia naytteita, ts. eri lahteista
saatuja naytteitd, kun olet ottamassa kayttoon Neogen-menetelmaai tai kun olet testaamassa uusia tai tuntemattomia
matriiseja tai matriiseja, joiden raaka-aineita tai valmistustapoja on muutettu.

Matriisi voidaan maarittaa tuotetyypiksi, jolla on sisdisid ominaisuuksia, kuten koostumus ja valmistustapa. Matriisien
véliset erot voivat johtua niinkin yksinkertaisista tekijoista kuin eroista niiden késittelyssa tai jalostusasteessa, esim. raaka
tai pastoroitu, tuore tai kuivattu.

Takuun rajoitus / rajoitettu korvausvelvollisuus

NEOGEN KIISTAA KAIKKI NIMENOMAISET JA EPASUORAT TAKUUT, MUKAAN LUKIEN KAIKKI TAKUUT KAYPYYDESTA
TAI SOPIVUUDESTA TIETTYYN KAYTTOTARKOITUKSEEN, PAITSI JOS TUOTEPAKKAUKSEN TAKUUOSIOSSA TOISIN
MAINITAAN. Jos mika tahansa Neogen Food Safety -tuote on viallinen, Neogen tai sen valtuutettu jalleenmyyja joko
korvaa tuotteen tai palauttaa sen ostohinnan. Nama ovat ainoat myénnetyt korvaukset. Ota yhteyttd Neogen-edustajaasi
tai valtuutettuun Neogen-jalleenmyyjaan, jos sinulla on kysyttavaa.
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Neogen:n vastuun rajoitukset

NEOGEN El OLE VASTUUSSA MENETYK_SISTA TAI VAHINGOISTA, OLIVAT NE SITTEN SUORIA, EPASUORIA,
ERITYISLAATUISIA, SATUNNAISIA TAI VALILLISIA, MUKAAN LUKIEN VOITONMENETYKSET. Missaén tapauksessa
Neogen:n vastuu ei minkaan laillisen perusteen mukaan ole suurempi kuin vialliseksi vaitetyn tuotteen hinta.

Sailytys ja havittaminen

Sailyta Neogen Molekylaarista testisettia 2 - Listeria monocytogenes 2—8 °C:n lampdtilassa. Suojattava jaatymiselta.
Sailyta paketti valolta suojattuna. Kun olet avannut paketin, tarkista, etta foliopussi on ehja. Ei saa kayttaa, jos pussi on
vahingoittunut. Avaamisen jalkeen kayttamattomat reagenssiputket on aina sailytettava uudelleensuljettavassa pussissa,
jonka sisalla on kuivausainetta lyofilisoitujen reagenssien stabiliteetin yllapitamiseksi. Sailyta uudelleensuljettuja pusseja
2-8 °C:n lampdétilassa enintdan 60 paivan ajan.

Ala kayta Neogen Molekylaarista testisettia 2 - Listeria monocytogenes viimeisen kayttépaivan jalkeen. Viimeinen
kayttopaivays ja eranumero on merkitty pakkauksen ulkopuolelle. Kayton jalkeen rikastusaine ja Neogen Molekylaarisen
testisetin 2 - Listeria monocytogenes putket voivat sisdltda mahdollisesti patogeenisia aineita. Kun testi on suoritettu
loppuun, noudata saastuneen jatteen havittamisessa alan nykykaytantoja. Katso lisatietoja havittamisesta ja paikallisista
maarayksista kayttoturvallisuustiedotteesta.

Kayttoohjeet
Noudata huolellisesti kaikkia ohjeita. Jos ohjeita ei noudateta, tulokset saattavat olla epatarkkoja.

Steriloi laboratorion tydtasot ja vilineet (pipetit, sulku- ja avausty®kalut jne.) sdannéllisesti 1-5-tilavuusprosenttisella
(veteen laimennetulla) talouskayttdisella valkaisuaineliuoksella tai DNA:n poistoliuoksella.

Kayttajan on suoritettava Neogen Molekylaarisen testijarjestelman kayttajakoulutus, kuten asiakirjassa "Installation
Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen Molecular Detection System™®
kuvataan.

Katso erityisvaatimukset kohdasta Erikoisohjeet validoituja menetelmia varten:

Taulukko 3 sisaltaa rikastuskaytannot seuraavien mukaisesti: AOAC® Official Method of Analysis™ 2016.08 ja AOAC®
Performance Tested Method*™ -sertifikaatti #081501.

Taulukko 4 siséltaa NF Validation -sertifikaatin 3M 01/15-09/16 mukaisen rikastuskadytannon.

Naytteiden rikastus

Taulukossa 2, 3 tai 4 on rikastuskaytantdjen ohjeet elintarvike- ja ymparistonaytteille. Kayttajan vastuulla on vahvistaa
vaihtoehtoisten naytteenottokaytantojen ja laimennussuhteiden soveltuvuus sen varmistamiseksi, etta testimenetelma
vastaa kayttajan kriteereita.

Elintarvikkeet
1. Anna (ferriammoniumsitraattia sisaltavan) Demi Fraser -rikastusalustan lammeté laboratorion ilman lampétilaan.

2. Yhdista rikastusalusta ja ndyte aseptisesti taulukoiden 2, 3 tai 4 mukaisesti. Kaikkien lihanaytteiden ja erittain
hiukkaspitoisten naytteiden yhteydessé suositellaan kdyttamaan suodatinpusseja.

3. Homogenoi huolellisesti sekoittamalla, vatsasekoituksella tai kasin sekoittamalla 2 + 0,2 minuuttia. Inkuboi 37 + 1°C:ssa
taulukoiden 2, 3 tai 4 mukaisesti.

4. Raakoja maitotuotteita varten (katso taulukot 2, 3 tai 4) siirré 0,1 ml ensisijaista rikastuslientd 10 ml:aan Fraser-lienta.
Inkuboi 37 = 1°C:ssa 20—24 tunnin ajan.

Ympéristonaytteet

Naytteenkerayslaitteena voidaan kayttaa puhdistusaineiden vaikutusten kumoamiseksi neutraloivalla liuoksella
kosteutettua sientd. Neogen suosittaa kayttdamaan biosiditonta selluloosasienta. Neutraloivana liuoksena voidaan kayttaa
neutraloivaa Dey-Engleyn (D/E) -lient4 tai Letheen-lienta. Suosittelemme puhdistamaan alueen naytteenoton jalkeen.

VAROITUS: Mikali paatat kayttaa sienen hydratointiliuoksena aryylisulfonaattikompleksia sisaltavaa neutraalia puskuria,
rikastettu ymparisténdyte on laimennettava suhteessa 1:2 (1 osa ndytetts 1 osaan steriilia rikastusliuosta) ennen testausta
sellaisten vadrien negatiivisten tulosten riskien vahentamiseksi, joiden vuoksi markkinoille voi paastéa kontaminoituneita
tuotteita. Toinen vaihtoehto on siirtda 10 pL neutraloivaa puskuririkastusliuosta Neogen-lyysiliuosputkiin.

Naytteenottoalueen suositeltava koko patogeenin esiintymisen tai puuttumisen havaitsemiseksi pinnalla on vahintaan
100 cm? (10 cm x 10 cm tai 4 tuumaa x 4 tuumaa). Sienelld ndytetta ottaessasi kéy lapi koko alue kahdessa suunnassa
(vasemmalta oikealle ja sen jalkeen ylhaélta alas) tai kerdd ymparisténaytteet voimassa olevia nadytteenottokaytantsja
noudattaen tai asiakirjojen FDA BAM®, USDA FSIS MLG® tai standardin ISO 18593 ohjeiden mukaisesti.

1. Anna (ferriammoniumsitraattia siséltavan) Demi Fraser -rikastusalustan lammeté laboratorion ilman lampétilaan.
2. Yhdisté rikastusalusta ja ndyte aseptisesti taulukoiden 2, 3 tai 4 mukaisesti.
3. Homogenoi huolellisesti sekoittamalla, vatsasekoituksella tai kasin sekoittamalla 2 = 0,2 minuuttia. Inkuboi 37 + 1°C:ssa



24-30 tunnin ajan taulukoiden 2, 3 tai 4 mukaisesti.

Naytematriisi

Naytteen
koko

Rikastusliemen
tilavuus (ml)

Rikastusaika

(h)

Lampdokasitelty,
keitetty, suolattu
tai savustettu
liha, siipikarja,
ayraiset ja kala

Lampdokasitellyt/
pastoéroidut
maitotuotteet

Hedelmat ja
vihannekset

Monikomponent-
tielintarvikkeet

25¢

225

24-30

Ympéristo-
naytteet®

1sieni

100 tai 225

24-30

1tossunayte

10

24-30

Raaka liha,
siipikarjanliha,
dyriaiset ja kala

25¢

475

28-32
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Taulukko 2: Yleiset rikastuskaytannot 37 + 1°C:ssa Demi Fraser -lienté ja Fraser-lienta tarpeen mukaan.

Ensisijainen rikastusliemi

Toissijainen rikastusliemi

(Demi Fraser -liemi)® (Fraser-liemi)®@ Naytteen
Naytematriisi Rikastus- analyysi-
Niytteen | Rikastusliemen | Rikastusaika | Nadytteen | ... ° ... Rikastusaika | tilavuus®
A lampétila
koko tilavuus (ml) (h) koko (°C) (h)
Siirra
Raa’at 0,1 ml
. 25¢ 225 20-24 10 ml:aan 37 1 20-24 10 pl
maitotuotteet
Fraser-
lienta

(a) Demi Fraser- ja Fraser-liemiin on aina liséttava Fraser-liemen rikastussuplementtia (ferriammoniumsitraattia) ensi- tai
toissijaisen rikastuksen aikana.

(b) Neogen-lyysiliuosputkiin siirrettdva naytteen tilavuus. Katso Lyysi-osion vaihe 4.6.

Erikoisohjeet validoituja menetelmia varten
AOACY?® Official Method of Analysis™2016.08
AOAC® Performance Tested Method™ #081501

= PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE

LICENSE NUMBER 081501

Tutkimuslaitos AOAC:n OMASM- ja PTMSM -ohjelmissa Neogen Molekylaarinen testisetti 2 - Listeria monocytogenes todettiin
tehokkaaksi Listeria monocytogenesin havaitsemismenetelmaksi. Tutkimuksessa testatut matriisit nakyvat taulukossa 3.
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Taulukko 3. Rikastuskaytannét, joissa kaytetdan Demi-Fraser -lientd® 37 + 1 °C:ssd AOAC OMASM 2016.08 ja PTMSV
-sertifikaatin #081501 mukaisesti.

" . Naytteen Rikastusliemen c .
Naytematriisi koko tilavuus (ml) Rikastusaika (h)
Hot dogit naudanlihasta, queso
fresco, vaniljakermajaatelo,
4-prosenttinen tuorejuusto maidosta, 5 295 24-30
3-prosenttinen kaakao tdysmaidosta, 9
romaine-sidesalaatti, pakattu tuore
pinaatti, kylmasavulohi
Raaka broileri 25¢9g 475 28-32
Kalkkunaleike 1259 1125 24-30
Cantaloupenmeloni® Koko meloni Riittavasti, jotta 26-30
meloni kelluu
i Ruostumaton teras 1sieni 225 24-30
g Pinnoitettu betoni 1sieni 100 24-30
@
C
:0
k7] .
= [ Muovi®@ 1tossunayte 10 24-30
Q
£
>

Kaikki AOAC-validointiin tarkoitetut ndytteet homogenoitiin vatsasekoituksella, jollei muuta mainita.

(a) Demi Fraser- ja Fraser-liemiin on aina lisattava Fraser-liemen rikastussuplementtia (ferriammoniumsitraattia)
ensi- tai toissijaisen rikastuksen aikana.

(b) Homogenoi nayte sekoittamalla kasin.
(¢) Homogenoi nayte vortex-sekoituksella.

AFNOR Certificationin myontama NF VALIDATION -sertifikaatti

\FICATION

!

EN ISO 16140

3M 01/15-09/16
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en

Lisatietoja validointiajan paattymisesta on NF VALIDATION -sertifikaatissa, joka on saatavissa edelld mainitulta
verkkosivustolta.

NF Validation -sertifioitu 1SO 16140-2©® -standardin mukainen menetelmi verrattuna ISO 11290% -standardiin
Validoinnin soveltamisala: Kaikki ihmisravinnoksi tarkoitetut elintarvikendytteet ja ympéaristdnaytteet (ensisijaisen
tuotannon naytteitd lukuun ottamatta)

Né&ytteen valmistus: Naytteiden valmistamisessa on noudatettava standardeja EN 1SO 11290-1® ja EN ISO 6887®
Ohjelmistoversio: Katso sertifikaatista

Taulukko 4: Rikastuskaytannot NF VALIDATION -sertifioidun menetelman 3M 01/15-09/16 mukaisesta 37 + 1°C:ssa
kayttaen Demi Fraser- ja Fraser-liemia tarpeen mukaan.
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Rikastuslie- | Rikastus- | . . " " —
. e e ae " . e Rikastusai- | Naytteen ana- Hyvéaksyttava
Yleinen kaytanté | Naytteen koko | men tilavuus | lampétila k o ® :
o a (h) lyysitilavuus keskeytyspiste
(ml) (x1°C)
Kaikki e Demi Fraser -liemelld
ellntarvlkenéytteet enintéén 72 tunnin
(paitsi raaka liha, 259 ajan
raa’at dyraiset ja | L ) oC:
raa’at maitotuotteet) 225 37 24-30 20 ® Lysaatti -20 °C:ssa
259, 1 e Lysaatti 4 °C:ssa
Ympiéristondytteet |tossunayte tai enintaan 72 tunnin
1 pyyhinténayte ajan
Ensisijainen rikastusliemi (Demi Fraser -liemi)® | Toissijainen rikastusliemi (Fraser-liemi)®
. Hyviksytta-
Erityinen - Rikastuslie- | Rikastus-| .. " Rikastus- | Rikatus- | Naytteen 1 i -
szt | Naytteen A oo | Rikastus- | Ndytteen | . .. : .| vé keskey
kdyténtd koko | men tilavuus | lampétila aika (h) koko lampétila | aika | analyysi- tyspiste
(ml) (x1°C) (x1°C) (h) tilavuus®
e Fraser-
liemella
enintaan
72 tunnin
Raaka Siirra ajan
liha, raa’at 0,1 ml o Lysaatti
ayraiset ja 259 225 37 20-24 |10 ml:aan 37 20-24 10 pl —go “Crssa
raa’at mai- Fraser- -
totuotteet lienta o Lysaatti
4 °C:ssa
enintaan
72 tunnin
ajan

(@) Neogen-lyysiliuosputkiin siirrettdva naytteen tilavuus. Katso Lyysi-osion vaihe 4.6.

(b) Demi Fraser- ja Fraser-liemiin on aina lisattava Fraser-liemen rikastussuplementtia (ferriammoniumsitraattia) ensi- tai
toissijaisen rikastuksen aikana.

(c) Neogen-lyysiliuosputkiin siirrettava naytteen tilavuus. Katso Lyysi-osion vaihe 4.6.

| HUOMAUTUS: Yli 25 g:n naytteita ei ole testattu NF validation -tutkimuksessa.

Neogen® Molekylaarisen testinopeuden latausalustan valmistelu

1. Kostuta liina 1-5-tilavuusprosenttisella (veteen laimennetulla) talouskayttoiselld valkaisuliuoksella tai vastaavalla
liuoksella ja pyyhi Neogen Molekylaarisen testinopeuden latausalusta.

2. Huuhtele Neogen Molekylaérisen testinopeuden latausalusta vedella.

3. Pyyhi Neogen Molekylaérisen testinopeuden latausalusta kuivaksi kertakayttoisella liinalla.

4. Varmista ennen kayttoa, ettd Neogen Molekylaarisen testinopeuden latausalusta on kuiva.

Neogen® Molekylaérisen testijaghdytyslohkon pistokkeen valmistelu

Aseta Neogen® Molekylaarinen testijaadhdytyslohko suoraan laboratorion tyotasolle; kayta jaahdytyslohkoa laboratorion
ilman lampétilassa (20-25 °C).

Neogen® Molekylaarisen testilampdlohkon pistokkeen valmistelu

Aseta Neogen® Molekylaarisen testilampolohkon pistoke kaksilohkoiseen kuivalammityslaitteeseen. Kytke
kuivalohkolammitin paélle, aseta lampétila ja anna Neogen Molekylaarisen testilampodlohkon pistokkeen lammeta
100 = 1°C:n lampétilaan niin, etta saavutettu lampétila pysyy samana.

HUOMAUTUS: Anna Neogen Molekylaarisen testilampolohkon pistokkeen lammetéa asetuslampétilaan noin 30 minuuttia
lammityslaitteen mukaan. Varmista tarkoituksenmukaisen kalibroidun lampémittarin avulla (esim. osittain upotettava
lampomittari tai digitaalinen termoparimittari, ei kokonaan upotettava lampémittari), joka on asetettu sille maarattyyn
paikkaan, ettd Neogen Molekylaarisen testilampoélohkon pistokkeen lampétila on 100 + 1 °C.

Neogen® Molekylaarisen testi-instrumentin valmistelu
1. Kéaynnistd Neogen® Molekylaérisen testijarjestelman ohjelmisto ja kirjaudu sisdan. Varmista Neogen Food Safety
-edustajaltasi, etta kaytossasi on ohjelmiston uusin versio.
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3. Luo tai muokkaa ajo kunkin naytteen tiedoille. Katso tarkemmat tiedot Neogen Molekyl&arisen testijarjestelman
kayttéoppaasta.

2. Kytke Neogen Molekylaérinen testi-instrumentti paalle.

HUOMAUTUS: Neogen Molekylaarisen testi-instrumentin on saavutettava Valmis-tila ennen Neogen Molekylaarisen
testinopeuden latausalustan ja reaktioputkien asettamista laitteeseen. Lammitysvaihe kestaa noin 20 minuuttia, ja sen
merkiksi instrumentin tilarivilld palaa ORANSSI valo. Kun instrumentti on valmis ajon kdynnistamista varten, tilarivin valo
muuttuu VIHREAKSI.

Lyysi
Poista Neogen Lyysiliuostelineen pohja ruuvimeisselilla tai lastalla, ennen kuin asetat sen Neogen Molekylaarisen
testilampolohkon pistokkeeseen.

1. Anna lyysiliuosputkien (Neogen Lyysiliuos) lammeta jattamalla teline huoneenlampédn (20-25 °C) yén yli
(16—18 tunnin ajaksi). Neogen Lyysiliuosputket voi lammittdsa huoneenlampdén myds asettamalla ne laboratorion
tyGtasolle vahintaan 2 tunniksi, inkuboimalla Neogen Lyysiliuosputkia inkubaattorissa 37 = 1°C:ssa 1 tunnin ajan tai
asettamalla Neogen Lyysiliuosputket kaksilohkoiseen kuivalammittimeen 100 °C:n lampétilaan 30 sekunniksi.

Sekoita suljetut putket kddntamalla ne yl6salaisin. Siirry seuraavaan vaiheeseen 4 tunnin kuluessa.
Poista rikastusliemi inkubaattorista.
4. Jokaiselle naytteelle ja negatiiviselle kontrollindytteelle (NC) (steriili rikastusaine) tarvitaan yksi Neogen Lyysiliuosputki.

41 Neogen Lyysiliuos-putkiliuskat voidaan leikata haluttuun Neogen Lyysiliuoksen putkimaaraan. Valitse tarvittava
yksittaisten Neogen Lyysiliuosputkien tai 8 putken liuskojen maara. Aseta Neogen Lyysiliuosputket tyhjaan
telineeseen.

4.2 Ristikontaminaation valttamiseksi poista suojus yhdesta Neogen Lyysiliuosputkiliuskasta kerrallaan ja kayta
jokaiseen siirtovaiheeseen uutta pipettia.

4.3 Siirra rikastetut naytteet Neogen Lyysiliuosputkiin seuraavien ohjeiden mukaisesti:

Siirra jokainen rikastettu nayte ensin erilliseen Neogen Lyysiliuosputkeen. Siirréd negatiivinen kontrolli (NC) viimeiseksi.

4.4 Kayta Neogen® Molekylaarisen testin cap/decap-tydkalua — Lysis yhden Neogen Lyysiliuosputkiliuskan avaamiseen
— yksi liuska kerrallaan.

4.5 Heita Neogen Lyysiliuosputken suojus pois — jos lysaatti sdilytetdan uudelleentestausta varten, laita suojukset
puhtaaseen astiaan lyysin jalkeistd uudelleenkaytt6a varten.

4.51 Sailytetyn lysaatin kasittelyyn liittyvat ohjeet ovat liitteessa A.

4.6 Siirra 20 pl ndytetta Neogen Lyysiliuosputkeen, jollei ndytteenottokaytantétaulukoissa 2, 3 tai 4 muuta mainita
(esim. raa’at maitotuotteet tai kaytettdessa ymparistdnaytteita ja neutraloivaa puskuririkastusliuosta, kayta 10 pl).

TIIIITA

5. Toista vaihe 4.4-4.6, kunnes kukin yksittainen nayte on lisatty vastaavaan Neogen Lyysiliuosputkeen liuskassa.

6. Kun kaikki ndytteet on siirretty, siirréd 20 ul negatiivista kontrollia (steriilia rikastusainetta, Demi Fraser -liuosta)
Neogen Lyysiliuosputkeen. Ala kéayta vettad negatiivisena kontrollina.

7. Varmista, ettd Neogen Molekylaarisen testilampdlohkon pistokkeen lampétila on 100 = 1°C.
8. Aseta peittamatdon Neogen Lyysiliuosputkiteline Neogen Molekylaarisen testilampdlohkon pistokkeeseen ja kuumenna

8
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15 = 1 minuuttia. Kuumennuksen aikana Neogen Lyysiliuoksen vari muuttuu vaaleanpunaisesta (viile3) keltaiseksi (kuuma).

8.1 Jos néytteita ei ole asianmukaisesti lampokasitelty testin lyysivaiheen aikana, ne saattavat muodostaa biologisen
vaaratekijén, jolloin niita El saa asettaa Neogen Molekylaariseen testi-instrumenttiin.

Poista peittamaton Neogen Lyysiliuosputkiteline lammityslohkosta ja anna sen viilentya Neogen Molekylaarisen
testijadhdytyslohkon pistokkeessa vahintdan 5 minuuttia ja enintdan 10 minuuttia. Neogen Molekylaarisen
testijadhdytyslohkon pistoke, jota kaytetadn ympariston lampdisend, asetetaan suoraan laboratorion tyétasolle.
Viiledna lyysiliuoksen vari palaa vaaleanpunaiseksi.

10. Poista Neogen Lyysiliuosputkiteline Neogen Molekylaarisen testijadhdytyslohkon pistokkeesta.

001500

il i

Monistaminen

1.

Jokaiselle naytteelle ja negatiiviselle kontrollindytteelle tarvitaan yksi Neogen Molekylaarisen testisetin 2 - Listeria
monocytogenes -reagenssiputki.

11 Reagenssiputkiliuskat voidaan leikata haluttuun maaraan putkia. Valitse tarvittava yksittaisten Neogen
Molekylaaristen testisettien 2 - Listeria monocytogenes -reagenssiputkien tai 8 putken liuskojen maara.

1.2 Aseta Neogen Molekylaarisen testisetin 2 - Listeria monocytogenes -reagenssiputket tyhjaan telineeseen.
1.3 Valta liikuttamasta reagenssipelletteja putkien pohjalta.

2. Valitse 1 Neogen Reagenssin valvontaputki ja aseta telineeseen.

3. Ristikontaminaation valttamiseksi poista suojus yhdesta Neogen Molekylaarisen testisetin 2 - Listeria monocytogenes

-reagenssiputkinauhasta kerrallaan ja kayta uutta pipetin karkea jokaisessa siirtovaiheessa.

Siirra lysaatti Neogen Molekylaarisen testisetin 2 - Listeria monocytogenes -reagenssiputkeen ja Neogen Reagenssin
valvontaputkeen seuraavasti:

Siirra jokainen naytelysaatti yksittdiseen Neogen Molekylaarisen testisetin 2 - Listeria monocytogenes
-reagenssiputkeen ensin ja sitten negatiivinen kontrolli. Hydratoi Neogen Reagenssin valvontaputki viimeisena.

Avaa Neogen Molekylaérisen testisetin 2 - Listeria monocytogenes -reagenssiputki kdyttamalla Neogen® Molekylaarisen
testin cap/decap-tydkalua - Reagenssi. Avaa yksi reagenssiputkeen putkiliuska kerrallaan. Heité suojus pois.

51 Siirra 20 pl niytelysaattia Neogen Lyysiliuosputkessa olevan nesteen ylemmasti puoliskosta (vélti sakkaa)
vastaavaan Neogen Molekylaérisen testisetin 2 - Listeria monocytogenes -reagenssiputkeen. Annostele vinossa
kulmassa, jotta et liikuta pelletteja. Sekoita pipetoimalla varovasti yl6s ja alas 5 kertaa.

5.2 Toista vaihe 5.1, kunnes kaikki yksittdiset ndytelysaatit on lisatty vastaavaan Neogen Molekyl&arisen testisetin 2 -
Listeria monocytogenes -reagenssiputkeen liuskassa.

5.3 Peitda Neogen Molekylaarisen testisetin 2 - Listeria monocytogenes -reagenssiputket mukana toimitetuilla
lisdsuojuksilla ja varmista, ettd ne ovat tiukasti paikoillaan, painamalla niitd Neogen Molekylaarisen testin cap/
decap-tyodkalun - Reagenssi pyéristetylla puolella eteen- ja taaksepain suuntautuvalla liikkeella.

5.4 Toista tarvittaessa vaiheet 5.1-5.3 testattavien naytteiden maaran mukaan.

5.5 Kun kaikki naytelysaatit on siirretty, siirrd 20 ul negatiivista kontrollilysaattia Neogen Molekylaarisen testisetin
2 - Listeria monocytogenes -reagenssiputkeen toistamalla vaiheet 5.1.

5.6 Siirra 20 pl negatiivista kontrollilysaattia Neogen Reagenssin valvontaputkeen. Annostele vinossa kulmassa, jotta
et liikkuta pelletteja. Sekoita pipetoimalla varovasti ylos ja alas 5 kertaa.

Aseta suojuksella suljetut putket puhtaaseen ja steriloituun Neogen Molekylaarisen testinopeuden latausalustaan. Sulje
ja lukitse Neogen Molekylaarisen testinopeuden latausalustan kansi.
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20 pL

7. Tarkasta ja vahvista maaritetty ajo Neogen Molekylaarisen testijarjestelman ohjelmistossa.

8. Napsauta ohjelmiston Start (Kaynnists) -painiketta ja valitse kdytettava instrumentti. Valitun instrumentin kansi
aukeaa automaattisesti.

9. Aseta Neogen Molekylaérisen testinopeuden latausalusta Neogen Molekyléériseen testi-instrumenttiin ja aloita testi
sulkemalla kansi. Saat tulokset 75 minuutin kuluessa, positiiviset tulokset saatetaan kuitenkin havaita jo aikaisemmin.

10. Kun testi on suoritettu loppuun, ota Neogen Molekylaarisen testinopeuden latausalusta Neogen Molekylaarisesta
testi-instrumentista ja havita putket liottamalla niita 1—5-tilavuusprosenttisessa (veteen laimennetussa)
talouskayttdisessa valkaisuaineliuoksessa tai vastaavassa liuoksessa 1tunnin ajan ja etéélla testin valmistelualueelta.

HUOMAUTUS: Jotta ristikontaminaation aiheuttamien vaarien positiivisten riski olisi mahdollisimman pieni, &la
koskaan avaa monistettua DNA:ta sisaltavia reagenssiputkia. Tama koskee Neogen Molekylaarisen testisetin 2 - Listeria
monocytogenes -reagenssiputkia, Neogen Reagenssin valvonnan putkia ja testitaulukon valvonnan putkia. Havita
kontaminoituneet putket aina liottamalla niitd 1-5-tilavuusprosenttisessa (veteen laimennetussa) valkaisuaineliuoksessa
tai vastaavassa liuoksessa 1tunnin ajan etaalla testin valmistelualueelta.

Tulokset ja tulkinta

Algoritmi tulkitsee nukleiinihappojen monistuksen tunnistuksesta saatavaa valon sirontakayraa. Ohjelmisto analysoi
tulokset automaattisesti, ja tulokset varikoodataan tuloksen mukaan. Positiivinen tai negatiivinen tulos maaritetaan

analysoimalla useita yksil6llisia kdyraparametreja. Oletetut positiiviset tulokset ilmoitetaan reaaliaikaisesti, kun taas
negatiiviset ja tarkastettavat tulokset naytetaan ajon valmistumisen jalkeen.

Oletetut positiiviset ndytteet on vahvistettava laboratorion vakiotoimintamenetelmien mukaisesti tai noudattamalla
asianmukaista vertailumenetelmaa® 22 aloittamalla naytteen siirrosta ensisijaisesta rikastusliemesta toissijaiseen
rikastusliemeen (jos kaytdssa), mita seuraa kasvatusalustaan asettaminen ja isolaattien vahvistaminen asianmukaisilla
biokemiallisilla ja serologisilla menetelmilla.

HUOMAUTUS: Negatiivinenkaan néyte ei anna nollalukemaa, sillé jarjestelmallad ja Neogen Molekylééarisen testisetin
2 - Listeria monocytogenes -monistusreagensseilla on tausta-RLU-lukema (suhteellinen valoyksikkd).

Joissain harvoissa tapauksissa valon sironta voi olla epatavallinen, jolloin algoritmi merkitsee sen tarkastettavaksi.
Neogen suosittelee testin uusimista tarkastettavaksi merkittyjen naytteiden osalta. Jos tulokseksi tulee jatkuvasti
Inspect (Tarkasta), tee varmistustesti kayttamalla itse parhaaksi katsomaasi menetelmaa tai paikallisten maaraysten
mukaista menetelmaa.

Taulukko 5: Neogen Molekylaarisen testijarjestelman ohjelmistossa kaytetyt naytteiden tulossymbolit ja niiden tulkinta.

Putker'l Putken . Tulos Tulkinta
tyyppi tulossymboli
Nayte ‘ Positiivinen Oletettu positiivinen ndyte kohdepatogeenin osalta.
Nayte ‘ Negatiivinen Negatiivinen nédyte kohdepatogeenin osalta.
Navte @ Estett Naytematriisi inhiboi testin. Uusintatestaus voi olla valttamaton.
Y Y Katso lisatietoja vianmaarityskohdasta ja testisetin tuoteselosteesta.
Kohdepatogeenin esiintymista tai sen puuttumista ei voitu
Nayte @ Tarkasta maaritella. Uusintatestaus voi olla valttamatén. Katso lisatietoja
vianmaarityskohdasta ja testisetin tuoteselosteesta.
Nivte @ Virhe Bioluminesenssia ei havaittu. Uusintatestaus voi olla valttamaton.
Y Katso lisatietoja vianmaarityskohdasta ja testisetin tuoteselosteesta.

10
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Tulosten vahvistaminen NF VALIDATION -sertifioidun menetelméan mukaisesti
Vaihtoehto 1: Kayttamalla ISO 11290® -standardia aloittaen Demi Fraser -rikastamisesta.
Vaihtoehto 2: Eristdiminen PALCAM-agarilla (O&A) tai kromogeenisella agarilla osana NF VALIDATION -sertifioitua Listeria

monocytogenes -bakteerin havaitsemismenetelmaa. Tunnusomaisten pesakkeiden esiintyminen riittda vahvistamaan
Listeria monocytogenes -bakteerien esiintymisen.

Vaihtoehto 3: Kayttamalla EN ISO 7218®-standardissa kuvattuja DNA-koettimia selektiiviseltd agarlevylté eristettyihin
pesakkeisiin (katso vaihtoehdot 1 tai 2).

Vaihtoehto 4: Kayttamalla jotain muuta NF VALIDATION -sertifioitua menetelmaa, jonka periaatteen on oltava erilainen
kuin Neogen Molekylaarisessa testisetissa 2 - Listeria monocytogenes. On kaytettava télle toiselle validoidulle menetelmalle
kuvattua koko kaytantoa. Kaikkien vahvistamisen alkua edeltévien vaiheiden on oltava kummallekin menetelmalle yhteisia.

Jos tulokset ovat ristiriitaisia (vaihtoehtoisella menetelmalls saatu oletettu positiivinen tulos, jota ei saada vahvistettua
jollakin edella kuvatuista tavoista), laboratorion on tehtéva tarvittavat toimenpiteet saadun tuloksen validoimiseksi.

Jos tulokset ovat ristiriitaisia (Neogen Molekylaarisen testisetin 2 - Listeria monocytogenes saatu oletettu positiivinen
tulos, jota ei saada vahvistettua jollakin edelld kuvatuista tavoista), laboratorion on tehtéva tarvittavat toimenpiteet saadun
tuloksen validoimiseksi.

Jos sinulla on jotain tiettya sovellusta tai menetelméaa koskevia kysymyksia, kady verkkosivuillamme osoitteessa
www.neogen.com tai ota yhteytta paikalliseen Neogen-edustajaan tai -jalleenmyyjaan.

Liite A. Kdaytannon keskeytys: Lampokasiteltyjen lysaattien sailyttaminen ja uudelleentestaus.
1. Sailyta lampokasitelty lysaatti sulkemalla lyysiputki uudelleen puhtaalla suojuksella (katso "Lyysi”, 4.5).

Sailyta 4—-8 °C:ssa enintdan 72 tuntia.
Valmistele sailytetty ndyte monistamista varten kaantelemalld sité 2—3 kertaa, jotta se sekoittuu.
Poista suojukset putkista.

a pab

Aseta sekoitetut lyysiputket Neogen Molekylaarisen testilampolohkon pistokkeeseen ja kuumenna 100 + 1°C:ssa
5 =1 minuuttia.

6. Poista Neogen Lyysiliuosputkiteline lammityslohkosta ja anna sen viilentyd Neogen Molekylaarisen
testijadhdytyslohkon pistokkeessa vahintdan 5 minuuttia ja enintdan 10 minuuttia.

7. Jatka kayténtoa edella olevasta kohdasta "Monistaminen”.
Viitteet:

1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analysis Manual. Chapter 10: Detection and Enumeration of Listeria
monocytogenes in Foods. January 2016 Version.

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 8.08. Isolation and Identification of
Listeria monocytogenes from Red Meat, Poultry and Egg Products, and Environmental Samples.
Effective Date: May 1, 2013.

3. NF EN ISO 11290-1. Microbiology of Food and Animal Feeding Stuffs — Horizontal Method for the Detection and
Enumeration of Listeria monocytogenes. Amendment 1, 2004-10-15.

4. NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.
5. NF EN ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General rules for microbiological examination.

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

7. NF EN ISO 18593. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal methods for sampling techniques from
surfaces using contact plates and swabs.

8. NF EN ISO 6887. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension and
decimal dilutions for microbiological examination.

Tuotteen tarrasymbolien selitykset
info.neogen.com/symbols
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ENEI]EEN Data de emissdo: 2024-07

Instrucdes do produto

Ensaio para Detec¢ao Molecular de Listeria monocytogenes 2

Descrigao e uso recomendado do produto

O Neogen® Ensaio para Detecg¢édo Molecular de Listeria monocytogenes 2 é usado com o Neogen® Sistema de Detecgédo
Molecular para a deteccéo rapida e especifica de Listeria monocytogenes em amostras enriquecidas de alimentos

e ambientais de processos de alimentos. O Neogen Ensaio para Deteccdo Molecular utiliza amplificagéo isotérmica
mediada por alga para amplificar rapidamente sequéncias de acidos nucleicos com alta especificidade e sensibilidade,
combinadas com bioluminescéncia para detectar a amplificagédo. Os resultados positivos presuntivos séo relatados em
tempo real enquanto os resultados negativos séo exibidos apds a conclusdo do ensaio. Os resultados positivos presuntivos
devem ser confirmados através do seu método preferencial ou conforme especificado pelos regulamentos locais2 3.

O Neogen Ensaio para Detecg¢édo Molecular de Listeria monocytogenes 2 destina-se ao uso em ambiente laboratorial por
profissionais treinados em técnicas laboratoriais. A Neogen ndo documentou o uso deste produto em outros setores
que nio o de alimentos e bebidas. Por exemplo, a Neogen ndo documentou este produto para testar amostras de dgua,
produtos farmacéuticos, cosméticos, clinicas ou veterinarias. O Neogen Ensaio para Detecgdo Molecular de Listeria
monocytogenes 2 nao foi avaliado com todos os possiveis protocolos de teste nem com todas as linhagens de bactérias
possiveis.

Assim como em todos os métodos de teste, a fonte, a formulacéo e a qualidade do meio de enriquecimento podem
influenciar os resultados. Fatores como métodos de amostragem, protocolos de teste, preparagdo de amostras, manuseio
e técnica de laboratério também podem influenciar os resultados. A Neogen recomenda a avaliagdo do método, incluindo
meio de enriquecimento no ambiente do usuario, usando um nimero suficiente de amostras com alimentos especificos

e desafios microbianos para garantir que o método atenda aos critérios do usuario.

A Neogen avaliou o Neogen Ensaio para Detecgdo Molecular de Listeria monocytogenes 2 com Demi Fraser Caldo
contendo citrato férrico amoniacal e Fraser Caldo contendo citrato férrico amoniacal conforme necessario. Uma
formulacéo tipica desse meio pode ser vista abaixo.

Férmula tipica de Demi Fraser Caldo Base (g/L) Férmula tipica de Fraser Caldo Base (g/L)
Cloreto de sodio 20g Cloreto de sddio 20g
Fosfato de sédio, dibasico, anidro* 9,69 Fosfato de sédio, dibasico, anidro* 9,69
Extrato de carne 509 Extrato de carne 5,09
Digestao pancreatica de caseina 509 Digestédo pancreatica de caseina 5,09
Digestéo péptica de tecido animal 509 Digestéo péptica de tecido animal 509
Extrato de levedura 509 Extrato de levedura 509
Cloreto de litio 3,09 Cloreto de litio 3,09
Fosfato de potassio, monobasico 1,359 Fosfato de potassio, monobasico 1,359
Esculina 1,0g Esculina 1,0g
Cloridrato de acriflavina 0,0125¢g Cloridrato de acriflavina 0,025¢g
Acido nalidixico 0,01g Acido nalidixico 0,02g

* Substituto: Fosfato de sédio, dibasico, di-hidrato 12,0 g

Suplemento de Fraser Caldo

(Ingredientes por frasco de 10 mL. (Um frasco é adicionado a um litro de meio basal.)

Citrato férrico amoniacal 0,5 g/10 mL

pH final 72+0,2a25°C

O Neogen® Equipamento de Detecgdo Molecular destina-se ao uso com amostras que passaram por tratamento térmico
durante a etapa de lise do ensaio, projetado para destruir organismos presentes na amostra. Amostras que nao foram

tratadas com aquecimento de forma adequada durante a etapa de lise do ensaio podem ser consideradas um risco
biolégico potencial e NAO devem ser inseridas no Neogen Equipamento de Detecgdo Molecular.

A Neogen Food Safety é certificada pela Organizagéo Internacional de Normalizacéo (ISO) 9001 para projeto e fabricacgéo.

O kit de testes do Neogen Ensaio para Detecgdo Molecular de Listeria monocytogenes 2 contém 96 testes, descritos na
Tabela 1.
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Tabela 1. Componentes do kit Neogen Ensaio de Detecgdo Molecular

Item Identificacdo Quantidade Contetdo Comentarios
~ Armazenados
Neogen® Solugéo de Lise Solugéo rosa . no rack
em tubos 96 (12 tiras de 8 tubos) 580 pL de LS por tubo
(LS) e prontos para
transparentes
0 uso
® -
Neogen~ Ensaio para Mistura de detecgédo
Detecgdo Molecular de . e Pronto
o Tubos amarelos 96 (12 tiras de 8 tubos) e amplificagdo
Listeria monocytogenes PPN para uso
especifica liofilizada
2 Tubos de reagentes
Tampas adicionais Tampas amarelas 96 (12 tiras de 8 tampas) Pronto
para uso
Neogen® Controle de Tubos 16 (2 embalagens de Mistura de DN.A. de ~ Pronto
transparentes com - controle, amplificagdo
Reagentes (RC) . 8 tubos individuais) I para uso
tampa articulada e deteccao liofilizada

O Controle Negativo, ndo fornecido no kit, € um meio de enriquecimento estéril, por exemplo, Demi Fraser Caldo. Nao
utilize agua como Controle Negativo.

Seguranca

O usuario deve ler, compreender e seguir todas as informagdes de seguranga presentes nas instrugdes do Neogen Sistema
de Deteccédo Molecular e do Neogen Ensaio para Detecgdo Molecular de Listeria monocytogenes 2. Guarde as instrucoes
sobre seguranca para consulta posterior.

A ADVERTENCIA: Indica uma situacdo de perigo que, se ndo evitada, pode resultar em morte ou ferimentos graves
e/ou danos materiais.

AVISO: indica uma situacédo potencialmente perigosa que, se ndo evitada, pode resultar em danos materiais.

A ADVERTENCIA

N3o use o Neogen Ensaio para Deteccdao Molecular de Listeria monocytogenes 2 no diagnéstico de problemas de satide
em humanos ou animais.

O método Neogen Ensaio para Detecgdo Molecular de Listeria monocytogenes 2 pode gerar Listeria monocytogenes
a niveis suficientes para causar a ocorréncia de natimortos e morte em mulheres gravidas e imunocomprometidos,
case sejam expostos.

O usuario deve treinar sua equipe com técnicas de testes atuais apropriadas: por exemplo, Boas Praticas de
Laboratério, ISO/IEC 17025, ou 1SO 7218,

Para reduzir os riscos associados a um resultado falso-negativo levando a liberagdo do produto contaminado:

e Siga o protocolo e realize os testes exatamente conforme especificado nas instrugdes do produto.

e Armazene o Neogen Ensaio para Deteccdo Molecular de Listeria monocytogenes 2 conforme indicado na embalagem e
nas instrugdes do produto.

e Sempre use o Neogen Ensaio para Detecgdo Molecular de Listeria monocytogenes 2 antes do vencimento.

e Utilize o Neogen Ensaio para Detecgédo Molecular de Listeria monocytogenes 2 para amostras de alimentos e ambientais
que tenham sido validadas internamente ou por um terceiro.

e Utilize o Neogen Ensaio para Detecgdo Molecular de Listeria monocytogenes 2 somente para superficies, desinfetantes,
protocolos e linhagens de bactérias que tenham sido aprovados internamente ou por um terceiro.

e Para uma amostra ambiental que contém um tampéo neutralizante com complexo de sulfonato de arila, faga uma
diluicdo de 1:2 antes de testar (1 parte da amostra em 1 parte do caldo de enriquecimento estéril). Outra opcéo
é transferir 10 pL do enriquecimento do tampéo neutralizante (NB) para os tubos de Neogen Solugéo de Lise. Produtos
Neogen® Sample Collection que incluem tampao neutralizante com complexo de sulfonato de arila: RS96010NB,
RS9604NB, SSL10NB, SSL1IONB2G, HS10NB, HS10NB2G e HS2410NB2G.

Para reduzir os riscos de exposi¢do a produtos quimicos e agentes biolégicos nocivos:
e E altamente recomendavel que a equipe de mulheres do laboratério seja informada sobre o risco para
o desenvolvimento do feto resultante da infecgdo da mée pela exposicéo a Listeria monocytogenes.
e Execute testes de agentes patogénicos em um laboratério adequadamente equipado, sob o controle de pessoal
bem treinado. O meio de enriquecimento incubado e equipamentos ou superficies que tenham entrado em contato
com o meio de enriquecimento incubado podem conter patégenos em niveis suficientes para apresentar riscos
a salide humana.
e Sempre adote as praticas de seguranca padriao em laboratérios, como usar trajes de protecdo adequados e 6culos de
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protegéo ao manipular reagentes e amostras contaminadas.

e Evite o contato com o contelddo do meio de enriquecimento e dos tubos de reagentes apds a amplificagéo.

Descarte amostras enriquecidas de acordo com as normas vigentes do setor.

e Amostras que nédo foram tratadas com aquecimento de forma adequada durante a etapa de lise do ensaio podem ser
consideradas um risco biolégico potencial e NAO devem ser inseridas no Neogen Equipamento de Detecgao Molecular.

Para reduzir os riscos de contaminagéo cruzada ao preparar o ensaio:
e Sempre use luvas (para proteger o usuério e evitar a introducéo de nucleases).

Para reduzir os riscos associados a contaminagédo ambiental:
e Siga as normas vigentes do setor referentes ao descarte de residuos contaminados.

Para reduzir os riscos de exposigdo a liquidos quentes:

e N3o exceda a temperatura recomendada ao ajustar o aquecedor.

e N3o exceda o tempo de aquecimento recomendado.

e Utilize um termdmetro calibrado adequado para verificar a temperatura do Neogen® Bloco de Aquecimento para
Deteccéo Molecular (por exemplo, um termémetro de imerséo parcial ou termémetro termopar digital, e ndo um
termdémetro de imersdo total). O termdémetro deve ser colocado no local indicado do Neogen Bloco de Aquecimento
para Detecgdo Molecular.

AVISO

Para reduzir os riscos de contaminagéo cruzada ao preparar o ensaio:

e Troque de luvas antes da hidratacéo do pellet dos reagentes.

e Recomenda-se o uso de ponteiras de pipeta estéreis, com barreira aerossol (filtros) e nivel de biologia molecular.

e Utilize uma nova ponteira de pipeta para cada transferéncia de amostra.

e Utilize Boas Praticas Laboratoriais para transferir a amostra do meio de enriquecimento para o tubo de lise. Para evitar
a contaminacgéo da pipeta, o usudrio pode decidir adicionar uma etapa de transferéncia intermediaria. Por exemplo,
o usudrio pode transferir cada amostra enriquecida para um tubo estéril.

e Utilize uma estacéo de trabalho de biologia molecular contendo Iampada germicida sempre que possivel.
Periodicamente, descontamine as bancadas e os equipamentos do laboratério (pipetas, ferramentas de tampar/
destampar etc.) com uma solugéo de 1-5% (v:v em dgua) de dgua sanitéria ou solugdo de remocdo de DNA.

Para reduzir os riscos de um resultado falso-positivo:

e Nunca abra tubos de reagentes apés a amplificagdo.

e Sempre descarte os tubos contaminados mergulhando-os em uma solucéo de dgua sanitéria de 1-5% (v:v em agua)
ou solugdo equivalente por 1 hora, longe da érea de preparagéo de ensaio.

e Nunca submeta os tubos de reagentes a autoclave apés a amplificacéo.

Consulte a Planilha de Dados de Seguranca para obter informacdes adicionais e informacdes sobre os regulamentos locais
para descarte.

Em caso de duvidas sobre aplicagées ou procedimentos especificos, acesse nosso site www.neogen.com ou entre em
contato com o seu representante ou distribuidor local Neogen.

Responsabilidade do usuario

Os usudrios sdo responsaveis por se familiarizar com as informagdes e instrugdes do produto. Visite nosso site
www.neogen.com ou entre em contato com o representante ou distribuidor Neogen mais proximo para obter
mais informacdes.

Ao selecionar qualquer método de teste, é importante considerar que fatores externos, como métodos de amostragem,
protocolos de teste, preparo de amostras, manipulacdo e técnica laboratorial utilizada, podem influenciar os resultados.

E de responsabilidade do usuério, ao selecionar qualquer método de teste ou produto, avaliar um nimero suficiente de
amostras com as matrizes e testes microbioldgicos que permitam assegurar que o método escolhido atenda aos critérios
por ele estabelecidos.

Também é de responsabilidade do usuéario determinar se 0 método de teste e os resultados atendem as exigéncias de seus
clientes e fornecedores.

Como em qualquer outro método de teste, os resultados obtidos com qualquer produto da Neogen Food Safety nao
constituem garantia de qualidade das matrizes ou processos com eles testados.

Para ajudar os clientes a avaliar o método para diversas matrizes de alimentos, a Neogen desenvolveu o kit Neogen®
Controle de Matriz para Detec¢do Molecular. Quando necessario, utilize o Controle de Matriz (MC) para determinar se

a matriz pode influenciar os resultados do Neogen Ensaio para Detecgdo Molecular de Listeria monocytogenes 2. Teste
diversas amostras representativas da matriz, ou seja, amostras obtidas a partir de diferentes origens, durante qualquer
periodo de validagdo quando adotar o método da Neogen, ou quando testar matrizes novas ou desconhecidas ou matrizes
que tiverem passado por mudangas de processo ou matéria-prima.

Uma matriz pode ser definida como um tipo de produto com propriedades intrinsecas, tais como composigao
e processamento. As diferengas entre matrizes podem ser tdo simples quanto os efeitos causados pelas diferengas em seu

3
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processamento ou apresentagdo; por exemplo, cru vs. pasteurizado, fresco vs. desidratado, etc.

Limitacdo de garantias/recurso limitado )

SALVO CONFORME DECLARADO EXPRESSAMENTE EM UMA SECAO DE GARANTIA DE EMPACOTAMENTO

DE PRODUTO INDIVIDUAL, A NEOGEN REJEITA TODAS AS GARANTIAS EXPRESSAS E IMPLICITAS, INCLUINDO,
ENTRE OUTRAS, QUAISQUER GARANTIAS DE COMERCIALIZACAO OU ADEQUACAO PARA UM DETERMINADO USO.
Se ficar provado que qualquer produto da Neogen Food Safety se encontra defeituoso, a Neogen ou seu distribuidor
autorizado procedera a respectiva substituicdo ou, se assim o decidir, restituira o dinheiro da compra do produto. Estes
sd0 os seus Unicos termos de recurso. Entre em contato com seu representante da Neogen ou distribuidor autorizado da
Neogen para qualquer duvida adicional.

Limitagdes de responsabilidade da Neogen

A NEOGEN NAO SE RESPONSABILIZARA POR QUAISQUER DANOS, SEJAM DIRETOS, INDIRETOS, ESPECIAIS,
ACIDENTAIS OU SUBSEQUENTES, INCLUINDO, ENTRE OUTROS, PERDA DE LUCROS. Em nenhuma circunstancia nem
ao abrigo seja de qualquer teoria juridica, a responsabilidade da Neogen devera exceder o prego de compra dos produtos
supostamente defeituosos.

Armazenamento e descarte

Armazene o Neogen Ensaio para Detecgédo Molecular de Listeria monocytogenes 2 a 2—8 °C. Nao congele. Mantenha

o kit longe de luz durante o armazenamento. Apds abrir o kit, verifique se a embalagem de aluminio ndo esta danificada.
Se a embalagem estiver danificada, ndo utilize. Apds a abertura, os tubos de reagentes nao utilizados devem sempre
ser armazenados na embalagem resselavel, juntamente com o dessecante para manter a estabilidade dos reagentes
liofilizados. Armazene as embalagens resseladas a 2—-8 °C por, no maximo, 60 dias.

N3o utilize o Neogen Ensaio para Detecgcdo Molecular de Listeria monocytogenes 2 apds o vencimento. A data de
validade e o nimero do lote estdo anotados no rétulo externo da caixa. Apds o uso, o meio de enriquecimento e os
tubos do Neogen Ensaio para Detecgdo Molecular de Listeria monocytogenes 2 podem conter materiais potencialmente
patogénicos. Quando o teste for concluido, siga os regulamentos padrao vigentes da industria para descarte de residuos
contaminados. Consulte a Planilha de Dados de Seguranca para obter informagdes adicionais e informagdes sobre os
regulamentos locais para descarte.

Instrugdes de uso
Siga todas as instru¢gées com atengdo. Caso contrério, pode haver resultados imprecisos.

Periodicamente, descontamine as bancadas e os equipamentos do laboratério (pipetas, ferramentas de tampar/destampar
etc.) com uma solucéo de 1-5% (v:v em &gua) de dgua sanitéria ou solugdo de remocéo de DNA.

O usuario deve concluir o treinamento de qualificagido do operador (QO) do Sistema de Detecgdo Molecular Neogen,
conforme descrito no documento "Protocolos e Instru¢des de Qualificagdo de Instalagdo (Ql)/Qualificagdo Operacional
(QO) para o Neogen Sistema de Deteccéo Molecular"®.

Consulte a secéo "Instrugdes especificas para métodos comprovados" para obter os requisitos especificos:

Tabela 3 para protocolos de enriquecimento de acordo com o AOAC® Official Method of Analysiss™ 2016.08
e Certificado AOAC® Performance Tested Method*V #081501.

Tabela 4 para protocolos de enriquecimento conforme o certificado NF Validation 3M 01/15-09/16.

Enriquecimento de amostra )

As Tabelas 2, 3 e 4 oferecem diretrizes sobre enriquecimento para alimentos e amostras ambientais. E responsabilidade do
usudrio validar os protocolos de amostragem alternativos ou diluicdo para garantir que este método de teste atenda aos
critérios do usuario.

Alimentos
1. Deixe que o meio de enriquecimento Demi Fraser Caldo (incluindo o citrato férrico amoniacal) equilibre & temperatura
ambiente do laboratério.

2. Misture assepticamente o meio de enriquecimento e a amostra conforme as Tabelas 2, 3 ou 4. Para carnes e amostras
altamente particuladas, recomenda-se o uso de sacos de amostra com filtro.

3. Homogeneize totalmente por mistura, esmagamento (no stomacher) ou mistura manual por 2 + 0,2 minutos. Incube
a 37 + 1°C conforme as Tabelas 2, 3 ou 4.

4. Para laticinios crus (consulte 2, 3 ou 4), transfira 0,1 mL do enriquecimento primario para 10 mL de Fraser Caldo.
Armazene a 37 +1°C por até 20—24 horas.

Amostras ambientais

Os dispositivos de coleta de amostra podem ser uma esponja hidratada com uma solugéo neutralizante para desativar
os efeitos dos desinfetantes. A Neogen recomenda o uso de uma esponja de celulose livre de biocidas. A solugao
neutralizante pode ser Caldo Neutralizante Dey-Engley (D/E) ou Caldo Letheen. Recomenda-se desinfetar a drea apds a
amostragem.
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ADVERTENCIA: Caso escolha utilizar tamp3o neutralizante (NB) que contém complexos de sulfonato de arila como
a solucéo hidratante para a esponja, sera necessario que vocé execute uma diluicdo de 1:2 (1 parte da amostra em

1 parte do caldo de enriquecimento estéril) da amostra ambiental enriquecida antes de testar para reduzir os riscos
de um resultado falso-negativo que levaria a liberagdo de produtos contaminados. Outra opgao é transferir 10 uL do
enriguecimento do tampao neutralizante para os tubos de Neogen Solugéo de Lise.

O tamanho recomendado da area de amostragem para confirmar a presenca ou auséncia do patégeno na superficie
é de, no minimo, 100 cm? (10 cm x 10 cm ou 4” x 4”). Caso a amostragem seja realizada com uma esponja, toda a area
deve ser coberta em duas direcées (esquerda e direita, depois para cima e para baixo) ou as amostras ambientais devem
ser coletadas em conformidade com o protocolo de amostragem vigente ou de acordo com as diretrizes do FDA BAM®,
USDA FSIS MLG® ou ISO 185937,

1. Deixe que o meio de enriquecimento Demi Fraser Caldo (incluindo o citrato férrico amoniacal) equilibre & temperatura
ambiente do laboratério.

Misture assepticamente o meio de enriquecimento e a amostra conforme as Tabelas 2, 3 ou 4.

Homogeneize totalmente por mistura, esmagamento (no stomacher) ou mistura manual por 2 + 0,2 minutos. Incube
a 37 £ 1°C por 24-30 horas conforme as Tabelas 2, 3 ou 4.

Tabela 2: Protocolos gerais de enriquecimento a 37 + 1°C usando o Demi Fraser Caldo e o Fraser Caldo

conforme necessario.

Volume do
Tamanho Tempo de
. Caldo de . .
Matriz de amostra da Enri . | Enriquecimen-
nriqueci-
amostra to (horas)

mento (mL)
Carnes
termoprocessadas,
cozidas, curadas,
aves, pescados
e peixes
Produtos lacteos 25g 205 24-30
termoprocessados/
pasteurizados
Hortifruti e vegetais
Alimentos
compostos
Amostras 1esponja | 100 ou 225 24-30
ambientais® 1swab 10 24-30
Carnes cruas, aves, 25 475 08-32
pescados e peixes

Enriquecimento primario

Enriquecimento secundario

(Demi Fraser Caldo)® (Fraser Caldo)® Volume
. de ana-
Lo T D BT Tamanho o el Tempo de Temperatura Tempo de lise da
Caldo de h : Tamanho : Enrique- ®)
da 5 . | Enriquecimen- de enrique- n amostra
Enriqueci- da amostra . B cimento
amostra to (horas) cimento (°C)
mento (mL) (horas)
Transfira
0,1 mL
Laticinios crus 259 225 20-24 para 10 mL 37 +1 20-24 10 L
de Fraser
Caldo

(a) O Demi Fraser Caldo e o Fraser Caldo devem sempre ser suplementados com suplemento de Fraser Caldo

(citrato férrico amoniacal) durante o enriquecimento primério ou secundario.

(b) Volume de amostra transferido para tubos de Neogen Solucéo de Lise. Consulte a etapa 4.6 da secéo Lise.
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Instrucdes especificas para métodos comprovados
AOAC?® Official Method of Analysis 2016.08
AOAC® Performance Tested Method*™ N° 081501

= PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 081501
Nos programas OMA®M e PTM®M do Instituto de Pesquisa AOAC, o Neogen Ensaio para Detecgdo Molecular de Listeria
monocytogenes 2 foi constatado como um método eficiente para a detecgdo de Listeria monocytogenes. As matrizes
testadas no estudo sdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. Protocolos de enriquecimento usando o Demi Fraser Caldo® 37 + 1°C de acordo com AOAC OMASM 2016.08
e PTM®M Certificado N° 081501.

Tamanho Volume do Caldo Tempo de
Matriz de amostra d de Enriquecimento | Enriquecimento
a amostra
(mL) (horas)

Salsicha de carne bovina, queijo fresco,
sorvete de baunilha, queijo cottage de
leite com 4% de gordura, achocolatado de 25¢9 225 24-30
leite integral 3%, alface romana, espinafre
cru ensacado, salméo defumado a frio

Carne de frango crua 259 475 28-32
Embutido de peru 1259 125 24-30
Melzo® Melao Volume suficiente 26-30
inteiro para o meldo flutuar
Aco inoxidavel 1 esponja 225 24-30
» -2 | Concreto selado 1esponja 100 24-30
@©
=
0 O
g -g Plastico® 1swab 10 24-30
<o

Todas as amostras para a validagdo da AOAC foram homogeneizadas no stomacher, salvo indicagdo em contrario.

(a) O Demi Fraser Caldo e o Fraser Caldo devem sempre ser suplementados com suplemento de Fraser Caldo
(citrato férrico amoniacal) durante o enriquecimento primario ou secundario.

(b) Homogeneize a amostra por mistura manual.
(c) Homogeneize a amostra por vértex.

NF VALIDATION da AFNOR Certification

\CATION
QT\F
c®

NF

K
VALIDATION
EN ISO 16140

3M 01/15-09/16
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http:/nf-validation.afnor.org/en

Para obter mais informacdes sobre o término da validade, consulte o certificado NF VALIDATION disponivel no site
supracitado.

Método certificado NF VALIDATION em conformidade com I1SO 16140-2® em comparagdo com ISO 11290%)
Escopo da validagcdo: Amostras de todos os alimentos humanos e ambientais (com excecdo de amostras de producéo
primaria)

Preparo da amostra: As amostras devem ser preparadas conforme EN ISO 11290-1® e EN ISO 6887®

Versao do software: Consulte o certificado
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Tabela 4: Protocolos de enriquecimento conforme o método certificado NF VALIDATION 3M 01/15-09/16 a 37 =+ 1°C
usando Demi Fraser Caldo e Fraser Caldo conforme necessario.

Volume do | Temperatu- | Tempo de Volume de
Tamanho Caldo de ra de Enri- Enrique- e Ponto de interrupgao
Protocolo geral : ; ; " analise da s
da amostra | Enriqueci- | quecimento | cimento amostra® aceitavel
mento (mL) (x1°C) (horas)
Amostras de
todos os alimentos e Demi Fraser Caldo até
(exceto carnzs 25¢g 72 horas
cruas, pescados crus 225 37 24-30 20 uL . o
e laticinios crus) e Lisado a-20 °C
] . |259,1swab e Lisado a 4 °C até 72 horas
Amostras ambientais ’ ’
1lenco
Enriquecimento primario (Demi Fraser Caldo)® | Enriquecimento secundario (Fraser Caldo)®
Ponto
Protoco- T el ey Temperatu- | Tempo de Temperatu- | Tempo de Volum’e de inter-
lo espe- ama- | Caldode . e Tama- . . | deana- €
esp nho da Enrique- ra de Enri Enrique nhoda | @ de Enri Enrique lise da rupgéo
cifico nriq quecimento | cimento quecimento | cimento _ | aceitavel
amostra | cimento (x1°C) e amostra (x1°C) e amos
(mL) - - tra©
e Fraser
Caldo
Carnes Transfira até
cruas, 0,1 mL 72 horas
pescados | 55 225 37 20-24 para 37 20-24 | 10uL |eLisadoa
crus e 10 mL de 20°C
laticinios Fraser ]
crus Caldo e Lisado a
4°C até
72 horas

(a) Volume de amostra transferido para tubos de Neogen Solucéo de Lise. Consulte a etapa 4.6 da secéo Lise.

(b) O Demi Fraser Caldo e o Fraser Caldo devem sempre ser suplementados com suplemento de Fraser Caldo
(citrato férrico amoniacal) durante o enriquecimento primério ou secundério.

(c) Volume de amostra transferido para tubos de Neogen Solucéo de Lise. Consulte a etapa 4.6 da secéo Lise.

| NOTA: Amostras mais pesadas que 25 g ndo foram testadas no estudo NF Validation.

Preparo da Neogen® Bandeja de Carga Rapida para Detecgdo Molecular
1. Umedeca um pano em uma solucéo de 1-5% (v:v em &gua) de dgua sanitéria ou solugdo equivalente e limpe
a Neogen® Bandeja de Carga Répida para Detecgdo Molecular.
2. Enxague a Neogen Bandeja de Carga Répida para Detecgdo Molecular com agua.
3. Utilize uma toalha descartavel para secar a Neogen Bandeja de Carga Réapida para Detecgdo Molecular.
4. Certifique-se de que a Neogen Bandeja de Carga Rapida para Deteccédo Molecular esteja seca antes de utiliza-la.

Preparagdo do Neogen® Bloco de Resfriamento para Detecgcdo Molecular
Coloque o Neogen® Bloco de Resfriamento para Detecgdo Molecular diretamente sobre a bancada do laboratoério;
utilize o bloco de resfriamento & temperatura ambiente do laboratério (20-25 °C).

Preparo do Neogen® Bloco de Aquecimento para Detecc¢do Molecular

Coloque o Neogen® Bloco de Aquecimento para Detecgéo Molecular em uma unidade de aquecimento com bloco seco
duplo. Ligue a unidade de aquecimento de bloco a seco e defina a temperatura para permitir que o Neogen Bloco de
Aquecimento para Detecgdo Molecular alcance e mantenha a temperatura de 100 = 1°C.

NOTA: dependendo da unidade de aquecimento, aguarde aproximadamente 30 minutos até que o Neogen Bloco

de Aquecimento para Deteccao Molecular alcance a temperatura. Utilizando um termoémetro calibrado adequado

(por exemplo, um termémetro de imerséo parcial ou um termémetro digital de termopares, ndo um termémetro de
imers&o total) colocado no local indicado, verifique se o Neogen Bloco de Aquecimento para Detecgdo Molecular esta a
100 £ 1°C.
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Preparo do Neogen® Equipamento de Deteccdo Molecular

1.

Inicie o Software Neogen® Sistema de Detecgédo Molecular e faga log in. Entre em contato com o representante
Neogen Food Safety para garantir que vocé possui a versdo mais atualizada do software.

Ligue o Neogen Equipamento de Detecgédo Molecular.

Crie ou edite uma execugdo com dados para cada amostra. Consulte o Manual do Usuéario do Neogen Sistema de
Detecgao Molecular para obter mais detalhes.

NOTA: o Neogen Equipamento de Detecgdo Molecular deve estar pronto para o uso antes de inserir a Neogen Bandeja
de Carga Répida para Detecgdo Molecular com os tubos de reacéo. Esta etapa de aquecimento leva aproximadamente
20 minutos e é indicada por uma luz LARANJA na barra de status do instrumento. Quando o equipamento estiver pronto
para iniciar uma execucgao, a barra de status ficara VERDE.

Lise
Remova o fundo do Neogen Rack de Solugdo de Lise com uma chave de fenda ou espatula antes de inserir o Neogen Bloco
de Aquecimento para Detecgdo Molecular.

Deixe que os tubos de solucéo de Lise (Neogen Solugéo de Lise) cheguem a temperatura ambiente (20—-25 °C),
deixando as racks fora de refrigeracdo de um dia para o outro (16—18 horas). A alternativa para equilibrar os tubos
Neogen Solugéo de Lise a temperatura ambiente é posiciona-los na bancada do laboratério durante pelo menos 2
horas, incubéa-los em uma incubadora de 37 + 1°C por 1 hora ou colocé-los em um aquecedor com bloco seco duplo
por 30 segundos a 100 °C.

Inverta os tubos com tampa para misturar. Prossiga para a préxima etapa em até 4 horas.
Remova o caldo de enriquecimento da incubadora.

Um tubo de Neogen Solucéo de Lise é necessario para cada amostra e para a amostra do Controle Negativo (NC)
(meio de enriquecimento esterilizado).

41 As tiras de tubos Neogen Solugédo de Lise podem ser cortadas para obter o nimero desejado de tubos. Selecione
o nimero de tubos de Neogen Solucéo de Lise individuais ou as tiras de 8 tubos necessarias. Coloque os tubos de
Neogen Solugdo de Lise em um rack vazio.

4.2 Para evitar contaminagéo cruzada, destampe uma tira de tubo Neogen Solucéo de Lise de cada vez e utilize uma
nova ponteira de pipeta para cada etapa da transferéncia.

4.3 Transfira as amostras enriquecidas para os tubos Neogen Solugéo de Lise conforme descrito abaixo:

Primeiro, transfira cada amostra enriquecida para um tubo Neogen Solucéo de Lise individual. Por altimo,
transfira o NC.

4.4 Utilize a Neogen® Ferramenta de Tampar/Destampar para Detecgdo Molecular — Lise para destampar uma tira de
tubos Neogen Solugéo de Lise — uma tira de cada vez.

4.5 Descarte a tampa do tubo Neogen Solucéo de Lise — se o lisado for mantido para novo teste, coloque as tampas em
um recipiente limpo para reutilizagio apés a lise.

4.51 Para processar o lisado mantido, consulte o Apéndice A.

4.6 Transfira 20 pyL de amostra em um tubo Neogen Solugéo de Lise, exceto se indicado de outro modo nos protocolos
das tabelas 2, 3, ou 4 (por exemplo, laticinios crus ou quando as amostras com tampé&o neutralizante usarem 10 pL).
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5. Repita da etapa 4.4 a 4.6 até que todas as amostras individuais tenham sido adicionadas a um tubo Neogen Solugdo de
Lise correspondente na tira.

6. Quando todas as amostras tiverem sido transferidas, transfira 20 uL de NC (meio de enriquecimento estéril,
por exemplo, Demi Fraser Caldo) para um tubo Neogen Solugdo de Lise. Ndo use dgua como um NC.

7. Verifique se a temperatura do Neogen Bloco de Aquecimento para Deteccdo Molecular estd a 100 = 1°C.

8. Coloque a rack descoberta de tubos Neogen Solugédo de Lise no Neogen Bloco de Aquecimento para Detecgéo
Molecular e aqueca por 15 = 1 minutos. Durante o aquecimento, a Neogen Solugdo de Lise mudara da cor rosa (frio) para
amarelo (quente).

81 Amostras que nao foram tratadas com aquecimento de maneira adequada durante a etapa de lise do ensaio
podem ser consideradas um risco biolégico potencial e NAO devem ser inseridas no Neogen Equipamento de
Detecgao Molecular.

9. Retire a rack descoberta de tubos Neogen Solucéo de Lise do bloco de aquecimento e deixe esfriar no Neogen Bloco
de Resfriamento para Detecgdo Molecular por pelo menos 5 minutos e no maximo 10 minutos. O Neogen Bloco de
Resfriamento para Detecgédo Molecular, usado em temperatura ambiente, deve ser colocado diretamente sobre
a bancada do laboratério. Quando resfriada, a Solugdo de Lise voltara a cor rosa.

10. Retire o rack de tubos Neogen Solugéo de Lise do Neogen Bloco de Resfriamento para Detecgdo Molecular.

00:15:00

—_ 20-25°C
D D D D 00:05:00
Amplificacédo

1. E necessario um Tubo de Reagente de Neogen Ensaio para Deteccdo Molecular de Listeria monocytogenes 2 para cada
amostra e para o NC.

11 As tiras de tubos de reagentes podem ser cortadas para obter o nimero de tubos desejado. Selecione o nimero de
Tubos de Reagente individuais ou de tiras de 8 tubos necessérias para Neogen Ensaio para Detecgcao Molecular de
Listeria monocytogenes 2.

1.2 Coloque os Tubos de Reagente Neogen Ensaio para Detecgdo Molecular de Listeria monocytogenes 2 em uma
rack vazia.

1.3 Evite agitar os pellets reagentes da parte inferior dos tubos.
2. Selecione um tubo Neogen Controle de Reagentes e coloque-o na rack.

3. Para evitar contaminagéo cruzada, destampe uma tira de Tubo Reagente para Neogen Ensaio de Detecgdo Molecular
de Listeria monocytogenes 2 de cada vez e utilize uma nova ponteira de pipeta para cada etapa da transferéncia.

4. Transfira o lisado para Tubos de Reagente Neogen Ensaio para Detecgdo Molecular de Listeria monocytogenes 2 e tubo
Neogen Controle de Reagentes conforme descrito abaixo:

Primeiro, transfira cada amostra de lisado para Tubos de Reagentes individuais de Neogen Ensaio de Detecgéo
Molecular de Listeria monocytogenes 2 seguido do NC. Por altimo, hidrate o tubo Neogen Controle de Reagentes.

5. Use a Neogen® Ferramenta de Tampar/Destampar para Detecgdo Molecular — Reagente para destampar o Tubo de
Reagente para Neogen Ensaio para Detecgao Molecular de Listeria monocytogenes 2 uma tira de cada vez. Descarte
a tampa.
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51 Transfira 20 pL de amostra de lisado da %z superior do liquido (evite o precipitado) do tubo de Neogen Solugio
de Lise para o Tubo de Reagente do Neogen Ensaio de Detecgdo Molecular de Listeria monocytogenes 2
correspondente. Dispense em um angulo que evite a agitagdo dos pellets. Misture pipetando gentilmente
5 vezes.

5.2 Repita a etapa 5.1 até que a amostra de lisado individual tenha sido adicionada a um Tubo de Reagente para
Neogen Ensaio para Detecgédo Molecular de Listeria monocytogenes 2 correspondente na tira.

5.3 Cubra os Tubos de Reagentes para Neogen Ensaio de Detecgédo Molecular de Listeria monocytogenes 2 com as
tampas extras fornecidas e utilize o lado arredondado da Neogen Ferramenta de Tampar/Destampar para Deteccéo
Molecular — Reagente para apertar com um movimento de vai e vem, garantindo que a tampa fique bem apertada.

5.4 Repita as etapas 5.1 a 5.3, conforme necessario, para o nimero de amostras a serem testadas.

5.5 Quando todas as amostras de lisado tiverem sido transferidas, repita as etapas de 5.1 para transferir 20 pL de lisado
do NC para o Tubo Reagente de Neogen Ensaio de Detecgdo Molecular de Listeria monocytogenes 2.

5.6 Transfira 20 pL de lisado NC para um tubo Neogen Controle de Reagentes. Dispense em um angulo que evite
a agitacdo dos pellets. Misture pipetando gentilmente 5 vezes.

6. Carregue os tubos tampados em uma Neogen Bandeja de Carga Répida para Deteccédo Molecular limpa e
descontaminada. Feche e trave a tampa da Neogen Bandeja de Carga Rapida para Detecgdo Molecular.

20 L

7. Analise e confirme a execucgéo configurada no Software do Neogen Sistema de Detec¢ao Molecular.

8. Clique no botéao Iniciar do software e selecione o instrumento a utilizar. A tampa do instrumento selecionado
abre automaticamente.

9. Posicione a Neogen Bandeja de Carga Répida para Detecgédo Molecular no Neogen Equipamento de Detecgao
Molecular e feche a tampa para iniciar o ensaio. Os resultados sdo fornecidos em 75 minutos, embora os positivos
possam ser detectados ainda mais cedo.

10. Depois que o ensaio estiver concluido, remova a Neogen Bandeja de Carga Rapida para Detecc¢édo Molecular do
Neogen Equipamento de Deteccédo Molecular e descarte os tubos mergulhando-os em uma solucéo de 1-5% (v: v em
agua) de dgua sanitaria ou solucéo equivalente por 1 hora, fora da érea de preparacéo do ensaio.

AVISO: para minimizar o risco de falso-positivos por contaminagéo cruzada, nunca abra tubos de reagentes que
contenham DNA amplificado. Isto inclui Tubos de Reagente para Neogen Ensaio para Detecgédo Molecular de

Listeria monocytogenes 2, Neogen Controle de Reagentes e Tubos de Controle de Matriz. Sempre descarte os tubos de
reagentes selados mergulhando-os em uma solucédo de 1-5% (v:v em dgua) de agua sanitéria por 1 hora, fora da area de
preparacéo do ensaio.

Resultados e Interpretacao

Um algoritmo interpreta a curva de saida de luz que resulta da detecgdo da amplificagédo do acido nucleico. Os resultados
sdo analisados automaticamente pelo software e sdo codificados em cores de acordo com o resultado. Um resultado

é determinado positivo ou negativo pela analise de diversos pardmetros exclusivos das curvas. Resultados positivos
presuntivos sdo relatados em tempo real, enquanto resultados Negativos e Inspecionar serdo exibidos apds a conclusédo
da execucgio.

Amostras positivas presuntivas devem ser confirmadas de acordo com os procedimentos operacionais padrao de
laboratorio, ou seguindo o método de confirmacéo de referéncia apropriado®™ 22, comegando com a transferéncia
do enriquecimento primaério para caldo de enriquecimento secundario (se aplicavel), seguida pelo plaqueamento
e a confirmacéo dos isolados usando métodos bioquimicos e sorolégicos adequados.

NOTA: Até mesmo uma amostra negativa ndo resultaré em leitura zero uma vez que o sistema e os reagentes de
amplificagdo do Neogen Ensaio para Detecgdo Molecular de Listeria monocytogenes 2 tém uma leitura de unidade de luz
relativa (RLU) em "plano de fundo".

Em casos raros de saida de luz fora do comum, o algoritmo rotula o caso como "Inspecionar". A Neogen recomenda que
0 usuadrio repita o ensaio para qualquer amostra Inspecionar. Se o resultado continuar a ser Inspecionar, prossiga com
o teste de confirmacao utilizando o método de sua preferéncia ou conforme especificado pelos regulamentos locais.

10
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Tabela 5: Simbolos de resultado para amostras e interpretagdo conforme fornecidos pelo software do Neogen Sistema de
Detecgao Molecular.

Tipo de Simbolo de x
Resultado Interpretacao
poco resultado do pogo
Amostra ‘ Positivo A amostra é positiva presuntiva para o patégeno alvo.
Amostra ‘ Negativo | A amostra é negativa presuntiva para o patégeno alvo.
A matriz da amostra foi inibitéria para o ensaio. Pode ser necesséario
Amostra @ Inibido um novo teste. Consulte a se¢do de resolugéo de problemas e o kit

de Instrugdes do Produto do ensaio para obter mais informagdes.

A presencga ou auséncia do patdgeno alvo foi indeterminada.
. Pode ser necessario um novo teste. Consulte a se¢do de resolugéo
Amostra Inspecionar - . .
de problemas e o kit de Instru¢des do Produto do ensaio para obter
mais informacdes.

Amostra Erro novo teste. Consulte a segdo de resolugdo de problemas e o kit de

Instrugdes do Produto do ensaio para obter mais informacoes.

Confirmacgao de resultados segundo o método certificado NF VALIDATION
Opcido 1: Uso da norma ISO 11290® a partir do enriquecimento de Demi Fraser.

@ N3ao foi detectada bioluminescéncia. Pode ser necessario um

Opgao 2: Por isolamento em Agar PALCAM ou 4gar (O&A) cromogénico formando parte do método do certificado
NF VALIDATION para a detecgédo da Listeria monocytogenes. A presenca de colbnias caracteristicas é suficiente para
confirmar a presenca de Listeria monocytogenes.

Opcio 3: Utilizagdo de sondas de acido nucleico conforme descrito na norma EN ISO 7218®, em colénias isoladas,
4gar seletivo (consulte as Opgdes 10ou 2).

Opcio 4: Utilizagado de algum outro método certificado pelo NF VALIDATION, cujo principio seja diferente do Neogen
Ensaio para Detecgdo Molecular de Listeria monocytogenes 2. Deve ser usado o protocolo completo descrito para esse
segundo método comprovado. Todas as etapas anteriores ao inicio da confirmagdo devem ser comuns a ambos os
métodos.

Na ocorréncia de resultados divergentes (positivo presuntivo com o método alternativo, ndo confirmado por um dos meios
acima descritos) o laboratério deve seguir as etapas necessérias para garantir a validade dos resultados obtidos.

Na ocorréncia de resultados divergentes (positivo presuntivo com o Neogen Ensaio para Deteccdo Molecular de Listeria
monocytogenes 2, ndo confirmado por um dos meios acima descritos) o laboratério deve seguir as etapas necessérias para
garantir a validade dos resultados obtidos.

Em caso de duvidas sobre aplicagdes ou procedimentos especificos, acesse nosso site www.neogen.com ou entre em
contato com o seu representante ou distribuidor local Neogen.

Apéndice A. Interrupgio de protocolo: armazenamento e reteste de lisados tratados termicamente.

1. Para armazenar um lisado tratado termicamente, tampe novamente o tubo de lise com uma tampa limpa
(consulte "Lise", 4.5).

Armazene entre 4 e 8 °C por até 72 horas.
Prepare uma amostra armazenada para amplificacédo invertendo de 2 a 3 vezes para misturar.

Destampe os tubos.

o pab

Coloque os tubos de lisado misturados no Neogen Bloco de Aquecimento para Detecgdo Molecular e aquega a 100
+1°C por 5 + 1 minuto.

6. Retire a rack de tubos Neogen Solugéo de Lise do bloco de aquecimento e deixe esfriar no Neogen Bloco de
Resfriamento para Detecgédo Molecular por pelo menos 5 minutos e no maximo 10 minutos.

11
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7. Continue o protocolo na segdo "Amplificagédo", detalhada acima.

Referéncias:
1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analysis Manual. Chapter 10: Detection and Enumeration of Listeria
monocytogenes in Foods. January 2016 Version.

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 8.08. Isolation and Identification of
Listeria monocytogenes from Red Meat, Poultry and Egg Products, and Environmental Samples.
Effective Date: May 1, 2013.

3. NF EN ISO 11290-1. Microbiology of Food and Animal Feeding Stuffs — Horizontal Method for the Detection and
Enumeration of Listeria monocytogenes. Amendment 1, 2004-10-15.

NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.
5. NF EN ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General rules for microbiological examination.

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

7. NF EN ISO 18593. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal methods for sampling techniques from
surfaces using contact plates and swabs.

8. NF EN ISO 6887. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension and
decimal dilutions for microbiological examination.

Explicagdo dos simbolos dos rétulos de produtos
info.neogen.com/symbols
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ENEDEEN Hpepounvia ékéoong: 2024-07

MAnpodopieg Ttpoidvtog

Aokipaocia Moplakng Aviyveuong 2 - Listeria monocytogenes

MepLypadn Tou TpoilovTog Kat GKOTIOG XprHong

H Neogen® Aokipactia Moplakng Avixveuong 2 - Listeria monocytogenes xpnotporoteital pe to Neogen® Zuotnua
MopLakrig AViXVeuong yLa Tn ypriyopn Kat eEELSIKEVEVN avixveuon Tou Listeria monocytogenes, Og EUTIAOUTLOUEVA
Selypata tpogipwy Kat TeptBarovtikd Setypata. Ot Neogen Aokipaacieg MopLakrig Avixveuong XpnoLUoToLouV
LOOBEPHLKO TIOAATAACLACHO PE PecoAdBnon Bpdxou yLa Tov ypriyopo TIOAATAACLAGHO AAANAOUX LWV VOUKAEIVIKWVY
o&Ewv e uPnAn eldikdtnTa Kat euatodnola, og cuvVSUACHO PE BLOPWTAVYELA YLa TNV AViXVEUCH TOU TIOAATAACLACHOU.
Ta UTTOBETIKA BETLKA ATIOTEAECHATA AVAPEPOVTAL OE TIPAYHUATIKO XPOVO, EVW TA apVNTIKA aTIOTEAECHATA

gppavidovtal HeTd TV 0AOKArpwon tng Sokiactag. Ta UTIOBETLKA BETIKA amtoTeAéopatTa TIPETEL va eTLBeBatwvovtat
XPNOLHOTIOLWVTAG TN PEBOSO TIOU TIPOTLUATE 1 OTIWE KaBopildeTal armod ToUG TOTILKOUG KavovLopoUg! %3),

H Neogen Aokiuacia Moplakng Avixveuong 2 - Listeria monocytogenes TipoopieTal yLa Xprion O€ EpyacTtnpLaKO
TIEPLBANOV aTod eTIAYYEAUATIEG, EKTIALSEUPEVOUG OTLG EPYACTNPLAKEG TEXVLKEG. H Neogen Sev €xeL TEKUNPLWOEL TN
XPrion autou Tou TIPOLOVTOG O€ PLoPNXAViEG AAEG artd EKEVEG TWV TPOYIPWV KAl TIoTwv. Ma tapddetypa, n Neogen
SEV EXEL TEKPNPLWOEL AUTO TO TIPOLOV YLA TOV EAEYXO SELYPATWV VEPOU, PAPHAKEUTIKWY TIPOLOVTWY, KAAAUVTIKWY,
KALVLKWV 1} KTNVLATPLKWV Setypdtwy. H Neogen Aokipacia MopLakng Avixveuong 2 - Listeria monocytogenes Sev €xeL
a&lohoynBel pe OAa ta TiBavd TiPWTOKOAAA EAEYXOU 1) PE OAa Ta TiLBavd oteAeéxn BaktnpLdiwy.

'OTtwG Kat pe OAEG TLG SOKLUAOTLKEG HEBOSOUG, N TIPoENELTT), N GUVOEGH KaL N TIOLOTNTA TOU MEGOU EUTIANOUTLGHOU
prtopeil va emnpedoet ta amoteAéopata. Mapdyovteg 0Tiwg oL pEBoSoL SelypatoAnPiag, Ta TIPWTOKOAA EAEYXOU,

N TIPOETOLUACLA TWV SELYPATWY, O XELPLOPOG KAL N EPYACTNPLAKN TEXVLKN UTIOPOUV ETILONG VA ETINPEACOLV TA
amnoteAéopata. H Neogen cuviotd tnv a§loAdynon tng pebodou, cupmepAaPBAVOPEVOU TOU HECOU EUTIAOUTLOMOU,
0TO TEPLBANOV TOU XPrOTN HE TN XProN €apkoug apltBpoU SELYHATWY PE CUYKEKPLUEVA TPO@LUA KAL PLKPOPBLAKES
TIPOKAICELG WOTE VA SLacPAALOTEL OTL N PEB0S0¢ TTANpoL Ta KpLTrpLa Tou Xprotn.

H Neogen a&loAoynoe tnv Neogen Aokipactia Moplakrg Avixveuong 2 - Listeria monocytogenes pe Zwpo Demi-Fraser

Tou TepLelye Evappwvlo Kitplkdg Zidnpo kal pe Zwpo Fraser Tou meplelye Evappwvio Kitplkdg Zidnpo, Bdoetl twv
amaltoEwy. Mia Tuttiikr) cUVBeon autoU ToU HECOU AKOAOUBEL TTapakATw.

Tuttikl ouvBeon Baong Zwpou Demi-Fraser | (g/L) TuTtkn) oUvBeon Baong Zwpoo Fraser (g/L)
XAwpLouxo vatpLo 20g XAwpLouxo vatpLo 20g
dwoPopLko VATpLo, SLPACLKO, Avuspo* 9649 dwoopLko vAtpLo, SLPactko, Avudpo* 9649
EkxUALopa BogLou KpEATOG 5049 EkxUALopa BogLlou kpEatog 509
Maykpeatikn ePn Kaleivng 50g Maykpeatikn ePn Kadleivng 5049
Merttikn) ePn Zwikou Lotou 50¢g Metttikn TePn Zwikou Lotou 5049
ExxUALopa ZOpng 50¢g ExyUALopa ZOpnNg 5049
XAwplouxo AiBLo 309 XAwpLouxo AiBLo 309
PWOPOPLKO KAALO, HOVOPBACLKO 1,359 PWoPOPLKO KAALO, HOVOPBACLKO 1,359
EokouALvn 1,09 EokouALvN 1,09
Y&poxAwpkn akpPAapivn 0,0125g | YSpoxAwpikr akptBAaBivn 0,025¢g
NoALSLELKO 0EU 0,01g NaALSLELKS 0EV 0,02¢g
* Yriokataotato: Pwooplkd vatpLo, SLBAcLkO, SLUSPLKO 12,09

ZupmnAnpwpa Zwpou Fraser

(Zuotatkd ava @LaAidlo 10 mL. ‘Eva @LaAidio pootibetal og eva Altpo Bactkol BpeMTIKOU UALKOU.)

Evappwviog KLtpkog aiénpog 0,5 g/10 mL

TeAko pH 7,2+ 0,2 otoug 25°C

To Neogen® ‘Opyavo MopLakng Avixveuong ipoopiletal yLa xprion He Selypata Tou £xouv uTtoBANBEL o€ BepuLkn

emeEepyaoia Katd tn SLAPKELA TOU 0TASI0U AUONG TNG SOKLUAGLAG, TO OTIOLO ElVAL OXESLACHEVO YL TNV KATAOTPOWN
TWV OPYAVLOHWV TIOU Elval Ttapovteg oto Selypa. Astypata mou Sev €xouv uttoBANBel oTNV KATAAMNAN BepULKR
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enegepyaoia katd tn SLapkeLa tou otadiou AUong tng Sokipaciag prmopouv va BewpnBolv wg TiBavog BLoAoyLkog
Klvéuvog kat AEN Tipémel va elodyovtal oto Neogen ‘Opyavo Moplakrg Avixveuong.

H Neogen Food Safety pépel Tiiotomoinon cup@wva Pe to potuTo tou AteBvoug Opyaviopou Turottoinong (ISO)
9001 yLa oXeSLaop6 Kal Tapaywyn.

To kit eAéyxou Neogen Aokipaciag Moplakrg Avixveuaong 2 - Listeria monocytogenes TIEPLEXEL 96 SOKLUACTIKA TEOT
TIou TiEpLypdpovtal otov MNivaka 1.

Mivakag 1. Empépoug otolxela tou kit Neogen Aokipng Moplakng Avixveuong

EiSog Tautomoinon Mooodtnta Meplexdpeva ZxOAa
Pol StdAupa . ,
Neogen® AldAupa Avong | og Stapavelg g%g}iﬁééﬁﬁg\?v 580 uL LS ava zf O?L%t;’p'goél
(LS) SOKLUAOTIKOUG p SOKLPAOTIKO CwAvVa f
GWARVEC CWANVWV) Xpnon
Neogen® AokLpaota .
MopLakng Avixveuong Kitplvol 96 (12 oELpEG TWV {E\%?'c(pg?\ogmgpsvo ETOLLIO TI00
2 - Listeria monocytogenes | SOKLAOTLKOL 8 SOKLUAOTIKWY HOMG#AGYOHGO o0 Kal ,éJ PoS
AOKLUOOTIKOL ZWANVEG OWANVEG CWANVWV) QViYVELD H Xxpnon
AvtiSpaotnpiwv X ns
, , ; ' 96 (12 OELPEC TWV ‘ETOLpO TIPOG
ErumAeov mwpata Kitpwa nmwpata 8 TWHATWV) xpron
Atapaveig 16 (2 cakoUAdKLA AUO@AOTIOLNHEVOG
Neogen® EAeyxog Soklpaotikol TWV 8 ATOPLKWY €\eyxog DNA, petypa ‘ETOLpO TIPOG
Avtispaotnpiou (RC) OWANVEG e SOKLUAOTIKWY TIOAQTAQCLACHOU Kat xprion
apBpwtd Twpa CWANVWV) aviyveuong

O ApvnTikog EAEYXOG, TTIOU SEV TTAPEXETAL OTO KLT, ElvaL €Va OTE(PO PECO EUTTAOUTLOMOU, TL.X. ZWHOG Demi-Fraser.

Mn xpnolpoTIoLELTE VEPO WG ApVNTLKO EAgyXO.

Aoddalela

O Xprotng TIPETEL va SLaBACEL, VA KATAVOrOEL KAL VO AKOAOUBNOEL OAEG TLG TTANPOYOPLEG ATPAAELAG OTLG 08NYLEG
yla to Neogen Zuotnua Moptakng Avixveuong kat tnv Neogen Aokipacia Moplakng Avixveuong 2 - Listeria

monocytogenes. PUNAETE TLG 08NYLEG AOWPANELAG YL HEANOVTLKH avagopd.

ATMPOEIAOMOIHZH: Ymo&elkvUeL pLa emkivbuvn katdotaor), n otola, av Sev amoeuxOel, evEExeTal va EXEL WG
amotéleopa Bdavato rj coBapd TPAUUATLOPO r/Kat UALKN {nuLa.

THMEIQZH: YmodelkvUeL pla SuvnTikd eTikivéuvn katdotaon, n omola, eAv ev amoweuxbel, evdexetal va
EXEL WG ATTOTEAECHA UALKN nuLd.

A MPOEIAOMOIHZH

Mn xpnotpotroteite tnv Neogen Aokipacia Moplakng Avixveuong 2 - Listeria monocytogenes yia tn Stdyvwon
Kataotdoewv o€ avBpwTtoug i {wa.

H Neogen Aokipacia Moplakng Avixveuong 2 - Listeria monocytogenes evéxetal va Ttapdgel Listeria
monocytogenes o€ eTiiieda TAPKN yLa TNV IPOKANGn Bvnolyévelag kat Bvnotlpdétntag o€ yKUOUG Kal ATopa O
VOOOKATAOTOAN, o€ TiepiTtTwon €kBeong.

O XPNOTNG TIPETIEL VA EKTIALSEVCEL TO TIPOGWTILKO TOU OTLG TPEXOUCEG KATAANNAEG TEXVLKEG EAEYYOU: yLa
mapadewypa, Kahég Epyaotnplakég Mpaktikeg, ISO/IEC 17025 [ ISO 72184,

MNa va pewwoete toug Kwduvoug Ttou oxetidovtal pe Eva Peudwg apvnTLKO AToTEAEGUA TIOU 08NyEl oTnv
amoS€cpeVan LOAUGHEVOU TIPOLOVTOG:
e AKOAOUBELTE TO TIPWTOKOANO KAL SLEVEPYELTE TOUG EAEYXOUC AKPLPWE OTIWG TIEPLYPAPETAL OTLG TIANPOYOPLEG

TOU TIPOLOVTOG,.

e ®duAdooete TNV Neogen Aoklpacia Moplakng Avixveuong 2 - Listeria monocytogenes 0TiwG UTTIOSELKVUETAL OTN

ouoKevaoia Kat oTLg TANPoYopLeg TIPolovTog,.

e Xpnowyotoleite tavtote tnv Neogen Aokipacia Moplakrg Avixveuong 2 - Listeria monocytogenes YéxpL tnv

nuepopnvia Angne tne.

e Xpnowuotoleite Tnv Neogen Aokipactia Moplakrg Avixveuong 2 - Listeria monocytogenes yLa TepLBAAOVTIKA
Selypata TTou £XouV ETILKUPWOEL ECWTEPLKA 1} arto TPLTo PEPOG.

e Xpnowuotoleite TNV Neogen Aokipacia Moplakng Avixveuong 2 - Listeria monocytogenes HOVO yLa ETILPAVELEC,
QTIOOTELPWTLKA PEOT, TIPWTOKOAAA KAL BAKTNPLAKA OTEAEXN TIOU £XOULV ETILKUPWOEL ECWTEPLKA 1] attd Tpito PEPOG.




® Envia) it =

e [a éva TepLBAAOVTLKO Selypa Trou TiEpLEXEL PUBPLOTIKG AldAupa Oudetepotoinong Pe apUA-GOUAPOVLKO
OUMTIAOKO, TIPAYHATOTIOW)0TE apalwaon 1:2 pLv tov EAeyxo (1 pEPOG Selypatog og 1 pepog otelpou (wpou
gUTAOUTLOPOU). MLa AAAN et oy elval va petapépete 10 Pl epmmAouTiopoU NB €GO OTOUG SOKLUAOTIKOUG
owArveg Neogen AtaAupatog Auong. Mpoidvta Zuhoyrg Astypdtwy tng Neogen® Ttou TiepLEXOUV PUBULOTLKO
AtdAupa Oudetepotolnong pe apUA-GOUAPOVLKO CUPTIAOKO: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G,
HS10NB, HSTONB2G kat HS2410NB2G.

MNa va pewwaoete Tov Kivduvo Ttou oxetidetal pe tnv €KBeon o€ XNULKEG ouaieg Kat BLoloyLlkoug Kvdivoug:

e JUOTHVETAL £VTOVA TO YUVALKELD EPYAOTNPLAKO TIPOCWTILKO VA EVNUEPWOEL OXETIKA PE TOV KivEuvo yla
avVaTtUCOOHEVA £UBPUA TTOU TIPOKUTITEL aTtd AolpwEn TG PNTEPAG PEow EKBEONG oTo Listeria monocytogenes.

o Aevepyeite Tov EAeyxo TaBoydvwy o€ KATAAMNAQ EEOTIALOPEVO EPYATTHPLO UTIO TOV EAEYXO EKTIALSEUHEVOU
TIPOCWTILKOU. ETIWACHEVA PECA EUTIAOUTLOMOU KAl EEOTTIALOHOG 1] ETILPAVELEG TIOU £XOUV £pBEL OE eTtAWN HE
ETIWACHEVA PECA EUTIAOUTLONOU PTIOPEL va TiEpLEXOUV TTaBoyodva o€ eTieSa EMAPKL WOTE VA TIPOKAAECOUV
klv&uvo yLa Tnv avBpwrivn vyeia.

e Tnpeite TAVTOTE TG OUVNBOEC TIPAKTLKEG EPYACTNPLAKNG ACPAAELAG, OTIWG XPHON KATAAANANG TIPOCTATEUTLKIAG
evdupaotag Kat Tipootaciag patiwy, otav Xewpideote avidpaotrpla Kat JoAuopéva Setypata.

o ATIOWEVUYETE TNV ETIAPH HE TA TIEPLEXOPEVA TWV PECWV EPTIAOUTLOPOU KAl PE TOUG SOKLHAOTLKOUG CWANVES
avtspaotnplou PETA Tov TIOAAATIAQCLACHO.

e ATOpPLITTETE TA EPTIAOUTLOPEVA SElypaTa cUNPWVA PE TA TPEXOVTA TIPOTUTIA TNG BLlopnyaviac.

e Aclypata mou Sev €xouv uToBANBEL oTNV KATAANAN BepuLkn emegepyaocia katd tn Stdpkela Tou otadiou AVong
NG SoKLpaoiag Ptopouv va BewpnBouv we TBavog BloAoytkdg kivéuvog kat AEN TipérmeL va eLodyovtal oto
Neogen Opyavo MopLakrg Avixveuong.

MNa va pewwoete Toug Kwduvoug Ttou oxetidovtal pe Stactaupoupevn HOAUVGH KATA TNV TIpOoETOLHacia

NG dokipaciag:

e DOopdTe TIAVTOTE YAVTLA (YLA TNV TIPOOTAGCLA TOU XProTn Kat TNV TIPoANYn Loaywyr VOUKAEQCWV).

MNa tn peiwon Twv Kvduvwv Ttou oxetiovtat pe tn poéAuvor tou TieptBaiovtog:
e AkoAouBElTE Ta TPEYOVTA TIPOTUTIA TNG Blopnxaviag yla tnv andppuhn HOAUCHEVWY aTTOBANTWV.

Ma va HELWGCETE TOUG KLvSUVOUG Ttou axeTi{ovtal pe Tnv €KBeon o€ Kautd uypa:

e Mnv uttepBalvete tn cuvioTwEVn pubuLon Beppokpaciag otov Beppavtrpa.

e Mnv UTtEPPBALVETE TOV CUVLOTWHEVO XPOVO BEppavong.

e Xpnoluotoleite Eva KATtAANAo, Babpovopunuévo BepPOPETPO yLa va emtaAnBevoete T Beppokpacia Tou
Neogen® EvBetou yLa Ytodoxr ZwAnvwv Ogppavtripog MopLakng Avixveuong (T.x. BEPUOUETPO PEPLKNAG
€PPUBLONG N YneLakod BepuodpeTpo BeppootoLyelou, OxL BEpUOPETPO OALKAG EPPUBLONG). To BepUOUETPO
TIPETIEL VA ToTtoBETE(TAL OTNV TIPOPRAETOPEVN BEon oto Neogen EvBeTo yla Ytodoxr ZwAnvwy Ogppavtripa
Moptakng Avixveuong.

ZHMEIQZH

Ma va HELwaETe Toug KwSUvoug Ttou axetidovtal pe Stactavpolpevn HOAUVGn KATd Tnv TiposToLpacia

NG SoKpaciag:

e AMAETE yavtia TipLv armod TN eVUSATWON TV opalpldiwv avitdpaotnpiou.

e YUVLOTATAL VA XPNOLUOTIOLOUVTAL ATIOCTELPWHEVQ, PE PPAYHO YLa agpoAupata (He piATtpo), pUyxn TILTETAG
Katnyoplag popLakng BloAoylac.

e XpPnNOLJOTIOLELTE VEO pUYXOG TILTTETAG YLa KABE peTagpopd Selypatoc.

e Xpnowuotoleite KaAeg Epyaotnplakeg MPakTkEG yLa TN JETAWOPA TOU SElyPaTog amd Tov SOKLUACTIKO CWARva
EUTTIAOUTLOPOU OTOV SOKLPAOTLKO owArva AUonG. MNa va aropeuxBel n pOAUVON TNG TILITETAS, 0 XPrOTNG UTtopel
Va ETIAEEEL Va TIPOOBEDEL €va eVSLAPECO Brpa PETAPOPAG. Ma TTapadeLlypa, 0 Xpriotng PTIOpEL va PeTapepeL KABE
EUTTIAOUTLOPEVO SElypa PECA O€ VAV ATOOTELPWHEVO SOKLUAOTLIKO CWANVA.

e Xpnolotolelte oTabpo epyaciag HopLakrg BloAoylag TTou va TIEPLEXEL LKPOBLOKTOVO Auyvia, OTtou glvat
SLabgotpn. ATIOAUPALVETE TIEPLOSIKA TOUG TIAYKOUG KaL TOV EEOTTIALGHO TOU EPYAOTNPLOU (TILTIETEG, EPYAAELa
oWpayLong/amoo@pdyLong KTA.) e SLAAupa oKLakng xAwpivng 1-5% (0yko kat' dyko o€ vepo) | Pe SLaAupa
amopdkpuvong DNA.

Ma va peLwaoeTe Toug Kv§Uvoug Ttou axetidovtal pe Peudwg BeTikd amotéAeopa:

e MnV avolyETE TIOTE TOUG SOKLUAOTIKOUG CWANVEG avtidpactnpiou PHETA ToV TTOANATIAACLACHO.

e ATIOPPLITTETE TIAVTOTE TOUG HOAUCHEVOUG SOKLPAOTLKOUG CWANVEG HOUALACOVTAG TOUG OE SLAAUKA OLKLOKNG
¥Awpivng | avtiotolyo StdAupa 1-5% (Oyko Kat' Oyko o€ VepO) yld 1 wpa Kat JakpLd amo Tty TEPLOXN
TiposToLpactag tng Sokipaoctag.

e Mnv KALBavioETe TIOTE TOUG SOKLPAOTLKOUG CWANVEG QVTLEPAcTNPLloU PETA TOV TTOANATIAQCLACHO.

ra emumAgov TANpoopieg cUPPBoUAEUBEiTe To PUAO AcSopévwv AcPalelag KAl TOUG TOTILKOUG KAVOVLOPOUG OXETLKA
HE TNV anoppudn.

EQv €xETE EPWTIOELG OXETIKA E OCUYKEKPLUEVEG EPAPHOYEG I SLASIKACLES, TTAPAKAAOUUE ETILOKEPOELTE TNV LOTOOEALSA
WWW.Neogen.com rj ETILKOLVWVAOTE PE TOV TOTILKO 0ag avTLTpOowTto 1 Stavopéa tng Neogen.
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EuBuvn tou XpARotn

O xprioteg elvat utteuBuvol va £olkelwBOoUV HE TG 08nyleg KaL TLG TTANPOYOPLEG TOU TIpoidvTog. EmlokepOeite
TNV LoTooeALSa Pag 0To Www.neogen.com 1) ETILKOWVWVHOTE HE TOV TOTILKO 0ag QVTLITPOoWTIO 1 SLaVOopEd TNG
Neogen yLa TieEpLOCOTEPEG TIANPOYPOPLEG.

Katd tnv emioyn plag pebddou eréyyou, elval onuavtko va avayvwpllete OTL eEWTEPLKOL TTAPAYOVTEG, OTIWG
peBoSoL SetypatoAndilag, TIPWTOKOAAD EAEYXOU, TIPOETOLUAGCLA KAL XELPLOPOG SELYHATWY KAL N EPYACTNPLAKI] TEXVLKN
HTIOPOUV VA ETINPEACOUV TA ATIOTEAECHATA.

AmtoteAel euBUVN Tou XprioTN N ETILAOYH OTIoLACSNTIOTE HEBOSOU 1) TIPOLOVTOG EAEYXOU, YLa va a&LoAoyroEL Evav
EMAPKN apLlOPo SelyPATwV PE KATAMNAA €8N TPOoWIHWV Kal PLKPOPLAKES TIPOKANOELG, WOTE N ETIAEYHEVN PEBOSOG va
LKOVOTIOLEL TA KPLTMPLA TOU XPAROoTN.

AmtoteAet emiong euBUVN Tou Xpriotn va kabopioel OTL OAEG oL pEBoSoL SokLpaoiag Kal Ta armoTeAeopata
avtanokpivovtal 0TI amalTOELG TWVY TIEAATWY KAl TWV TIPOPNBEUTWV Tou.

'Onwg Kat pe kabe pEBoSo eAeyXOU, TA ATIOTEAECHATA TTIOU AapBdvovtal and tn xprion oToLouSATIOTE TIPOLOVTOG
Neogen Food Safety §ev cuviatoUv gyyunon tng TTOLOTNTAG TWV OXETIKWY TPOWIHWV ) TwV SLASLKACLWV TIOU
uTtoBaA\ovtal og EAeyXO.

Ma va BonBriost Toug TEAdTeG va a&loAoyrjoouv tn PEB0SO yLa TLg SLApopeg HATPESG TPOoYidwy, N Neogen gxel
avarmtugel to kit Neogen® Mivakag EAEyxou Moplakrg Avixveuong. ‘Otav xpeLadetal, XpnoLUOTIOL|OTE ToV
Mivaka EA€yxou (MC) yLa va TtpooSLoploeTe av n PATPA €XEL TN SUVATOTNTA VA ETINPEACEL TA ATIOTEAECPATA ATIO
tnv Neogen Aokipaoia Moplakng Avixveuong 2 - Listeria monocytogenes. EheyEte Sldpopa Selypata mou sivat
QVTUTPOCWTIEVTLKA TNG PNTpag, SnA. dslypata ou AapBdavovtat amnd SLaWopETLKr) TIPOEAEUOT, KATA TN SLApKELa
OTIOLOOSATIOTE TIEPLOSOU ETILKUPWONG OTav ULoBeTelte T PEB0SO NG Neogen, rj dTav EAEYXETE VEEG I AYVWOTEG
MATPEG 1 PATPEG TTOU €xouv UTIOPANBEL 0 aANayEG OTLG TIPWTEG UAEG 1) oTnV enegepyaotia.

Mua pritpa pmopel va opLotel wg evag TUTog TIPoidvTog e EVEoYeVELG LELOTNTEG OTIwG oUVOEoN Kal emegepyaata.
OL SLaopEg HeTa&l TWV PNTPWVY PTIOPEL va lval attAeg, OTIWG oL ETILEPACELG TTOU TIpoKaAoUvVTAL attd SLAPOPES
otnv ene&epyaocia ) TNV APOUGCLACT TOUG, yLa TIAPASELYHA, AKATEPYAOTO EVAVTL TIACTEPLWHEVOU, PPECKO EVAVTL
amo&npapEvou KTA.

MepLoplopdg eyyunoewy / NMepLopLlopévn AmoKATAcTacon

EKTOZ EAN AHAQNETAI PHTA ZTON OPO THZ MEPIOPIZMENHZ EMMYHXHX XTHN ATOMIKH XY>KEYAZIA

TOY MPOIONTOZ, H NEOGEN TMAPAITEITAI ANO OAEX TIZ PHTEX KAl ENNOOYMENEX ETTYHZELZ,
XYMMNEPIAAMBANOMENQN ENAEIKTIKA AAAA OXI MEPIOPIXTIKA, OMOIOQNAHMOTE EIMYHZEQN
EMMOPEYZIMOTHTAZ 'H KATAAMHAOTHTAZ A MIA ZYTKEKPIMENH XPHZH. Edv omtolo8rjmtote ipoiov Neogen

Food Safety sival ehattwpatiko, n Neogen rj o e§ouclodotnpévog Slavopéag tng, cCUPPWVA PE TNV KpLon Toug,

Ba avtikataotroouv r emotpéPouv tnv agla ayopdg Tou Tipoidvtog. Autol elval oL armoKAELOTIKOL TPOTIOL
amokatdotaong. Emkowvwvnote Pe Tov avtinpdowtto tng Neogen rj tov eouatodotnpévo Stavopéa tng Neogen yla
TIEPALTEPW EPWTIOELG.

MepLoplopdg tng evbLvng tng Neogen

H NEOGEN AEN EY®YNETAI 'A ONOIAAHMOTE AMQAEIA 'H ZHMIA, EITE AMEZH, EMMEZH, EIAIKH, ZYMNTQMATIKH
'H ANOBGETIKH ZHMIA, ZYMMNEPINAMBANOMENQN ENAEIKTIKA, AAAA OXI MEPIOPIZTIKA, AIAGYTONTQN KEPAQN.
H €uBuvn tng Neogen Sev uTtepPaivel o€ kapila eplttwon kat utd Kapia voplkr Bewpla tnv agla ayopdg tou
TIPOLOVTOC TTOU €lKACETAL OTL £lval EAATTWHATLKO.

AmoBrkeuon kat artoppudn

duldooete tnv Neogen Aokipacia Mopulakrg Avixveuong 2 - Listeria monocytogenes otoug 2-8°C. Mnv kataUXETE.
ATIOWEVYETE TNV €KOECN TOU KLT 0TO (PWG KATA TN SLAPKELA TNG amoBrikeuong. AQoU avolEETe TO KLT, EAEYETE OTL TO
OAOUPLVEVLO OAKOUAAKL Elval ABLkTo. EAv To aAOUPLVEVLO OAKOUAAKL €XEL UTTOOTEL {NHLA, PNV XPNOLHOTIOLHOETE

TO TIPOidV. META TO Avolypa, oL aYPNOLUOTIOINTOL SOKLUACTIKOL CWANVEG aVTLSPACTNPLWY TIPETIEL TIAVTOTE VA
(PUAQooOVTAL OTO ETTAVACYPAYL{OPEVO OAKOUAGKL E TO QYUYPAVTIKO PECO, WOoTe va Slatnpeital n otabepotnta
TWV AUOPIAOTIOLNHEVWY aVTLEpaoTNplwy. PUAACCETE TA EMAVACPPAYLOPEVA CAKOUAAKLA 0TOUG 2-8°C yLa XpOVLKO
Slaotnua oxL peyaAutepo armo 60 NUEPEG.

Mnv xpnotpotoleite tnv Neogen Aokipacia Moplakrg Avixveuong 2 - Listeria monocytogenes YETA TNV NUEPOUNVLA
ANéNc. H nuepopnvia ANéng kat o aplBpog aptidag emionpaivovtal otnv eEWTEPLKN ETLKETA TOU KOUTLOU. MeTA TN
XPron, TO UECO EPTIAOUTLOMOU Kal oL SoKLpaotikol owAnveg tng Neogen Aokipaciag Moplakng Avixveuong 2 -
Listeria monocytogenes UTtOpel EVEEXOUEVWE VA TIEPLEXOUV TTaBoyova UALKA. META TNV OAOKARpwaon TOU EAEYXOU,
Tnpelte Ta TPEXOVTA PLOPNXAVLKA TIPATUTIA YLA TNV artoppLPn HOAUCHEVWY artoBANTWV. Ma EMUTAEOV TIANPOYOPLES
OUMPBoUAeUBELTE TO DUANO AeSopévwv ACPaAeiag Kal TOUG TOTILKOUG KAVOVLOHUOUG OXETLKA Pe TV amdppldn.
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O&nyieg xpriong

TnPELTE TIPOOEKTLKA OAEG TLG 08NyleG. H pn Tripnon twv o8nylwv Pmopel va o8nynoeL o avakpLPry anoteAéopata.

ATOAUPALVETE TIEPLOSLKA TOUG TIAYKOUG KaL TOV EE0TIALOPO TOU pyactnpiou (TILIETEG, epyaleia oppaylong/
aTIoo@PAYLONG KTA.) HE SLAAUPA OLKLaKNG XAwpivng 1-5% (Oyko Kat' Oyko o€ vepo) 1 Pe SLaAupa artopdkpuvong DNA.

O XproTnG TIPETIEL VA OAOKANPWOEL TNV ekTaldeuon Totomoinong xelplotr (0Q) yia to Neogen Zuotnpa
MopLakng Avixveuong, OTiwG TIEEPLYPAPETAL OTO £yypaPo «MPWTOKOAAD KaL 08Nyleg TILOTOTIOLNONG EyKATAOTACNG
(IQ) / Tiotomolnong Asttoupyiag (OQ) yia to Neogen ZUotnpa MopLakng Avixveuong»©.

BAgme TNV evotnta «ELSLKEG 06NYLEG yLa ETILKUPWHEVEG HEBOSOUG» YLa TLG ELELKEG ATTALTAOELG:

Mivakag 3, yLa TipwTOKoAAa eUTIAOUTLOPOU cUP@wva pe AOAC® Official Method of Analysis®™ 2016.08 kat AOAC®
Performance Tested Method* MNiotottolntiko #081501.

Mivakag 4 yLa ta TipWTOKOAA EPTIAOUTLONOU CUPPWVaA PE To TiLotorolntiko NF Validation 3M 01/15-09/16.

EUTTAOUTLOMOG TOUL Selypatog

O Mivakeg 2, 3 1 4 TapoucLtadouv 06NYLEG YLA TOV EUTIAOUTLOHO SELYHATWY TPOYIHWY Kat TIEPLBAANOVTIKWY
Selypatwy. AtoteAel uBUVN TOU XPOTN N ETILKUPWOT EVOAAKTIKWY TIPWTOKOAMWVY SetypatoAnyiag rij avaioylwv
apaiwong, TIPOKELPEVOU Va SLAcPAALOTEL OTL auTr) N HEB0S0G eEAEyxou TIANPOL Ta KPLTrpLa TOU XproTn.

Tpoq)tpa
ETiitpéte 0TO PHECO EUTTIAOUTLOHOU ZwHog Demi-Fraser (TEpAaPBAVEL EVAUPWVLO KLTPLKO 6lénpo) va
elooppotinBetl oe Beppokpacia epyactnplakol TEPLBANOVTOG.

1. Zuvdudote donTta To PECO EPTIAOUTLOHOU Kal T Selypa, cUPPWvA Pe Toug Mivakeg 2, 3 ) 4. Na 6Aa ta
Selypata kpgatog kat ta Setypata pe uPnAr| TEEPLEKTLKOTNTA OE CWHATLELAKN UAI, CUVLOTATAL N XPrion QoKWY
pW\Tpaploparoc.

1. Opoyevotolr|ote KaAd pe avdpel§n, opoyevoroinon rj avdpetl§n pe to xépL yia 2 + 0,2 Aemtd. Enwdote otoug
37 £ 1°C oUpwva Pe toug MNivakeg 2, 3 A 4.

1. T vwrd yaAakTtokoptkd ipotdvta (BA. Mivakeg 2, 3 A 4), petagepete 0,1 mL Tou TipwTtoyevoUG EUTIAOUTLOPOU O€
10 mL Zwpo Fraser. Emwaote otoug 37 + 1°C ywa 20-24 wped.

NepBallovtika Seilypata

OL OUOKEUEG CUAOYNG SELYUATWY PTTIOPEL va lval €va opouyydpL EVUSATWHEVO E éva SLAAUPA OUSETEPOTIOLNONG
yla tnv adpavoroinon tng enidépacng Twv arnoAupavtikwy. H Neogen ouviotd tn xprion omoyyou Kuttapivng xwplg
Bloktova. To StaAupa oudetepotoinong PTtopet va elvat évag oudetepoTolnTkog (wuog Dey-Engley (D/E) 1) €vag
{wpog Letheen. Zuviotdral n amtoAUPavon TNE TIEPLOXNG META TN SetypatoAnyia.

MPOEIAOMOIHZH: Z€ TeplITTWON TIOU ETAEEETE VA XpNoLpoTIoloete OUSETEPOTIOLNTLKO PUBULOTIKOG ALdAupa (NB)
TIOU TIEPLEXEL APUA-COUAPOVIKO CUUTIAOKO WG EVUSATIKO SLAAUPA yLa TOV OTIOYYO, aralteltal va TpayatoTioL|oETe
apatwon 1:2 (1 pépog delypatog o€ 1 pépog otelpou {WPOU EPTIAOUTLOHOU) TOU EUTTAOUTLOPEVOU TIEPLBAANOVTLIKOU
Selypatog TpLv armo Tov EAEYX0, £TOL WOTE VA PELWOETE TOUG KLVEUVOUG TTIou oxeTidovtal Pe éva Peudwg apvnTiko
QTIOTEAECHA TIOU Ba PTIopoUcE va 08Ny oEL OE ATTIOSECPEUOT HOAUCHEVOU TIPOTlOVTOC. Mia AAAN el oy lvat va
petaépete 10 Pl OUSETEPOTIOLNTLKOU PUBULOTIKOU SLAAUHATOC EPTIAOUTLOPOU UECA OTOUG SOKLUAOTLKOUG CWANVEG
Neogen AtaAUpatog AUong.

To TtpotTELVOpPEVO pEYEBOG TNG TtEPLOXNG SeLtypatoAndiag yia emBeBalwaon tng mapouciag ) arousiag tou taboyovou
otnv empdvela eivat touAdytotov 100 cm? (10 cm x 10 cm A 4” x 4”). Katd tn dstypatoAnyia pe xprion omdyyou,
KAAUYPTE OAOKANPN TNV TIEPLOXT TIPOG SUO KATEUBUVOELG (apLOTEPA TIPOG SEELA KAL, OTN CUVEXELQ, ETTAVW KAl KATW)

1 CUMEETE TtepLBAMOVTLKA Selypata cUP@WVA PE TO TPEXOV TIPWTOKOAO SetypatoAnyiag oag rj BAceL Twv 08nyLwv
FDA BAM®™, USDA FSIS MLG® 1) ISO 18593,

1. EmtpePte 0TO PECO EPTIAOUTLONOU ZwPOG Demi-Fraser (TepAapBAveL eEVappwVLO KLTPLKO olénpo) va
eELlooppotinBel og Beppokpacia epyaotnpLakou TepLBANOVTOC,.

2. ZUuvSUAOTE AONTITA TO PECO EPTIAOUTLOMOU KaL TO Selypa, cUPPwva e Toug Mivakeg 2, 3 1 4.

3. OpoyevoTiolote KaAd pe avupsLEr] opoysvor[omor] N avapeLEr] HE TO x€pLyLa 2 + 0,2 Aetttd. EMwaote otoug
37 £ 1°C ywa 24-30 wpeg, ouPPwva Pe Toug Mivakeg 2,31 4
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Mivakag 2: Mevikd TPWTOKOAAA EPTIAOUTLOPOU 0Toug 37 + 1°C pe xprion Zwpou Demi-Fraser kat Zwpou Fraser,
BAOEL TWV ATIALTHOEWV.

‘Oykog a
Mivakag Méeyebog {wpou E:ﬁ%?:ﬁgl
Selypdtwv Selypato EUTIAOUTL- it
YU ypatog otoﬁ (mL) | oMoV (wpeg)
Ene€epyaopeva
pE BeppoTnTaq,
HayeLpepEva,
aAlmaota
KPEATLKA,
TIOUAEPLKA,
BaAaoowva
Kat Papla
Ene€epyaopéva 25¢ 225 24-30
pe BeppotnTa /
TIACTEPLWHEVA
YOAQKTOKOMLKA
Tpolovta
Aaxavika
MOAU-TUNHATIKA
TPOPLUa
MepLBaAoVTIK 1 omoyyog | 10013 225 24-30
belypara® 1 paKTpo 10 24-30
NwTa kpéata,
TIOUAEPLKAG,
BaAaOGLVE, 25¢ 475 28-32
YapLa
MpwtoyevAG EUTTAOUTLGUEG AgUTEPOYEVIG EUTTAOUTLOMOG
(Zwpég Demi-Fraser)@ (Zwpdg Fraser)@ "OYKOC
MNivakag "OyKOC Xpovoc avdaAuv-
Smdn | weyeoos | Zunos | PSS | weyeoos | SOPHOPE | gitos. | 1SSy
elypatog | epmAoutt- i elyparo "o TLOMOU
YH S 0‘;00 (mL) OHOU (WPEG) YH S Twopov (°C) (obptlsq)
NI Metagepete
YOAGKTOKOHLKA 259 225 2024 | o1 MLOE 1 3741 2024 | 1oL
Tpoidvta E: as e(*r)po

(a) O Zwpog Demi-Fraser kat 0 Zwpog Fraser TIPETEL TTAVTA VA CUPTIANPWVYOVTAL JE CUPTIANpWHA ZwpoU Fraser
(EVAPHWVLOG KLTPLKOG 0LENPOG) KaTtd Tn SLAPKELA TIPWTOYEVH 1) SEUTEPOYEVH EUTIAOUTLOHOU.

(B) 'Oykog &etypatog petagepdpevou og SOKLPAOTIKOUG owArveg Neogen AlaAUpatog AUong. Avatpé€te oto Bripa
4.6 TG evotntag «AUong».

El81kEG 08nyieg yLa eMLKUPpWHEVEG HEBOSOUG
AOAC?® Official Method of Analysis”2016.08
AOAC® Performance Tested Method*" #081501

PERFORMANCE TESTED
. RESEARCH INSTITUTE

LICENSE NUMBER 081501
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2ta poypdupata tou AOAC Research Institute OMASM kat PTMSV, n Neogen Aokipacia Moplakrg Avixveuong 2 -
Listeria monocytogenes Bp€Bnke OTL amoTeAEL amoteAeopatikr YEBoso yla tnv avixveuan tou Listeria monocytogenes.
OL pnitpeg Tou eAeyxOnkav otn PeAeTn apouctddovtal otov MNivaka 3.

Mivakag 3. MpwTtdkoAa epTAouTLopoU Pe Xprion Zwpou Demi-Fraser® otoug 37 + 1°C cUp@wva pe AOAC OMAM
2016.08 kat PTMSM Miototountikd #081501.

. , . Xpovog
, a MégyeBog OykoG {wuou .
MNivakag dsypatwv Seiypatoc | epmhoutiopod (mL) spm\guuopou
(wpeg)
XoT VToyk Boslou Kpgatog, queso fresco,
Taywto Baviiia, tupl kotatd pe
4% AUtapd YAAQKTOG, TIANPEG i
coKoAATOUXO YaAa 3%, HapoUAL pwpava, 259 225 24-30
(PPECKO OTIAVAKL OE OAKOUAQ, Puxpa
KQATTVLOTOG COAOHOG
NwTt6 KoTdToUAO 25¢g 475 28-32
FaAOTIOUAQ VTEALKATEDEV 125¢g 1125 24-30

OAGKANpPO APKETOG OYKOG

MemovL® TIPOKELPEVOU VA 26-30

TETToVL ETILTTAEEL TO TIETOVL
g Avogeldwtog xahuBag 1 omdyyog 225 24-30
g ZTEYAVOTIOLNHEVO OKUPOSEPa | 1 omtoyyog 100 24-30
§_ _g MAQoTLKOY 1 pakTpo 10 24-30

‘O\a ta Selypata yla tnv emkUpwon AOAC opoyevoTIoLBNKav PE OPOYEVOTIOLNON EKTOG EAV ONUELWVETAL AAAWG.

(a) O Zwpodg Demi-Fraser kat 0 Zwpog Fraser TIPETEL TIAVTA VA CUPTIANPWVOVTAL HE CUMTIARPpWHA ZwpoU Fraser
(EVAPPWVLOG KLTPLKOG 0LENPOG) KATA TN SLAPKELA TIPWTOYEVH ) SEUTEPOYEVT EUTIAOUTLOHOV.

(B) Opoyevoriowote to Selypa pe avapelén Pe Tto xEpL.
(y) Opoyevorolrjote to Selypa pe avadeutripa.

NF VALIDATION arté tnv AFNOR Certification

AIFICATION
¢

EN ISO 16140

3M 01/15-09/16
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS

http://nf-validation.afnor.org/en
M TEEPLOCOTEPEG TIANPOPOPLEG OXETIKA PE TN ANEN TNG ETIKUPWONG, TIAPAKAAOUKE AVATPEETE OTO TILOTOTIOLNTIKO
NF VALIDATION Ttou SLatiBetal oTov LoTOTOTIO TIOU QVAPEPETAL TIAPATIAVW.
Mé£B060¢ Tiiatotoinong NF VALIDATION cUpdwva pe to Tipotutio ISO 16140-2% ge gUyKkpLon He To TipotuTo ISO
11290@®
MNedio eykupdtntag: ‘OAa ta Selypata avepwTivwy Tpo@iPwy Kat TepLBAAOVTIKA Selypata (EKTOG SElypaTwy
TIPWTOYEVOUG TTIApAyWwYyr|G)
Mpoctolpacia Ssiypatog: Ta Sslypata mpemeL va rposTolpddovtatl cuppwva Pe ta potura EN ISO 11290-1® kat EN
ISO 6887®

"Ek8001N AOYLGHULKOU: BA. TILOTOTIOLNTLKO
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Mivakag 4: MpwTtdkoAa epTAouTLopOU cUPYWVA PE TitotoTotnpevn armd tnv NF VALIDATION pébodo 3M
01/15-09/16 otoug 37 + 1°C pe xprion Zwpou Demi-Fraser kat Zwpou Fraser BACEL TwV ATIALTCEWV.

‘OyKoc Zw- Ogppokpa- | Xpovog ‘OyKoG
. . Méyebog Y _| ola gpmou-| epmAou- | avdAu- ATt06€KTO onpeio
FEAGE I R Selypatog lt‘?: ilt,;-[(}r‘gf) TLOMOU TWOpoU | ong &ely- Tapéppacng
H (£1°C) (wpeg) | parog®
‘OAa ta detypata
TPOPLHWV (EKTOG ) )
VWLV KPEATWY, ® Zwpog Demi-Fraser ewg
VWV BaAaoovwy 25g 72 WpEG
KAL VWTTWY e Atadtkacta AUpato
YOAGKTOKOULKWV 225 37 24-30 20 pL GTouC -20°C HATOt
TIPOLOVTWVY) A
e Atadikaota AVpatog
MepLBalovtika ﬁi I?‘E'p10 Q1 0TOUG 4°C £WG 72 WPEG
6elypara pavtnAdkL
I'Ipwtov:avr']q EUTIAOUTLOLIOG AguTEPOYEVI G EUTTAOUTLOMOG (ZwHOG Fraser)
(Zwpog Demi-Fraser)® ®
El6ko , . OepLO- , OepLo- , "OVKO ATtO8eKTO
TpWToKoA- [ Me- i Kpggia NIDIES : Kpggia LS cx;d-c onueio ma-
Ao vebog | {wpou guTAoU- gutihou- | MéEyeBog guTAOU- gumiou- | o0 onc | PEMBaong
Sely- | epmAoutt- TLOHOU TWopoL | &elypatog TLopoU TLOpOU Seiypa-
l‘latoq O-IJ'OU (mL) (11 oc) (wpsq) (i1 oc) (wpsq) toc(v)
o Zwpog
Fraser €wg
72 WpPEG
Nwrtd kpé- .
aro, vord ’ ° AL,GSLKGOLCI
. Metagépete AUpatog
SaAacatva 0,1 mL o OToug
KaL vwTtd 25¢ 225 37 20-24 10’ L Zwud 37 20-24 10 pL 50°C
yaAakto- ML CWHO )
KOMLKA Fraser e AlaSikaotia
Tpolovta AUpatog
oToug
4°C €wg
72 WPEC

(a) ‘Oykog Selypatog HETaWepOPEVOU O SOKLPAOTIKOUG owArveg Neogen AtaAUpatog Auong. Avatpe&te oto Brjpa
4.6 TG evotnTag «AUoNG».
(B) O Zwpog Demi-Fraser kat 0 Zwpog Fraser TIPETEL TIAVTA VA CUUTIANPWVYOVTAL JE CUPTIARpWHA ZwpoU Fraser
(EVAPPWVLOG KLTPLKOG GLENPOG) KaTd T SLAPKELA TIPWTOYEVH I SEUTEPOYEVH] EUTIAOUTLOHOU.
(y) ‘Oykog &elypatog petagepduevou og SOKLPAOTIKOUG owArveg Neogen AlaAUpatog AUong. Avatpé€te oto Bripa
4.6 TG evotNnTag «AUoNG».

THMEIQZH: Aslypata peyaAUtepa twy 25 g Sev €xouv eAeyxBel otn peAétn NF Validation.

Mpoetolpacia tou Neogen® Aiokou Tayeiag Péptwong Moprakng Avixveuong

1. Bpé€te éva mavi pe SLaAupa olkLakng xAwpivng r avtiotolyo StdAupa 1-5% (dyko Kat' dyko o€ vepPO) Kat
okourttiote Tov Neogen® Aloko Taxelag Poptwong Moplakng Avixveuong.

2. ZemAUvete tov Neogen Aloko Tayeiag Poptwaong Moplakrig Avixveuong pe vepo.

3. XpnOUOTIOLAOTE pla TIEToETA Piag Xpriong yla va oteyvwoete tov Neogen Aloko Taxelag Poptwong Moplaknig
Avixveuong.

4. Awaopaliote 6tL o Neogen Atokog Tayelag Poptwaong Moplakng Avixveuong elvat oteyvog TpLy tn Xpron.
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Mpostotpacia tou Neogen® ‘EvBetou Yrodoy g ZwAAvwy yia Wiugn Moprakrg Avixveuong

TomoBetriote tnv Neogen® YrtoSoxr ZwANvwy yla WOEn Moplakng Avixveuong ameubelag oTov EpyactnpLaKO TIAYKO.
Xpnotgotojote tnv uttodoxr Yugng o€ epyaotnpLakr] Bepuokpacia meptBaovtog (20-25°C).

MNpoctolpacia tou Neogen® ‘EvBetou yLa Ytodoxr ZwAfvwy Ogppavtnpog Moplakig Aviyveuong

TomoBetriote to Neogen® EvBeTo yla Yooy ZwAnvwy Ogppavtripa MopLakrg Avixveuong o€ pLa SUTAr povdada
uttodoxnG owAnvwv §npng Bppavong. Evepyorowjote tn povada gnprg B€ppavong kat pubpuiote tn Beppokpacia

yla va emiitpePete oto Neogen EvBeto yia Ytodoxr ZwAnvwy Osppavtripa Moplakrg Avixveuong va gBdaceL kat va
Sdlatnpriosl Bepuokpacia 100 + 1°C.

ZHMEIQZH: Avaloya pe tn povada Beppavong, agriote to Neogen EvBeto yla Yodoxn ZwAivwy Ogpuavtrpa
MopLakng Avixveuong va 9Bacel otnv KatdAnAn Beppokpacia yia mepimou 30 AeTtd. XpnoLPoToLwvTag

€va KataA\nAo, Babpovopunuévo BepUOPETPO (TL.X. BEPUOUETPO PEPLKAG EPPUOLONG 1 PNYLako BepUOpETPO
Beppootolyelou, 0L BEPUOUETPO OALKNAG EUBUBLONG) ToToBeTNUEVO OTNV KaBoplopévn B€on, emaAnBevote OTL To
Neogen EvBeto yLa Yrtodoxr ZwAnvwy Ospuavtripa Moplakrg Avixveuong Bploketat otoug 100 + 1°C.

Mpostotpacia tov Neogen® Opydvou Moprakrg Avixveuong

1. Ekkwnote to Neogen® ZUotnua Moplakng Avixveuong kat cuvSeBeite. ETILKOLVWVAOTE JIE TOV TOTILKO 0ag
avtinpoowrto tng Neogen Food Safety wote va Stac@aAioste OtL SLABETETE TNV TEAeUTAL EKEOON TOU AOYLOHLKOU.

2. Evepyomoirjote to Neogen Opyavo Moplakng Aviyxveuong.

3. Anploupynote n enegepyaoteite pla Sltadikaota pe Sedopeva yla Kabe Selypa. Avatpegte oto yxelpidlo xprong
tou Neogen ZUotnua Moplakrig AVixveuong yLa AETTTOPEPELEG.

ZHMEIQZH: To Neogen ‘Opyavo Moplakrig Avixveuong TIpETeL va pBAceEL o€ kataotaon Etoluotntag mpotou
ELCCI)(GEL o Neogen Alokog Taxelag d)optwonc MopLakrg Avixveuong pe Toug SOKLPAOTIKOUG CWANVEG QVtLSpaonq.
AuUTO To 0TddLo esppavcr]c SLapkel nspmou 20 Aemttd Kat uttodelkvuetal pe eva MOPTOKAAIL pwg otn ypappr]
KATAOTAoNG TOU GUOTIUATOG. ‘OTav TO 6UCTNUA EiVaL ETOLHO YL Va EEKLVAOEL ULa Sladtkacta, n ypappn
kataotaong 6a yivel MPAZINH.

Auon
Agpatpgote Tov tuBpéva tou otatw Neogen AtaAUpatog AUong Pe éva katodBisi r gla otdtouAa TipLy To
tomobetrioete oto Neogen EvOeTo yLa Ytodoxr ZwAnvwy Ogppavirpa Moplakng Avixveuong.

1. AQPNOTE TOUG SOKLPAOTIKOUG CWANVEG SLaAupatog Auong (Neogen AldAupa Avong) va BeppavBouv agrivovtag
TO otatw o€ Beppokpacia Swuatiou (20-25°C) katd tn SLapkeLa TG vuxtag (16-18 wpeg). EVAANAKTLKEG AUCELG
yla TNV €§L0OPPOTINGCN TWV SOKLUAOTIKWY oWANVwY Neogen AtaAupatog AUong og Beppokpacia Swpatiou eivat
Va APrOETE TOUG SOKLUAOTIKOUG oWAVeG Neogen AlaAUpatog AUoNG ETTAVW OTOV TIAYKO TOU Epyactnplou yla
TOUAQXLOTOV 2 WPEG, VA ETTWACETE TOUG SOKLUAOTIKOUG owArveg Neogen AlaAUpatog AUong o€ emwaotripa
37 £ 1°C ywa 1 wpa rj va Toug TomoBeTrocTe o€ SLTAN povdda uttoSoxng cwAnvwy §nprg Beppavong yla
30 deutepoAemta otoug 100°C.

2. AvaotpeTte TOUG TIWHATIOPEVOUC SOKLPAOTLKOUG CWANVEG YLd va avapi&ete. Mpoyxwpriote oTo eMOUEVO 0TASLO
EVTOC 4 Wpwv.

3. BydAte tov {WHO EPTIAOUTLOHOU aTIO TOV EMWACTIPA.

4. Amnatteltat évag SoKLPaoTikog cwAnvag Neogen Alahupatog AUonG yia Kabe Setypa kal Selypa Apvntikou
EAEyxou (NC) (oTtelpo PETO EUTTAOUTLOMOU).

4.1 OL OELPEC TWV SOKLPAOTIKWY 0wARVWV Neogen ALaAUpAtog AUoNG UTtopoUV va KOTtoUV oTov eTBUPNTO
apLlOpo6 SoKLaoTkWY cwANvVwY Neogen AtaAUpatog AUong. ETtiAégte Tov aplBuod Twv HEPOVWHEVWVY
SOKLPAOTIKWY owARVWV Neogen ALaAUpPAtog AUONG 1 TLG ATTALTOUPEVEG OELPEG TWV 8 SOKLUACTIKWY CWARVWV.
TomoBetriote TOUG SOKLPAOTIKOUG cwANveg Neogen AlaAUpatog AUGNG O€ £va KEVO oTATW.

4.2 [ va armo@uyeTe Tn SLactaupoupevn JOAUVON, artoo@payilete pia oelpd SOKLPAOTIKWY CWANVWY
Neogen AtaAUpatog AUong KABe popd, KaL XpNOLUOTIOLELTE VEO pUYXOG TILTTETAG YLa KABE Bripa HETAPOPAG.

4.3 METAPEPETE TA EYTTIAOUTLOPEVA SElyPaTa 0TOUG SOKLPAOTIKOUG oWArveG Neogen AtaAupatog AUonG OTiwg
TIEPLYPAPETAL TIAPAKATW:
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MeTapepete KABE EUTIAOUTIOPEVO Selya o€ PEpOVWPEVO cwWANva Neogen AlaAUpatog AUong TtpwTa.
Metagpepete Tov NC teheutaio.

4.4 Xpnolpotowrjote to Neogen® Epyaleio Zgpaylong / Artoo@paylong - Auong MopLakrg Avixveuong yla va
arnoopayloete pla oelpd SoKLHAoTIKWY cwAvwyv Neogen AtaAupatog AUong - pia oslpd KABe popd.

4.5 Atopplyte TO MWHA TOU SOKLPACTIKOU owArva Neogen AlaAUpatog Along - Edv To AUpa TipokeLtat va
SlatnpnBetl yla emaveAeyxo, TOTIOBETAOTE TA TTWHATA PECA o€ eva KaBapd Soxelo, yLa EK VEOU €QapUOYr HETA
T™n Auon.
4.51 T tnv enegepyaocia tou Statnpnuévou AVpatog, BA. NMapdptnua A.

4.6 Metapéepete 20 pL Selypatog péoa o evav SOKLUAoTIKO owArva Neogen AlaAupatog AUoNG, EKTOG Qv
avapepetal SLaYopeTIKA ota MpwtokoAa armd toug MNivakeg 2, 3 1} 4 (TL.X. VWTTIA YOAAKTOKOULKA TIpolovTa f Katd
TN Xprion TEPLBAAOVTIKWY SELYUATWY PE OUSETEPOTIOLNTLKO pUBULOTIKO SLdAupa, Xpnotpottoteite 10 pL).

5. EmavaAdBete ta Bripata 4.4 €wg 4.6 PEXPL TO KABE eLpEpoug Selypa va €xel TipooTteBel o€ €vav avtiotolyo
Sokipaotikd owAriva Neogen AtaAUpatog AUonG tng oeLpdc.

6. Otav éxouv petaepBel OAa ta Selypata, petapépete 20 UL NC (OTELPO PECO EPTIAOUTLOHOU), TLY. ZWHOG
Demi-Fraser) péoa o€ €vav S0KLpaotikd cwArjva Neogen AtaAUpatog AUong. Mnv xpnotpotoLeite vepd wg NC.

7. EmaAnBevote 6tL n Beppokpacia tou Neogen EvBetou yla Yiodoxr ZwAivwv Ogppavtripa Moplaknig Avixveuong
Bploketal otoug 100 + 1°C.

. TOTIOBETAOTE TO AKAAUTITO OTATW SOKLPACTIKWY oWAVwY Neogen AlaAUpatog AUong oto Neogen EVBETO yLa
YroSoxn ZwAnvwyv Bgppavirpa Moplakng Avixveuong kat Beppdvete yla 15 + 1 Aerttd. Katd tn SLdpkeLa tng
B¢ppavongc, to Neogen AtdAupa AUong Ba aAMageL amd pol (Puxpo) oe Kitpvo (Beppo).

81 Aslypata mou Sev €xouv uTtoBANBEL oTtnV KatdAANAN Beppikn emegepyaoia katda tn SLApKeLa Tou otadiou
AUong g Sokactlag Popouv va BewpnBolv wg TiBavog BLoAoyLkog Kivsuvog kat AEN TipETeL va eLodyovtat
oto Neogen ‘Opyavo Moplakng Avixveuong.

9. AQALPECTE TO OKAAUTITO OTATW TWV SOKLPACTIKWY cwAVwy Neogen AtaAUpatog AUong amo To €VOeTo
Béppavong kat agrote to va Kpuwoel oto Neogen EvBeto YoSoxrg ZwAnvwy yla Woén Moplakrig Avixveuong
yla TOUAGYLOTOV 5 AeTttd Kat peyloto 10 Aemttd. To Neogen EvBeto Yodoxng ZwAnvwy yla WYOEn Moplaknig
Avixveuong, 6tav xpnolpotoLeital og Beppokpacia mepBaAovTog, Tipémel va tomtoBetnBel ameubeiag emavw
oTov TIAyKo Tou gpyactnpiou. Otav Kpuwoel, To SLaAupa Along Ba aroktroeL Eava pod xpwua.

10. AQALPECTE TO OTATW TWV SOKLPMACTIKWY CWANVWY Neogen AlaAupatog Auong ard to Neogen EvBeto YtoSoxng
ZwAnvwy yua Wugn MopLakng Avixveuong.

0o

00:15:00

00:05:.00
MoA\amAacLacpog

1. Amatteltal évag SoKLUaoTkog cwArvag avtidpaotnpiou Neogen Aokipactiag Moplakrg Avixveuong 2 -
Listeria monocytogenes yLa kaBe Setypa kat tov NC.

11 OL OELPEC TWV SOKLUAOTIKWY CWARVWY avTLSpactnplwv PopouV va KOTIoUV oTov eBupntéd aplbuo
SOKLHAOTIKWY CWARVWV. ETIAEETE TOV ammattoupevo aplBpo TwV PEPOVWHEVWY SOKLUACTIKWY CWARVWVY
avtidpaotnplou Neogen Aokipaciag Moplakng Avixveuong 2 - Listeria monocytogenes rj TLG ATTALTOUHEVES
OELPEG TWV 8 SOKLHACTIKWY CWARVWV.
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1.2 TomoBetriote Toug S0KLPAOTIKOUG owArveg Neogen Aokipaciag Moplakng Avixveuong 2 - Listeria
monocytogenes o€ €vad KEVO OTATW.

1.3 Amopuyete va Slatapdete ta opatpidla tou avttdpaotnpiou amod Tov AT TwV SOKLHACTIKWY CWARVWV.

2. EmAEETe 1 SokLpaotiko owArva Neogen EAeyxog Avtispaotnplou katl TOTIOBETAOTE TOV OTO OTATW.
3. M va amo@uyete tn SLactaupoUpevn HOAUVan, arntoopayilete pla oelpd SOKLPHACTIKWY CWANVWVY

avtispaotnplou Neogen Aokipactiag MopLakng Avixveuong 2 - Listeria monocytogenes KABe popd, Kal
XPNOLUOTIOLELTE VEO pUYXOGC TILTITETAG YLa KABE Bripa HETAYOPAG.

Metagepete Ta AUPATA 0€ SOKLUACTIKOUG CWANVEG avtspaotnpiwv Neogen Aokipaciag Moplakng Avixveuong
2 - Listeria monocytogenes kal SOKLUAoTIKO cwArjva Neogen EAgyxog Avtidpaotnplou, 0TiwG TIEPLYPAPETAL
TIAPaKATW:

Metagépete kABe AUpA SELyHATOG OTOUG ETILHEPOUG SOKLIAOTLKOUG OCWANVEG avTispaotnpiou Neogen
Aokipaciag Moplakrg Avixveuong 2 - Listeria monocytogenes Tipwta Kat otn cuvéxela tov NC. Evudatwote
Tov SoKLpaoTtiko ocwArjva Neogen EAeyxog AvtiSpaotnpiou teheutaio.

. Xpnotportotrote to Neogen® Epyaieio Zppdylong / Amtooppdylong - Avtidpaotnpiou Moplakng Avixveuong yLa

Va aroo@payLosTe TOUG SOKLPAOTIKOUG CWANVEG avilspaotnpiou Neogen Aokipaciag Mopuakrg Avixveuong 2 -
Listeria monocytogenes - pia oeLpd SOKLPAOTIKOU CWANVa avtispaotnpiou kabe popd. Amopplte To TTwpa.

51 Metagépete 20 pL tou AUpatog Seiypatog arnd to endvw %2 Tou vypou (artoduyete to {{nua) tou
SokLpaotikol cwAfva Neogen AtaAUpatog AUCNG 6TOV AvTioToLY0 SOKLUACGTLKO GwAnva avitspactnpiou
Neogen Aokipaciag Moplakng Avixvevong 2 - Listeria monocytogenes. Xopnynote umo ywvia yia va
amo¢uyete va Statapdete ta opatpisia. Avapi§te mmeTtdpovtag TIPOCEKTIKA TIAVW-KATW 5 POpEG.

5.2 EmavaAdBete to Pripa 5.1 PéEXPL TO ETLPEPOUC AUPA SElypaTog va €xeL TIPOOTEDEL O€ €vav avtiotoLyo
SoKLaoTikd owArva Avtidpaotnpiou Neogen Aokipaciag Moplakng Avixveuong 2 - Listeria monocytogenes
oTn o€Lpa.

5.3 KaAuyte Toug SOKLPAOTIKOUG OWANVEG avttdpaotnplou Neogen Aokipactag Moplakng Avixveuong 2 - Listeria
monocytogenes pI€ TA TIAPEXOPEVA ETILITAEOV TIWHATA KAL XPNOLLOTIOLOTE TN OTPOYYUAEHEVN TIAEUPA TOU
Neogen EpyaAeiou Zgpdylong / Atooppaylong - Avtidpaotnpiou Moplakrig Avixveuong yLa va aokfioete
Tileon PE pLa kivnon ePmpoG-Tiiow, SLacpaAifovtag OTL TO TIWHA EXEL EYAPHOOTEL OPLYTA.

5.4 EmavaAdBete ta Brjpata 5.1 £éwg 5.3 0w amatteital, yla tov aplbBpd Twy Sy dtwy Tou elval Tipog EAeyXO.

5.5 'Otav £xouv petapepBel OAa ta AUpata Setypatog, emavaldpete to Pripa 5.1 yla va petagpepete 20 pL tou
AUpatog NC péoa o€ €vav SoKLUaoTtiko cwAnva Neogen Aokiactiag Moplakng Avixveuong 2 - Listeria
monocytogenes.

5.6 Metapépete 20 PL tou Aopatog NC péoa o€ évav SokLpaotiké owAiva Neogen ‘EAeyyog Avtispaotnpiov.
XopnyrnoTe UTIO ywvia yla va aTtoQUYETE va SLatapdEete ta opatpisdia. AVapiETe TUTETAPOVTAG TIPOCEKTLKA
TIAVW-KATW 5 POPEG.

. DOPTWOTE TOUG OPPAYLOPEVOUG SOKLUAOTLKOUG OCWANVEG O€ €vav kabapo kat aroAupacpevo Neogen Atoko

Taxelag Poptwong Moprakrg Avixveuonc. Khelote kal ac@aAiote to kamakt tou Neogen Atokou Taxetag
doptwong Moplakng Aviyveuonc.

20 L

EriBewpniote kat emBeRatwote tn Stapoppwpévn dtadikacia péoa oto Aoyloptko tou Neogen Zuotrpatog
MopLakng Avixveuong.

Ka&vte KALK 0To KoUPTIL Evap&n oto AoyLopiko Kat eTAEETE TO Opyavo Tou Ba xpnotporolnBetl. To KaraKL Tou
ETIAEYHEVOU OPYAVOU QVOLyEL QUTOMATA.

TomoBetriote tov Neogen Atoko Taxetag Poptwong Moplakng Avixveuong péoa oto Neogen ‘Opyavo Moplakrg
Avixveuong Kal KAELOTE TO KATIAKL yLa va EEKLVNOETE TN SoKLpaoia. Ta amoTeEAECATA TIAPEXOVTAL EVTOG 75 AETITWY,
av Kal ta Betika propel va aviyveubouv vwpitepa.
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10. ApoU oAokANpwBel n Sokipacia, apatpeote tov Neogen Aloko Tayelag Poptwong MopLakng Avixveuong armd
to Neogen ‘Opyavo MopLakrg Avixveuong kat amoppiyte Toug SOKLUAOTIKOUG CWANVEG HOUALAZOVTAG TOUG O
SLaAupa okLakng xAwpivng r avtiotolyo StdAupa 1-5% (0yko Kat' dyko o€ vepo) yla T wpa Kat JakpLd amo tnv
Tieployr poetoluaciag tng dokiuaoctac.

ZHMEIQZH: 'a TNV EAAXLOTOTIONN 0N TOU KWVSUVOU PeUSWE BETIKWY ATTIOTEAECPATWY AdYW SLACTAUPOUHEVNG
HOAUVONG, TIOTE PNV QVOLYETE TOUG SOKLPAOTLKOUG CWANVEG QVTLEPACTNPLWY TIOU TIEPLEXOUV TIOANATIAACLACHEVO
DNA. AuTo TiepAapBAVEL TOUG SOKLPAOTIKOUG OWARVEG avtidpaotnpiwv Neogen Aokipaciag Moplakng Avixveuong
2 - Listeria monocytogenes, Tov S0KLAoTLko owArjva Neogen EAgyxog AvTiSpactnplou Kat ToV SOKLUAOTIKO

ocwAnva Mivakag EAEyxou. ATIoppUTTTETE TIAVTOTE TOUG OPPAYLOPEVOUG SOKLUAOTLKOUG CWANVEG avtispaotnpiwy
MOUALAZovVTAG Toug o€ SLAAUPA OLKLAKAG XAwPLvNng 1 avtiotolyo StaAupa 1-5% (0yKo Kat' Oyko o€ vepo) yla 1 wpa
KAl JakpLd aTto TNV TIEEPLOXT TIPOETOLAaciag TnG SOKLUAoLag.

AmtoteAéopata Kat eppnveia

‘Evag aAyopLBpog pUNVEVEL TNV KAPTIVAN TIAPOXAG PWTOG TIOU TIPOKUTITEL ATt TNV avixVeUCN TOU TIOAAATIAQCLACHOU
TWV VOUKAEIVIKWY 0&EwV. Ta amoTeAEoPATA AVAAUOVTAL QUTOHATA aTtO TO AOYLOMLKO KAl KWSLKOTIOLOUVTAL XPWHATIKA
pe Bdon to amoteAeopa. Eva Oetiko 1 Apvntikd amotéleopa kabBopidetal peow avaiuong vog aplBpoU HoVadLKWY
TIAPAPETPWY TNG KAPTIVANG. Tal UTTOBETLKA BETIKA ATTOTEAECHATA AVAPEPOVTAL OE TIPAYHATLKO XPOVO, EVW Ta ApvNTIKA
Kal ta arnoteAéopata Mpog Embewpnon epgpavidovtat HETA TNV 0AOKANpwon tng Stadikaotag.

Ta utoBeTIkd BeTikd Selypata Tpemel va emBeRatwvovtal cUPPWVA PE TLG ouvnBeg Sladlkaoteg Asttoupylag Tou
gpyaotnplou r; akoAouBwvtag TNV KatanAn enBeBaiwon pebddou avapopdgt 23, apyilovtag Pe TN HETAopa
Qo TOV TIPWTOYEVH EUTIAOUTLONO o€ SeuTEPOYEVH (WO EUTTAOUTLOMOU (OTTOU LOXUEL) KL OTN CUVEXELA ETTLOTPWON
Kal eLReRalwon TWV AMOPOVWOEWVY XPNOLUOTIOLWVTAG TLG KATAAMNAEG BLOXNMLKEG KAL OPOSLAYVWOTLKEG HEBOSOUG.

ZHMEIQZH: Akopa Kat éva apvnTiko Selypa dev Ba Swaoel pndevikn €vEeLn, kabwg To cuoTNHA Kat Ta
avtipaotripla toAaniactacpou Neogen Aokipaciag Moplakrg Avixveuong 2 - Listeria monocytogenes €Xouv pLa
OXETLKNA Hovada pwTtog (RLU) «uttoabpous.

2tn ondvia mepintwon acuvriBLotou YwTtLopoU, o alydpLBpog to emonpaivel wg «Mpog Embewpnaon».

H Neogen cuviotd otov xprjotn va emavaldBet tn Sokiuactia yla 6Aa ta detypata MNpog Embewpnon. Eav to
amotéAeopa ouvey el va lvat Mpog ETBewpnon, Tipoxwperote otov EAeyxo eTLBeRalwong XpnoLlPoToLwvTag In
HEBOSO TToU TIpoTLHATE ) OTIWG KaBopiletal amd Toug TOTILKOUG KAVOVLIOHOUG,.

Mivakag 5: ZUPPBoAa ATTOTEAECHATWY yLa Selypata Kat Epunvela, OTIwG TIAPEXOVTAL ATIO TO AOYLOULKO TOU
Neogen Zuaotrpatog Moplakng Avixveuong.

ToTtoc Zouppoho
, amoteAéopatog | AmotéAleopa Eppnveia
uTIo80X NG uTtoSox NG
Agilypa ‘ OeTKO To Selypa eivat uTtoBETIKA BETLKO yLa TO OTOXEUOUEVO TTIAB0yOVO.
Aglypa . Apvntikd | To Selypa elval apvnTiko yLa To oToXEUOHEVO TTaBoyovo.
O Ttivakag SELypdatwy ATav avaoTtaATikog yla tn SoKLpaota.
. . | Ev&éxetal va xpeldletal ek véou e&gtaon). Avatpéfte otnv
Aelypa @ AVAOTAATIKG €vOTNTA «AVTLUETWTILON TIPORANUATWY» Kal TLG MAnpowopleg
TIPOIOVTOC TOU KLT SOKLPACLAG YLa TIEPLOCOTEPEG TIANPOYOPLEG.
Aev ritav Suvatog o kabopLopog TN tapouaciag r Tng arouactiag
Moo TOU otoxeudEVOU Ttaboyovou. Eveéxetal va xpelddetal EK VEOU
Aglypa @ R s‘n)b S 5 e€€taon. AvatpéEte otV evOTNTA «AVTLUETWTILON TIPORANHATWY»
PNON | kaw g MAnpowopleg TtpoidVTOog TOoU KLT Sokipaaciag yla
TIEPLOCOTEPEG TIANPOYOPLEG.
Aev aviyveubnke Blopwtavyela. Evééxetal va xpeldletal ek veou
. . e&étaon. AvatpEte otnv evotnTa «AVTLUETWTILON TIPORANHATWY»
Aiypa @ ZQAAMA | 4 T MANPOWOPLEC TTPOIOVTOC TOU KIT S0KAsiac yla
TIEPLOCOTEPEG TIANPOYOPLEG.

EmBepaiwon twv amoteAecpudtwy cUpdwva pe tn peBodo miotomoinong NF VALIDATION
Ertihoyn 1: Xpnotpomoiwwvtag to ripoturto ISO 112909, Eekwvwvtag anod tov EUMAOUTLOPO Demi-Fraser.

Ertidoyn 2: Me amopovwon o€ ayap PALCAM 1y o€ xpwpoyovo ayap (O&A) Ttou anoteAel pépog pebodou
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miotortoinong NF VALIDATION yua tnv aviyxveuan Listeria monocytogenes. H tapouoia XapakTnpLOTLKWY ATIOLKLWV
emapkel yla tnv enPBePaiwon tng mapouotiag Listeria monocytogenes.

EttitAdoyn 3: XpnoLPOTIOLWVTAG AVLXVEUTEG VOUKAEIVIKWY 0EEWV, OTIWG TIEPLYPAPETAL 0TO TtpoTuTIo EN ISO 72189,
O€ ATIOHOVWHEVEG ATIOLKLEG, aTTO ETIAEKTIKO dyap (BA. ETiidoyn 11 2).

Ettthoyn 4: Xpnoluotowwvtag ortoladnimote AN pébodo miotomoinong NF VALIDATION, n apxr Tng omolag
TIpETEL va Slagepet amd autrv tng Neogen Aokipaciag Moplakrg Avixveuong 2 - Listeria monocytogenes. MNpemeL
Va XPNOLUOTIOLELTAL TO TIAPEG TIPWTOKOAAO TIOU TIEPLYPAPETAL YLa aUTHV Tn SeUTepn PEBOSO emikUpwong. OAa ta
Bruata mpLv arnd tnv évapén tng emPBePalwong mpemeL va eivat kowvd Kat otig Vo pebddou.

2TV MepimTwon acupPwviag Twv amoTEAECUATWY (UTIOBETIKA BETIKA PE TNV EVAANAKTLKI PEB0SO, TIou SV £XOUV
eTBeRALWOEL pe Evav aTd Toug TPOTIOUG TIOU TIEPLYPAPOVTAL TIAPATIAVW), TO EPYACTHPLO TIPETIEL VA OKOAOUBOEL TA
anapaitnta Bripata yia va SLac@aliosl TNV eyKupOTNTA TOU ATTOTEAECHATOG TIOU AauBAveTal.

2TnV MeplmTwon acupPwviag Twy amoTteEAECHATWY (UTTOBETIKA BeTikd pe tn Neogen Aokipacia MopLakng
Avixveuong 2 - Listeria monocytogenes Tiou Sev €xouv emLBePatwbel pe évav amd Toug TPOTIOUE TIOU TIEPLYPAPOVTAL
TIAPATIAVW), TO EPYAOTIPLO TIPETIEL VA AKOAOUBN oL Ta amapaitnta Bripata yla va SLlac@aiioet TNV eyKupoTNTA TWV
QTIOTEAEOPATWY TtIOU AapBdavovtal.

Edv €xETE EPWTNOELG OXETIKA PE OUYKEKPLUEVEG EQAPUOYEG ) SLaSLIKACLES, TTAPAKAAOUE ETILOKEPOELTE TNV LOTOOEALSA
WWW.Nneogen.com rj ETILKOLVWVAOTE PE TOV TOTILKO 0ag aVTLIpOowTio 1 Stavopéa tng Neogen.

Napdptnpa A. AtakoTtr) TIpWTOKOAAOU: ATIOBAKEUGN KAl ETTAVENEYXOG OEPULKA ETIEEEPYACHEVWV AUATWV.

1. Twava anoBnkevoete éva BepuLkd etegepyacpévo AUPA, EMAVATTWHATIOTE TO SOKLUAOTLIKO CwARvVa AUoNG PE Eva
KaBapo twpa (BA. «Aucn», 4.5).

AmtoBnkevote 0Toug 4 £wg 8°C yLa £wG 72 WPEG,.
MpogToLACTE €va amoBnKeVPEVO Selypa yLa TIOAMATIAACLAOHO avaoTPEPOVTAG 2-3 (POPES YLa Va avapi§eTe.
AQaLpgoTe To WA and Toug SOKLPACTLKOUG CWANVEG.

ToTtoBeTAOTE TOUG SOKLPAOTIKOUG OWANVEG HE TO avapePLypévo AUpa oto Neogen EVBETO yLa Ytodoxr ZwARvwy
Oeppavtnpa Moplakng Avixveuong kat Beppdvete otoug 100 + 1°Cyla 5 + 1 Aemttd.

6. AQPALPEOCTE TO OTATW TWV SOKLPACTIKWY cWANRVWY Neogen AtaAUpatog AUong amd to évBeto Bepuavong Kat
aPnoTe To va Kpuwaoel oto Neogen EvBeTo Yodoxng ZwAnvwy yla WOEn Moplakrig Avixveuong yLa TOUAGXLOTOV
5 AeTttd KaL peyLoto 10 Aemtd.

7. Zuveylote To TIPWTOKOANO OTNV vOTNTaA «EVioXUcn» TIOU TIEPLYPAPETAL AETITOUEPWG TIAPATIAVW.

vk W

Mapatmouteg:
1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analysis Manual. Chapter 10: Detection and Enumeration of
Listeria monocytogenes in Foods. January 2016 Version.

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 8.08. Isolation and Identification
of Listeria monocytogenes from Red Meat, Poultry and Egg Products, and Environmental Samples.
Effective Date: May 1, 2013.

3. NFENISO 11290-1. Microbiology of Food and Animal Feeding Stuffs - Horizontal Method for the Detection and
Enumeration of Listeria monocytogenes. Amendment 1, 2004-10-15.

NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.
5. NFEN ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs - General rules for microbiological examination.

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

7. NF EN ISO 18593. Microbiology of food and animal feeding stuffs - Horizontal methods for sampling techniques
from surfaces using contact plates and swabs.

8. NFENISO 6887. Microbiology of food and animal feeding stuffs - Preparation of test samples, initial suspension
and decimal dilutions for microbiological examination.

Emte§iynon ZupBOAwWV ETIKETWVY TIPOLOVTWV
info.neogen.com/symbols
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Informacje o produkcie

Molekularny test do wykrywania 2 — Listeria monocytogenes

Opis i przeznaczenie produktu

Molekularny test Neogen® do wykrywania 2 — Listeria monocytogenes stosuje sie razem z Systemem do Diagnostyki Molekularnej
Neogen”w celu szybkiego i swoistego wykrywania bakterii Listeria monocytogenes w probkach zywnosci oraz w wymazach
Srodowiskowych. Molekularny test Neogen do wykrywania wykorzystuje metode izotermicznej amplifikacji DNA do szybkiego
namnazania specyficznych sekwencji kwaséw nukleinowych z zachowaniem wysokiej swoistosci i czutosci, w potgczeniu z pomiarem
bioluminescencji w celu wykrycia produktéw amplifikacji. Domniemane wyniki dodatnie pokazywane sa w czasie rzeczywistym, za$
wyniki ujemne wyswietlg sie po zakoAczeniu testu. Domniemane wyniki dodatnie wymagaja potwierdzenia preferowang metoda lub
metoda wynikajaca z lokalnych przepisow®23,

Molekularny test Neogen do wykrywania 2 — Listeria monocytogenes jest przeznaczony do stosowania w srodowisku laboratoryjnym
przez specjalistow przeszkolonych w zakresie praktyk laboratoryjnych. Firma Neogen nie udokumentowata zastosowania tego
produktu w gateziach przemystu innych niz zywnos¢ i napoje. Przyktadowo firma Neogen nie udokumentowata zastosowania tego
produktu do badania probek wody, lekéw, kosmetykdw, probek klinicznych ani weterynaryjnych. Molekularnego testu Neogen do
wykrywania 2 — Listeria monocytogenes nie oceniono w przypadku wszystkich mozliwych protokotéw testowych ani w przypadku
wszystkich dostepnych szczepdw bakterii.

Podobnie jak w przypadku wszystkich innych metod badawczych, sktad i jakos¢ podtoza wykorzystanego podczas etapu
przednamnazania moga mie¢ wptyw na otrzymywane wyniki. Czynniki takie jak metody pobierania prébek, protokoty
przeprowadzania badan, przygotowanie prébki, postepowanie i techniki laboratoryjne réwniez moga wptynaé na wynik badania.
Firma Neogen zaleca ocenienie metody wykorzystujacej podtoze przednamnazajace w Srodowisku uzytkownika, stosujac
wystarczajaca liczbe probek konkretnej zywnosci oraz probek problematycznych pod wzgledem rozwoju drobnoustrojow, aby
zapewnic, ze dana metoda spetnia potrzeby uzytkownika.

Firma Neogen dokonata oceny Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 —Listeria monocytogenes z wykorzystaniem bulionu
pot-Frasera zawierajacego cytrynian amonowo-zelazowy oraz bulionu Frasera zawierajgcego cytrynian amonowo-zelazowy.
Standardowy sktad tego podtoza przedstawiono ponizej.

Bulion pét-Frasera — standardowy sktad (g/V) Bulion Frasera — standardowy sktad (g/V)
Chlorek sodu 20g Chlorek sodu 20g
Fosforan sodu, dwuzasadowy, bezwodny* 96¢g Fosforan sodu, dwuzasadowy, bezwodny* 96¢g
Ekstrakt wotowy 50¢g Ekstrakt wotowy 50¢g
Trzustkowy hydrolizat kazeiny 50¢g Trzustkowy hydrolizat kazeiny 50¢g
Hydrolizat z tkanki zwierzecej 50¢g Hydrolizat z tkanki zwierzecej 50g
Ekstrakt drozdzowy 50¢g Ekstrakt drozdzowy 50g
Chlorek litu 30g Chlorek litu 30g
Fosforan potasu, jednozasadowy 1,35¢g Fosforan potasu, jednozasadowy 1,35¢g
Eskulina 10g Eskulina 10g
Akryflawina HCl 0,0125¢g Akryflawina HCl 0,025¢g
Kwas nalidyksowy 0,01g Kwas nalidyksowy 0,02g

* Substytut: Fosforan sodu, dwuzasadowy, diwodzian 12,0 g

Suplement bulionu Frasera
(Sktadniki na fiolke o pojemnosci 10 ml. Jedna fiolka jest dodawana do jednego litra podtoza podstawowego.)

Cytrynian amonowo-zelazowy 0,5 g/10 ml
Ostateczny odczyn pH 7,2+0,2 przy 25°C

Urzadzenie Neogen® do diagnostyki molekularnej nalezy stosowac z probkami poddanymi obrébce cieplnej na etapie lizy, ktorej
zadaniem jest zniszczenie organizmdw obecnych w préobce. Préobki, ktdre nie przeszty odpowiedniej obrébki cieplnej na etapie lizy,
mozna uznac za potencjalne zagrozenie biologiczne i NIE nalezy ich umieszczaé w Urzgdzeniu Neogen do diagnostyki molekularnej.

Firma Neogen Food Safety uzyskata certyfikat ISO (Miedzynarodowej Organizacji Normalizacyjnej) 9001 dotyczacy projektowania i
produkgji.
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Zestaw testow Molekularny test Neogen do wykrywania 2 — Listeria monocytogenes zawiera 96 testow opisanych w Tabeli 1.
Tabela 1. Elementy zestawu testéw Neogen Molekularny test do wykrywania

Element Charakterystyka Liczba sztuk Zawartos¢ Komentarze
R6zowy roztwor Ustawione
Roztwor lizujgcy Neogen® (LS) | w przezroczystych % (12 pa,skow . 580 ul LS na probowke w statywie
) z 8 probowkami) i gotowe
probowkach do UZVCi
o uzycia
Probowki reagentowe Liofilizowana swoista
Molekularnego testu Neogen” | . P 96 (12 paskow ; . o ... | Gotowe
. - Zotte probowki p . mieszanina do amplifikacji i .
do wykrywania 2 — Listeria z 8 probdwkami) . do uzycia
wykrywania
monocytogenes
Dodatkowe korki Z6tte korki 96 (12 paskow z 8 korkami) SOtO.W €
0 uzycia
o Przezroczyste 16 (2 woreczki Liofilizowane DNA
Kontrola Neogen® reagenta . . . . . Gotowe
probowki z korkiem | po 8 oddzielnych kontrolne, mieszanina do L
(RC) ; B, . do uzycia
zatrzaskowym probdowek) amplifikacji i wykrywania

Kontrola ujemna, niebedaca czescig zestawu, to jatowe podtoze przednamnazajgce, np. bulion pét-Frasera. Nie stosowac wody jako
kontroli ujemnej.

Bezpieczenstwo

Uzytkownik powinien doktadnie zapozna¢ sie ze wszystkimi informacjami dotyczacymi bezpieczenstwa zawartymi w instrukgji
dotyczacej Systemu do Diagnostyki Molekularnej Neogen oraz Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 — Listeria
monocytogenes i sie do nich stosowad. Instrukcje bezpieczeristwa nalezy zachowac do przysztego wykorzystania.

A OSTRZEZENIE: Oznacza niebezpieczna sytuacje, ktérej skutkiem, w razie braku podjecia $rodkéw zapobiegawczych,
moga by¢ powazne obrazenia ciata lub Smier¢ i/lub uszkodzenie mienia.

WAZNA INFORMACJA: Oznacza potencjalnie niebezpieczng sytuacje, ktorej skutkiem, w razie niepodjecia Srodkow
zapobiegawczych, moze by¢ uszkodzenie mienia.

A OSTRZEZENIE

Nie nalezy stosowac Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 — Listeria monocytogenes do diagnozowania stanu
zdrowotnego ludzi ani zwierzat.

Procedura badawcza Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 — Listeria monocytogenes moze wytworzy¢ zagrozenie
bakteria Listeria monocytogenes na poziomie wystarczajacym do spowodowania ciagzy obumartej i Smierci u kobiet w ciazy
oraz 0s6b majacych obnizong odporno$é w przypadku narazenia na ich dziatanie tej bakterii.

Obowiagzkiem uzytkownika jest przeszkolenie personelu w zakresie aktualnych, odpowiednich technik badan: na przyktad
w zakresie dobrych praktyk laboratoryjnych, ISO/IEC 17025, lub 1ISO 72185,

Aby zmniejszy¢ ryzyko zwigzane z wynikiem fatszywie ujemnym prowadzacym do wydania zanieczyszczonego produktu:

« Nalezy postepowac zgodnie z protokotem i wykonywac testy zgodnie z zaleceniami podanymi w Informacjach o produkcie.

+ Molekularny test Neogen do wykrywania 2 — Listeria monocytogenes nalezy przechowywac w sposéb podany na opakowaniu i w
informacjach o produkcie.

+ Molekularny test Neogen do wykrywania 2 — Listeria monocytogenes nalezy stosowac wytacznie przed uptywem
terminu waznosci.

« Molekularny test Neogen do wykrywania 2 — Listeria monocytogenes nalezy stosowaé w odniesieniu do prébek spozywczych
i Srodowiskowych poddanych walidacji wewnetrznej lub przez osoby trzecie.

+ Molekularny test Neogen do wykrywania 2 — Listeria monocytogenes nalezy stosowac wytacznie w potgczeniu z powierzchniami,
srodkami odkazajacymi, protokotami i szczepami bakterii poddanymi walidacji wewnetrznej lub przez osoby trzecie.

« W przypadku prébki srodowiskowej zawierajacej bufor neutralizujacy z kompleksem sulfonianu arylu, przed rozpoczeciem
badania nalezy przygotowac roztwér rozcienczony w stosunku 1:2 (1 cze$¢ probki w 1 czesci jatowego bulionu
przednamnazajacego). Inng mozliwoscia jest przeniesienie 10 ul buforu neutralizujgcego po etapie przednamnazania do
probdwek z roztworem lizujgcym Neogen. Produkty firmy Neogen® do pobierania probek, ktére zawieraja bufor neutralizujacy
z kompleksem sulfonianu arylu: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB, HS10NB2G i HS2410NB2G.

Aby zmniejszy¢ ryzyko zwigzane z narazeniem na substancje chemiczne i zagrozenia biologiczne:

« Zalecasie poinformowanie zefskiego personelu laboratoryjnego o ryzyku zwigzanym z zaburzeniem rozwoju ptodu na skutek
infekcji u kobiet w cigzy spowodowanej kontaktem z bakteriami Listeria monocytogenes.

« Badania patogenéw nalezy prowadzi¢ w odpowiednio wyposazonym laboratorium pod kontrolg przeszkolonego personelu.
Inkubowane podtoze przednamnazajace oraz sprzet lub powierzchnie, ktére mogty mie¢ kontakt z inkubowanym podtozem
przednamnazajgcym, moga zawieraé patogeny na poziomie zagrazajacym ludzkiemu zdrowiu.

2
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« Nalezy zawsze przestrzega¢ standardowych laboratoryjnych praktyk bezpieczenstwa, tacznie z noszeniem odpowiedniej odziezy i
okularéw ochronnych przy pracy z reagentami i skazonymi probkami.

+ Nalezy unika¢ kontaktu z zawarto$cig proboéwek z podtozem przednamnazajgcym oraz reagentem po amplifikacji.

« Przednamnozone prébki nalezy utylizowac zgodnie z obowigzujacymi normami branzowymi.

«  Probki, ktére nie przeszty odpowiedniej obrobki cieplnej na etapie lizy, mozna uznac za potencjalne zagrozenie biologiczne i NIE
nalezy ich umieszcza¢ w Urzadzeniu Neogen do diagnostyki molekularnej.

Aby zmniejszy¢ ryzyko zwigzane z zanieczyszczeniem krzyzowym podczas przygotowania testu:
« Nalezy zawsze nosi¢ rekawiczki (aby chroni¢ uzytkownika i zapobiegaé wprowadzaniu nukleaz).

Aby ograniczy¢ ryzyko zwigzane z zanieczyszczeniem Srodowiska:

« Nalezy postepowac zgodnie z biezacymi normami branzowymi dotyczacymi utylizacji zanieczyszczonych odpaddw.

Aby zmniejszy¢ ryzyko zwigzane z narazeniem na gorace ptyny:

« Nie przekraczac zalecanych ustawien temperatury w bloku grzewczym.

+ Nie przekraczac zalecanego czasu ogrzewania.

+ Stosowac odpowiedni, skalibrowany termometr do potwierdzenia poprawnosci temperatury wktadu Neogen® do bloku
grzewczego do diagnostyki molekularnej (np. termometr zanurzeniowy zanurzany czeéciowo lub cyfrowy termometr
z termoogniwem, ale nie termometr zanurzeniowy zanurzany catkowicie). Termometr nalezy umiesci¢ w wyznaczonym miejscu
Wktadki Neogen bloku grzewczego do diagnostyki molekularne;.

WAZNA INFORMACJA

Aby zmniejszy¢ ryzyko zwigzane z zanieczyszczeniem krzyzowym podczas przygotowania testu:

Zmieni¢ rekawiczki przed nawodnieniem osadu reagenta.

Zaleca sie stosowanie jatowych koricowek pipet do biologii molekularnej z (filtrowana) barierg aerozolowa.

Do kazdego przeniesienia probki uzywaé nowej koncowki pipety.

Przy przenoszeniu probek z probdwki przednamnazania do probéwki lizujgcej nalezy przestrzegaé zasad dobrej praktyki

laboratoryjnej. Aby unikna¢ skazenia pipetora, uzytkownik moze zdecydowac sie dodaé etap transferu posredniego. Przyktadowo

mozna przenie$¢ przednamnozong probke do jatowej probéwki.

« W miare mozliwosci nalezy uzywac stanowiska badawczego biologii molekularnej z lampa bakteriobdjcza. Nalezy okresowo
dezynfekowac stoty i sprzet laboratoryjny (pipety, narzedzia do zaktadania/zdejmowania korkdw itp.) za pomoca 1-5% (obj./obj.,
wodnego) roztworu domowego wybielacza lub roztworu do usuwania DNA.

Aby ograniczy¢ ryzyko zwigzane z wynikiem fatszywie dodatnim:

« Nie otwieraé probéwek reagenta po procesie amplifikacji.

«+ Zanieczyszczone probowki nalezy utylizowac zanurzajac je w 1-5% (obj./obj., wodnym) roztworze domowego wybielacza lub jego
odpowiednika przez 1 godzine i wynoszac poza obszar przygotowania testow.

« Nie umieszczad probdwek reagenta w autoklawie po procesie amplifikacji.

Dodatkowe informacje oraz lokalne przepisy dotyczace utylizacji zawiera karta charakterystyki produktu.

W przypadku pytan dotyczacych konkretnych zastosowan lub procedur nalezy odwiedzi¢ strone www.neogen.com lub skontaktowaé
sie z lokalnym przedstawicielem lub dystrybutorem firmy Neogen.

Obowiazki uzytkownika
Uzytkownicy sg zobowigzani do zapoznania sie z instrukcjami oraz informacjami o produkcie. W celu uzyskania dalszych informacji
nalezy odwiedzi¢ strone internetowa neogen.com lub skontaktowac sie z lokalnym przedstawicielem lub dystrybutorem firmy Neogen.

Przy wyborze metody testowania nalezy pamietad, ze takie czynniki zewnetrzne jak metody prébkowania, protokoty testowania,
przygotowanie probki, dalsze postepowanie i technika laboratoryjna moga wptywac na uzyskiwane wyniki.

Obowigzkiem uzytkownika przy wyborze jakiejkolwiek metody testowania lub produktu jest poddanie ocenie dostatecznej liczby
prébek z wtasciwymi macierzami i z uwzglednieniem zagrozen powodowanych przez mikroorganizmy, tak aby zastosowana metoda
mogta spetni¢ oczekiwania uzytkownika i ustalone przez niego kryteria.

Obowiazkiem uzytkownika jest rowniez dopilnowanie, aby zastosowane metody testowania i uzyskane wyniki spetniaty wymagania
klienta i dostawcy.

Podobnie jak w przypadku kazdej metody testowania wyniki uzyskiwane za pomoca produktu firmy Neogen Food Safety nie
stanowig gwarancji jako$ci testowanych macierzy ani proceséw.

Aby poméc klientom oceni¢ metode réznych macierzy spozywczych, firma Neogen opracowata zestaw Kontroli Neogen® macierzy

do diagnostyki molekularnej. W razie potrzeby nalezy uzyé zestawu Kontroli macierzy (MC) do ustalenia, czy dana matryca badawcza
moze wptywac na wyniki Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 — Listeria monocytogenes. Nalezy przetestowac kilka probek
reprezentujacych dang matryce badawcza, czyli na przyktad prébki pozyskane z réznych zrédet, podczas dowolnego okresu walidacji
przy stosowaniu metody firmy Neogen, a takze podczas testowania nowych lub nieznanych matryc albo macierzy, ktore zostaty
poddane zmianom (w zakresie procesowym lub surowcowym).

Macierz mozna zdefiniowac jako typ produktu o nieodtacznych wtasciwosciach, takich jak sktad i proces wytwarzania. Rdznice
pomiedzy macierzami moga by¢ tatwo zauwazalne, jak np. efekty spowodowane réznicami w procedurach obrébki lub prezentaciji,
przyktadowo surowe lub pasteryzowane, Swieze lub suszone itd.
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Wytaczenia gwarancji | Ograniczone srodki zaradcze

JESLINIE ZOSTALO TO WYRAZNIE OKRESLONE W ROZDZIALE DOT. OGRANICZONEJ GWARANCJI POJEDYNCZYCH OPAKOWAN
PRODUKTOW, FIRMA NEOGEN WY£ACZA WSZELKIE GWARANCJE WYRAZNE | DOROZUMIANE, W TYM MIEDZY INNYMI WSZELKIE
GWARANCJE ZGODNOSCI Z PRZEZNACZENIEM | PRZYDATNOSCI DO OKRESLONEGO CELU. W razie wad jakiegokolwiek produktu
firmy Neogen Food Safety firma Neogen lub jej autoryzowany dystrybutor wymieni taki produkt lub, wedle wtasnego uznania,
zwroci koszty zakupu tego produktu. Sa to jedyne przystugujace Srodki zaradcze. W przypadku dalszych pytan prosimy o kontakt z
przedstawicielem firmy Neogen lub autoryzowanym dystrybutorem firmy Neogen.

Ograniczenie odpowiedzialnosci firmy Neogen

FIRMA NEOGEN NIE BEDZIE ODPOWIEDZIALNA ZA JAKIEKOLWIEK SZKODY ANI STRATY, ZAROWNO BEZPOSREDNIE, POSREDNIE,
SZCZEGOLNE, UBOCZNE LUB NASTEPCZE, W TYM MIEDZY INNYMI ZA UTRACONE ZYSKI. W zadnym wypadku odpowiedzialno$¢ firmy
Neogen z mocy prawa nie moze przekroczy¢ ceny zakupu rzekomo wadliwego produktu.

Przechowywanie i utylizacja

Molekularny test Neogen do wykrywania 2 — Listeria monocytogenes nalezy przechowywaé w temperaturze 2-8°C. Nie zamrazac.
Podczas przechowywania chronic¢ zestaw przed Swiattem. Po otwarciu zestawu nalezy sprawdzi¢, czy woreczek foliowy nie

jest uszkodzony. Nie uzywac zestawu, jezeli woreczek jest uszkodzony. Po otwarciu nieuzywane probowki z reagentem nalezy
przechowywaé w woreczku wielokrotnego zamkniecia z pochtaniaczem wilgoci wewnatrz, co pozwoli zachowac stabilnos¢
liofilizowanych reagentéw. Ponownie zamkniete woreczki mozna przechowywac w temperaturze 2-8°C maksymalnie przez 60 dni.

Nie stosowacé Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 — Listeria monocytogenes po uptywie daty waznosci. Data waznosci

i numer partii podano na zewnetrznej etykiecie pudetka. Po uzyciu podtoze przednamnazajace i probowki Molekularnego testu
Neogen do wykrywania 2 — Listeria monocytogenes moga zawiera materiaty patogenne. Po zakonczeniu badania nalezy stosowac
sie do aktualnych standardéw branzowych dotyczacych utylizacji zanieczyszczonych odpadéw. Dodatkowe informacje oraz lokalne
przepisy dotyczace utylizacji zawiera karta charakterystyki produktu.

Instrukcja uzycia
Nalezy doktadnie przestrzegac wszystkich instrukcji. W przeciwnym razie wyniki moga by¢ niedoktadne.

Nalezy okresowo dezynfekowac stoty i sprzet laboratoryjny (pipety, narzedzia do zaktadania/zdejmowania korkbw itp.) za pomoca
1-5% (obj./obj., wodnego) roztworu domowego wybielacza lub roztworu do usuwania DNA.

Uzytkownik powinien ukonczy¢ szkolenie kwalifikacyjne dla uzytkownikéw Systemu Neogen do diagnostyki molekularnej (0Q),
tak jak opisano to w dokumencie ,Instrukcje i protokoty dotyczace wymagan instalacji (1Q) / kwalifikacji operacyjnej (0Q) systemu
Neogen do diagnostyki molekularnej”®,

Szczegbtowe wymagania opisano w czesci ,,Specjalne instrukcje dotyczgce zatwierdzonych metod”:

Tabela 3 — protokoty przednamnazania wedtug AOAC® Official Method of Analysis™" 2016.08 oraz AOAC® Performance Tested
Method™, certyfikat nr 081501.

Tabela 4 — protokoty przednamnazania zgodnie z certyfikatem NF Validation 3M 01/15-09/16.

Przednamnazanie probki

W Tabelach 2, 3 lub 4 mozna znalez¢ wytyczne dotyczace ogdlnych protokotéw przednamnazania prébek spozywczych

i Srodowiskowych. Uzytkownik ma obowigzek przeprowadzi¢ walidacje alternatywnych protokotéw prébkowania lub proporgji
roztwordw, aby sprawdzié, czy dana metoda badawcza spetnia kryteria okreslone przez uzytkownika.

Zywnos¢
1. Poczekaé na zrbwnowazenie temperatury podtoza przednamnazajgcego w postaci bulionu pét-Frasera (zawierajacego cytrynian
amonowo-zelazowy) do temperatury otoczenia w laboratorium.

2. Aseptycznie potaczy¢ podtoze do przednamnazania z probka zgodnie z Tabela 2, 3 lub 4. W przypadku wszystkich probek
produktéw miesnych i o wysokiej zawartosci czastek statych zaleca sie stosowanie workéow z filtrem.

3. Doktadnie zhomogenizowaé przez zmieszanie, wytrzasanie lub mieszanie reczne przez 2 + 0,2 minuty.
Inkubowac w temperaturze 37 + 1°C zgodnie z Tabelg 2, 3 lub 4.

4, W przypadku surowych produktéw mlecznych (patrz Tabela 2, 3 lub 4) przenies¢ 0,1 ml gtdwnego podtoza przednamnazajacego
do 10 ml bulionu Frasera. Inkubowa¢ w temperaturze 37 + 1°C przez 20-24 godzin.

Probki srodowiskowe

Urzadzenia do pobierania prébek moga by¢ nawadniane gabka z uzyciem roztworu neutralizujacego w celu unieszkodliwienia
skutkéw dziatania Srodkéw odkazajacych. Firma Neogen zaleca stosowanie gabki celulozowej niezawierajacej Srodkéw biobdjczych.
Roztworem neutralizujagcym moze by¢ bulion Dey-Engley (D/E) Neutralizing lub bulion z lecytyna. Po pobraniu prébek zaleca sie
odkazenie otoczenia.
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lizujgcym Neogen.

OSTRZEZENIE: W przypadku stosowania buforu neutralizujacego z kompleksem sulfonianu arylu jako roztwér nawilzajacy gabke,
przed rozpoczeciem badania nalezy przygotowac roztwér rozcienczony w stosunku 1:2 (1 cze$¢ probki w 1 czesci jatowego bulionu
przednamnazajgcego) probki pochodzacej z przednamnozonego Srodowiska, aby zmniejszy¢ ryzyko zwigzane z wynikiem fatszywie
ujemnym. Inng mozliwosciag jest przeniesienie 10 ul przednamnozonego buforu neutralizujacego do probéwek z roztworem

Zalecany rozmiar obszaru probkowania do weryfikacji obecnosci lub braku patogenu na powierzchni wynosi co najmniej 100 cm?
(10 cm x 10 cm lub 4” x 4”), W przypadku pobierania probki za pomoca gabki, nalezy pokry¢ caty obszar w dwéch kierunkach

(od strony lewej do prawej, a nastepnie z gory do dotu) lub pobrac préobki srodowiskowe zgodnie z obowigzujacym protokotem
prébkowania lub wedtug wytycznych FDA BAM®, USDA FSIS MLG® lub 1SO 18593,

1. Poczekac nazrébwnowazenie temperatury podtoza przednamnazajgcego bulionu p6t-Frasera, (zawierajacego suplement -
cytrynian amonowo-zelazowy) do temperatury otoczenia w laboratorium.

Aseptycznie potgczy¢ podtoze do przednamnazania z probka zgodnie z Tabelg 2, 3 lub 4.

Doktadnie zhomogenizowaé przez zmieszanie, wytrzasanie lub mieszanie reczne przez 2 + 0,2 minuty. Inkubowaé
w temperaturze 37 £ 1°C przez 24-30 godzin zgodnie z Tabela 2, 3 lub 4.

Tabela 2: Ogolne protokoty przednamnazania przy temperaturze 37 + 1°C z wykorzystaniem bulionu pét-Frasera i bulionu Frasera.

owoce morza i ryby

Objetos¢ Czas przed-
. P Wielkos¢ bulionu do prz
Macierz probki orn e namnaza-
probki przednamna- A
s . nia (godz.)
Zania (ml)
Poddane obrébce
cieplnej, gotowane
i peklowane miesa,
dréb, owoce morza i
ryby
Poddane obrébce
cieplnej / 25¢ 225 24-30
pasteryzowane
produkty mleczne
Produkty rolne
i warzywa
Zywno$é
wielosktadnikowa
Prébki 1 gabka 100 lub 225 24-30
Srodowiskowe® 1 wacik 10 24-30
Surowe mieso, drob, 250 475 28-32

Gtéwne podtoze przednamnazajace

Dodatkowe podtoze przednamnazajace

(bulion pot-Frasera)® (bulion Frasera)® Objetosé
. rns Y analizo-
AL . ss Ob.thosc Czas przed- q .. | Temperatura | Czas przed- wanej
Wielkosc bulionu do : Wielkosc o . 20 )
e namnaza- .1 | przednamna- | namnazania probki
probki przednamna- A probki o T
zania (ml) nia (godz.) Zania (°C) (godz.)
Przeniesé
Surowe produkty dO,l ml l l
mleczne 25¢g 225 20-24 o) 1.0 m 371 20-24 10
bulionu
Frasera
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(@) Podczas etapow inkubacji bulion p6t-Frasera i bulion Frasera powinny by¢ kompletne i zawiera¢ dedykowany suplement

(cytrynian amonowo-zelazowy).

(b) Objetosé probki przenoszona do probdéwek z roztworem lizujgcym Neogen. Patrz krok 4.6 w czesci ,Liza”.

Specjalne instrukcje dotyczace zatwierdzonych metod

AOAC’ Official Method of Analysiss" 2016.08
AOAC® Performance Tested Method*" #081501

PERFORMANCE TESTED
. RESEARCH INSTITUTE

LICENSE NUMBER 081501

W programach AOAC Research Institute OMA®™ oraz PTM** Molekularny test Neogen do wykrywania 2 — Listeria monocytogenes
okazat sie skuteczng metoda wykrywania bakterii Listeria monocytogenes. W Tabeli 3 przedstawiono macierze przetestowane

w ramach tego badania.

Tabela 3. Protokoty przednamnazania wykorzystujace bulion p6t-Frasera® w temperaturze 37 + 1°C zgodnie z metodg AOAC OMASM

2016.08 oraz PTM*, certyfikat nr 081501.

. o .. | Objetosébulionudo Czas
. Vs Wielkosc gl N
Macierz probki s przednamnazania przednamnazania
probki
(ml) (godz.)
Hot dogi z wotowina, Swiezy ser,
lody waniliowe, twardg o 4% zawartosci
ttuszczu, mleko petnottuste o 3% zawartoSci 25¢ 225 24-30
czekolady, satata rzymska, surowy szpinak
paczkowany, toso$ wedzony na zimno
Surowy kurczak 25¢g 475 28-32
Indyk peklowany 125¢g 1125 24-30
Objetos¢ wystarczajaca
Kantalupa® Caty melon | aby melon mogt sie 26-30
unosi¢ na powierzchni
. Stal nierdzewna 1 gabka 225 24-30
= .
2| Zabezpieczony beton 1 gabka 100 24-30
K%
< 2
(e}
8 8| Tworzywo sztuczne® 1 wacik 10 24-30
a %

Wszystkie probki w ramach walidacji metoda AOAC byty homogenizowane poprzez wytrzasanie, o ile nie okreslono inaczej.

(@) Podczas etapu przednamnazania stosowane buliony p6t-Frasera i Frasera powinny by¢ zawsze kompletne i zawierad

dedykowany suplement (cytrynian amonowo-zelazowy).

(b) Prébke nalezy zhomogenizowad poprzez reczne mieszanie.

(c) Prébke nalezy zhomogenizowac poprzez wytrzasanie.

Certyfikacja NF VALIDATION instytutu AFNOR Certification

\CATION
QT\F
c®

K
VALIDATION
EN ISO 16140

NF
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ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en

Dodatkowe informacje na temat kofca waznosci mozna znalez¢ w certyfikacie NF VALIDATION dostepnym na wskazanej powyzej

stronie internetowe;j.

Metoda certyfikowana wedtug NF VALIDATION zgodnie z norma ISO 16140-2¢ w poréwnaniu z normga ISO 11290® Zakres
walidacji: Wszystkie probki produktow zywnosSciowych przeznaczonych dla ludzi oraz probki srodowiskowe (z wyjgtkiem probek

z produkcji pierwotnej)

Przygotowanie prébki: Prébki nalezy przygotowad zgodnie z norma EN ISO 11290-1® i EN SO 6887¢®
Wersja oprogramowania: Patrz certyfikat

Tabela 4: Protokoty przednamnazania zgodnie z metoda certyfikowang wedtug NF VALIDATION 3M 01/15-09/16 w temperaturze 37 +
1°C z wykorzystaniem bulionu pét-Frasera i bulionu Frasera.

Objetos¢ | Temperatu- e Objetos¢
. . . 202 bulionu do ra przed- A analizo- | Zatwierdzony moment
Ogolny protokot Wielkosc probki . .| namnaza- . .
przednamna- | namnazania| . e wanej przerwania

zania (ml) (x1°c) [ MAIBOCE) | Hrgbki

Wszystkie probki « Bulion pét-Frasera do

spozywcze (z wyjatkiem 72 godzin

surowych mies, 25 ]

surowych owocow g * Lizat przy

morza oraz surowych 225 37 24-30 20l temperaturze -20°C

produktéw mlecznych) « Lizat przy

e 2 . 25 g, 1 wymazowka tempera_\turze 4°Cdo
Prébki Srodowiskowe lub 1 {ciereczka 72 godzin

Gtowne podtoze przednamnazajace Dodatkowe podtoze przednamnazajace (bu-
(bulion pot-Frasera)® lion Frasera)®
Okre- Objetosé . . ..| Zatwierdzony
Slony | wiel- | bulionu tTemperaé Cza: Wielkosé tTempera‘; Czas przed- ObjglFosc moment prze-
protokot [ kog¢ do przed- uraprzed- | przec- Iel0sc | tura przed- | - omnaza- | 3M3129" rwania
r6bki | namnaza. | MMnaza- | namnaza- probki | namnaza- nia (godz.) wanej
P oy nia (£ 1°C) | nia (godz.) nia (+ 1°C) 800Z-) | Hrébkit©
+ Bulion Frasera
rSnui;\;ve do 72 godzin
surowe Przenies¢ o Lizat przy
owoce 0,1 ml temperaturze
morza 25g 225 37 20-24 do 10 ml 37 20-24 10 pl -20°C
oraz bulionu . Lizat przy
[S)L:(I;%V:Ety Frasera temperaturze
4°Cdo
mleczne 72 godzin

(a)
(b)

dedykowany suplement(cytrynian amonowo-zelazowy).

(c)

Objetos¢ probki przenoszona do probéwek z roztworem lizujgcym Neogen. Patrz krok 4.6 w czesci ,Liza”.
Podczas etapu przednamnazania stosowane buliony p6t-Frasera i Frasera powinny by¢ zawsze kompletne i zawieral

Objetos¢ probki przenoszona do probéwek z roztworem lizujgcym Neogen. Patrz krok 4.6 w czesci ,Liza”.

UWAGA: Probki o masie przekraczajgcej 25 g nie byty podczas NF Validation.

Przygotowanie Tacy Neogen’ urzadzenia szybkiego tadowania testow do diagnostyki molekularnej

1.

nim Tace Neogen® urzadzenia szybkiego tadowania testow do diagnostyki molekularne;j.

Sptukaé woda Tace Neogen urzadzenia szybkiego tadowania testow do diagnostyki molekularnej.

Zmoczy¢ Sciereczke 1-5% (obj./obj., wodnym) roztworem wybielacza do uzytku domowego lub jego odpowiednikiem i przetrze¢

Osuszy¢ Tace Neogen urzadzenia szybkiego tadowania testow do diagnostyki molekularnej za pomoca jednorazowego recznika.

Przed rozpoczeciem uzytkowania nalezy sprawdzié, czy Taca Neogen urzadzenia szybkiego tadowania testow do diagnostyki
molekularnej jest sucha.
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Przygotowanie Wktadki Neogen’ bloku chtodzenia do diagnostyki molekularnej
Umiescic Tace Neogen® bloku chtodzenia do diagnostyki molekularnej bezposrednio na stole laboratoryjnym; uzy¢ wktadu
chtodzacego w temperaturze otoczenia w laboratorium (20-25°C).
Przygotowanie Wktadki Neogen’ bloku grzewczego do diagnostyki molekularnej

Wktadke Neogen® bloku grzewczego do diagnostyki molekularnej nalezy umiesci¢ w suchym podwdéjnym bloku grzewczym. W’(qczyc
suchy blok grzewczy i ustawi¢ temperature pozwalajgcg Wktadce Neogen bloku grzewczego do diagnostyki molekularnej, osiagnac i
utrzymacd temperature 100 + 1°C.

UWAGA: W zaleznosci od typu bloku grzewczego Wktadke Neogen bloku grzewczego do diagnostyki molekularnej nalezy zostawic¢
na okoto 30 minut, by osiaggna¢ odpowiednia temperature. Uzywajac odpowiedniego, skalibrowanego termometru (przyktadowo
cze$ciowo zanurzanego termometru lub cyfrowego termometru z termoogniwem, a nie catkowicie zanurzanego termometru)
umieszczonego w wyznaczonym miejscu, sprawdzié, czy temperatura Wktadki Neogen bloku grzewczego do diagnostyki
molekularnej wynosi 100 + 1°C.

Przygotowanie Urzadzenia Neogen’ do diagnostyki molekularnej

1. Uruchomié oprogramowanie Systemu Neogen® do diagnostyki molekularnej i zalogowac sie. Skontaktowac sie
z przedstawicielem Neogen Food Safety, aby upewnic sie, ze dysponuja Pafistwo najnowsza wersjg oprogramowania.

Witgczy¢ Urzadzenie Neogen do diagnostyki molekularnej.

Utworzy¢ lub edytowac serie z danymi dla kazdej probki. Szczegbtowe informacje s dostepne w instrukcji obstugi Systemu
Neogen do diagnostyki molekularne;j.

UWAGA: Przed wtozeniem Tacy Neogen urzadzenia szybkiego tadowania testow do diagnostyki molekularnej z probéwkami
reakcyjnymi Urzadzenie Neogen do diagnostyki molekularnej musi osiggna¢ stan gotowosci. Etap nagrzewania trwa okoto 20
minut i sygnalizuje go POMARANCZOWA kontrolka na pasku stanu urzadzenia. Kiedy urzadzenie bedzie gotowe do rozpoczecia
analizy, kolor paska stanu zmieni sie na ZIELONY.

Liza
Za pomoca $rubokretu lub szpatutki wyja¢ dolng czes¢ stojaka z probdéwkami z roztworem lizujgcym Neogen przed umieszczeniem
go we Wktadce Neogen bloku grzewczego do diagnostyki molekularne;j.

1. Umozliwi¢ ogrzanie probdéwek z roztworem lizujagcym Neogen, pozostawiajac stojak w temperaturze pokojowej (20-25°C) na
noc (16-18 godzin). Alternatywa dla rownowazenia temperatury proboéwek z roztworem lizujagcym Neogen do temperatury
pokojowej jest pozostawienie proboéwek z roztworem lizujgcym Neogen na stole laboratoryjnym na co najmniej 2 godziny,
inkubacja probéwek z roztworem lizujgcym Neogen w inkubatorze nastawionym na 37 + 1°C przez 1 godzine lub umieszczenie
ich w suchym podwdjnym bloku grzewczym na 30 sekund w temperaturze 100°C.

Odwrdci¢ probéwki zamkniete korkiem w celu wymieszania ich zawartosci. Przej$¢ do nastepnego kroku w ciggu 4 godzin.
Wyjac bulion przednamnazajacy z inkubatora.

Dla kazdej prébki oraz prébki Kontroli ujemnej (NC) (sterylnego podtoza do przednamnazania) wymagana jest jedna probéwka z
roztworem lizujgcym Neogen.

4.1 Ta$my z probéwkami z roztworem lizujgcym Neogen mozna dociaé do zadanej liczby probéwek z roztworem lizujgcym
Neogen. Zaleznie od sytuacji nalezy dobra¢ liczbe pojedynczych probéwek z roztworem lizujgcym Neogen lub tasm
ztozonych z 8 probdwek. Umiesci¢ probdwki z roztworem lizujagcym Neogen w pustym stojaku.

4.2 Aby uniknac zanieczyszczen krzyzowych, nalezy otwierac tasmy z probéwkami z roztworem lizujagcym Neogen pojedynczo i
na kazdym etapie przenoszenia stosowac nowg koricowke pipety.

4.3 Wzbogacona probke nalezy przenies¢ do probéwek z roztworem lizujagcym Neogen w opisany ponizej sposéb:

Na poczatku przenie$¢ kazdg wzbogacona prébke do pojedynczej probéwki z roztworem lizujgcym Neogen. Na koncu
przenies¢ kontrole negatywna NC.

4.4 Do zdejmowania korkdw tasmy z probéwkami z roztworem lizujgcym Neogen (po jednej tasmie na raz) nalezy wykorzystaé
Narzedzie Neogen® do zaktadania/zdejmowania korkdéw probéwek do diagnostyki molekularnej — Liza.

4.5 Zdja¢ korek probdwki z roztworem lizujagcym Neogen — jesli lizat ma zosta¢ zachowany do celéw ponownego wykonania
testu, umiescic korki w czystym pojemniku do ponownego zatozenia po wykonaniu lizy.

8
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4.5.1 Odnosnie obrébki zachowanego lizatu patrz Zatacznik A.

4.6 Przenies¢ 20 ul probki do probdwki z roztworem lizujgcym Neogen, jesli nie okreslono inaczej w protokotach z Tabeli 2, 3 lub
4 (np. w przypadku surowych produktéw mlecznych lub stosowania probek Srodowiskowych z buforem neutralizujgcym uzy¢
10 pl).

[oe]

©

. Powtarza¢ kroki od 4.4 do 4.6 do momentu dodania kazdej indywidualnej prébki do odpowiedniej probéwki z roztworem

lizujgcym Neogen w tasmie.

Po przeniesieniu wszystkich probek przenies¢ 20 ul kontroli negatywnej NC (jatowe podtoze przednamnazajgce, np. bulion pét-
Frasera) do probdwki z roztworem lizujgcym Neogen. Nie stosowaé wody jako kontrole negatywna NC.

Upewnic sie, ze temperatura Wktadki Neogen bloku grzewczego do diagnostyki molekularnej wynosi 100 + 1°C.

. Umiesci¢ odkryty stojak na probowki z roztworem lizujgcym Neogen we Wktadce Neogen bloku grzewczego do diagnostyki

molekularnej i ogrzewaé przez 15 + 1 min. Podczas ogrzewania roztwor lizujgcy Neogen zmieni barwe z rézowej (chtodny) na z6ttg

(goracy).

8.1 Probki, ktdre nie przeszty odpowiedniej obrdbki cieplnej na etapie lizy, mozna uznac za potencjalne zagrozenie biologiczne i
NIE nalezy ich umieszcza¢ w Urzadzeniu Neogen do diagnostyki molekularnej.

Wyja¢ odkryty stojak z probdéwkami z roztworem lizujacym Neogen z bloku grzewczego i umozliwi¢ schtodzenie we wktadce
Neogen bloku chtodzenia do diagnostyki molekularnej przez co najmniej 5 minut, a maksymalnie 10 minut. Wktadka Neogen
bloku schtadzania do diagnostyki molekularnej powinien znajdowac sie bezposrednio na stole laboratoryjnym w temperaturze
otoczenia (pokojowej) . Po schtodzeniu roztwdr lizujacy ponownie przybierze rézowa barwe.

10. Wyjac stojak z probdéwkami z roztworem lizujgcym Neogen z Wktadki Neogen bloku chtodzenia do diagnostyki molekularne;.

001500
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Amplifikacja

1.

Dla kazdej prébki oraz kontroli negatywnej NC wymagana jest jedna probdwka reagentowa Molekularnego testu Neogen do
wykrywania 2 — Listeria monocytogenes.

1.1 Tasmy z probéwkami reagentowymi mozna docia¢ do zadanej liczby probéwek. Dobra¢ wymagana liczbe pojedynczych
probdwek reagentowych Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 — Listeria monocytogenes lub tasm ztozonych
z 8 probdowek.

1.2 Umiesci¢ probowki reagentowe Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 — Listeria monocytogenes w pustym stojaku.
1.3 Nie wolno dopusci¢ do wstrzas$niecia granulek reagenta na dnie probbéwek.

2. Wybrac 1 probéwke Kontroli Neogen reagentu i umiescic jg w stojaku.

3. Aby unikna¢ zanieczyszczen krzyzowych, nalezy otwierad taSmy z probéwkami reagentowymi Molekularnego testu Neogen do

wykrywania 2 — Listeria monocytogenes pojedynczo i na kazdym etapie przenoszenia stosowa¢ nowa kofncéwke pipety.

Przenie$¢ lizat do probowki reagentowej Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 — Listeria monocytogenes oraz do
probdéwki z Kontrolg Neogen reagentu w sposdb opisany ponizej:

Przenie$¢ najpierw kazda probke lizatu do oddzielnej probéwki reagentowej Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2
— Listeria monocytogenes, a nastepnie przenie$¢ kontrole negatywna NC. Na koricu nawodnié probéwke Kontroli Neogen

reagentu.

Do zdejmowania korkow probdwek reagentowych Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 — Listeria monocytogenes
nalezy wykorzysta¢ Narzedzie Neogen® do zaktadania/zdejmowania korkdéw probéwek do diagnostyki molekularnej — Reagent,
po jednej tasmie na raz. Wyrzucié¢ korek.

5.1 Przenie$¢ 20 pl probki lizatu z gérnej czesci probowki (unikaé osadu) z roztworem lizujacym Neogen do odpowiedniej
probéwki reagentowej Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 — Listeria monocytogenes. Pipetowa¢ pod
katem, aby nie dopusci¢ do wstrzasniecia granulek. Delikatnie wymieszac, pobierajac i wypuszczajac roztwér pipeta
5razy.

5.2 Powtarzac krok 5.1, az wszystkie pojedyncze probki lizatu zostang dodane do odpowiednich probéwek reagentowych
Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 — Listeria monocytogenes znajdujacych sie w tasmie.

5.3 Probdwki reagentowe Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 — Listeria monocytogenes nalezy zamkna¢ zatgczonymi
dodatkowymi korkami i za pomoca zaokraglonej strony Narzedzia Neogen do zaktadania/zdejmowania korkéw probéwek
do diagnostyki molekularnej — Reagent wywota¢ nacisk ruchem w przéd i w tyt, aby upewnic sie, ze korek zostat szczelnie
natozony.

5.4 Krokiod 5.1 do 5.3 nalezy powtarzaé zaleznie od potrzeby dla wszystkich probek poddawanych badaniu.

5.5 Po przeniesieniu wszystkich prébek lizatu powtdrzy¢ kroki w punkcie 5.1, aby przenie$¢ 20 ul lizatu NC do probdwki
reagentowej Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 — Listeria monocytogenes.

5.6 Przenie$¢ 20 ul lizatu NC do probéwki Kontroli Neogen reagentu. Pipetowac pod katem, aby nie dopuscié do wstrza$niecia
granulek. Delikatnie wymieszaé, pobierajac i wypuszczajac roztwor pipeta 5 razy.

Zamkniete korkiem probdowki nalezy umiescic na czystej i odkazonej Tacy Neogen urzadzenia szybkiego tadowania testéw do
diagnostyki molekularnej. Zamknac¢ i zablokowac pokrywe Tacy Neogen urzadzenia szybkiego tadowania testow do diagnostyki
molekularnej.

20 L

7. W oprogramowaniu Systemu Neogen do diagnostyki molekularnej sprawdzic i potwierdzi¢ konfiguracje analizy.

8. Klikna¢ przycisk Start w programie i wybra¢ uzywane urzadzenie. Nastgpi automatyczne otwarcie pokrywy wybranego urzadzenia.

9. Aby rozpocza¢ analize, nalezy umiesci¢ Tace Neogen urzadzenia szybkiego tadowania testow do diagnostyki molekularnej w

Urzadzeniu Neogen do diagnostyki molekularnej i zamkna¢ pokrywe. Na wyniki trzeba poczekac 75 minut, cho¢ wyniki dodatnie
mozna uzyskaé wczesnie;j.

10. Po zakonczeniu testu nalezy wyjac Tace Neogen urzadzenia szybkiego tadowania testow do diagnostyki molekularnej

z Urzadzenia Neogen do diagnostyki molekularnej i zutylizowa¢ probdwki, namaczajac je w 1-5% (obj./obj., wodnym) roztworze
domowego wybielacza lub jego odpowiedniku przez 1 godzine i usuwajgc z obszaru przygotowywania testow.

10
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WAZNA INFORMACJA: Aby zminimalizowac ryzyko otrzymania wynikéw fatszywie dodatnich w zwigzku z zanieczyszczeniem
krzyzowym, nie nalezy otwieral probéwek reagenta zawierajacych DNA po amplifikacji. Dotyczy to probéwek reagentowych
Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 — Listeria monocytogenes, proboéwek Kontroli Neogen reagentu oraz probowek
Kontroli macierzy. Uszczelnione probowki reagentowe nalezy utylizowaé, namaczajac je w 1-5% (obj./obj., wodnym) roztworze
domowego wybielacza lub jego odpowiedniku przez 1 godzine i wynoszac poza obszar przygotowania testow.

Wyniki i interpretacja

Algorytm interpretuje krzywa strumienia Swietlnego powstatego w wyniku wykrycia amplifikacji kwasu nukleinowego.
Oprogramowanie prowadzi automatyczna analize wynikdw oraz koduje je odpowiednimi kolorami. Wynik dodatni lub ujemny
okresla sie przez analize wielu okreslonych niepowtarzalnych parametréw krzywej. Domniemane wyniki dodatnie przekazuje sie w
czasie rzeczywistym, natomiast wyniki ujemne wyswietla sie po zakoAczeniu testu.

Domniemane wyniki dodatnie probek nalezy potwierdzi¢ zgodnie ze standardowymi procedurami operacyjnymi laboratorium lub
stosujgc odpowiednia referencyjng metode potwierdzajgca*?¥, poczawszy od transferu z gtdwnego podtoza przednamnazajacego
do kolejnych bulionéw przednamnazajacych (jesli dotyczy), a nastepnie wyizolowanie i potwierdzenie typowych kolonii za pomoca
stosownych metod biochemicznych i serologicznych.

UWAGA: Nawet probka ujemna nie da odczytu zerowego, poniewaz system i odczynniki do amplifikacji Molekularnego testu
Neogen do wykrywania 2 — Listeria monocytogenes charakteryzuja sie swoistym poziomem tta w RLU.

W rzadkich przypadkach, przy wystapieniu nietypowego strumienia Swiatta wychodzacego, algorytm opisze je jako ,,Sprawdzic”.
Firma Neogen zaleca powtérzenie testow dla wszystkich probek oznaczonych jako ,Sprawdzi¢”. Jezeli utrzymuje sie wynik
»Sprawdzi¢”, nalezy przej$¢ do testu potwierdzajgcego z zastosowaniem preferowanej metody lub zgodnie z lokalnymi przepisami.

Tabela 5: Symbole wynikéw dotyczace probek oraz interpretacja zgodne z oprogramowaniem Systemu Neogen do
diagnostyki molekularnej.

Rodzaj Symbol wyniku . . -
studzienki dla studzienki Wynik Interpretacja wynikow
Prébka ‘ Dodatni dDomnlemame wyniku dodatniego probki pod katem
ocelowego patogenu.

Prébka ‘ Ujemny Wynik ujemny probki pod katem docelowego patogenu.
Macierz probki byta niedostepna dla testu. Konieczne moze by¢

Prébka @ Blokada powtdrzenie testu. Wiecej informacji mozna znalez¢ w czesci
Rozwigzywanie problemdw oraz w Informacjach o produkcie.
Brak mozliwosci oznaczenia obecnosci lub braku patogenu docelowego.

Prébka @ Sprawdzi¢ | Konieczne moze by¢ powtdrzenie testu. Wiecej informacji mozna znalezé
w czeSci Rozwigzywanie probleméw oraz w Informacjach o produkcie.
Nie wykryto bioluminescencji. Konieczne moze by¢ powtoérzenie testu.

Probka @ Btad Wiecej informacji mozna znalez¢ w czesci Rozwigzywanie problemoéw oraz
w Informacjach o produkcie.

Potwierdzenie wynikéw zgodnie z certyfikowana metoda NF VALIDATION
Opcja 1: Zastosowanie normy ISO 11290, poczawszy od podtoza przednamnazajacego w postaci bulionu pét-Frasera.

Opcja 2: Poprzez izolacje na agarze PALCAM lub na agarze chromogennym (0O&A) bedacym czeScig metody certyfikowanej NF
VALIDATION stuzacej do wykrywania bakterii Listeria monocytogenes. Obecnos¢ charakterystycznych kolonii jest wystarczajgca do
potwierdzenia wykrycia bakterii Listeria monocytogenes.

Opcja 3: Wykorzystanie sond kwasu nukleinowego w sposdb opisany w normie EN 1SO 7218® zastosowanych na wyizolowanych
koloniach z selektywnego agaru (patrz Opcja 1 lub 2).

Opcja 4: Zastosowanie innej metody zgodnie z certyfikatem NF VALIDATION, ktorej zasada musi sie rézni¢ od Molekularnego testu
Neogen do wykrywania 2 — Listeria monocytogenes. Nalezy stosowac kompletny protokét opisany dla tej drugiej metody poddanej
walidacji. Wszystkie kroki poprzedzajgce rozpoczecie potwierdzania musza by¢ wspélne dla obu metod.

W przypadku niezgodnosci wynikéw (domniemany wynik dodatni z zastosowaniem alternatywnej metody, brak potwierdzenia jedna
z powyzszych metod) laboratorium musi wykonaé czynnosci niezbedne do zapewnienia waznosci uzyskanych wynikow.

W przypadku niezgodnosci wynikéw (domniemany wynik dodatni z zastosowaniem Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2
— Listeria monocytogenes, brak potwierdzenia jedng z powyzszych metod) laboratorium musi wykona¢ czynnosci niezbedne do
zapewnienia waznosci uzyskanych wynikow.
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W przypadku pytan dotyczacych konkretnych zastosowan lub procedur nalezy odwiedzi¢ strone www.neogen.com lub skontaktowac
sie z lokalnym przedstawicielem lub dystrybutorem firmy Neogen.

Zatacznik A. Przerwanie protokotu: Przechowywanie i ponowne badanie lizatéow poddanych obrdbce cieplnej.

1. W celu przechowywania lizatu poddanego obrdbce termicznej nalezy ponownie zamkna¢ probdwke lizatu czystym korkiem
(patrz czes¢ ,Liza”, punkt 4.5).

Przechowywa¢ w temp. od 4 do 8°C maksymalnie przez 72 godziny.
Przygotowac przechowywanga probke do amplifikacji przez odwrdcenie 2-3 razy w celu zmieszania.
Otworzy¢ probowki.

o~ w0

Umiesci¢ wymieszane probki lizatu we Wktadce Neogen bloku grzewczego do diagnostyki molekularneji ogrzewaé w temp.
100+ 1°C przez5+ 1 min.

6. Wyjac stojak z probéwkami z roztworem lizujagcym Neogen z bloku grzewczego i umozliwi¢ schtodzenie we wktadce
Neogen bloku chtodzenia do diagnostyki molekularnej przez co najmniej 5 minut, a maksymalnie 10 minut.

7. Kontynuowac protokét od etapu Amplifikacji wyszczegdlnionego powyzej.

Bibliografia:

1. USFood and Drug Administration Bacteriological Analysis Manual. Chapter 10: Detection and Enumeration of Listeria
monocytogenes in Foods. January 2016 Version.

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 8.08. Isolation and Identification of Listeria
monocytogenes from Red Meat, Poultry and Egg Products, and Environmental Samples.
Effective Date: May 1,2013.

3. NFENISO 11290-1. Microbiology of Food and Animal Feeding Stuffs - Horizontal Method for the Detection and Enumeration of
Listeria monocytogenes. Amendment 1, 2004-10-15.

NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.
NF EN ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs - General rules for microbiological examination.

Neogen Installation Qualification (1Q) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen Molecular Detection
System.

7. NFENISO 18593. Microbiology of food and animal feeding stuffs - Horizontal methods for sampling techniques from surfaces
using contact plates and swabs.

8. NFENISO 6887. Microbiology of food and animal feeding stuffs - Preparation of test samples, initial suspension and decimal
dilutions for microbiological examination.

Objasnienie symboli na etykiecie produktu
info.neogen.com/symbols
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ENEDEEN [Jata Bbinycka: 2024-07
NHCTpYKUMK K NpenapaTty

MonekynsipHbli aHanus 2 - Listeria monocytogenes

OnwucaHune npoAayKTa n ero HasHa4dyeHue

TecT-Habop «MonekynsipHbIi aHanus 2 - Listeria monocytogenes» Neogen® ncnonb3yeTcs BMeCTe C CUCTEMOM
MoniekynsipHo anarHocTnkn Neogen® ansi 6bICTPOro 1 TOUHOro 06HapyxeHus Listeria monocytogenes B
oboraLleHHbIX Npobax NULLEBbLIX MPOAYKTOB 1 OKPYXKatoLLeli cpesbl. B TecT-Habopax Anst MOJIeKYNSPHOro aHam3a
Neogen vcnonb3yeTcs netieBas UsoTepMmyeckast aMnandurkaumsa 4ns 66ICTPOro paclupeHnst HyK1eoTUAHbIX
nocnefoBaTeNbHOCTEN C BbICOKOV TOUHOCTLIO Y YyBCTBUTE/IBHOCTBIO B COMETaHUM ¢ BUontoMUHecLeHLMer ans
BbISIB/IeHNS aMnndukaummn. MpeanonoXmnTesbHO NONOXKUTe IbHbIE pe3y/bTaTbl 0TO6PaXXatoTCsd B peasibHOM
BpPeMeHM, a OTpuLaTebHble pe3ybTaTbl — MO 3aBepLUeHVN aHanm3a. Pe3ynbTaThel, KOTOpPble MOXHO CUYUTaTb
NONOXUTENIbHBIMY, ClledyeT NOATBEPXKAATb NPeAnoYTUTeIbHbIM /151 BAaC METOLOM UM B COOTBETCTBMM C MECTHBIMM
HOpMaTMBHbIMU TpeboBaHUAMU! 2 3),

TecT-Habop «MonekynsapHbIi aHanuns 2 - Listeria monocytogenes» Neogen npegHasHayeH AN NpyMeHeHns

B 1abOpaToOpPHbIX YCIOBUSIX U AOJKEH UCMONb30BaThCSA CrieLmanncTaMmm, NpoLeaiMm obyyeHrie 1abopaTopHbIM
mMeToAaM paboTbl. KomnaHma Neogen AOKYMEHTaNIbHO He MOATBEPXa/la BO3MOXHOCTb UCMO/b30BaHMS 3TOr0
NPOAYKTa B KAKNX-TMH0 OTPACASX MPOMbILLNEHHOCTU, KpOMe OTPaC/Iv NPON3BOACTBA MPOAYKTOB MUTAHUSA U
HanMTKoB. Hanpumep, komnaHusa Neogen He noATBepxana AOKYMEHTalbHO BO3MOXHOCTb UCMOb30BaHNSA 3TOr0
npoAyKTa Ans aHanm3a npob BoApl, a Takke dapMaLeBTUUYECKNX, KOCMETUYECKMX, KINHUYECKUX AW BETEPUHAPHbIX
obpasuoB. PaboTa TecT-Habopa «MonekynsapHbIli aHanms 2 - Listeria monocytogenes» Neogen He oLeHMBanach B
OTHOLLIEHWNM BCEX BO3MOXHbIX MPOTOKO/I0B aHa/IM3a, a TakxKe BCEX BO3MOXHbIX LUTAMMOB 6akTepuia.

Kak 1 B cnyyae npymeHeHuMs no60ro Metoja aHannsa, Ha pesynbTaThl UCCIE€40BaHUA MOXKET NOBAUNATb
MCTOYHMK, COCTaB M KayecTBO 060raTuTenbHOM cpeapbl. Ha pesynbtaThl MCCnefoBaHMA MOMYT Takxke NOBAUATb
Takne PpakTopbl, Kak MeTo 0T6opa 06pasLIOB, MPOTOKObI aHaNM3a, MOAroTOBKa 06pa3LoB, obpaLleHe C HUMK,
a TaKxke MeToAMKa, NpYMeHsieMas B nabopatopuin. YTobbl rapaHTUPOBaTb COOTBETCTBME BbIGPAHHOMO METOAaA
KpUTepusiM nonb3osaTtens, koMmnaHus Neogen pekoMeHayeT OLLeHUTb MeTOZ, BK/IoUas 060raTuTeNbHyo cpesy,
HenocpeACcTBEHHO B 1abopaTopum NoNb30BaTeNs C NPUMEHEHNEM J0CTaTOYHOro Kom4ecTBa obpasLos,
KOHKPETHbIX MULLEBbIX MPOAYKTOB, @ Tak)Xe MUKPOBHbIX MPOBOKALMOHHbIX NPO6.

KomnaHwusa Neogen oueHvBana paboty TecT-Habopa «MonekynsipHblvi aHanus 2 - Listeria monocytogenes» Neogen
npwv NcnNoib30BaHNKM 6ynboHa Ppeii3epa NONOBUHHOW KOHLUEHTPAaLMN, COAepyKaLlero LTpaT Xenesa-aMMoHus,
1 bynboHa Ppelizepa, cogepXKaLlero UMTpaT Xenes3a-aMMOHNS, MO Mepe HeobxoAnMOocCTU. Hke npnBoanTCs
CTaHAAPTHbIV COCTaB 3TOW cpeabl.

CTaHAapTHbIA cOCTaB OCHOBbI 6y/1bOHa (r/n) CTaHAapTHbIV cOCTaB OCHOBbI 6y/IbOHA (r/n)
®peiizepa NO/IOBNHHOW KOHLLEHTPaLun ®dpeiisepa

HaTpusa xnopug 20r HaTpusa xnopug 20r
HaTtpus ¢ocdar, 4ByXOCHOBHbIN, 6€3BOAHbIN* 9,6 T g:;s::Hd;ﬁZC?aT, ABYXOCHOBHbIN, 96T
MscCHOV aKCTpaKT 50r MsiCHOV 3KCTpaKT 50r
MaHkpeaTUYeCcKnin rmaponmn3aT KasemHa 50r MaHkpeaTUYeCcKnin rMaponn3aT KazemHa 50r
MenTnyecknii nepesBap XXMBOTHOW TKaHW 50r MenTnyecknii nepesap XMBOTHOM TKaHU 50r
JpoxoKeBoVi aKCTPaKT 50r JpoxoKeBOoVi aKCTpaKT 50r
Nvtna xnopua 30r Jlutna xnopug 30r
Kanusa ¢ocdat, 04HOOCHOBHBbIN 1,351 Kanusa ¢ocdat, o4HOOCHOBHBIN 1,351
SCKyNNH 10r SCKyNNH 10r
AxpudnasuH HCI 0,0125r AxpunasnH HCI 0,025r
HanuaukcoBasa KncioTa 0,01r HanuaukcoBasa kncaoTta 0,02r

* 3ameHa: Hatpusa pocdaT, ABYXOCHOBHbIN, ABYBOAHbIN 12,01
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(MHrpeameHTbl Ha dnakoH 10 ma. OauH dnakoH gobaBAseTcs K 0O4HOMY NMTPY 6a30Bol cpeabl.)
LutpaT xenesa-ammoHuna 0,5 /10 mn
KoHeuHbI ypoBeHb pH 7,2+ 0,2 npun 25 °C

Mpnbop ans monekynapHon anarHocTnk Neogen® npegHasHayveH 415 UCMONb30BaHWA B COYeTaHUM C
obpasuamu, NpoLLeALLVIMU Ha 3Tarne N13K1ca TernioBy 06paboTKy, KOTopas MPOBOAUTCS C Lie/Ibi YHUUTOXEHWS
NPUCYTCTBYIOLLMX B 06pasLie opraHn3moB. ObpasLibl, KOTOpble He NPOLLIN Haj/1exXalLllyto TeNN0BYH0 06paboTky
Ha 3Tane n3unca, MoryT NpeacTaBasaTb 6ronornyeckyto onacHocTb. SAMPELLUAETCSA BcTaBnAaTh X B Npmnbop Ans
MOJIeKyNAPHOIM AnarHocTnkm Neogen.

Mpovecckl pa3paboTku 1 npomnssoacTBa Neogen Food Safety npoLunu nposepky 1 noayudnnn ceptudurkat ISO 9001
(MexxayHapogHas opraHu3auus rno ctaHAapTy3aumn).

TecT-Habop «MonekynsipHbIA aHanus 2 - Listeria monocytogenes» Neogen cofep>XUT 96 TeCT-CUCTEM, OnncaHne
KOTOpbIX CM. B Tabanue 1.

Tabnuua 1. KoMnoHeHTbI TecT-Habopa A1 MoNeKynsipHoro aHannsa Neogen

SnemMeHT O6o3HauveHue | Konunuyectso CopepxxaHue KommeHTapuun
Po3oBblIi
96 (12 nnacTrHOK 580 Mk pacTBopa B wraTvBe
Pactsop ana nnsuca (LS acTBop B o
Neo erﬁ)@A L5) ﬁ 03 aFl)-IHbIX no 8 Npobmnpok ANS IN31CA B KaXAomn 1 roTOBbI
g nBo65|pKax Ha Kaxzo) npobupke K MCMOJIb30BaHMUIO
Neogen® NnodwmnmnsmposaHHas
o 12 nnacTrHoOK Mecb ANns
MonekynapHbeih aHann3s | XKentele 22(8 n og; 0|<O ;Men;mévma n [oToBbI
2 - Listeria monocytogenes | npobupKkmu Ha Ka)lfp,OVI)p " o6Hapy>|<eﬂv|ﬂ K MCMONb30BaHMIO
(NpobupkK ¢ peakTNBOM) LITaMMOB
96 (12 NhacTNHOK
XKentble [oTOBbI
nacHble KOAna4vkm no 8 KO/IMaykoB
3anacHbie konna (N ERIN Hg Saigo;) ° K MCMO/Ib30BaHMIO
Mpo3pautbie NnodnnmsmpoBaHHbIN
KoHTponb AHK, cmech
Neogen® KoHTposb npooGupKM € 16 (2 nakeTmka no ns apManﬂ)MKa A [oToBbI
peareHToB (RC) OTKUAHBLIMW 8 NPo6MPOK B KaxA0M) A H K ICNO/Ib30BaHUIO

1 06HapyxeHus

KpbIWKaMu LWITaMMOB

OTpuLaTeNbHbIV KOHTPOJIb, HE BXOASALLMIA B HAOOP, NpeAcTaBAseT CO60M CTePUIIbHY0 060raTUTENBHYIO Cpesy,
Hanpumep bynboH Pperizepa NONOBUMHHOM KOHLEHTpaLmn. He ncnonb3yrite B KadecTBe OTPULLATENIbHOMO
KOHTpONS BOAY.

TexHnKa 6e30nacHOCTU

MpouTnTE, NPUMUTE K CBEAEHWIO 1 COBOAANTE BCe NpaBuia TEXHMKM 6€30MacHOCTY, CoAepyKaLLmecs

B VIHCTPYKLMSIX MO MCMO/Ib30BaHMIO CUCTEMbI MOJIEKYISIPHOM AnarHocTKM Neogen v TecT-Habopa «MonekynspHbIii
aHanus 2 - Listeria monocytogenes» Neogen. COXpaHUTE MHCTPYKLIMM MO TEXHMKe 6e30MacHOCTA AN UCMO/Ib30BaHUSA
B Aa/IbHeliLLeM.

ANPEAYMNPEXAEHUE! Yka3biBaeT Ha OMacHyo CUTyaLuto, KOTopas, eC/v ee He 136exaTb, MOXET NMpUBecTr
K CMepTu, TSHXKeN0M TpaBme 1 (MAn) NOBPEXAEHMIO NMYLLLeCTBaA.

YBEAOMJIEHUE. Yka3biBaeT Ha NOTEHLMAaAbHO OMACHYO CUTYaLIMIo, KOTOPas, eC/in ee He 136exarTsb,
MOXET NPVBECTN K MOBPEXAEHNIO MMYLLIECTBa.

A NPEAYNPEXAEHUE!

He ucnonb3yiiTe TecT-Ha6op «MonekynsipHbivi aHanus 2 - Listeria monocytogenes» Neogen ansi AUArHOCTUKU
3a6on1eBaHUA NAEN U )XUBOTHbBIX.

Mpn ncnonb3oBaHMN METOAMKU aHanNM3a «MonekynsipHbIv aHanus 2 - Listeria monocytogenes»

Neogen Bo3MOXKHO NMoBbILLEHME Konn4vecTBa Listeria monocytogenes fo KOHUEHTpaLMiA, BO3geiicTBME
KOTOPbIX MOXXET MPUBOAUTL K POXKAEHUNIO MEPTBOIO MNJ104a, a TakXKe K CMepTu y 6epeMeHHbIX XXEHLUH N UL,
c ocnabneHHbIM UMMYHUTETOM.
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Monb3oBaTenb oTBeYaeT 3a 06yyeHMe NnepcoHana HagneXkalmm coBpeMeHHbIM MeToAnKaM aHanunsa,
Harnpumep onMcaHHbIM B AOKYMeHTe «Haanexalas nabopatopHas npaktuka», ISO/IEC 17025 nnwn ISO 72186,

[ns CHWXKeHMA PUCKOB, CBA3aHHbIX € BbIMYCKOM 3apa)XeHHOro NpoAyKTa Bc/ieACcTBME NOyUYeHuns

NOXXHOOTpULLATENIbHOIO pe3y/nbTaTa, ciefyiiTe U3/1I0KeHHbIM HUXKe npasuiam.

e CobntogaliTe NPOTOKOA U BbIMOAHANTE NpoLeAypbl aHaNN3a B CTPOrOM COOTBETCTBUMU C MHCTPYKLUSAMU
K mpenapary.

e XpaHwuTe TecT-Habop «MonekynspHbIi aHanus 2 - Listeria monocytogenes» Neogen cOrnacHoO ykasaHUsAM Ha
yrnakoBKe 1 B MHCTPYKLMW K MPOAYKTY.

e Bcerga vcnonbe3syiTe TecT-Habop «MonekynspHblin aHanums 2 - Listeria monocytogenes» Neogen 0 ncteveHus
CpoKa rogHoCT.

e lcnonb3yiTe TecT-Habop «MonekynsapHbIi aHanms 2 - Listeria monocytogenes» Neogen Ansi nccieoBaHNS
06pa3uoB NPOAYKTOB MUTAHNS 1N OKPY>XKatoLLLel cpesbl, MPOLLeALLNX BHYTPEHHIO UK CTOPOHHIOK MPOBEPKY.

e lcnonb3yiiTe TecT-Habop «MonekynsapHbIi aHanms 2 - Listeria monocytogenes» Neogen ToNbKO Ha Tex
NMOBEPXHOCTAX, C TEMU Ae3NHPULIMPYIOLLMMIN CPeAcTBaMK, a TakKe B COOTBETCTBUM C TeMW NMPOTOKOAAMU U AN
Tex LWTamMMoB 6aKTepuii, KOTOpble NPOLLN BHYTPEHHIOK VN CTOPOHHIOKO NPOBEPKY.

e Ob6pasew cpeapl, cogepXaLlnii HeMTpanu3yoLWwmnin bydepHbli pacTBop C apuacynbPoHaATHLIM KOMMIEKCOM,
cneayeT nepes NpoBepkor pa3basuTe B nponopumn 1: 2 (1 yacTb 06pasLia Ha 1 YacTb CTEPUILHOIO
oboraTnTeNnbHOro 6yboHa). ANbTepPHATMBHbIN BapuaHT — nepeHecT 10 Mka oboraTnTenbHOM cpesbl AN1A
HelTpanusytoLlero bydepHoro pactsopa B Npobupku ¢ pactsopom Ansa ansnca Neogen. CpeacTsa 41 3a6opa
npo6 Neogen®, koTopble cogepXaT HENTPaNU3yrLLMIA BydepHbIli pacTBOP € apuacyNIbPOHATHBIM KOMMIEKCOM:
RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10ONB2G, HS10NB, HS1ONB2G 1 HS2410NB2G.

[ns cHWKeHnA prcKa, CBA3aHHOIO € BO3JeACTBMEM XUMUYECKUX N BMONOTMUYecKn ONMacHbIX BELLLECTB, cieayiite

M3N10)KEHHbIM HMXe npaBuiam.

e HactoATenbHO pekoMeHayeTcs MHGOPMUMPOBaTh 1abopaToOPHbIA MepcoHas XXEHCKOro nosa o pucke As
pa3BKBAOLLLEr0Cs NaoZa Npy MHGULMPOBaHUN MaTepW B pe3ysibTaTe KOHTakKTa c Listeria monocytogenes.

e BbinonHsalTe aHanM3 Ha NaToreHbl B 060pyA0BaHHOM HaAnexalumM obpasomM 1abopaTopum Nog KOHTpoem
0by4eHHOro nepcoHana. IHkybrpoBaHHble oboratuTenbHble Cpejbl, a Takxxe 060pyA0BaHME NN MOBEPXHOCTH,
KOTOpble KOHTaKTUPOBaAu C NHKYOVPOBaHHbLIMW 060raTUTeIbHbIMU CPeflaMu, MOTYT COAepXKaTb NaToreHsbl
B KO/IMYeCTBe, JOCTaTOYHOM /15 YIPO3bl 3,0POBbIO Ye/loBekKa.

e 0Ob6sA3aTenbHO cobNOAaliTe CTaHAAPTHbIE NabopaTopHble Mepbl obecrneveHmss 6€30MacHOCTY, B TOM Ymncsie
NCNONb3YITe 3aLUTHYI OAEXAY U CPeACTBa 3aL1Thl r/1a3 Npy paboTe C peakTiBaMu 1 3arpsi3HEHHBIMU
obpasuamum.

e lI36eraiiTe KOHTaKTa Cc 06oraTuTeNnbLHOM Cpesoli 1 NPobupKamuy C peakTBOM nocsie amnandukaunu.

e YTUnM3npyiTe oboralleHHble 06pasLibl B COOTBETCTBUM C ANCTBYIOLLMMY OTPACaeBbIMY CTaHAAPTaMN.

e O6pa3sLibl, KOTOPble He NPOLLAV HaA/1eXaLLlyto TernioBYyo 06paboTKy Ha 3Tane Ansmnca, MoryT npeactaBasTb
6ronornyeckyto onacHoctb. AMNPELLAETCA BcTaBnaTe 1x B Nprbop A8 MosiekynsapHOW AgnarHocTnku Neogen.

Ansa cHUXKeHwus PUCKOB, CBA3aHHbIX C NepeKpPeCTHbIM 3arpasHeHnem npum nogrotoeske 06paBLI,OB ans
ANarHoCTuKmn, cnep,yl‘/'lTe N3M10)KEHHbLIM H/)KE nMpaBuiaM.

e 06s3aTeNbHO HazeBaTe NepyaTky (415 3aLMThl NOAb30BaTeNs N BO M3beXaHVe BBEAEHNS HyK/1eas).

AN CHUXKEeHWSA PUCKOB, CBA3AHHBIX C 3arpsA3HeHeM OKpY>KaloLLeli cpeabl, NpUAepXXUBaiTeCb NepeyuncieHHbIX
HUKe peKoMeHAaLMIA.

° yT|/|n|/|3|/|py|7|Te 3apaXeHHble OTX0A4bl B COOTBETCTBMUN C AEIZCTBy}OLHMMM oTpacneBbIMU CTaHAapPTaMW.

ANA CHUKEHWA PUCKOB, CBAA3AHHBIX C BO3AENCTBMEM FOPAYNX XXNAKOCTEN, cnefyiTe npuBefeHHbIM

Aanee npaBuaam.

e He npeBblllaliTe pekOMeH0BaHHY TeMnepaTypy B HarpesaTesne.

e He npeBblLlaliTe peKOMeH0BaHHY NPOAOIKMTENbHOCTL Harpesa.

e /1N NnpoBepKun TeMrnepaTypbl BHYyTPEHHEro HarpeBaTeIbHOro 6,10Kka A1 MoIeKyNSAPHOI AnarHocTukn Neogen®
cnegyeT UCMoNb30BaThb NOAXOAALLMNIA OTKANMOGPOBAHHbIA TEePMOMETP (HanprMep, TEPMOMETP YaCTUYHOTO
MOrpy>XeHs UV TepMonapHbIli LdpoBol TepMOMETP, HO He TEPMOMETP MOJSIHOrO NOrpyXeHus.) TepMomMeTp
cneflyeT BCTaBUTb B CNeLasibHO OTBEAEHHOe MeCTO Ha BHYTPEHHeM HarpeBaTe/lbHOM 610Ke 4151 MONeKyNsipHON
AnarHoctmkm Neogen.

YBEAOMJ/TEHWE

[nsi CHYWXKEeHNS PUCKOB, CBA3aHHbIX C MEPeKPECTHbIM 3arpsisHEHVEM MPU NOAroToBke 06pasLoB AN

ANArHoCTUKW, cneayinTe N3N0XKEHHbIM HMKE NpaBuiaMm.

e [lepes cMauvBaHMEM OCaZiKa peareHTa MeHsalTe nepyaTku.

e PekomeHZAyeTCs NCMob30BaTh CTEPU/IbHbIE a3P030/b-yCToNUMBLIE (PUABTPYHOLLME) HAKOHEUHUKM ANSt MANETOK,
npuMeHsieMble B MONeKysipHOM 6ronorum.

e /[lns nepeHoca Kaxzoro obpasLa 1Cnoib3ynTe NMNeTKy ¢ HOBbIM HAKOHEUHKOM.

e [Ipy nepeHoce obpasLa 13 0boratuTeNbHOM cpeabl B MPO6VPKY C PacTBOPOM A5 M3MCa NPUAEPXKNBANTECH
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cBOJa npaBun «Haanexalume nabopatopHble npakTnkm» (Good Laboratory Practices). Bo nsbexanue
3arps3HeHns MUKPOL03aTopa MOXHO A06aBUTL MPOMEXYTOUHbIV 3Tan nepeHoca. HanpuMep, Nosib3oBaTesb
MOXeT MepeHOCUTb Kaxapli oboraLleHHbIV obpasel, B CTepubHY0 MPOBMpPKY.

e [1o BO3MOXHOCTM CrieflyeT NCMo/b30BaTb YCTAHOBKM A1 paboT B 061aCTV MOJIeKYISPHO 6ronormm,
obopyAoBaHHbIe bakTepuLUMAHbIMU 1amnamu. MNeproguyeck NpoBoanTe Ae3nHbekLUuIo 1abopaTopHbIX CTOMOB
1 060pyfOBaHNSA (MUNETOK, NHCTPYMEHTOB AJ1A 3aneyvaTbliBaHUA U pacneyaTbiBaHNSA NPOOMPOK U T. 4.) C MOMOLLbIO
pacTBopa 6bIToBOro ot6enmBatens (1-5 % B 06beMHOM OTHOLLEHMW € BOAOW) X pacTBopa And yaaneHns AHK.

[ns CHWKeHNA PNCKOB, CBA3aHHBIX € JIOXKHOMONOXKNTENbHLIMU pe3ynibTaTaMun, Heo6xoANMO cobnoaaThb
cneayrowime npasmna.
e Hwu B kKOem c/iyvae He OTKpbIBaMiTe NPO6MPKX NoC/Ie amnandrKaLmn.
e Bcerga ytunnsmpyiite 3arpsisHeHHble MPO6VPKM NyTeM MNOrpy>XeHns B PacTBOP 6bITOBOro oTbennsartens
(1-5 % B 06b€MHOM COOTHOLLIEHUW C BOAOM) NN aHANOMMYHbIV pacTBOP Ha 1 4ac BAanM OT 30HbI MOAFOTOBKM
MaTepuanos 419 aHann3a.
e Hu B KOoem cnyyae He nojsepraiTe NPobUPKIM C peakTBOM aBTOK/1IaBHOM 06paboTke nocne amnandukaumn.

JononHnTenbHyo NHGOPMaLIMIO 1 MeCTHble HOPMaTMBHbIe TPeBOBaHWA B OTHOLLIEHN YTUAN3ALMN OTXOL0B CM.
B MacrnopTax 6e3onacHocTy.

Ecnm Y BaC BO3HWK/1I BOMPOChI MO KOHKPETHbLIM crocobam npuMeHeHNA nnm npouegypam, noceTnTe Hall Be6-canT
no ajgpecy www.neogen.com vanm 06paTI/ITer K MeCTHOMY NnpeacTaBUTEO NN AVICTpI/I6bI-OTOpy KOMMaHnm Neogen.

OTBeTCTBEHHOCTb Nosb3oBaTenen

Monb3oBaTeny 06s3aHbl 03HAKOMUTBCA C MHOPMaLMEN N MHCTPYKLMAMK K npenapaTy. Ana nonyyeHuns 6onee
noApobHoM NHbOpMaLMM NOCeTUTE HaLl Be6-CcaliT Mo agpecy www.neogen.com 160 CBSXXUTECH C MECTHBIM
npeacTaBuTenem nam anctpmbbtotopom Neogen.

Mpw BbIGOpE MeToAa NCC/Ie0BaHMS BaXXHO MOHNMATb, UTO Ha pe3ynbTaTbl UCCeA0BaHNS MOTYT BAVSATb BHELLHME
dakTOpbl, HanprMep MeToZ 3abopa Npob, MPOTOKON UCCAeA0BaHWS, MOAroTOBKa Npob K NCCae0BaHWIO, CNOCo6bbI
06paboTKM NPo6 BO Bpems UCCIeA0BaHNS, a Takke 1Cnob3yeMoe obopyaoBaHume.

3a BbI6Op MeToAa NCCNe0BaHMA 1 UCCIefyeMOoro NPoAyKTa OTBeYaeT Nosib30BaTe b, KOTOPbIV JOKeH

Ha OCHOBaHWW NCCNeA0BaHUA JOCTaTOYHOMO KOMYeCcTBa 06pa3LoB C MOMOLLbIO HaZneXallmx MaTpuL, 1
MWKPOBHbIX MPOBOKALMOHHBIX MPO6 onpesennTb, OTBeYaeT M BbIGPaHHbIV MeTOA NCCNeA0BaHNS HEOBXOANMbIM
eMy KpUTEpUAM.

Monb3oBaTenb Takxke 06s13aH YCTaHOBUTb, YTO Bbl6paHHbII‘/JI MM METOJ aHa/lM3a, a TaKXe NoJslydYeHHble pe3y/1bTaThbl
OoTBEYarT Tp66OBaHI/IﬂM €ro KJIMeHTOB N NOCTaBLLINKOB.

Pe3ynbTaThl, MONy4YeHHbIe € MomoLLbro NpogykTa Neogen Food Safety (kak 1 npm ncnonb3oBaHWM 1060ro 4pyroro
MeToZa UCCNefoBaHWIA), He rapaHTUPYIOT KaYeCcTBO MaTPUL, NIV TEXHONOTMYECKNX MPOLLecCoB, MOABEPraBLLMNXCS
nccnegoBaHUAM.

YT06bI MOMOYb KNVEHTaM OLIeHUTb MEeTOZA MPUMEHUTENIBHO K Pa3NVYHBIM MaTpyLaM NULLEBbLIX NPOAYKTOB,
koMmnaHusa Neogen pa3spaboTtana Habop «KOHTPOJIb MaTpULbl ANS MOAEKYAAPHON gnarHocTukn Neogen®».

Mpy HEOBXOAMMOCTU UCMONBL3YNTE KOHTPOb MaTpuLbl (MC), UTO6LI ONpeAennTb, MOXET N MaTpuLiId MOBANATL

Ha pe3ynbTaTbl aHaAM3a C UCNoib30BaHMEM TecT-Habopa «MonekynsipHbli aHanus 2 - Listeria monocytogenes»
Neogen. lNpn BHeApeHWN B NPakTUKy MeToAa Neogen vam aHanmse HOBbIX AW HEU3BECTHbIX MaTpuL, 160 MaTpuL,
MaTepuasibl U METOAbl 06PaboTKM KOTOPbLIX NOABEPIINCE N3MEHEHVAM, NPOBeAMTE BbIOOPOUHbLIA aHaNN3
HeCKO/bKMX 06pa3L0oB, XapakTepHbIX 419 MaTpuLbl, T. €. 06pa3L0B Pa3NINYHOrO NPOUCXOXAEHWS (Ha Nto6oM 3Tane
npoBepKu).

MaTpuLy MOXHO onpezenTb Kak TUMN NPOAYKTa C XapakTePHbIMM CBOMNCTBAMU, TaKMMU KaK COCTaB U MeTOZ
06paboTKM. Pasnnumnsa mexay MaTpmuaMm MoryT 6bITb 06yCNOBIEHbI MPOCTO Pa3INYNSAMN B X 06paboTke
VAN COCTOSIHUM (HanpuMep, Cbipble N NacTepu30BaHHbIe, CBEXIME UY BbICYLLIEHHbIE U T. A4.).

Orpan—leHme rapaHval ncpeacts npaBosom 3alnThl

EC/11 IHOE IBHO HE YKA3AHO B PA3/IE/NIE Ob OTPAHUYEHHOW TAPAHTVAN HA VHAVBUAYANTbLHOW YNAKOBKE
MPOAYKTA, NEOGEN HE MPU3HAET MNPAMBIE /T KOCBEHHbBIE OBA3ATE/IbCTBA, BK/THOYASA, MOMWMO MNMPOYETO,
FAPAHTUW TOBAPHOW MPUTOAHOCTV MW NPUFOAHOCTU 4151 UCMONB30BAHUS B ONPEAE/TEHHBIX

LEENIAX. B cnyyae obHapyxxeHUs B n3gennm komnaHum Neogen Food Safety gedpektoB komnaHus Neogen vnnum
YNONHOMOUYEHHbIV et ANCTPNBBIOTOP 06543yH0TCS MO CBOEMY YCMOTPEHMIO 3aMeHUTb 3TO U34e/ne UM BO3SMeCTUTb
€ro CTOMMOCTb. OTO eAVNHCTBEHHbI CNOCO6 NPaBOBOM 3aLUTLI A/14 Bac. [10 NH06bIM 4OMONHUTEIbHLIM BONPOCaM
obpalLaritech K NpeAcTaBuUTeNto Unu oduumansHomMy annepy Neogen.

OrpaHunyeHne OTBETCTBEHHOCTM KoMnaHun Neogen
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KOMMAHWA NEOGEN HE HECET OTBETCTBEHHOCTW 3A YLLIEPE /T MOBPEXAEHNA, ABMAFOLWLNECA MPAMbBIMA,
HEMPAMbIMW, PAKTUHECKNMW, CJTYHAVHBIMI TN KOCBEHHBIMW, BK/THOYASA, MOMKMO MPOYETO,
YNYLEHHYHR MPUBbI/Ib. OTBETCTBEHHOCTL KOMMaHMM Neogen Hu Npy Kaknx 06CTOATENbCTBAX U HECMOTPS

HU Ha Kakue TpeboBaHMSA He MOXET NpeBbILLaTb CTOMMOCTb U3AENNS.

XpaHeHue n ytunusauumsa

XpaHuUTb TecT-Habop «MonekynspHbIli aHanus 2 - Listeria monocytogenes» Neogen npu TemnepaType 2-8 °C.
He 3amopaxmnBaTb. XpaHUTb BAaM OT BO3NCTBUS NPAMbIX COJTHEUHbIX Jyyeii. [locne oTKPbITUA KOMIMAeKTa
ybeanTeck B TOM, UTO NakeT 13 ¢onbru He nospexaeH. Ecan nakeT nospexeH, He NCNOoNb3ynTe NPOAYKT.
OTKpbITble HeXCnoib3yeMble MPOBMPKY C peakTUBOM C/iefyeT XpaHUTb B MOBTOPHO repMeTU3NpyeMoMm
nakeTe C BnaronornotutesemM. 31o obecneyrBaeT CTabuabHOCTb MMOPUIN3MPOBAHHBIX PEaKT/BOB.
MoBTOPHO repmMeTM3MPOBaHHbIE MaKeTbl MOXHO XpaHUTL Npu Temrnepatype 2-8 °C He 6onee 60 gHeN.

He ncnonb3synte TecT-Habop «MonekynapHbli aHanwus 2 - Listeria monocytogenes» Neogen rno ncrte4yeHmm cpoka
rogHoCTW. [lata ucteyeHns Cpoka rogHOCTU U HOMep NapTUM YKa3aHbl Ha 3TUKETKE Ha Hapy>XHOV MOBepXHOCTU
Kopobku. Mocne nprMeHeHWs oboraTuTenbHas cpesa 1 NPobmpKY AN NMPOBEAEHS aHaIM3a C UCNOb30BaHNEM
TecT-Habopa «MonekynspHbI aHanus 2 - Listeria monocytogenes» Neogen MOryT cofiep>aTb NaTOreHHbIe
MaTepuanbl. [locne 3aBepLUeHNs aHanu3a ciejynTe AeliCTBYOLWNM OTpac/ieBbiM CTaHAAPTaM Mo yTUan3aumm
3apaXKeHHbIX 0TX0A0B. lonofHNTENBHYH0 MHGOPMALIMIO N MeCTHbIE HOPMaTMBHbIe TPeOOBaHWSA B OTHOLLEHWM
YTUAM3aLMN OTXOAOB CM. B MacnopTax 6€30MnacHoCTI.

WNHCTpyKUUM NO NPMEHEHMIO
CTporo cobntogarite Bce MHCTPYKLUMW. B NpOTUBHOM ciyyae pesynbTaTbl MOTYT 6bITb HETOUYHbLIMU.

Meproanyeckn nposoanTe fe3nHbekLmio NabopaTopHbIX CTONOB 1 060pyA0BaHNS (MUMETOK, NHCTPYMEHTOB ANs
3anevyaTtbiBaHWA 1 pacrneyaTbiBaHUSA MPOOMPOK U T. A.) pacTBOPOM 6bITOBOro otbenmnsatens (1-5 % B 06bemMHOM
COOTHOLLEHUW C BOAOW) UK pacTBOpPOM Ans yaaneHnsa AHK.

Monb3oBaTtenb A0MKEH NPONTU KBanndrKaumoHHoe obyyeHne Ana onepatopos (OQ) NprUMeHUTENBHO K cucTeme
MOIeKYNSiPHOM AnarHocTukm Neogen, Kak onmcaHo B AOKyMeHTe «YCcTaHoBouYHas kBanuukaums (IQ)/paboyas
kBanndukaumsa (OQ): NPOTOKObI N MHCTPYKLNN 4151 CUCTEMBI MOIEKYIAPHON AnarHocTnk Neogen»®©,

Ocobble TpeboBaHMSA CM. B pasgesie «Ocobble MHCTPYKUMN K YTBEPXKAEHHBIM MEeTOAaM»:

Tabnuua 3, «MpoTokonbl oboraLleHna no obuLmanbHoOM MeTogamke aHanmsa AOAC® Official Method of Analysis*™
2016.08 1 cornacHo ceptuumkaty AOAC® Performance Tested Method*™ Ne 081501 »;

Tabnnua 4, «MpoTokonbl oboralleHns cornacHo ceptudukaty NF Validation 3M 01/15-09/16».

O6orawyeHue npob

B Tabnuuax 2, 3 1 4 cofepKaTcs MHCTPYKLMM NO 060raLleHno Npo6b nNuLLeBbIX NPOAYKTOB 1 OKpYXatoLLel cpesbl.
3a NpoBepKy afibTepHATMBHbIX MPOTOKON0B 0TO6Opa 06pa3LoB 1 NPONOpPLNA pa3BeseHns A1a obecneyeHus
COOTBETCTBUA 3TOI0 MeToZa aHanm3sa KpUTepmaM Noib30BaTe/id OTBeYaeT CaM NoJ/1b30BaTe/lb.

I'I|/|u.|,eBb|e NpoAyKTblI
JoBeanTte oboraliatoLLyto cpesy — 6yJ'IbOH ®peiizepa NONOBUHHOW KOHLEHTPaLMN (COAEPXNT LmTpaT
Xesiesa-aMMOHWS) — 40 KOMHAaTHOW TemMnepaTtypbl.

2. AcenTunuyeckn o6beMHNTE 0boraLlaroLLyto cpesy 1 obpasel, B COOTBETCTBUM C Tabanuamu 2, 3 unn 4.
Mpu aHanmn3e N60ro BUAA Msica 1 NPOo6 BbICOKOANCMEPCHBLIX MaTePUanoB PeKOMEHAYeTCS NCMO/b30BaTb
MeLLOoYHble GUNLTPSI.

3. TwaTtenbHO roMOreHM3NpymTe MaTepuran NyTeM U3MenbyYeHns, PacTUPaHUSA AU PyYHOro NnepeMeLlBaHNS
B TeueHue 2 + 0,2 MuH. VIHKybupyriTe npu 37 £ 1 °C cornacHo 1abn. 2, 3 nnn 4.

4. Tlpu aHanm3e CbipbIX MOMOYHbIX MPOAYKTOB (CM. Tab. 2, 3 nan 4) nepeHecuTe 0,1 MA NEPBUYHON
oboratutensHom cpeabl B 10 Ma 6ynboHa Pperizepa. MHKybupyinTe npy TemnepaTtype 37 + 1 °C B TeueHue
20-24 yacos.

Mpo6bl okpy>KatloLen cpesbl

3abop Npo6 BO3MOXEH C MOMOLLbIO NYHKM, CMOUYEHHOI HEMTPaNM3YLLMM PacTBOPOM A5 MHAKTUBALMN
aesnHenumpyrowmx cpeacts. KomnaHma Neogen pekomeHAyeT NCrnob30oBaTh ryoKy 13 LIeI0N03bl, He
cofiepxalueri brnounaos. B kauecTBe HeMTpaNM3ytoLLLero pacTBopa MOXHO MCNOJb30BaTb HENTPaNN3YoLLMIA 6Y/IbOH
no Aun-NHrauv (D/E) nnn neTnHoBbIV 6ynboH. Mocne 3abopa Npobbl pekoMeHayeTcs Npoae3nHOULMPOBaTh 30HY ee
3abopa.
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Neogen.

NPEAYNPEXXAEHWE! Eciv BbI peLunTe NCNOMb30BaTh B KayecTBe rMApaTupyoLLero pacteopa Ans ryokm
HenTpanuzyrowmin bydep (NB), cogepxallmin apuncynbPoHaATHbLIA KOMMJIEKC, HEOBXOAVMO A0 aHaM3a pa3BecTu
oboralLeHHbI 0b6pasel, okpy>KaroLleit cpesbl B nponopumn 1 : 2 (1 YacTb obpasua Ha 1 4acTb CTepubHOW
cpeAbl 060raLLeHns), YTobbl CHU3UTb PUCKK, CBA3AHHbIE C NOJTlyYeHNEeM IOXKHOOTPULATEIbHOrO pe3ynbTaTa,
KOTOPOeE MNpuBeZeT K BbIMyCKY 3arpsA3HEHHOro NpoaykTa. AlbTepHaTVBHbIV BapnaHT — nepeHectn 10 Mk
oboraTnTeNibHOV cpedbl 419 HerTpannsytoLLero 6ypepHoro pactsopa B NpobMpKY ¢ pacTBOPOM AN N3Mca

PekomeHayeMbI pa3mep 30HbI 0OT6OPa NPO6 /151 NPOBEPKM MPUCYTCTBUSA MO0 OTCYTCTBUS NaToreHa Ha
noBepxHOCTN — He MeHee 100 cm? (10 cm x 10 cm nnm 4 groima x 4 aroiima). MNMpu oTbope Npo6 € MOMOLLIBbIO ry6Kin
OXBaTbIBaliTe BCIO 30HY, NepemMeLLas rybky B AByX Hanpas/ieHUsX (FOPU3OHTa/IbHOM, a 3aTeM BEPTUKAIbHOM),
nnn 6epurTte NPO6GLI OKPYXKAtOLLIEN cpejbl COrTacHO AeMCTBYOLLEMY MPOTOKOY 0T6opa Npob Uav cornacHo

pekomeHgaumam FDA BAM®, USDA FSIS MLG® nn6o ISO 185937,

1. [oBeauTe oboraLLatoLLyto cpesy — 6ynboH dpeiizepa NONOBMHHOM KOHLIEHTPALMN (COAEPXUT LmUTpaT
ene3a-aMMOHWs) — A0 KOMHATHOM TeMnepaTypbl.

2. AcenTunuyeckn o6beMHNTE 0boraLlaroLLyto cpesy 1 obpasel, B COOTBETCTBUM C Tabanuamu 2, 3 unn 4.

3. TwaTtenbHO rOMOreHV3VpynTe MaTepran NyTeM U3mMenbYeHns, pacTUpPaHNSa UAN PYYHOTO NepemMeLLBaHNS
B TeyeHwue 2 + 0,2 MuH. IHkybupyrite npu 37 + 1 °C B TeueHue 24-30 4acoB cOrnacHo tabn. 2, 3 nnm 4.

Ta6bnuua 2. O6me NpoTokonbl oboraweHns npu 37 = 1 °C ¢ ucnosib3oBaHMeM 6ynboHa Ppeiizepa NOSIOBUHHO

KOHLeHTpaummn 1 6ynboHa Ppeiizepa No mepe Heo6X0ANMOCTH

MaTpuua obpasua

O6BLem
obpasua

O6bem
cpeabl Ans
o6orate-

HUA (M)

Bpemsa
o6oratie-
HUs (4)

TepMuyeckmn
06paboTaHHbIe,
NPUroTOBNEHHbIE,
KOHCepBMpPOBaHHbIEe
MsICHble

NPOAYKTbI, NTULA,
MOpPEenpoOAYyKThI

1 pbiba

TepMuyeckmn
obpaboTaHHble/
nacTepu3oBaHHbIe
MOJIOYHbIEe
NPOAYKTHI

Cenbckoxo3ain-
CTBEHHble NPOAYKTbI
1 OBOLLN

MHOroKOMMNOHEeHT-
Hble NMuLleBble
NPOAYKTHI

25T

225

24-30

Mpob6bl
OKpy>XatoLLen
cpesbl®@

1 rybka

100 nnn
225

24-30

1 ma3ok

10

24-30

Cblpble MsCO, NTULA,
MOpenpoAyKTblI,
pbiba

25r

475

28-32
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MepBuyHasa oboraTuTenbHas
> BTopnuHas o6oratnTenbHas
cpeAa (63(.“"0"' Pl g cpep,qa (6ynboH dpeiizepa)?
NOJIOBUHHOW KOHLUEHTpauuun)®@ AHanu3mpy-
MaTpuua obpasua 06BLeM Boems Temnepa- | Bpewms eMbIi OGE)eM
O6bem | cpeapl ans chE)ra o.| 0O6vem | Typaobo-| obora- npo6b!
obpasua | oboratue- - obpasua raweHvs | LeHus
HUSA (4) 2
HWA (M) (°C) (4)
MNepeHecuTe
Cblpble MOIOYHbIE 0,1 mn
25r 225 20-24 B 10 mn 3711 20-24 10 mMKn
NPOAYKThI 6ynboHa
®perizepa

(@) BynboH Ppeiizepa NOMOBUMHHOW KOHLEHTPaLMK U bynboH Ppeiizepa cnefyeT Bcerga LOMONHATL A06aBKOM
K 6ynboHy Ppeiisepa (LMTPaToM XKene3a-aMMOHKSA) NPy MePBUYHOM NI BTOPUYHOM 060raLLeHnN.

(b) O6bem 06pa3sua, NepeHoCMbIN B MPOBMPKYM C pacTBOPOM Ans nsmca Neogen. Cm. 3Tan 4.6 B pasgene o imsuce.

Ocobble MHCTPYKLMN K YTBEPXKAEHHBIM MeToAaM
OduumanbHas meToavka aHanmsa AOAC® Official Method of Analysiss"2016.08
MNpoBepeHHas Ha adpdekTnBHOCTL MeToanka AOAC® Performance Tested Method*" Ne 081501

" PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 081501

B nccnepoBaHuax, NpoBeAeHHbIX UcciefoBaTeNbCkKUM NHCTUTYTOM AOAC (Accoumanms XMMMKOB-aHaJIUTLKOB,
paboTaloLLMX B roCyAapCTBEHHbIX OpraHm3auusx) B pamkax nporpamm OMAM n PTMSM, meTogvka aHanmsa ¢
NCNoNb30BaHMEM TecT-Habopa «MonekynsapHbIi aHanus 2 - Listeria monocytogenes» Neogen 6bina nNpusHaHa
3$deKTMBHON MeToAMKOV 0bHapyXXeHWs Listeria monocytogenes. TecTpyeMble BO BPeMs NCCIe0BaHNS
MaTpuLbl MOKa3aHbl B TabanLe 3.

Tabnunua 3. NpoToKo/bl 060raLLeHns C UCNob30BaHMEM byibOHa Ppelizepa NONOBUHHOM KOHLIEHTpaLmmn®@
npwv 37 £ 1 °C cornacHo AOAC OMAM 2016.08 n cepTudurkaTty PTM®M Certificate Ne 081501.

06Bbem O6bem cpegbl oS Bpewmsi

Martpuua obpasua obpasua | o6orawieHus (mn) | oboraweHus (4)

FOBSIXXbW COCUCKN, TBOPOXKHBbII
CbIp, BaHW/IbHOE MOPOXEHOE,
TBOPOT 4 % XNPHOCTK, LieibHoe 2

: 5r 225 24-30
LLIOKONIaZHOe MOJIOKO 3 %, canaT pOM3H,
CbIPOIA LUMMHAT B NakeTax, cemra
XO/IOAHOrO KOMYeHMst

Cblpas kypuua 25r1 475 28-32
Hapeska 13 nHaenkm 125r 1125 24-30
O6bewm,
b) Lenas AOCTaTOUHbIV _
KarTanyn AbIHSA 4191 TOro, YTO6bI 26-30
AbIHS NaBana

= Hep>xaBetoLas ctanb 1 rybka 225 24-30

g MMApON30/1MPOBaHHbIN 6eTOH 1 rybka 100 24-30
3=

252

8 & o lNnactmacca 1 ma3ok 10 24-30
[oR
C oo

Bce o6pa3ubl, npegHasHayeHHble ang Banngaunm AOAC, roMOreHM3npoBannch NyTeM pacTUpaHuns, ecauv He
yKa3aHo NHoe.
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(@) BbynboH Ppeiizepa NONOBUHHOW KOHLUEHTPaLMN N 6ynsoH ®peiisepa cnegyeT Bcerja 4ONONHATb J06aBKOV
K 6ynboHy Ppeiizepa (LMTPaTOM XKene3a-aMMOHKS) MNPy MePBUUYHOM NI BTOPUUYHOM 060raLLeHn .

(b) TomoreHmnsmpyiiTe obpaseL, NyTeM py4HOro nepemMeLLiBaHus.
(c) TomoreHM3uMpyiTe obpaseL, NyTeM BMXPEBOro NepemMeLlBaHNS.

NF VALIDATION ot AFNOR Certification

\CATION
QT\F
c®

NF
VALIDATION
EN ISO 16140

3M 01/15-09/16
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en

Bonee nogpobHyto nHGopMaumio o cpoke AelicTBus cM. B ceptudmkaTe NF VALIDATION, koTopbIi AOCTYMEH Ha
yKa3aHHOM BblLLe Beb-caliTe.

CeptuépuumposaHHas NF VALIDATION meTogmka, cooTBeTCTBYlOLas cTaHgapTy ISO 16140-2©, no cpaBHeHUIO €O
ctaHgaptom ISO 11290®

O6beKT Banuaauun: Bce nuiLLeBble MPOoAyKThl, MpejHa3HayYeHHble A5 YesoBeKa, U 06pasLibl OKpy>KatoLLel cpebl
(ncknrouas obpasubl NepBUYHON MPOAYKLIAN)

MpurotoBneHue Npo6: Npobbl CnesyeT roTOBUTL B COOTBETCTBUM €O cTaHAapTaMmm EN ISO 11290-1® n EN ISO 6887®
Bepcus nporpaMmmHoro obecrieyeHums: cM. ceptudurkat

Ta6nuua 4. NpoTtokonbl oborateHns no ceptudnumpoaHHor NF VALIDATION meTtoaumke 3M 01/15-09/16 npwm
37 + 1 °C c ncnonb3oBaHneM 6ynboHa Pperizepa NOMAOBUHHOM KOHLUEHTpaumn 1 bynboHa Ppeiisepa no mepe
HeobXoANMOCTU

O6bem Temnepa-
Bpewms - | [Aonyctumas
. O6bem | cpeabl ana | Typa 060- AHannsupyemsli )
SRR obpasua| oborawie- | raweHus oGora(:.;eHMﬂ 06em npobbI@ TO‘-II;aa:Mpspbl
HUS (M) (x1°0)
Bce o6pasubl nu- o By/IbOH
LLIeBbIX MPOAYKTOB dpeiizepa
(ncknoYas celpoe 25 ¢ MONOBUHHOW
MSICO, Cbipble Mope- KOHLieHTPaLAN
NPOAYKTbI 1 Cbipble 0 72 U3CcoB
MO/IOYHbIE MPOAYKTbI) 225 37 24-30 20 mkn A
e Jln3aT npu
25r, -20°C
Mpobbl okpyxatoLer |1 masok
cppeAbl PYAAIo 7l e Jnzat npwn 4 °C
1 CMbIB A0 72 yacoB
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MepBuYHasa oboraTnTenbHas cpeaa
(6ynboH Ppelizepa NONOBUHHOMN BTopmigaﬁsoﬁ:gT:gggb:)a? cpeaa
. KOHUeHTpauunmn)® y P P Jonyctu-
e O6bem Temne- Mas To4Ka
aNbHbIN coen | TEMNepa- [ Bpems arvpa | BPEMA | AHanM3W- [ npepkiga-
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(@) Ob6bem obpasLa, NepeHOCMbIA B MPobuypKy € pactBopom and nn3unca Neogen. CMm. 3Tan 4.6 B pasgene o
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K 6y/IbOHY Ppeiizepa (LUTPATOM >ene3a-aMMOHUS) NPy NEPBUYHOM U BTOPUYHOM O60raLLeHu M.

O6bem 06pasLia, NepeHoCUMBbIN B MPO6UPKI € pacTBopoM Ans in3nca Neogen. Cm. 3Tan 4.6 B paszene o
nn3unce.
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MPNMEYAHMUE. Mpobkbl 06 bemMoM 6onee 25 r He TeCTUPOBANUCL B BaNUAALMOHHOM nccnegosaHum NF,

MoaroToBka N0TKa 6bICTPOI 3arpy3ku A8 MONEKYNAPHOI AnarHoctmkm Neogen®

1. CMouuTe KyCcOK TKaHV B pacTBope 6bIToBOro otoennsatens 1-5 % (B 06 beMHOM COOTHOLLEHUW C BOAOW) NN
aHaNorMYHOM PacTBOpE 1 MPOTPUTE UM IOTOK BbICTPON 3arpy3kn AN MoNekynsapHol gnarHoctnkm Neogen®.

2. OnonocHWTe BOAOV OTOK BbICTPOV 3arpy3ku A5t MONIEKYNSPHOIM anarHoctmkm Neogen.

3. BbITpuTe NOTOK BbICTPOV 3arpy3KM A4S MONEKYNSAPHON agnarHocTnk Neogen Aocyxa OAHOPa30BbIM MOIOTEHLIEM.

4. Tlepea ncnosib3oBaHMEM 10TKa BbICTPOI 3arpy3Kkn A4S MONeKyNsipHOM anarHocTkn Neogen ybeauTech B TOM,
UTO OH CyXOM.

MoaroToBka 6n10ka «Neogen® MonekynsipHas AnarHocTuka. OxnaaguTenbHblii 610K (BCTaBHOW)»

MomecTtuTe 610K «Neogen MonekynsipHasa AnarHoCcTrKa. OxnaguTenbHbl 6/10K» NPSAMO Ha 1abopaTOPHBbI CTON;
NCMONb3ylTe OXNajuTebHbI 610K NPy KOMHAaTHOM Temnepatype (20-25 °C).

MoprotoBKa BHYTPEHHEro HarpeBaTe/lbHOro 610Kka AN MosekynsspHou gnarHoctukn Neogen®

MomecTnTe BHYTPEHHWN HarpeBaTebHbIA 610K ANS MONeKynsapHon gnarHocTnkn Neogen® B cyxoe AByxX6/104HOe
HarpeBaTe/ibHOe YCTPOMCTBO. BktoumTe Cyxoe HarpeBaTe/ibHOe YyCTPOMCTBO 1 YCTaHOBUTE TeMrnepaTypy Taknm
06pa3om, UTO6bI TemnepaTypa BHYTPEHHEro HarpeBsaTe/lbHOro 610Ka A1 MONeKysapHOM gnarHocTkn Neogen
AOCTUrAa NOCTOAHHOro 3HayveHmsa 100 + 1 °C.

MPNMEYAHUE. BHyTpeHHWIA HarpeBaTeNbHbIA 610K 4151 MONEKYNSPHOWN AMarHOCTUKM Neogen JOCTUraeT HY>XKHO
TemMnepaTypbl NPUMeEPHO 3a 30 MUHYT (B 3aBUCVMOCTU OT TUMa HarpeBaTe/IbHOro YCTPOMCTBA). icnonb3ys
NOAXOAALLNI OTKAaNNO6POBaHHbLIN TepMOMETP (HanpuMep, TEPMOMETP HYaCTUUYHOIO MOrPYXKEHUS U TepMONapHbIi
Lu1dpoBOV TEpMOMETP, HO HE TEPMOMETP MOJIHOMO MOrPY>KEHWS), Pa3MeLLIEHHbIN B YKa3aHHOM MecTe, ybeanTech

B TOM, UTO TemMrnepaTypa BHYTPEHHEero HarpesaTe/ibHOro 610ka /15 MONeKynspHoOM AnarHocTukm Neogen
cocrasnser 100 = 1 °C.

MoproTtoBka npubopa ans MonekynsipHoii anarHoctmku Neogen®

1. 3anyctute nporpammy «CrcteMa MosiekynsapHoOm gnarHocTnk Neogen®» 1 BogumTe B cMcTeMy. YTobbl
ybeanTbCsa B Hann4mMm Hanbosee cBexeil BepCr MporpaMMHOro obecrneyeHuns, obpaTntecb K npeacTaBuUTesto
Neogen Food Safety.

2. BkntounTte npubop Anst MonekynsipHoi gnarHoctukm Neogen.

3. CosgaiiTe v oTpeAaKTUPYTe LKA aHanM3a € JaHHbIMU ANs Kaxaoro obpasua. MoApo6HY MHGOPMALIMIO CM.
B PYKOBOZACTBE No/b30BaTeNsi Ipubopa A/ MonekynsipHol anarHoctrkm Neogen.
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NMPUMEYAHWE. Mpexae yem BCTaBAATb JIOTOK ObICTPOV 3arpy3km A58 MOIEKYNAPHON AMArHOCTUKMA

Neogen ¢ peakLOHHbIMY NPOBMpPKamMK B NPU60p A1 MoneKynsapHon gnarHoctrkn Neogen, ybeantecb B TOM,
YTO NPUBOP JOCTUT COCTOAHWA FOTOBHOCTU. [laHHas cTagns Harpesa 3aHMMaeT okono 20 MUHYT 1 0603HavaeTcs
OPAH)XEBbIM cBeTOM B CTpOKe cocTosiHWs npubopa. Korga nprbop byeT rotos K 3anycky Lu1Ka, LBeT naHenm
COCTOSAHNSA M3MeHUTCA Ha 3EJTEHbIN.

Nnsnc

M3BnexkunTe HMXKHIOKW YacTb WTaTMBA 151 NPOBMPOK C pacTBOPOM Ans Mn3nca Neogen € MOMOLLIbIO OTBEPTKN
WA NONATOYKN, NpeXxe YeM NoMeLLaTb ero BO BHYTPEeHHW HarpeBaTe/ibHbI 610K 415 MONEeKYNSPHOW
AnarHoctvky Neogen.

AN

1. Mpobupku c pacTBOPOM AN Nm3nca (pactBopom Aas nr3nca Neogen) AO/MKHbI HAarpeTbCs: /151 3TOro OCTaBbTe
LUTaTVB NPV KOMHaTHOW TeMnepaType (20-25 °C) Ha Houb (16-18 YacoB). AlbTepHAaTMBHbI CNOCO6 J0BECTY
nNpo6MpKK € pacTBOPOM A8 nr3nca Neogen Ao TemnepaTypbl OKPY>KatoLLen cpesbl: MOMeCTUTb MPobUpPKY
€ pactBopom Ansa nmsnca Neogen Ha 1abopaTOPHbIN CTON MUHVUMYM Ha 2 Yaca, OCTaBUTb VX ANS NHKY6aLmn
B MHKyb6aTope rnpu Temnepatype 37 = 1 °C B TeyeHme 1 Yyaca Uav NOMeCTUTb NX Ha 30 CekyHZ B Cyxoe
ABYX6/104HOe HarpeBaTe/ibHOe YCTPOWCTBO Npw Temnepatype 100 °C.

2. [NepeBepHuTe 3aneyaTaHHble NPOBMPKN 419 CMELLBAHNS COAepXMMOro. MepelignTe K cnegyroLlemy Liary
uepes 4 u.

3. WV3BneknTe oboraTuTenbHbIN BYNBOH U3 HKYbBaTOopa.

4. Ha kaxabli obpaseL, a Takxke obpaseL, ana oTpuuaTensHoro KoHTpons (NC) (B cTepunbHONV 060ratuTebHOM
cpege) TpebyeTcs ogHa Npobupka ¢ pacTBopoM Ans nnsmca Neogen.

4.1 Ana nonyyeHNs HeOBXOAMMOro KONMYecTBa NPO6MPOK MAACTUHKIN C NPOBUpKamMy C pacTBOPOM A5 TN3MCA
Neogen MOXHO pa3pe3aTb. BeibeprTe HEO6X0ANMOE KONNYECTBO OTAeNbHbIX MPOBUPOK VAN NAACTUHOK MO
8 Npobupok ¢ pactBopoM A nr3mca Neogen. NMomecTute Npobupku ¢ pactBopoM Ans nsmca Neogen Ha
NyCcTOW LITaTMB.

4.2 Bo n3bexaHvie nepekpecTHOro 3arpsisHeHNs pacneyatbiBalite NIacTUHKM C NPOBMPKaMu C pacTBOPOM 415t
nnsmca Neogen no ofHoW 3a pas 1 AN KaXKA0ro 3Tarna nepeHoca NCnosb3yiiTe HOBbI HAKOHEUHWK A/
nMneTKu.

4.3 MNepeHecunTe oboralLieHHble MPO6bl B MPO6UPKM C pacTBOPOM AJist in3unca Neogen, Kak OMMCaHO HUXe.

CHauvana nepeHecurTe Kaxzplii 060raLLeHHbI 06paseL, B 0TAe/IbHYH NPo6MPKY C PacTBOPOM AJ1st N3M1Ca
Neogen. O6pasLibl 47151 OTPULIATENIbHOrO KOHTPOJIS NMepesnBaliTe B NOCNEAHIO ovepeab.

4.4 PacneuvaTalitTe NpobUpPKN C pacTBOPOM Ans nmsmca Neogen ¢ MOMOLLLI NHCTPYMeHTa «MonekynspHas
AnarHoctrka Neogen®. IHCTpyMeHT A48 3aneyvaTbiBaHWsA/pacrneyaTbiBaHWA MPOGUPOK (NN3UC)»; MNACTUHKN
C Npobunpkamun cegyeT pacrneyatbiBaTh MO O4HOM.

4.5 YpanuTe B 0TX04bl KOMINMAYOK OT NMPOBUPKM C pacTBOPOM A1 iv3nca Neogen; ec/iv N3aT HEOHXOAMMO
COXPaHUTb A/151 MOBTOPHOIO TECTUPOBAHMSA, MOMECTUTE KOMAUKIN B YNCTbI KOHTEiHep A5t MTOBTOPHOIO
NCNONBb30BaHWsS NOC/e NN3KCca.

4.5.1 MNpouesypa 06paboTKM COXPAHEHHOrO N13aTa ONMcaHa B MPUIOXKeHUN A.

4.6 MepeHecnTe 20 Mk 06pa3Lia B Npobupky ¢ pacTBOPOM A5 nm3mca Neogen, ecnv MHOe He yKa3aHo
B MPOTOKOAaxX 13 Tab. 2, 3 nnm 4 (Hanp., 415 CbIpbIX MOJIOYHbIX NPOAYKTOB AW NPW aHanmse Npob
oKpy>XatoLLe cpeabl 6e3 HeliTpanmsytoLero bydbepa ncnonbyrite 10 mkn).
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5. MosTopsinTe waru ot 4.4 1o 4.6 A0 Tex Nop, NOKa KaxAaa oTAeNbHas nNpoba He byaeT nepennTa
B COOTBETCTBYHOLLYH NPO6UPKY C pacTBOpOoM Anst nnsmnca Neogen Ha NaacTUHKe.

6. Mocne nepeHoca Bcex 06pasLIoB NepeHecHTe B NPOBUPKY C pacTBOPOM A5 nnsmca Neogen 20 Mkn
oboratutenbHoO cpebl ANA OTPULLATENBHOIO KOHTPOAS (CTEPUIBLHON 060raTUTENIbHO CpeAbl, HanprmMep
6y/1b0Ha Ppelizepa NONOBMHHOW KOHLEHTPaLMK). He ncnonb3yliTe B KauecTBe OTPULLATENIbHOTO KOHTPO/ISA BOAY.

7. Y6eanTtecb B TOM, YTO TeMrepaTypa BHYyTPEHHEro HarpeBaTe/ibHOro 6,10ka AN MOMeKYIAPHOM ANarHOCTUKM
Neogen coctasndet 100 £ 1 °C.

8. MomecTuTe WTaTUB C OTKPbITEIMU NPobupKamu A1 nr3srca Neogen BO BHYTPEHHUIA HarpeBaTe/ibHbIN 610K Ans
MONeKYNPHOWN AnarHocTrukn Neogen 1 Harpesarite B TeueHue 15 £ 1 MvH. Bo Bpemsi HarpeBa LiBeT pacTBopa 414
nnsnca Neogen M3MEHUTCS C PO30BOTO (B XOJIOA4HOM COCTOSIHUM) Ha XENTbI (B ropsiyeM COCTOSAHUN).

8.1 O6pasupbl, KOTOpbIe He NPOLLAN HaA/1eXalLLlyro TernIoBY0 06paboTKy Ha 3Tane An3mnca, MoryT NpeacTaBnsaTb
6ronormnyeckyro onacHocTb. SAMPELLUAETCSH BCTaBnsATb MX B NIpUB0OP ANst MONEKYASPHONM anarHoctiky Neogen.

9. M3BnekuTe OTKPLITHINA LUTATUB C NPOBMPKaMK € pacTBOPOM A1 nr3nca Neogen 13 HarpeBaTeibHOro 6s10Ka
1 MoOMecTUTe ero 419 oxnaxgeHus B 610k «MonekynapHas gnarHoctrka Neogen. OxnagnteNibHbIn 610K
(BcTaBHOW)» Ha Nepuog oT 5 o 10 muHyT. Baok «MonekynspHas guarHoctuka Neogen. OxnagnTensHblin
610K (BCTABHOW)», UCMOJ/Ib3YyeMblli NPY KOMHATHOM TemnepaType, AOo/KeH HaxoANTbCS HernocpeACcTBEHHO Ha
nabopaTtopHoMm cTone. [oc/ie oxnaxaeHns LBeT pacTBopa AJ11 IM31ca CHOBA CTAHET PO30BbIM.

10. 3BnekunTe WTaTMB C Npobupkamu ans nusnca Neogen 13 61oka «MonekynapHas gnarHoctmka Neogen.
OxnaguTenbHblvi 610K (BCTABHOMN)».

20-25°C

S
D D 00:05:00
Amnnueunkaums

1. Ha kaxayto npoby, a Takxke oTpuLaTensbHbIr KOHTPosb (NC) TpebyeTcs ofHa Npobupka C peakTMBOM 13
TecT-Habopa «MonekynsapHbIi aHanus 2 - Listeria monocytogenes» Neogen.

1.1 Anga nonyyeHNs HeO6XOAMMOro KOIMYeCcTBa NPO6MPOK MNAACTUHKN C NPO6rpKamMum € peakTUBOM MOXHO
pa3pe3aTb. Bo3bMuTE HEO6XOAMMOE KONNYECTBO OTAENbHbIX MPOBUPOK UV NAACTUHOK MO 8 MPobMpoK
C peakTMBOM U3 TecT-Habopa «MonekynapHbIli aHanus 2 - Listeria monocytogenes» Neogen.

1.2 NomecTnTe NPOBUPKK C peakTUBOM 13 TecT-Habopa «MonekynsapHbll aHanus 2 - Listeria monocytogenes»
Neogen Ha nycToin LITaTuB.

1.3 He BcTpsAXxvBaiTe 0CafoK OT peareHTa, KOTOPbIA MOXeT 06pa3oBaThCA Ha AHe MPO6MPOK.

2. BosbmuTe 1 npo6urpky Neogen «KOHTPOIb peareHToB» 1 MOMEeCTUTE ee Ha LUTaTuB.

3. Bo n3bexaHne nepekpecTHOro 3arpsisHeHVs pacneyaTtbiBaliTe NAaCTUHKNA C NPObrpKkamMuy € peareHTom u3
TecT-Habopa «MonekynspHbIli aHanus 2 - Listeria monocytogenes» Neogen rno o4HOM 1 A1 KaXAoro atana
nepeHoca UCNosb3ynTe HOBbIV HAKOHEYHUK ANA MUAETKU.

4. MepeHecuTe nM3aT B NPOBMPKM C peakTUBOM TecT-Habopa «MonekynspHbIi aHanus 2 - Listeria monocytogenes»
Neogen 1 npobupky Neogen «KOHTpPOJIb peareHTOB», Kak OMMCaHO HUXe.

MepeHecnTe NM3aT KaXA0Oro obpasLa B OTAe/bHble MPObUPKN C peakTBOM TecT-Habopa «MosiekynspHbIl
aHanwus 2 - Listeria monocytogenes» Neogen B nepBylo ouepesb, a 3ateM — oTpuuaTe/bHble KOHTpoau (NC).
CmounTe Npoburpky Neogen «KOHTPO/Ib peareHTOB» B NOCNEAHIO ouepesb.
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5. Pacneyataiite Npo6upKM C peakTBOM TecT-Habopa «MonekynsipHbIli aHanus 2 - Listeria monocytogenes»
Neogen ¢ nomoLLbto MHCTpyMeHTa «Neogen® MonekynsipHasi AMarHOCTMKA. IHCTPYMeHT Ans 3aneyaTtbiBaHWs/
pacneyaTbiBaHUsSi NPO6MPOK (PeareHT)»; NAaCTUHKN C MPOBYPKaMK C PeakTVIBOM C/iefyeT pacrneyaTtbiBaTh
Mo OAHON. YAanuTe KoONMayok B OTXOAbI.

5.1 NMepeHecuTe 20 MKN Nn3aTa 06pasLa U3 BEPXHe Y2 YacTu XXMAKOCTU B Npoburpke ¢ pacTBOPOM ANA
nusuca Neogen (He gonyckas nonagaHus ocagka) B COOTBETCTBYHOLLYIO MPO6MPKY C peakTUBOM
TecT-Habopa «MonekynapHbI aHanms 2 - Listeria monocytogenes» Neogen. NepenueaTb n3aTt B
nNpo6upky cneayeT Noj Hak/IOHOM, YTO6bI He NOAHATL ocafokK. MepemeluaniTe Nn3aT B Npo6UpKe: ANs
3TOro 5 pa3s oCTOPOXKHO HabepuTe XXUAKOCTb B MUMNETKY U BbINyCTUTE ee 06paTHO.

5.2 MNMosTopsariTe 3Tan 5.1 A0 Tex Nop, NoKa N13aT KaXA0oro obpasua He byseT nepesinT B COOTBETCTBYHOLLIYHO
NpPo6upKy C peakTBOM TecT-Habopa «MonekynsapHbIi aHanms 2 - Listeria monocytogenes» Neogen Ha
naacTuHKe.

5.3 3akpoinTe Npobupku C peakTBOM TecT-Habopa «MonekynsipHblli aHanus 2 - Listeria monocytogenes»
Neogen 3anacHbIMU KoJIMauykaMu, BXOAALLMMY B KOMMEKT NOCTaBKW, U NPY 3TOM HajaBAnBanTe Ha
KO/INaYKM CKPYrNeHHOM CTOPOHOM MHCTPYyMeHTa «Neogen MonekynsapHasa AnarHocTnka. VIHCTpyMeHT Ans
3aneyaTbiBaHMsA/pacneyaTbiBaHs NPobupok (PeareHT)», coBepLuas ABXKEHWS BNepea-Ha3ag, YTobbl
obecrneunTb NJIOTHYIO MOCaAKY KOMAYKOB.

5.4 MNMosTopuTe 3Tanbl 5.1-5.3 cTONBKO pas, CkoNbKO NPo6 HEO6XOANMO NUCCeA0BaTb.

5.5 Mocne nepeHoca NM3aToB BCex 06pasLoB MNOBTOPUTE AENCTBUSA HauMHasA ¢ 3Tana 5.1, 4tobbl nepeHecT
20 mkn nmnsaTta oTpuuatensHoro koHTponas (NC) B npobmpky ¢ peakTMBOM TecT-Habopa «MonekynspHbIi
aHanus 2 - Listeria monocytogenes» Neogen.

5.6 MepeHecuTe 20 MKN AInM3aTa oTpuuatesnibHoro KoHTpoasa (NC) B npobupky Neogen «KOHTPO/Ib peareHToB».
MepenvBaTb NM3aT B NPOGUPKY ciedyeT o HakIOHOM, UTObbl He NOAHATL O0cafokK. MNepemMeluarite nn3ar
B NpobuMpKe: ANs 3TOro 5 pa3 0CTOPOXHO HabepuTe XUAKOCTb B MUMETKY W BbIMyCTUTE ee 06paTHO.

6. 3arpysuTe 3aneyaTaHHble MPOBUPKN B YACTbIV NPOAE3VHPULIMPOBAHHbIV 0TOK BbICTPOW 3arpy3ku Ans
MOIeKYNSiPHOM AnarHocTukn Neogen. 3akpoiiTe 1 3apuKkcnpyrite KpbILLKY N10TKa 6bICTPOM 3arpy3ku ANs
MoneKkynspHor gnarHoctukm Neogen.

20 MKn

20 pL

7. MpoBepbTe 1 NOATBEPAMTE HACTPOEHHbIV LMK/ aHann3a B nporpamme «CuctemMa MosekynsipHoi
AvarHocTtrkm Neogen».

8. HaxmwnTte kHOMKy «[yck» B NporpaMMHOM ob6ecrneyeHnn 1 BblbepuTe MHCTPYMEHT AN NCMO/b30BaHUS.
KpbiLika BbIBpaHHOIo Nprbopa OTKPOEeTCs aBTOMATUNYECKU.

9. MomecTnTe NOTOK BbICTPOIA 3arpy3Ku Anst MONeKYNsipHOU AnarHocTnk Neogen B Npr6op Anst MoNekynsipHo
AvarHocTk Neogen v 3aKpoiTe KpbILLKY, YTObbI 3aMyCTUTb aHaNN3. Pe3ynbTaThbl NOSIBATCS B TeUeHWe 75 MUHYT.
MoNoXUTENBHbIE PE3y/bTaTbl MOTYT MOSIBUTLCS PaHbLLE.

10. MNo 3aBepLUeHN aHaNn3a U3BNeKMTe N0TOK BbICTPOW 3arpy3ku AN MOJIeKynsapHOM gnarHocTmku Neogen
13 nNpubopa AN MONeKyNAPHON AnarHocTnkn Neogen v yTUAN3NPYATE MPOBUPKY, MOMECTUB VX B PaCTBOP
6bITOBOrO OT6eNMBaTens (1-5 % B 06beMHOM OTHOLLEHWW C BOZOI) UM aHANOMMYHbIA pacTBOpP Ha 1 Yac Baanu
0T 061aCTV MNOAroTOBKM 06pa3LoB /15 aHanu3a.

YBEAOMJIEHUE. Jna MUHUMM3aALNU PUCKA NOYYEHUS TOXHOMONOXNTENIbHbIX Pe3y/1bTaToB BC/IeCTBYME
nepeKpecTHOro 3arpsi3HeHVs HX B KOeM Clyvae He OTKpblBaiTe NPobUpKX C peakTUBOM, Cofepxallme
amnanéuumpoBaHHyto AHK. 3To KacaeTcss NpobUpPOK C peakTMBOM TecT-Habopa «MonekynsipHbii aHanus 2 -
Listeria monocytogenes» Neogen, npo6upok Neogen «KOHTPO/Ib peareHToB» 1 NMPOBMPOK KOHTPOIA MaTpULLbI.
Bcerga yTnnnsunpyrite repMeTUYHO 3aKpbITble NMPOBVPKM MyTeM NOrpy>KeHNs B pacTBOP 6bITOBOro 0ToenBaTens
1-5 % (B 06BEMHOM COOTHOLLEHWNI C BOAOW) AN aHANOMMYHbIA pacTBOp Ha 1 yac BAaAM OT 30HbI MOArOTOBKMN
MaTepuasioB A/ aHanu3a.

PEByﬂbTaTbl ANAarHOCTUKM N X nHTepnpeTtauus
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CneumanbHbIA anropuT™M aHanM3npyeT KPUBYIO CBETOOTAAUN, BbIBOAVMYIO B pe3y/ibTaTe 06HapyXeHUs
aMnIndrKaLMn HYKNeOTUAHBIX MOC/Ief0BaTeNbHOCTEN. MporpaMMHoe obecrneyeHie aBTOMaTUYeCK aHanm3snpyeT
MoslyYeHHble JaHHble N CHabXaeT NX LBETOBbIMU KOAAMMU. MONOXUTENBHbIV NN OTPULATENBHbIV pe3ynbTaTt
onpeensieTcs nyTeM aHann3a psifia yHUKanbHbIX NapameTpoB KpUBOIA. MpeanonoXnTensHO NoNOXUTeIbHbIe
pe3ynbTaThl 0TOH6PaXatoTCs B peabHOM BPeMeHH, a oTpuLIaTe/IbHble pe3ynbTaThl U AaHHbIe, TpebytoLLme
N3y4YeHUs1, — Mo OKOHYaAHWUW aHanM3a.

I'Ipe,u,nono>|<|/|Teano MONIOXKUTENIbHbIE pe3ynbTaTbl C1eAyeT NOATBEPXAATb MO CTaHAAPTHLIM na6opaTopr|M
TEXHONOMNAM NN NOAXOAALLMM CTaHAAPTHBIM MeTogoM™ 23, HayaTb HEOH6XOAMMO C NepeHoca 06pa3LLoB 13
nepBUYHON 0b0oraTUTENbLHO Cpejbl BO BTOPUYHYIO (€CIM MPUMEHVIMO) C MOC/IeAyHOLLM NOCEBOM Ha Yallkax
MeTpu 1 NPOBEPKOI U30ASATOB C UCMONL30BaHVEM HaNeXaLlmMX BUOXNMUNYECKMX, MUKPOCKOMUYECKIX

1 CepoNornyeckmnx MeTosoB.

NMPUMEYAHWE. Pe3ynbTaThl aHanM3a He MOryT 6bITb HY/1IeBbIMU Aaxe B ClyYae UCCIef0BaHNsS OTpuLLaTeIbHOro
06pasLia, MOCKONbKY CUCTEMA M aMMANGUKALMOHHBIE PeaKTUBLI U3 TecT-Habopa «MonekynsipHbli aHanms 2 -
Listeria monocytogenes» Neogen obecrneurBatoT Bblga4y «pOHOBbLIX» MOKa3aHUM B OTHOCUTENIbHbIX CBETOBbLIX
eavHnuax (RLU).

B peakunx cnyyasix nonyyeHnst HeobblUHbIX CBETOBbIX AAHHbIX aITOPUTM 3aHOCUT COOTBETCTBYHOLLIME pe3yNbTaThl B
KaTeroputo nHpopmaumn, TpebytoLern nsydveHuns. KomnaHus Neogen pekoMeHAyeT NPOBOAVTL MOBTOPHLIV aHan3
06pa3LoB, TPeBYHOLLMX N3yUeHUs. Ecnn pe3ynbTaT aHannsa He MeHsIeTCsl, MPOBEpLTE ero NpeAnoYTUTEeIbHbIM A5
BaC METOZOM UM B COOTBETCTBUM C MECTHLIMU HOPMATUBHbLIMU TPe6OBaHVSIMU.

Ta6nuua 5. CMBO/bI ANst 0603HaYeHNs pe3ybTaToB aHaM3a Npo6 B NporpaMMHOM obecrneyeHnn cucTeMbl
MOJIEKYNIIPHOM AMarHoCTKL Neogen 1 UxX MHTeprnpeTaums

Tan O603HayeHne
nvhky | P€3ynbTata ans PesynbtaTt WHTepnpeTauuns
y NYHKN
- [ Mpoba npeanonoxmnTensHO NONOXKUTEIbHA MO
Mpoba ‘ MoNOXMTENbHBIN || P PEA

LeneBsoMy natoreHy.

- | Mpoba NpeanonoXmnTenLHO OTpULAaTe/IbHa Mo
M ‘ TPULATENbHbIV
poba Otpruaren Lies1eBOMY MaToreHy.

MaTtpuua obpasLa okazana UHrmbumpytoLlee feicTeme Ha

peakLmio B XxoZe aHanm3a. Bo3aMoXHO, He06X0AMM MOBTOPHBbIIA
Mpota @ MHrué1posaHo aHanus. MoapobHee cM. B paszene 0 Noncke 1 yCTpaHeHUM
Hernonagjok, a Takxke B MHCTPYKLMSAX K Npernapary.

Heonpep,eneHHblVl Pe3ysibTaTt B OTHOLWEHWNW NPUCYTCTBUA

Moo6a @ TpebyeTcs NN60 OTCYTCTBME LiesIeBOro natoreHa. BoaMoXxHo, Heob6xoAnm
P nposepka NMOBTOPHbIV aHanms. MoagpobHee cM. B pa3jesnie 0 nomcke
N YCTPaHEHU HENONAZAO0K, @ TakXKe B MHCTPYKLMAX K npenaparty.
BrontoMmnHecLeHUMst He 06HapyKeHa. BO3MOXHO, Heo6xoANM
Mpoba @ Owwnbka NOBTOPHbI aHanu3. [ogpobHee cM. B pasjene 0 noncke

N YCTPpaHeHN HEMONMa4O0K, a TakKXKe B MHCTPYKLUNAX K Mpernapary.

MoaTBEpXKAEHME pe3yNnbTaToB B COOTBETCTBMU C MeToAoM, nonyunsLunm ceptudmikaTt NF VALIDATION

BapuaHT 1. Vicnonb3ysa ctaHgapt ISO 112909, HaumHas ¢ oboralleHns 6ynsoHoM Pperizepa NOIOBUHHOM
KOHLLeHTpaL K.

BapuaHT 2. [MyTem BbigeneHust arapa PALCAM nnu xpomoreHHoro (O&A) arapa B pamkax cepTUpuLMpoBaHHOW
NF VALIDATION meToauKn obHapyxeHus Listeria monocytogenes. lna NoATBepXAeHWSA NPUCYTCTBUSA Listeria
monocytogenes AO0CTaTOYHO YCTaHOBUTb MPUCYTCTBME XapaKTePHbIX KOTOHWA.

BapuaHT 3. C NOMOLLEH0 30H0B Ha OCHOBE HYK/1eNHOBbLIX KMC/IOT, Kak onncaHo B ctaHgapte EN ISO 7218,
Ha U30/INPOBaHHbIX KONOHUSX, U3 CeNeKTUBHOro arapa (cM. BapuaHTbl 1 nam 2).

BapuaHT 4. /ltobbIM gpyrum MmeTogoMm, cepTrudurumpoBaHHbiM NF VALIDATION, NpvHLMA KOTOPOro Ao/KeH
OT/INYATLCA OT NPUHLUMNA paboTbl TecT-Habopa «MosekynsapHbIA aHanms 2 - Listeria monocytogenes» Neogen.
Vicnonb3yiiTe NoOAHbIA MPOTOKOA, ONVCAHHBIN A58 BTOPOro BaAnAMpoOBaHHOro MeToAa. Bece atanbl 40 Havana
NoATBEePXAEeHNS AOMKHbI 6bITb OANHAKOBBIMU A4J1 0601X METOA0B.

B clydae HeECOOTBETCTBYHOLLMX Pe3y/ibTaToB (I'IPEAI'IOIIO)KI/ITEIIbHO MOJTIOKNTEJIbHbIX C NCMNOJ1Ib30BaHMEM
albT€EPHATNBHOIO MeTo4a, He NMOoATBEPXKXAEHHbBIX O4HVM U3 Croco60B, ONVICaHHbIX BbILLE) na6opaTopV|$| A0J/DKHa
NPUHATb HEO6XOAI/IMbIe Mepbl, UTObLI 0b6ecneYnTb AOCTOBEPHOCTb NMNONTyYEHHbIX Pe3y/iIbTaTOB.

B cnyvae pacxoxaeHns pesynbTaToB (NoNyyYeHns Npy NCNob30BaHMM TecT-Habopa «MonekynspHbivi aHanms 2 -
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Listeria monocytogenes» Neogen npeanosioXnTeNEHO NONOKUTENbHBIX PE3Y/ILTaTOB, HE MOATBEPXAEHHbIX
OAHNM N3 CI'IOCO6OB, OMMCAaHHbIX BbILIJE) na6opaTop|/|9| AOJDKHa NMPUHATb HeO6XOAI/IMbIe Mepbl 414 obecneyeHus
AOCTOBEPHOCTI pe3y/ibTaToB aHav3a.

Ecnm Y BaC BO3HWK/1 BOMPOChI MO KOHKPETHbIM crnocobam npuMeHeHna nnm npouegypam, noceTmTe Hall Be6-canT
no ajgpecy www.neogen.com vanm 06paTI/ITECb K MeCTHOMY npeacTaBUTEO NN AVICTpI/I6bI-OT0py KOMMaHnm Neogen.

MpunoxeHue A. NMpepbiBaHWE BbINOJHEHUA NPOTOKONa. XpaHEHUE 1 NOBTOPHbIV aHann3 N113aToB,
noaBseprumxcsa TepmoobpaboTke.

1. [na xpaHeHWs N13aToB, NOABEPrLUMXCA TepMOObpaboTKe, CHOBA 3aneyaTalite MPO6MpPKY C pacTBOPOM AJIS
JNIN31Ca YNCTBIM KOJINAYKOM (CM. pasgen «/msnc», 4.5).

2. OtnpasbTe 0bpasel, Ha xpaHeHMe nNpuv Temnepatype oT 4 10 8 °C Ha Neprnoz A0 72 4Yacos.

3. ToaroToBbLTE COXPAHEHHbIN 0bpaseL Ans aMnadrKaLmm, nepeBepHyB Npobupky 2-3 pasa
419 nepeMeLlBaHusS.

4. Pacneuvararite Nnpo6bUpPKNA.

5. TomecTnTe NpobUpPKKN CO CMeLLaHHbIM IN3aTOM BO BHYTPEHHWM HarpeBaTenbHbIV 610K 415 MOJIeKynsapHOM
anarHoctnkm Neogen v nogorpeiTe go temnepatypbl 100 + 1 °C B TedeHMe 5 + 1 MUHYTHI.

6. V3BnekuTe LWITATMB C NPO6GMPKaMuM C pacTBOpPOM AN n3nca Neogen 13 HarpeBaTebHOro 610ka 1 momecTuTe
ero A5 oxnaxgeHuns B 610k «MonekynspHas gnarHoctrika Neogen. OxnagutenbHbil 610K (BCTaBHOW)» Ha
nepuog ot 5 10 10 MUHYT.

7. TpogomknTe BbINOAHEHME NPOTOKO/a B COOTBETCTBUM C pa3genoM «AMandurkaums», Kak onmcaHo BbiLle.
Ccblnkn.

1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analysis Manual. Chapter 10: Detection and Enumeration of Listeria
monocytogenes in Foods. January 2016 Version.

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 8.08. Isolation and Identification of
Listeria monocytogenes from Red Meat, Poultry and Egg Products, and Environmental Samples.
Effective Date: May 1, 2013.

3. NF EN ISO 11290-1. Microbiology of Food and Animal Feeding Stuffs — Horizontal Method for the Detection and
Enumeration of Listeria monocytogenes. Amendment 1, 2004-10-15.

NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.
5. NF EN ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General rules for microbiological examination.

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

7. NF EN ISO 18593. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal methods for sampling techniques from
surfaces using contact plates and swabs.

8. NF EN ISO 6887. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension and
decimal dilutions for microbiological examination.

MosicHeHMA K CMMBOJ1aM Ha 3TUKETKaX
info.neogen.com/symbols

14



Neogen Food Safety

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

Neogen Europe Ltd.
The Dairy School
Auchincruive

Ayr, KA6 5HU
Scotland, UK

Neogen Ireland, Ltd.
Bray Business Park, Bray

Co. Wicklow
A98YV29, Ireland

K NEOGEN

Neogen Corporation

620 Lesher Place Lansing, MI 48912 USA

www.neogen.com

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

© 2024, Neogen. Tous droits réservés.
Neogen est une marque de commerce de Neogen.
FS00867C



(Tirkge) 4t =f

iNEI]EEN Yayinlanma Tarihi: 2024-07

Uriin Talimatlari

Molekiiler Tayin Testi Listeria monocytogenes-2

Uriin Tanimi ve Kullanim Amaci

Neogen® Molekdler Tayin Testi Listeria monocytogenes-2, zenginleltirilmil gida ve gevre numunelerinde Listeria
monocytogenes’in hizli ve spesifik tespiti igcin Neogen® Molekiiler Tayin Sistemi ile kullanilir. Neogen Molekdler Tayin
Testlerinde, niikleik asit dizgelerinin yliksek 6zgllliik ve duyarlilikla hizla amplifiye edilmesi i¢in déngi aracili izotermal
amplifikasyonun yani sira amplifikasyonun tespit edilmesi amaciyla biyoluminesans kullanilir. Negatif sonuglar test
tamamlandiktan sonra gosterilirken, olasi pozitif sonuglar gergek zamanli olarak bildirilir. Olasi pozitif sonuglar, tercih edilen
yéntem kullanilarak veya yerel diizenlemelerde belirtildili Oekilde doOrulanmalidir® 23,

Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeria monocytogenes-2 (riini, laboratuvar ortaminda, laboratuvar teknikleri konusunda
ellitim almill profesyonellerin kullanimina yéneliktir. Neogen, bu iiriinl yiyecek veya icecek endistrileri dillinda kullanim
icin tescil ettirmemiltir. Ornelin Neogen bu {rini su, farmasétik Grinler, kozmetik malzemeler, klinik veya veterinerlik
amacli numunelerin testlerinde kullanim igin tescil ettirmemiltir. Neogen Molekdler Tayin Testi Listeria monocytogenes-2
olasi tim test protokolleri veya mimkiin olan tiim bakteri sulllari ile delerlendirilmemilLtir.

Tiim test yontemlerinde oldulu gibi, zenginleOtirme ortaminin kaynali, formiilasyonu ve kalitesi sonuglari etkileyebilir.
Numune alma yontemleri, test protokolleri, numune hazirlama, tallima ve laboratuvar teknili gibi faktorler de sonuglari
etkileyebilir. Neogen, yontemin kullanicinin dl¢ttlerini kardiladidindan emin olmak igin belirli gidalar ve mikrobiyal
zorluklarla yeterli sayida numune kullanilarak kullanicinin ortaminda zenginledtirme ortami dahil olmak lzere yéntemin
delerlendirilmesini onerir.

Neogen, Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeria monocytogenes-2’yi Amonyum Ferrik Sitrat iceren Half Fraser Broth ve
Amonyum Ferrik Sitrat iceren Fraser Broth ile gerektilli Dekilde delerlendirmiltir. Bu ortamin tipik bir formilasyonu allalida
verilmiltir.

Toz Half Fraser Broth Tipik Formiilii (9/L) Toz Fraser Broth Tipik Formiilii (g9/L)
Sodyum Klorr 20g Sodyum Klordr 20g
Sodyum Fosfat, dibazik, susuz* 9,69 Sodyum Fosfat, dibazik, susuz* 9,69
Dana Eti Oziiti 509 Dana Eti Oziiti 509
Kazeinin Pankreatik Dijesti 509 Kazeinin Pankreatik Dijesti 509
Hayvan Dokusunun Peptik Dijesti 509 Hayvan Dokusunun Peptik Dijesti 5,09
Maya Oziitii 509 Maya Oziitii 509
Lityum Klorir 3,09 Lityum Klorir 3,09
Potasyum Fosfat, monobazik 1,359 Potasyum Fosfat, monobazik 1,359
Eskulin 1,09 Eskulin 1,09
Akriflavin HCI 0,0125g Akriflavin HCI 0,025g
Nalidiksik Asit 0,01g Nalidiksik Asit 0,02g
* Jkame: Sodyum Fosfat, dibazik, dihidrat 12,0g

Fraser Broth Supplementi
(10 mL flakon balina icerik. Bir flakon bir litre bazal ortama eklenir.)

Amonyum Ferrik Sitrat 0,5 g/10 mL
Nihai pH 7,2+0,2, 25°C’de

Neogen® Molekdler Tayin Cihazi, numune iginde var olan organizmalari yok etmek igin tasarlanmil lizis test alamasi
sirasinda isil illemden gegen numuneler ile kullanim igin tasarlanmiltir. Lizis test allamasi sirasinda doOru Oekilde 1sil
illeme tabi tutulmayan numuneler, olasi bir biyolojik tehlike olarak diiliintlebilir ve Neogen Molekiiler Tayin Cihazr'na
YERLEOTOROLMEMELODIOR.

Neogen Gida Giivenlilli, ISO (Uluslararasi Standardizasyon Telkilat)) 9001 tasarim ve iiretim sertifikasina sahiptir.
Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeria monocytogenes-2 test kiti, Tablo T'de agiklanmil oldulu gibi 96 test igerir.
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Tablo 1. Neogen Molekiiler Tayin Testi Kit BileOenleri

Malzeme Tanim Miktar Ocindekiler Yorumlar

Rafli ve
kullanima hazir

Neogen?® Lizis Sollisyonu Oeffaf tlplerde

(LS) pembe soliisyon 96 (8 tiiplik 12 Oerit) Tiip ballina 580 yL LS

° -
Neogen® Molekiiler Liyofilize spesifik

Tayin Testi Listeria . - . b . Kullanima
monocytogenes-2 Reaktif Sari tlipler 96 (8 tiiplik 12 Oerit) z;ral:ﬁmlfasyon ve tespit hazir
Tipleri

Olave kapaklar Sari kapaklar 96 (8 kapaklik 12 Oerit) :](:Lllarmma
Neogen® Reaktif Kontroli | Oeffaf istten 16 (8 ayri tlip iceren 2 ;xoﬂgiz:?:r\z IEQA;" Kullanima
(RC) kapatmali tiipler polet) P Y P hazir

karidimi

Kitle birlikte sunulmayan Negatif Kontrol, Half Fraser Broth gibi steril bir zenginleOtirme ortamidir. Negatif Kontrol olarak
su kullanmayin.

Giivenlik

Kullanici, Neogen Molekiiler Tayin Sistemi ve Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeria monocytogenes-2 ile ilgili talimatlarda
yer alan tiim givenlik bilgilerini okumali, anlamali ve bunlara uymalidir. Giivenlik talimatlarini ileride ballvurmak tizere
saklayin.

AUYARI: Onlenmemesi halinde 6liim ya da ciddi yaralanma ve/veya mal zarari ile sonuglanabilecek tehlikeli bir
durumu goésterir.

BOLDOROM:  Kaginilmamasi halinde maddi zarar ile sonuglanabilen olasi tehlikeli bir durumu gosterir.

A UYARI

Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeria monocytogenes-2’yi insanlarin veya hayvanlarin sallik durumlarini tanilamak
amaciyla kullanmayin.

Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeria monocytogenes-2 yéntemi, maruz kalindilinda 6lii doOumlara ve gebe
kadinlarda ve baliliklik yetmezlilli olan kililerde 6liime neden olmaya yetebilecek diizeylerde Listeria monocytogenes
liretebilir.

Kullanici, personelini gecerli ve dolru test teknikleri konusunda ellitmelidir; 6rnelin, Oyi Laboratuvar Uygulamalari,
ISO/IEC 17025“ veya I1SO 7218,

Kontamine iriiniin agilla gikmasina yol agan yanhl bir negatif sonugla ililkili riskleri azaltmak igin:

e Tam olarak Uriin talimatlarinda belirtildii Oekilde protokoll uygulayin ve testleri gercekleDtirin.

o Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeria monocytogenes-2’yi ambalaj (izerinde ve Uriin talimatlarinda belirtildili
Oekilde saklayin.

e Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeria monocytogenes-2’yi mutlaka son kullanma tarihinden 6nce kullanin.

e Neogen Molekdler Tayin Testi Listeria monocytogenes-2’yi kurum iginde veya Uglinci bir tarafga onaylanmill gida ve
gevre numuneleri ile kullanin.

e Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeria monocytogenes-2’yi sadece kurum iginde veya liglinci bir taraf¢ca onaylanmill
ylzeyler, sanitizerler, protokoller ve bakteri sulllari i¢in kullanin.

e Aril siilfonat kompleksiyle birlikte N&trledtirici Tampon igeren gevresel bir numune igin test etmeden 6nce 1:2 oraninda
bir diliisyon gergekleltirin (1 8lgek steril zenginleOtirme sivi besiyeri icine 1 8lgek numune). Ballka bir segenek ise
Neogen Lizis Soliisyonu tiiplerine 10 uL NB zenginleltirme aktarmaktir. Aril siilfonat kompleksli N6trleOtirici Tampon
iceren Neogen® Numune Toplama Uriinleri: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB, HS10NB2G ve
HS2410NB2G.

Kimyasallara ve biyolojik tehlikelere maruz kalma ile ililkili riskleri azaltmak igin:

e Kadin laboratuvar personelinin, fetiis gelilliminde annenin Listeria monocytogenes’e maruziyeti sonucunda meydana
gelen enfeksiyondan kaynaklanan risk konusunda bilgilendirilmesi kesinlikle &nerilir.

e Patojen testini doru donanima sahip bir laboratuvarda, elitimli personelin kontroli altinda gergekleDtirin.
Onklbe edilmil zenginleOtirme ortami ve inkiibe edilmill zenginledtirme ortamiyla temas etmill ekipman veya ylizeyler,
insan salllilli i¢in risk oludturmaya yetecek diizeylerde patojenler icerebilir.

e Reaktifler ve kontamine olmull numuneler ile galillirken, uygun koruyucu kiyafet ve gézliik kullanimi dahil olmak Uzere,
daima standart laboratuvar glivenlik uygulamalarini izleyin.

e Amplifikasyon sonrasinda zenginleOtirme ortamlari ve reaktif tiplerinin igerili ile temastan kaginin.

Zenginleltirilmid numuneleri, gegerli endistri standartlarina gére imha edin.

e Lizis test alamasi sirasinda dolru Oekilde isil illeme tabi tutulmayan numuneler, olasi bir biyolojik tehlike olarak
dildnilebilir ve Neogen Molekdler Tayin Cihazr’'na YERLEOTOROLMEMELODOR.
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Testi hazirlarken ¢apraz kontaminasyonla ilikili riskleri azaltmak igin:
e Daima eldiven takin (kullanicryr korumak ve niikleazlarin girillini énlemek igin).

Cevresel kontaminasyonla ililkili riskleri azaltmak igin:
e Kontamine atiklarin atilmasi ile ilgili gegerli endistri standartlarina uyun.

Sicak sivilara maruz kalinmasiyla ililkili riskleri azaltmak igin:

e Isiticidaki 6nerilen sicaklik ayarini almayin.

e Onerilen isitma siresini almayin.

e Neogen® Molekiiler Tayin Isitma BloOu Ek Pargasi sicaklilini doOrulamak igin uygun ve kalibre edilmil bir termometre
kullanin (6rnelin tamamen daldirma tipi termometre delil, kismi daldirma tipi termometre veya dijital sicaklik sensérlii
termometre.) Termometre, Neogen Molekiiler Tayin Isitma BloOu Ek Parcasr’nda belirlenmil olan konuma yerleDtirilmelidir.

BOLDOROM

Testi hazirlarken ¢apraz kontaminasyonla ilikili riskleri azaltmak igin:

e Reaktif pellet hidrasyonundan énce eldivenleri deliltirin.

e Steril, aerosol bariyerli (filtreli), molekdiler biyoloji sinifi pipet uclarinin kullaniimasi tavsiye edilir.

e Her numune aktarimi igin yeni bir pipet ucu kullanin.

e Numunenin zenginleOtirilmil besiyerinden lizis tiipline aktariimasi i¢in Oyi Laboratuvar Uygulamalarini kullanin.
Pipetdr kontaminasyonunu énlemek icin kullanici ara bir aktarim adimi eklemeyi segebilir. Ornellin kullanici
zenginleOtirilmil her numuneyi steril bir tiipe aktarabilir.

e Mevcutsa germisidal lamba iceren bir molekiiler biyoloji calilma tezgahi kullanin. Laboratuvar tezgahlarini ve
ekipmanini (pipetler, kapak takma/kapak sékme araglari vb.) %1-5’lik (suda v:v) bir camallir suyu ¢ozeltisi veya DNA
uzaklaOtirma ¢ozeltisi ile periyodik olarak dekontamine edin.

Yanli pozitif sonuglarla ililkili riskleri azaltmak igin:

e Amplifikasyon sonrasinda reaktif tiiplerini asla agmayin.

e Kontamine olmul tiipleri, her zaman %1-5’lik (suda v:v) bir camalir suyu soliisyonunda veya elldeler bir soliisyonda
1saat siireyle bekleterek ve test hazirlik alanindan uzakta imha edin.

e Amplifikasyon sonrasinda reaktif tlplerine asla otoklav uygulamayin.

Ek bilgiler ve Girtiniin imha edilmesi ile ilgili yerel diizenlemeler igin Giivenlik Veri Formu’na bakin.

Belirli uygulamalar veya prosediirler hakkinda sorulariniz varsa www.neogen.com adresindeki web sitemizi ziyaret edin
veya yerel Neogen temsilcisi ya da distribitord ile iletilim kurun.

Kullanicinin SorumluluOu
Kullanicilar Griin talimatlari ve bilgileri hakkinda bilgi edinmekle yiikiimltdir. Daha fazla bilgi igcin www.neogen.com
adresindeki web sitemizi ziyaret edin veya yerel Neogen temsilcinizle ya da dalitimcinizla iletilime gegin.

Bir test yontemi segilirken, numune alma yontemleri, test protokolleri, numunenin hazirlanmasi, illem yapilmasi ve
laboratuvar teknili gibi dill faktorlerin sonuglar etkileyebileceli bilinmelidir.

Secilen test yonteminin kullanicinin kriterlerini kardiladili konusunda kullanicryr tatmin edecek uygun matrisler
ve mikrobiyal zorluklarla yeterli sayida numuneyi delerlendirmek lizere herhangi bir test yonteminin secilmesi
kullanicinin sorumluludundadir.

TUm test yontemlerinin ve sonuglarinin miOteri ve tedarikgi gereksinimlerini kardilamasini sallamak yine
kullanicinin sorumluludundadir.

Tiim test yontemlerinde oldullu gibi, herhangi bir Neogen Gida Giivenlilli Griiniiniin kullanilmasindan elde edilen sonuglar
test edilen matrislerin veya sireclerin kalitesi konusunda bir garanti oluturmaz.

Celitli gida matrislerine yonelik olarak yontemin delerlendiriimesinde miilterilere yardimei olmak igin Neogen, Neogen®
Molekiiler Tayin Matris Kontrolu kitini geliltirmiltir. Gerektillinde, matrisin Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeria
monocytogenes-2 sonuglarini etkileyip etkileyemedilini belirlemek tizere Matris Kontrolii (MC) kullanin. Neogen yénteminin
adapte edildilli ya da yeni veya bilinmeyen matrislerin ya da ham maddesi veya prosesi dellilen matrislerin test edildili
herhangi bir validasyon déneminde, matrisi temsil eden birkag numuneyi, yani farkli kaynaktan alinan numuneleri test edin.

Matris; bilelim ve proses gibi yapisal 6zellikleri olan bir Girlin tirii olarak tanimlanabilir. Matrisler arasindaki farkhliklar,
proseslerindeki veya sunumlarindaki farkliliklarin neden oldulu etkiler kadar basit olabilir (6r. pastérize ve ham, kuru ve
taze vb.).

Garantilerin Sinirlandirilmasi/Sinirh Céziim

NEOGEN, HER BOR URUN AMBALAJININ UZERONDEKD SINIRLI GARANTO KISMINDA ACIKCA BELORTOLENLER
HAROCONDE, PAZARLANABOLORLOK VEYA BELORLO BOR KULLANIMA UYGUNLUK GARANTOLERO DAHOL ANCAK
BUNLARLA SINIRLI OLMAMAK UZERE HERHANGI BOR ACIK VEYA ZIMNO GARANTOYO KABUL ETMEMEKTEDIR.
Herhangi bir Neogen Gida Giivenlik Urtini’niin kusurlu olmasi durumunda, Neogen veya yetkili dalitimcisi, tercihine gére
Urtint deliltirecek veya Uriin satill tutarini iade edecektir. Tarafiniza miinhasir ¢éziimler bunlardir. Diller her tirli sorunuz
icin litfen Neogen temsilciniz veya yetkili Neogen distribitoriiniz ile iletillim kurun.
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Neogen’in Sinirli Sorumluluu

NEOGEN DOIORUDAN, DOLAYLI, OZEL, ARIZO VEYA NETOCE KABOLONDEN DOOMUN, KAYBEDOLMOO KAZANGLAR
DAHOL ANCAK BUNUNLA SINIRLI OLMAMAK UZERE HERHANGI BIR KAYIP VEYA ZARARDAN SORUMLU
OLMAYACAKTIR. Higbir durumda Neogen’in herhangi bir hukuk kurami altindaki sorumlululu, kusurlu oldullu iddia edilen
Gridntn satill fiyatini alamaz.

Saklama ve Atma

Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeria monocytogenes-2 Uirliniinii 2-8°C’de saklayin. Dondurmayin. Saklama sirasinda

kiti i0iktan uzak tutun. Kiti agtiktan sonra, folyo poletin zarar gérmemil oldulunu teyit edin. Polet zarar gérmiilse
kullanmayin. Agildiktan sonra, kullanilmayan reaktif tiiplerinin, liyofilize reaktiflerin stabilitesini stirdiirmek amaciyla,
icinde nem cekici ile allzi tekrar kapatilabilir polet icinde saklanmasi gerekir. Yeniden kapatiimill poletleri 60 giinden uzun
olmamak kaydiyla 2-8°C sicaklikta saklayin.

Son kullanma tarihi gecen Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeria monocytogenes-2’yi kullanmayin. Son kullanma tarihi ve
lot numarasi kutunun dill yliziindeki etikette belirtilmilOtir. Kullanim sonrasinda, zenginleOtirme ortami ve Neogen Molekiiler
Tayin Testi Listeria monocytogenes-2 tiipleri, potansiyel olarak patojenik materyaller icerebilir. Test tamamlandiinda,
kontamine atillin imha edilmesi i¢in gecerli endistri standartlarina uyun. Ek bilgiler ve Girtiniin imha edilmesi ile ilgili yerel
diizenlemeler igin Giivenlik Veri Formu’na bakin.

Kullanim Talimatlari
Tim talimatlara dikkatle uyun. Bu uyarinin dikkate alinmamasi hatali sonuglara neden olabilir.

Laboratuvar tezgahlarini ve ekipmanini (pipetler, kapak takma/kapak sékme araglari vb.) %1-5’lik (suda v:v) bir camalir suyu
¢ozeltisi veya DNA uzaklaOtirma ¢ozeltisi ile periyodik olarak dekontamine edin.

Kullanici, “Neogen Molekiiler Tayin Sistemi igin Kurulum Yeterlililli (IQ) / Calilma Yeterlililli (OQ) Protokolleri ve Talimatlar”
belgesinde® aciklanan Oekilde Neogen Molekiiler Tayin Sistemi operatdr yeterlililli (OQ) elitimini tamamlamalidir.

Ozel gereksinimler icin “Valide edilmill yéntemler igin dzel talimatlar” béliimiine bakin:

AOAC® Official Method of AnalysisS” 2016.08 ve AOAC® Performance Tested Method*" Certificate #081501e gére
zenginledtirme protokolleri icin Tablo 3.

NF Validation sertifikasi 3M 01/15-09/16’ya gore zenginledtirme protokolleri igin Tablo 4.

Numune Zenginleltirme
Tablo 2, 3 veya 4, gida ve ¢evresel numunelerin zenginleltiriimesine yénelik rehberlik sunar. Bu test yénteminin kullanici
kriterlerini kardilamasini salllamak Uizere alternatif numune alma protokollerinin veya diliisyon oranlarinin valide edilmesi
kullanicinin sorumluludundadir.

Gidalar
1. Half Fraser Broth zenginleOtirme ortaminin (amonyum ferrik sitrat igerir) laboratuvar ortam sicakliinda dengeye
gelmesini sallayin.

2. Aseptik olarak zenginleltirme ortamini ve numuneyi Tablo 2, 3 veya 4’e gore birleltirin. Tum et ve ylksek oranda
partikil igeren numuneler igin filtre torbalarinin kullanilmasi 6nerilir.

3. 2%0,2 dakika boyunca harmanlayarak, sindirerek veya elle kariOtirarak homojenize edin. Tablo 2, 3 veya 4’e gore
37x1°C’de inkiibe edin.

4. Ham sit Grinleri igin (bkz. Tablo 2, 3 veya 4), birincil zenginleOtirmeden 0,1 mLyi 10 mL Fraser Broth’a aktarin.
20-24 saat boyunca 37+1°C’de inkibe edin.

Cevresel numuneler

Numune toplama cihazlarina, sanitizerlerin etkilerini devre dilli birakmak igin nétrleltirici ¢ozelti ile spangla hidratlama
uygulanabilir. Neogen, biyosit icermeyen bir selliloz spancin kullaniimasini 6nermektedir. N6trleOtirici ¢ozelti, Dey-Engley
(D/E) Nétrleltirici Sivi Besiyeri veya Letheen Sivi Besiyeri olabilir. Numune alma sonrasinda alanin sanitize edilmesi énerilir.

UYARI: Spanc icin hidratlayici gézelti olarak aril siilfonat kompleksi iceren NotrleOtirici Tampon (NB) kullanmayi
segtiyseniz, kontamine Uriiniin agila ¢gikmasina yol agan yanlill negatif bir sonugla ililkili riskleri azaltmak amaciyla, test
dncesi zenginleDtirilmil gevresel numune igin 1:2 oraninda dilisyon (1 6lgek steril zenginleOtirme sivi besiyeri igine 1 6lgek
numune) gergekleltiriimesi gereklidir. Balka bir secenek ise Neogen Lizis Soliisyonu tiiplerine 10 pL nétrleltirici tampon
zenginleOtirme aktarmaktir.

Yiizeyde patojenin varlilini veya yokluunu doOrulamak icin numune alma alaninin énerilen boyutu en az 100 cm?dir (10 cm
x 10 cm veya 4” x 4”). Bir spang ile numune alinirken, alanin tamamini iki yénde (soldan salla, ardindan yukariya ve allaliya)
kapsayin veya cevresel numuneleri gecerli numune alma protokoliiniize ya da FDA BAM®, USDA FSIS MLG® veya ISO
18593 kilavuzlarina gére alin.

1. Half Fraser Broth zenginleOtirme ortaminin (amonyum ferrik sitrat igerir) laboratuvar ortam sicakliinda dengeye
gelmesini sallayin.

2. Aseptik olarak zenginleOtirme ortamini ve numuneyi Tablo 2, 3 veya 4’e gére birleltirin.

a
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3. 20,2 dakika boyunca harmanlayarak, sindirerek veya elle karitirarak homojenize edin. Tablo 2, 3 veya 4’e gore
24-30 saat boyunca 37+1°C’de inkibe edin.

Tablo 2: 37+1°C’de Half Fraser Broth ve gerektillinde Fraser Broth kullanilarak genel zenginleOtirme protokolleri.

Numune ZenginleOtirme | Zenginlel-
Numune Matrisi Bovutu Besiyerinin tirme Siiresi
Y Hacmi (mL) (saat)
Isil illem gérmid,
pilirilmid,
kirlenmil etler,
kiimes hayvanlari,
deniz rinleri ve
balk
Isil illem gérmiid/
pastérize edilmil 259 225 24-30
s(it Grdnleri
Tarim riinleri
ve sebzeler
Cok bilelenli
gidalar
Cevresel 1spang 100 veya 225 24-30
numuneler® 1svab 10 24-30
Ham et, kiimes
hayvanlari, deniz 259 475 28-32
Grlnleri, balik
Birincil ZenginleOtirme Okincil ZenginleOtirme
(Half Fraser Broth)® (Fraser Broth)® Numune
L Lt ZenginleOtirme | Zenginlel- Zenginleltir- | Zenginlel- Anall.z(b)
Numune Besiverini 2 Siiresi Numune Sicakhi . Siiresi Hacmi
Boyutu esiyerinin tirme Suresi Boyutu me Sicaklilli | tirme Suresi
Hacmi (mL) (saat) (°C) (saat)
0,1 mL’yi
10 mL
Ham st Grlinleri 25¢g 225 20-24 Fraser 37+1 20-24 10 pL
Broth’a
aktarin

(a) Half Fraser ve Fraser Broth birincil veya ikincil zenginleltirme sirasinda daima Fraser Broth supplementi
(amonyum ferrik sitrat) ile desteklenmelidir.

(b) Neogen Lizis Soliisyonu tiiplerine aktarilan numune hacmi. Lizis bélimi Adim 4.6’ya bakin.

Valide Edilmill Yontemler igin Ozel Talimatlar
AOAC?® Official Method of Analysis 2016.08
AOAC® Performance Tested Method #081501

" PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 081501

AOAC Research Institute OMASM ve PTMSM programlarinda, Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeria monocytogenes-
2’nin Listeria monocytogenes tespitinde etkili bir ydntem olduu bulunmultur. Calilmada test edilen matrisler
Tablo 3’te gosterilmiltir.
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Tablo 3. AOAC OMASM 2016.08 ve PTMSM Certificate #081501e gére 37+1°C’de Half Fraser Broth® kullanilan
zenginledtirme protokolleri.

ZenginleOtirme

Besiyerinin Hacmi AL
Y Siiresi (saat)
(mL)

Numune

Numune Matrisi
Boyutu

Dana eti sosisler, queso fresco (Meksika’ya
bzgli taze peynir/lor peyniri), vanilyal
dondurma, %4 st yalll gokelek peyniri, 25¢g 225 24-30
%3 cikolatali tam yall stt, marul, polette
cill ispanak, soluk fime somon

Ham pili¢ 259 475 28-32
Oarkdteri hindi 125¢g 1125 24-30
Biitiin Kavunun ylzmesini
Kantalup kavunu® K salllamak icin 26-30
avun Lo
yeterli hacim
Paslanmaz celik 1spang 225 24-30
5| Yalitiml beton 1spang 100 24-30
EoR)
0
= .
> £ | Plastik® 1svab 10 24-30
Q5
O c

AOAC validasyonuna yodnelik tim numuneler, aksi belirtiimedikge sindirme yoluyla homojenize edilmiltir.

(a) Half Fraser ve Fraser Broth birincil veya ikincil zenginleOtirme sirasinda daima Fraser Broth supplementi
(amonyum ferrik sitrat) ile desteklenmelidir.

(b) Numuneyi elle kariOtirma yoluyla homojenize edin.
(¢) Numuneyi vorteksleme yoluyla homojenize edin.

AFNOR Certification ile NF VALIDATION

AIFICATION
¢

EN ISO 16140

3M 01/15-09/16
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en
Validasyonun bitil tarihi ve gecerlililli ile ilgili daha fazla bilgi igin litfen yukarida bahsi gegen web sitesindeki
NF VALIDATION sertifikasina bakin.
1SO 11290% ile kiyaslandilinda ISO 16140-2© uyarinca NF VALIDATION sertifikali ydntem
Validasyonun kapsami: Tum insan yiyecelli numuneleri ve ¢evresel numuneler (birincil Giretim numuneleri harig)

Numune hazirlama: Numuneler EN I1SO 11290-1® ve EN ISO 6887®’e uygun Oekilde hazirlanmalidir
Yazilim siiriimii: Sertifikaya bakin
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Tablo 4: 37+1°C’de gerektili Oekilde Half Fraser Broth ve Fraser Broth kullanilan NF VALIDATION sertifikali yontem
Neogen 01/15-09/16’ya gore zenginleltirme protokolleri.

AL Zenginleld- | ZenginleO- | Numune
Genel Protokol I\:;:)m:tlle lg:\?anIsaIZ:;i tirme Sicak- | tirme Siire-| Analiz Kabul Iﬁilli::s:(esmt'
4 (mL) lilh (£1°C) si (saat) | Hacmi®
Tim yiyecek
numuneleri (ham etler, o5
ham deniz iiriinleri ve g e 72 saate kadar Half
ham sit Griinleri harig) 005 37 04-30 20 UL Fraser Broth
25g,1svab M- 1o -20°C'de lizat
Cevresel numuneler liﬁg;ltﬁhk e 4°C’de 72 saate kadar lizat
havlu
Birincil ZenginleOtirme (Half Fraser Broth)® Okincil ZenginleOtirme (Fraser Broth)®
Zengin- . . Kabul
Spesifik | Nu- | leOtirme | Zenginlel- A5l A5l Zenginled- | Numune| Edilen
Protokol R . leOtirme | Numune | leOtirme | .. . . Kesinti
mune | Besiyerinin | tirme Sicak- Siiresi Boyutu Sicakhn tirme Siire-| Analiz esinti
Boyutu| Hacmi hii (£1°C) (saat) 4 (1°C) si(saat) | Hacmi© | Noktasi
(mL) "
e 72 saate
kadar
Ham etler, 0,1 mLyi Eras;a‘r
ham deniz 10 mL rot
Urinlerive| 25g 225 37 20-24 Fraser 37 20-24 10uL [e-20°C'de
ham st Broth’a lizat
Urtnleri aktarin e 4°C'de
72 saate
kadar lizat

(a) Neogen Lizis Soliisyonu tiiplerine aktarilan numune hacmi. Lizis bélimi Adim 4.6’ya bakin.

(b) Half Fraser ve Fraser Broth birincil veya ikincil zenginleOtirme sirasinda daima Fraser Broth supplementi
(amonyum ferrik sitrat) ile desteklenmelidir.

(¢) Neogen Lizis Soliisyonu tiiplerine aktarilan numune hacmi. Lizis bélimi Adim 4.6’ya bakin.

| NOT: 25 g’dan blyik numuneler NF validation galilmasinda test edilmemiltir.

Neogen® Molekiiler Tayin Hizh Yiikleyici Tepsisi’nin Hazirlanmasi

1. Bir bezi %1-5 (suda v:v) camallir suyu sollisyonuyla veya elldeler bir soliisyonla i1slatin ve Neogen® Molekiiler Tayin Hizl
Yikleyici Tepsisi’ni silin.

2. Neogen Molekiiler Tayin Hizh Yikleyici Tepsisi’ni su ile durulayin.

3. Neogen Molekdiler Tayin Hizli Yiikleyici Tepsisi'ni kurulamak igin tek kullanimlik bir havlu kullanin.

4. Kullanmadan dnce, Neogen Molekdler Tayin Hizl Yikleyici Tepsisi’nin kuru oldudundan emin olun.

Neogen® Molekiiler Tayin Sodutma BloOu Ek Parcasr’nin Hazirlanmasi
Neogen® Molekiiler Tayin Solutma BloOu’nu doOrudan laboratuvar tezgahina koyun; Solutma blo0unu laboratuvar ortam
sicaklilinda (20-25°C) kullanin.

Neogen® Molekiiler Tayin Isitma BloOu Ek Pargasi’nin Hazirlanmasi

Neogen® Molekdiler Tayin Isitma BloOu Ek Pargasr’ni kuru, ¢ift bloklu bir isitma tinitesine yerleOtirin. Kuru bloklu isitma
Unitesini galiltirin ve Neogen Molekdiler Tayin Isitma BloOu Ek Pargasi’nin 100+1°C’lik bir sicakha ulaDmasini ve bu sicaklili
korumasini salllamak icin sicaklili ayarlayin.

NOT: Isitma Unitesine balli olarak, Neogen Molekdiler Tayin Isitma BloOu Ek Pargasr’nin istenen sicaklila ulalmasi igin
yaklalik 30 dakika bekleyin. Belirlenen yere yerleDtirilmil uygun, kalibre edilmil bir termometre (6r. tamamen daldirmali
termometre delil, kismi daldirmali termometre veya dijital sicaklik sensérlii termometre) kullanarak Neogen Molekiiler
Tayin Isitma BloOu Ek Pargasr’nin 100+1°C’de oldulunu do0rulayin.
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Neogen® Molekiiler Tayin Cihazrnin Hazirlanmasi

1.

Neogen® Molekdler Tayin Sistemi Yazilimini ballatin ve girill yapin. Yazilimin en giincel stirimiine sahip oldulunuzdan
emin olmak igin Neogen Food Safety temsilcisiyle temas kurun.

Neogen Molekiiler Tayin Cihazrni galilltirin.

Her bir numunenin verisiyle bir test olulturun veya diizenleyin. Ayrintilar igin bkz. Neogen Molekiiler Tayin Sistemi
Kullanim Kilavuzu.

NOT: Reaksiyon tipleri ile birlikte Neogen Molekiiler Tayin Hizli Yiikleyici Tepsisi yerleOtiriimeden énce, Neogen
Molekdler Tayin Cihazi Hazir Duruma gelmelidir. Bu isinma allamasi yaklalik 20 dakika slrer ve cihazin durum gubulunda
TURUNCU bir 1likla gosterilir. Cihaz bir galilmayi balllatmaya hazir olduunda, durum gubulu YEOOL renge doner.

Lizis
Neogen Lizis Soliisyonu Rafinin alt kismini Neogen Molekiiler Tayin Isitma BloOu Ek Pargasi’na yerledtirmeden 6nce
tornavida veya spatula ile sékin.

Rafi bir gece boyunca (16-18 saat) oda sicaklilinda (20-25°C) bekleterek lizis soliisyonu (Neogen Lizis Soliisyonu)
tUplerinin isinmasini salllayin. Neogen Lizis Soliisyonu tiiplerini oda sicaklilina getirmek icin alternatifler, Neogen Lizis
Sollisyonu tiiplerini en az 2 saat laboratuvar tezgahinda bekletmek, Neogen Lizis Soliisyonu tiplerini inklibatérde 1 saat
boyunca 37+1°C’de inkiibe etmek veya kuru ¢ift bloklu bir isiticiya 100°C’de 30 saniyelilline yerleOtirmektir.

KariOtirmak icin kapakli tiipleri ters cevirin. 4 saat iginde siradaki adima gegin.
Zenginleltirme besiyerini inklibatérden ¢ikarin.

Her numune ve Negatif Kontrol (NC) numunesi (steril zenginle0tirme ortami) igin bir Neogen Lizis Sollisyonu tiip
gereklidir.

41 Neogen Lizis Soliisyonu tiip Oeritleri, istenen Neogen Lizis Sollisyonu tlp sayisi kadar kesilebilir. Ohtiya¢ duyulan sayida
ayri Neogen Lizis Sollisyonu tlipii veya 8 tiipliik Oeritler segin. Neogen Lizis Soltsyonu tiplerini bol bir rafa koyun.

4.2 Capraz kontaminasyonu 6nlemek icin Neogen Lizis Solisyonu tiip Oeritlerinin kapaklarini teker teker agin ve her
aktarim allamasi icin yeni bir pipet ucu kullanin.

4.3 Allalida agiklandili gibi, zenginleOtirilmil numuneleri Neogen Lizis Soliisyonu Tupleri’ne aktarin:

Olk olarak, her bir zenginleOtirilmil numuneyi ayri bir Neogen Lizis Sollisyonu tiipiine aktarin. Son olarak NC’yi
aktarin.

4.4 Tek seferde bir Oerit Gizerinde calilarak, Neogen Lizis Soliisyonu tiip Oeridinin kapalini sékmek i¢cin Neogen®
Molekiiler Tayin Kapak Takma / Kapak S6kme Araci - Lizis'i kullanin.

4.5 Neogen Lizis Sollisyonu tiip kapalini atin - lizat tekrar test edilmek Uizere tutulacaksa lizisten sonra tekrar uygulama
icin kapaklari temiz bir kaba koyun.

4.51 Elde bulunan lizatin ilenmesi igin Ek A'ya bakin.

4.6 Neogen Lizis Sollisyonu tiipiine, Tablo 2, 3 veya 4’teki Protokollerde aksi belirtiimedikge 20 pL numune aktarin (6r.
ham siit triinleri veya cevresel numuneleri nétrleOtirici tamponla kullanirken 10 pL kullanin).

TLIILLTT
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5. Her bir ayri numune Oeritteki ilgili Neogen Lizis Soliisyonu tiipline eklenene kadar 4.4 ila 4.6 adimlarini tekrarlayin.

6. Tum numuneler aktarildilinda, 20 uL NC’yi (Half Fraser Broth gibi steril zenginleltirme ortami) bir Neogen Lizis
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Neogen Molekiiler Tayin Isitma BloOu Ek Pargasi sicaklilinin 100+1°C’de oldulunu doOrulayin.

Sollisyonu tiiptine aktarin. NC olarak su kullanmayin.

8. Ustii acik Neogen Lizis Soliisyonu tiipleri rafini Neogen Molekiiler Tayin Isitma BloOu Ek Parcasrna yerleltirin ve 151
dakika boyunca isitin. Isitma boyunca, Neogen Lizis Soliisyonunun rengi pembeden (soluk) sariya (sicak) dénecektir.

8.1 Lizis test alamasi sirasinda doOru Oekilde isil i0leme tabi tutulmayan numuneler, olasi bir biyolojik tehlike olarak
dildnilebilir ve Neogen Molekdler Tayin Cihazr’'na YERLEOTOROLMEMELODIOR.

9. Ustii acik Neogen Lizis Soliisyonu tiiplerinin rafini isitma blodundan ¢ikarin ve Neogen Molekiiler Tayin Sollutma
BloOu Ek Pargasr’'nda en az 5, en fazla 10 dakika sodumasini bekleyin. Ortam sicaklilinda kullanilan Neogen Molekiiler
Solutma BloOu Ek Pargasi, laboratuvar tezgahina dolrudan yerleOtirilmelidir. SoDudulunda, lizis solisyonunun rengi
tekrar pembeye donecektir.

10. Neogen Lizis Sollsyonu tiip rafini Neogen Molekiiler Tayin SoOutma BloOu Ek Pargasi’ndan ¢ikarin.

001500
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1. Her bir numune ve NC icin bir Neogen Molekdiler Tayin Testi Listeria monocytogenes-2 Reaktif Tiipl gereklidir.

Amplifikasyon

1.1 Reaktif tlpu Deritleri istenen tiip sayisi kadar kesilebilir. Neogen Molekdiler Tayin Testi Listeria monocytogenes-2
Reaktif Tupleri veya gereken 8’li tiip Oeritlerinin sayisini segin.

1.2 Neogen Molekdler Tayin Testi Listeria monocytogenes-2 Reaktif Tlplerini bol bir rafa yerleOtirin.
1.3 Tuplerin dip tarafindaki reaktif pelletlerini kariOtirmaktan kaginin.
2. 1adet Neogen Reaktif Kontroli tlipli segin ve rafa yerleDtirin.

3. Capraz kontaminasyonu dnlemek icin tek seferde yalnizca bir Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeria monocytogenes-2
Reaktif Tupt Oerit kapalini agin ve her aktarim allamasi igin yeni bir pipet ucu kullanin.

4. Lizati Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeria monocytogenes-2 Reaktif Tupi ile Neogen Reaktif Kontroli tiipline alallida
aciklanan Oekilde aktarin:

Her bir numune lizatini dnce her bir Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeria monocytogenes-2 Reaktif Tiipline,
ardindan NC’ye aktarin. Neogen Reaktif Kontrolii tiiplini en son hidratlayin.

5. Neogen® Molekiiler Tayin Kapak Takma / Kapak S6kme Araci - Reaktif’i kullanarak, Neogen Molekiiler Tayin Testi
Listeria monocytogenes-2 Reaktif Tuplerinin kapalini, tek seferde tek Reaktif tlipli Deridi olacak Oekilde ¢ikarin. Kapali
atin.

51 20 pL Numune lizatini, Neogen Lizis Soliisyonu tiipiindeki sivinin %2’lik iist kismindan (¢cékeltiyi 6nleyerek) ilgili
Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeria monocytogenes-2 Reaktif Tiipiline aktarin. Pelletlerin kariDlmasini 6nlemek
icin acili olarak dokiin. Yukari ve allalli 5 kez pipetleyerek nazikge kariOtirin.

5.2 DOeritte karilik gelen Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeria monocytogenes-2 Reaktif Tupiine tek Numune lizati
eklenene kadar adim 5.1°i tekrarlayin.

5.3 Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeria monocytogenes-2 Reaktif Tuplerini, tedarik edilen ilave kapaklar ile kapatin
ve kapalin siki bir Dekilde kapatildilindan emin olmak amaciyla, ileri geri hareketle basing uygulamak lizere
Neogen Molekiiler Tayin Kapak Takma / Kapak Sokme Araci - Reaktif’in yuvarlak tarafini kullanin.

5.4 Test edilecek numune sayisi i¢in 5.1ila 5.3 adimlarini gerektilli Dekilde tekrar edin.

5.5 Tim numune lizatlari aktarildilinda, adim 5.7’ tekrarlayarak 20 pL NC lizati bir Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeria
monocytogenes-2 Reaktif Tipine aktarin.

5.6 20 pL NC lizati bir Neogen Reaktif Kontrolii tlipline aktarin. Pelletlerin kariDmasini dnlemek igin agil olarak dokin.
Yukari ve allalli 5 kez pipetleyerek nazikge kariOtirin.
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6. Kapall takilmil olan tupleri temiz ve dekontamine edilmil bir Neogen Molekdler Tayin Hizh Yiikleyici Tepsisi’ne
yikleyin. Neogen Molekiler Tayin Hizli Yikleyici Tepsisi kapalini kapatin ve mandalini kilitleyin.

7. Neogen Molekdiler Tayin Sistemi Yaziliminda yapilandiriimil ¢alilmayi gézden gegirin ve onaylayin.
8. Yazilimdaki Start (Ballat) diilmesine tiklayin ve kullanilacak cihazi secin. Segilen cihazin kapalli otomatik olarak agilir.

9. Neogen Molekiiler Tayin Hizl Yikleyici Tepsisi’ni Neogen Molekiiler Tayin Cihazr’na yerleltirin ve testi ballatmak tzere
kapali kapatin. Pozitif sonuglar daha 6nce tespit edilebilmekle beraber, sonuglar 75 dakika igcinde elde edilir.

10. Test tamamlandiktan sonra, Neogen Molekiiler Tayin Hizli Yikleyici Tepsisi’ni Neogen Molekiiler Tayin Cihazi’ndan
cikarin ve tiipleri 1 saat boyunca %1-5’lik (suda v:v) camalir suyu soliisyonuna veya elldeler bir soliisyona daldirarak test
hazirlk alanindan uzakta imha edin.

BOLDOROM: Capraz kontaminasyondan kaynaklanan yanh pozitif sonuglarin elde edilmesi riskini en aza indirmek icin
amplifiye edilmill DNAYyi iceren reaktif tiiplerini hicbir zaman agmayin. Buna Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeria
monocytogenes-2 Reaktif Tupleri, Neogen Reaktif Kontrolii ve Matris Kontrol Tiipleri dahildir. Allzi sizdirmaz bir Oekilde
kapatilmil reaktif tiiplerini her zaman %1-5’lik (suda v:v) bir gamalir suyu soliisyonunda veya elldeler bir soliisyonda

1 saat slireyle bekleterek ve test hazirlik alanindan uzakta imha edin.

Sonuglar ve Yorumlama

Bir algoritma, niikleik asit amplifikasyonu tayininden kaynaklanan iik ¢ikili eOrisini yorumlar. Sonuglar yazilim tarafindan
otomatik olarak analiz edilir ve sonuca gore renk kodlamasina tabi tutulur. Benzersiz ellri parametreleri sayisi analiz edilerek
Pozitif veya Negatif bir sonug belirlenir. Negatif sonuclar ve Kontrol sonuglari galilma tamamlandiktan sonra gosterilirken,
olasi pozitif sonuglar gergcek zamanli olarak bildirilir.

Olasi pozitif numuneler, birincil zenginleOtirmeden ikincil zenginleOtirme besiyerine (varsa) aktarilmasi, ardindan kaplama
ve uygun biyokimyasal ve serolojik yontemler kullanilarak izolatlarin onaylanmasi gibi illemlerle ballayarak standart
laboratuvar prosediirlerine veya uygun referans dolrulama yéntemine™2 3 uygun Oekilde doOrulanmalidir.

NOT: Sistem ve Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeria monocytogenes-2 amplifikasyon reaktifleri bir “arka plan” ballil i0ik
birimine (RLU) sahip oldulu igin negatif bir numune bile sifir okuma sonucu vermeyecektir.

Nadir olarak olaOan dilli iik ¢ikidi durumunda, algoritma bu durumu “Kontrol” olarak etiketler. Neogen, tiim Kontrol
numuneleri i¢in kullanicinin testi tekrarlamasini dnerir. Kontrol sonucu almaya devam ederseniz tercih ettilliniz yontemi
kullanarak veya yerel diizenlemeler ile belirlendili Oekilde, doOrulama testine gegin.

Tablo 5: Neogen Molekiiler Tayin Sistemi Yazilimi tarafindan salllanan numuneler igin sonug sembolleri ve yorumlama.

Yuva Tipi Yu;:rsgglt:jcu Sonug Yorumlama
Numune ‘ Pozitif Numune hedef patojen igin olasi pozitiftir.
Numune ‘ Negatif Numune hedef patojen igin negatiftir.
. Numune matrisi testi inhibe edici. Tekrar test etmek gerekebilir.
Onhibe oo . spe e RGN
Numune Daha fazla bilgi i¢in sorun giderme béliimiine ve tayin kiti Uriin
olmul .
Talimatlarina bakin.
Hedef patojenin varlilli veya yokluOu belirsiz. Tekrar test etmek
Numune @ Kontrol gerekebilir. Daha fazla bilgi icin sorun giderme bélimiine ve tayin
kiti Urlin Talimatlarina bakin.
Biyoluminesans tespit edilmedi. Tekrar test etmek gerekebilir.
Numune @ Hata Daha fazla bilgi igin sorun giderme bélimiine ve tayin kiti Urlin
Talimatlarina bakin.
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NF VALIDATION Sertifikali Yonteme gore Sonuglarin DoOrulanmasi

1. segenek: Half Fraser zenginleOtirmesinden ballayarak ISO 11290 standardinin kullaniimasi.

2. segenek: Listeria monocytogenes'in tespiti icin NF VALODASYON ydnteminin bir pargasi olarak onaylanmil PALCAM
agar veya kromojenik agar (O&A) lizerinde izolasyon yoluyla. Karakteristik kolonilerin varhli Listeria monocytogenes
varhdinin onaylanmasi igin yeterlidir.

3. secenek: Secici agardan izole edilmil kolonilerde uygulanan, EN I1SO 7218® standardinda tarif edilen Oekilde niikleik
asit problarini kullanma (bkz. 1. veya 2. segcenek).

4. segenek: Prensibi Neogen Molekiler Tayin Testi Listeria monocytogenes-2 triiniinden farkli olmasi gereken balka bir
NF VALIDATION onayh yéntemi kullanarak. Bu ikinci doOrulanmil yéntem igin agiklanan tiim protokol kullaniimaldir.
Dolrulamaya ballamadan 6nceki tiim adimlar her iki yontemde de ortak olmalidir.

Uyumsuz sonuglar halinde (alternatif yéntem ile olasi pozitif, yukarida tanimlanan yéntemlerden biri ile doOrulanmamil)
laboratuvar, elde edilen sonucun gegerlilillini doOrulamak igin gerekli adimlari izlemelidir.

Uyumsuz sonuglar halinde (Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeria monocytogenes-2 ile olasi pozitif, yukarida tanimlanan
yéntemlerden biri ile doOrulanmamil) laboratuvar, elde edilen sonucun gegerlililini doOrulamak igin gerekli adimlari
izlemelidir.

Belirli uygulamalar veya prosediirler hakkinda sorulariniz varsa www.neogen.com adresindeki web sitemizi ziyaret edin
veya yerel Neogen temsilcisi ya da distribltori ile iletilim kurun.

Ek A. Protokol Kesintisi: Isil illem gérmiil lizatlarin saklanmasi ve yeniden test edilmesi.
1. lsil illem gérmil lizati saklamak igin lizis tliptini temiz bir kapakla kapatin (bkz. “Lizis”, 4.5).

72 saate kadar 4-8°C sicaklikta saklayin.
Saklanan numuneyi, karitirmak (izere 2-3 kez ters yiliz ederek amplifikasyon igin hazirlayin.
Tuplerin kapaklarini ¢ikarin.

a pab

KariOtinlan lizat tiplerini Neogen Molekiler Tayin Isitma BloOu Ek Parcgasi tizerine yerle[tirin ve 5+1 dakika
100+1°C’de isitin.

6. Neogen Lizis Sollsyonu tiplerinin rafini isitma bloOundan ¢ikarin ve Neogen Molekiiler Tayin Solutma BloOu Ek
Parcasi’nda en az 5, en fazla 10 dakika sodumasini bekleyin.

7. Protokole, yukarida detaylari verilen ‘Amplifikasyon’ boliimiinden devam edin.
Referanslar:

1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analysis Manual. Chapter 10: Detection and Enumeration of Listeria
monocytogenes in Foods. January 2016 Version.

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 8.08. Isolation and Identification of
Listeria monocytogenes from Red Meat, Poultry and Egg Products, and Environmental Samples.
Effective Date: May 1, 2013.

3. NF EN ISO 11290-1. Microbiology of Food and Animal Feeding Stuffs — Horizontal Method for the Detection and
Enumeration of Listeria monocytogenes. Amendment 1, 2004-10-15.

4. NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.
5. NF EN ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General rules for microbiological examination.

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

7. NF EN ISO 18593. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal methods for sampling techniques from
surfaces using contact plates and swabs.

8. NF EN ISO 6887. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension and
decimal dilutions for microbiological examination.

Uriin Etiketi Sembollerinin Agiklamasi
info.neogen.com/symbols
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US Food and Drug Administration Bacteriological Analysis Manual. Chapter 10: Detection and Enumeration of Listeria
monocytogenes in Foods. January 2016 Version.

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 8.08. Isolation and Identification of
Listeria monocytogenes from Red Meat, Poultry and Egg Products, and Environmental Samples.
Effective Date: May 1, 2013.

3. NF EN ISO 11290-1. Microbiology of Food and Animal Feeding Stuffs — Horizontal Method for the Detection and
Enumeration of Listeria monocytogenes. Amendment 1, 2004-10-15.
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NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.
5. NF EN ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General rules for microbiological examination.

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

7. NF EN ISO 18593. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal methods for sampling techniques from
surfaces using contact plates and swabs.

8. NF EN ISO 6887. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension and
decimal dilutions for microbiological examination.
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1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analysis Manual. Chapter 10: Detection and Enumeration of Listeria
monocytogenes in Foods. January 2016 Version.

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 8.08. Isolation and Identification of
Listeria monocytogenes from Red Meat, Poultry and Egg Products, and Environmental Samples.
Effective Date: May 1, 2013.

3. NF EN ISO 11290-1. Microbiology of Food and Animal Feeding Stuffs — Horizontal Method for the Detection and
Enumeration of Listeria monocytogenes. Amendment 1, 2004-10-15.

NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.
5. NF EN ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General rules for microbiological examination.

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

7. NF EN ISO 18593. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal methods for sampling techniques from
surfaces using contact plates and swabs.

8. NF EN ISO 6887. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension and
decimal dilutions for microbiological examination.
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fdan?i 2: Taanisuanuuiu PALCAM u3auuiu Chromogenic Agar (O&A) Nasvaunitudiunitvuasisnis5usas NF
VALIDATION wian1sas1aunadaiise W iulaTadiud n1sdsinguavdansauslalaiidunsniiudunisfiatuavdaises wluleing
e

Mdani 3: N3l IwsuInnsaiiiaddnasnasuie 13 lunnsgiu EN ISO 72189 didiiiunisunlalaiin lduanidaainiuiidan
(aet@anii 1 u3a 2)

fadan 4: d3un13ldIEn15aulan l65un155u5a937n NF VALIDATION “ann15u2935n19nadauassiadlansvannvan
nsvavganagaultadaiise TululoTndiud seguluana 2 10835 Neogen dvsinvldsuidaunisiuuasuiinauysainasune 1y
Ausuisnisndasnniunisnsiddaua Nl Il dunauniuafiaun1siausiunsiuiulssaauiiaunuiuniaavitnig

nstiiwanIsnaday lldanndad (nan1snadauidpyduiiitiuuinlunisnadaussisnisdude i ldsunisiiuduanuilyluiniaviian
adunglidvedu) Wanlfiifinnsassiavd fjiidisuaunaundniwiansiadauiiwanisnadaui lesugnsiad

nstinan1snadau bidanadas (Wan1snadauidavsiunitluuinsronsldyanedauidadaisy wiuloladiud ssouTuana 2 Tae
35 Neogen "¢l lilsisuniseiuduarnuiteluiedasliaNnasugligeu Wavlfifinnsassavl fjiidisudunaundniuiiansiadau
JwanIsnadaun lasugneiad

vinnvinulidiaavdaifannunisladiundaidnisinanizianzasie o Tusadanauivlafuasisnit www.neogen.com
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AARUIN A MIRLANITVAFELEIATI: MSifiusnsuasmsvi laignunmadousi
1. wingasnaiivlalaniuausauninal itlanviaaadsazanelagdsanndgzana (1Usng “laga”, 4.5)

AU TiNaounndl 4 fiv 8°C LliAiu 72 42T
Wwaauaad ALY Tranwanraandisaranyladdluun 2-3 asuianduslad v lidnnn
dadviaan

ldvaan latannausaddnuudaludnudasdmsuldvaaanadaussauluana Tnads Neogen wasliaiusaun
100 £ 1°C 1Thuna 5+ 1 unii

6. UM naand1saratyladid Neogen aandanndnudanuazdaasliduludaudandrvsuldunaaanadaussauluianalnais
Neogen at1viiag 5 w1 Liifin 10 uli

7. anfinnsnadauausa ldludinnstiinaaas uinaus gazdaadinedin

ok~ e

land15a98:
1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analysis Manual. Chapter 10: Detection and Enumeration of Listeria
monocytogenes in Foods. January 2016 Version.

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 8.08. Isolation and Identification of
Listeria monocytogenes from Red Meat, Poultry and Egg Products, and Environmental Samples.
Effective Date: May 1, 2013.

3. NF EN ISO 11290-1. Microbiology of Food and Animal Feeding Stuffs — Horizontal Method for the Detection and
Enumeration of Listeria monocytogenes. Amendment 1, 2004-10-15.

4. NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.
5. NF EN ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General rules for microbiological examination.

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

7. NF EN ISO 18593. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal methods for sampling techniques from
surfaces using contact plates and swabs.

8. NF EN ISO 6887. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension and
decimal dilutions for microbiological examination.
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Molecular Detection Assay 2 - 2[AEf[2[0f & i ALO] E XL A

HNEH2Y A B
Neogen® Molecular Detection Assay 2 - 2/AE][2[0f _‘E_‘::A,LO/E/W/H = Neogen® Molecular Detection Systeme AHE5Ho

SoE AE H 2E A =0N E/"Ei/E/Of B APO[ERHAE AM&SED %"QFOMI AEYLICE Neogen =4t HE 7|E= JI%
gopgz} l:||7|-5§ SHAL 7| ML WA SZA|F|7] I8, AHx-"I:lh.l- HAE0| ZSE LAMP 52 SE thAlS ALRSIL|CH A/

obd ZT1E AA|ZOZ B gl fiet, S HIts AH0| BH2E S BAIELICH 28 o Ao gols WY e gLt 4II

o, 0 S oo =2+

FP“OH X FE thz2 =Y e|ofof gL|ctt23),

Neogen Molecular Detection Assay 2 - E|AE|2[0f B AFO[ERMHA= A 7
§P:'Oﬂ)ﬂ A= E Qe A ESLICEH Neogen2 M EO|LE S =7t Ot CHE ﬂ%*

%, Neogen2 24, A& §P“n UM EE= A°|°* *IE Aol CHsi M= o] MIZES -E-k|§f3fx| SUASLIC
Detection Assay 2 - E/*Ef/E/Of _.‘:_’_‘cAfO/E/TﬂLf 7SS EE AN I2EE = 7tst 2 E SHE|2|oF B0l WILE|X|=
ol-ol-AL_“:I.

BE A SHAE S HixI0] U2, FEY
=% ol A8 0|8 o Aol YEE 0" &

o E A
SR M AFRRS 7|ES BEIEX] s+°_|or7|$-|6H =7 XIS Eai3t el wielo] mots AESLICY,

=
= Cod

Neogen2 Neogen Molecular Detection Assay 2 - 2/ AE2[0F 2 = ALO| EX|LHAZ Ferric Ammonium CitrateS &35H= Demi
Fraser Broth2t Ferric Ammonium Citrate2 E.* f Fraser BrothE 0| 23}0{ EUPO} SLICE s HiX| o] Yutxol 12
C2ot 25U Ch

Demi Fraser Broth Base A& (g/L) Fraser Broth Base2| M & (g/L)
Sodium Chloride 20g Sodium Chloride 20g
Sodium Phosphate, dibasic, anhydrous™ 9.6g Sodium Phosphate, dibasic, anhydrous™ 9.69
Beef Extract 5.0g Beef Extract 5.0g
Pancreatic Digest of Casein 5.0g Pancreatic Digest of Casein 5.09
Peptic Digest of Animal Tissue 5.09 Peptic Digest of Animal Tissue 5.0g
Yeast Extract 5.09 Yeast Extract 5.09
Lithium Chloride 3.0g Lithium Chloride 3.0g
Potassium Phosphate, monobasic 1.35g Potassium Phosphate, monobasic 1.35g
Esculin 1.0g Esculin 1.0g
Acriflavin HCI 0.0125¢g Acriflavin HCI 0.025¢g
Nalidixic Acid 0.01g Nalidixic Acid 0.02g
* CHA|: Sodium Phosphate, dibasic, dihydrate 12.0g

Fraser Broth Supplement

(lomL HIO|HE M. 7| HiX| 12|E{0f| HIO| ¥ 17HE F=TtErL|Ct.)

Ferric Ammonium Citrate  0.5g/10mL

XEp 25°COIlM 7.2+ 0.2

Neogen@‘ Molecular Detection ZH|= Al =20 U= R7|ME 0t2|5tH7 | 2I3t Lysis THA| S0l EX2|E HEl A| 22t SH AHES}H|
2let AULICE Lysis THA| S¢t x4x40|.71| M7t =X A2 A2E HIHHQ MESH IHO = 7tFE[H 2 Neogen Molecular

Detection ZH|0f| HC{2 ”°'5fx| OFHA2.

Neogen Food Safety= &4| 5! H|=0]| &%t 1SO(International Organization for Standardization) 9001 2I5 S BIQU}&LICE

AN
Neogen Molecular Detection Assay 2 - 2[AE|[2[0f 2 AFO[ERLHA N 7| E0fl= H 10| HEE HEQ Z210] 962| AR E0|
ZotE|0] JAELICE



¥ 1. Neogen Molecular Detection Assay 7|E 714824

2= ID + Skt 29
N EH()." 1.1-51 ol
. . ED=||_|- EHO 7 JHE0| EH 127 = PN

Neogen® Lysis Solution(LS) ;;:H Eo_q | isEHES;) HSO0l 7= 1274 EBg580uL2| LS HtE ):f%

S 1o pa = 7 %-‘g
Neogen® Molecular
Detection Assay 2 - et B 96/li(87=0| FE 127 | SZ UZxE EH ZE Y HIZ ALE
B|AE|2|OF B AFOJERHA | T=T T AER) HE =8= Jts¢l
Reagent 52

H(87=0]| 71 127 H A2

Neogen® Reagent ZIES EH ZalE EN 167l (871 =0] 7HE FE SZ UXE ZHEEDNA, [HIZ AE
(RC) e sssT 27} mK|) SE Y ds == s

[
7|E0l HSEIX| @2 24 xZE2 B S HIX|(0]: Demi Fraser Broth) 4LICH 22 S8 IET 2 E AHESHX| OFYA|IL.

AEXH= Neogen Molecular Detection System 3! Neogen Molecular Detection Assay 2 - 2[AEf[2[0f &2 i AFO| E XL AR}
2EE X[EQ otX HE UM E XSt wHatof SfL|CH LSof| XY = UL E ot XA S HasHA 2.
AZD: T[5HR| REY 2R AFLO|Lt a2t A Ql/i= TAMAS| 28HE Xele + U= 21 42 o0|gL(Ct.

FO: m5HX| Y Z2 Lt mSHE Eeie 4= U= BMHECE (get A=E ofo|gLct.

2t = S 29| ME)E FICHsH= Ol Neogen Molecular Detection Assay 2 - 2/ AE|2[0f B AFO|EFLAS MMM = OF
L

Neogen Molecular Detection Assay 2 - 2[AE|[2[0f B AfO|EFLAH 2, e EE|= HL ALE 9l BHdo] X{stEl o{ Moi|AIA

AR AL S XelE 4 U= $EOR Z[AH|2/0f B AO[EXLAE MHE £ ASLICH

AFEXH HIEA] ®ASH XM A[E 7| X0 Uo] Tt Zlo| WS MAlsof BLICE. ol

EE=1SO 72186,

QHE HEL £1E X2st= 9IS Aot 2HHE 2/S Fol2{H:

o IZEZS FoIN ME HYAMO| BAIE CHE HeASHH Al™E AN 2.

e Neogen Molecular Detection Assay 2 - 2/ AE|2[0F 2L AFO|ERLAS E2tet = & Sl HE MHMO| HAIE HIE
S Lct

e Neogen Molecular Detection Assay 2 - 2[AE2[0F Z- AFO|EX|[A= RF 7|ZHIHX|2H AL SHOF SfL|Ct.

e Neogen Molecular Detection Assay 2 - 2/AE|2[0f D AFO|EALHA= LR = M3X7L ABet AE X &E A=t e
AHESHIAI2.

e Neogen Molecular Detection Assay 2 - 2[AE|2[0f i AFO|EXLHA= WEMOZ fE= H3At7L HEst BH, A7,
D2EE g9l diE|2|of BT AFSSHYA|2.

o OIEMIU|O|E 3}8tE0| ZEHEl Neutralizing BufferE & R5h= 2t8 A2 B2 A[™SH7| Moj| 1:22 S| MEIHMA LA E 1
S 30| B ST 10] Z5). NB S 10pLE Neogen Lysis Solution REZ $7|= YHE ASLICH OFFERZH|0[E

tet= 2t 27H Neutralizing BufferS & /5h= Neogen® Al2 M| X|Z: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL1ONB2G,
S10NB, HS10NB2G %! HS2410NB2G.
MESHH Qoll 22 L& 2 2™ S F0l2{H:

40
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o
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AMeldl 7|=, 1ISO/IEC 1702514

I o

SIStEA A M A

. Oj’él %-‘%??%Oﬂm B[AE2|0f I APO|ERLA = EE ZHE MEHO| ZL O} UE o] Lls &~ ASE L= AS
HEBILIC

o LSS U2 AEQ| EX|tol| M FH|E MMM HALF AYS UYL, HILE S HHX] 3 ZH| = HiQFE
St HiX[ofl &S HHO= QM| Z0f| /S Xl 2 JS FEo MESE5H0| SHUS & USLICH

o AL QAE ARE LIE M HES HS S0 Hotd X883 H|IRSI0] 4 BE YN oM HHXS Z45HMAR

o 3E % 57 HiX| 8 Reagent FEO| LIS2 3} MESHK| U= T SHHAL

o BT AERE WA A BEO| Wt I 7|SHYA| 2.

o Lysis THA| St MHESHA EX 2|7} E|X| 42 AME= EAEH HESHM o= 752 E Neogen Molecular Detection
ZHH|ofl M2 M USHK] OHYAI2.

AgE EHlot= S¢t

K

wAt @1} 2HE ™S E0[2{H:
. t F20kH|el FFE 97| 9

23 21t 2HE 2l S Sol2{H:

o WM MY EFEO U2t Y T[22 HZISHAL.
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@=o) fir =

L2 Ao =EE AL 715t IS Sol2{H:

o HE IJIE 2L E XutHX| OFMAL.

o HE JIE AZHS X1tSHX| OFMA| 2.

o HMSIH nHE 2T E A0 Neogen® Molecular Detection 3|E 22 CIME 2L 2 2QISHMAI(0f: B& RX| 2
= OX" SHo 224 ™A &X| 24 1= AP = oF ELICH. 2= 4|& Y= A| Neogen Molecular Detection 5| &l

HEl ZA0f =Ooto}F gL|Ct,

[

zo)

A S EH|ol= S wit @Gzt 2HHE /RS F0|2{H:

o Reagent:é'al —’Fffl_x.ioi s I'l_x‘"-é-l'ﬂ:|9. o - o .

o O[MAXIE KtTHoh= (BIE AME) B E 2XF MEst S&29| ol B2 0[83%H= 20| E5LICH

o Zt A= O|& Al M O[T Bl S AFESHYA|2.

o 4 MHAM AA2|I|ZS MESI0 ZSRE AZRE Lysis FEZ 7|1MA L. I @HES diX[st2{H F7H £F tHA|E FTtsf{of &
T UELICELOE S0 Ar8XH= B E 2 ARE B REHE 2 £+ /USLICL

o SHYE|E ZR MF IV} Ql= BAPUSS I AEO|MS AIBSHYAR. FI|MO 2 1-5%(viv B)2 718 HH 8 L=
DNA XA 8oz MM HIX|QF ZH|(I|T, 4/CI =7 5)2 LEE M| A|I2.

1 Zapop wae oS Sol2{H:

o SZ 50||= Hrl Reagent FEE EX| OIMA|QR

o 2YE BEHE=BA1-5%(viv E)2| 7HEE HUHH| 8 = RAF M| 1A[ZE St BV FALCHE F|E EH| 2 ut He| HojE
2IX0| H7|gL|c

o =X
o=

2 Reagent SEH = HL| RLEZ2|0|E5tX| ORYA| 2.

| 7|0f cHet 7t HE S WX ™2 QHHEHXIE(SDS)E BZsHAI2.

THHQ Lt ™AL CHst 22t H0| QoM AL FAIO|E (www.neogen.com)S 228t HLE $1X| Neogen EE= ZHINI K| 2
E2olBtMAI2.

A8 pe] Mo

AEXtE MIE HBAMQ BHE X2 MQUO0| USLICH HO XtM|S ME = ZHALS| ALO|E www.neogen.com £ & 116H7Lt
1X| NeogenO|Lt B CHEZ|M O = 22ISHAA2.

Al SHS MEe I, A= 2 Y, A" ZR2EZ, AR ZH, 75, 2 7|-at 22 oY gl Zuto Sg= 0[E +~ AS=S

g

to

QI4BH= 20| SRELICE

Al SHOILL RIFS MES o HMEE A SHO| MEXS| 7| 2SS S5 + AUTT Mol HER A D|ME RE AS
AHESHO SE¢t #:2| A|RE BIIots A2 AHEXAte| MY L|Ch

ot A EAHE 2E Al U 2 2t 0 8l SERte| RFAYE SHOH=A] TEE Mejo] ST

CHE Al A2t OFS7EXI 2 Neogen Food Safety MES AFE0I0 @2 Z2at7t AIFE HEZ AL ZRHAS| FRES BESH=
2 oflL|Ct

A= =] .

NeogenOf| A= CtsH ALE D{EEIA HHH WItof| =22 =2|7| 2I5H Neogen® Molecular Detection Matrix Control 7|EE
INLMELICH HRot 2 IIEZA 7 (MC)2 0|23t0{ IHEZ!A 7t Neogen Molecular Detection Assay 2 - 2/ AE[2/0f

D AfO|EXLHAL| B0 P2 O|E & UY=X| ol £ JELICH IHERIAE CHESH= 2] A|RE AI-SHYAI2(0l: Neogen
AHHE HESIAHLE Al =2 0|X|Q HEZIA E= A ELE SHO| HOIt QU IHEZAS S HASH= R A7t 52

Creket oM xHF 2 Al=).
DHEE|AE Y0 7tsnt Z2 WA EFS Zotol HZ2 S/RE YAY & ASLICH IHERIA 7] XH0| -2 IHER|AS] X2
Y L= DO BT vs. M2 T, MHIF vs. XX F §)0| O|K|= M E ZHetet|c

F9o| eHAl/HITH A
HE MZE ZEO| Hote HF 220 BAE H2LE M2/t NEOGENS &4E4d £= EX 8 Metdof tiet 258 Zatst o™
HAZO[HL Y= XQI BB L BIL|CL Neogen Food Safety H|Z0i| 280| S A2, NeogenO|Lt 12| ZA] T K= XA
Tl mhet MES wAlSHALE 0 SHS et=o SELICHL ChE2 #otel Feet 1A SEL(Ch =71 220 A2H Neogen

et EE= Neogen €I CHE|FOH| 22[3H Al 2.

Neogen X 2lo] |5t

oo
ol

NEOGEN= 29| 4S5 Zosto] OfiH XFXQl, ZFY Mol SESH HaMol AntXQl 25L& 40|l oM = MAX|X|
gELICt ¥ 0| 20f| [HE Neogen2| M2 Ot Z0| = AE0| ALt FFE MF2l Fol thaS £2HSHX| 4& LT

B3 7|

Neogen Molecular Detection Assay 2 - 2[AE|2[0f 2 - AFO| EM|LHAS 2~8°CHA ERSHUA|Q. HSSIX| OIMAIR. B2 &
7|ETL Elg BX| Y= E SIMA|IR. 7| EE €0 H11 5 NI X|7F 2ME[X| QX=X 2elefL|Ct IR X7t &4 E H AFESH
OFHAIR. 7HE =, AFESHX| 242 Reagent TE= a4 CHA| Y& 7Hs S TR X|0f| AZH|2F SH Ho| H50] X SZE A9
HHHE RXISHOF SL|CH CHA| L So MIE2 £C 60Y S 2~8°COIM ERSHIA|IL.



g2 ¢ =

F7 7|7t0| X[k Neogen Molecular Detection Assay 2 - 2[AE|2[0F 2 ALO|EX|LHA= AHESHK| OMMAIR. f27[otet &5
Ho = MKl o F 2tdof 7| %[0 JAELICE AFEStD HF B+ HiX|2F Neogen Molecular Detection Assay 2 - 2/AE2[0f

D AO[EMHA FEO= HIMHOZ HRAM 20| S0 US = USLICH A[H0| == oixl| A BZF0| 2t 2F H|7| S22
| 7|SH A 2. H7]0] CHet =71 HE 3 oKX ™2 QA EAXIE(SDS)E EZSHIAL.

ALE x|

DEXEE FO ZA EotA . X o™ BHets SLCh

FINHOE 1~5%(v:v =)2| 71H 8 B SNl (L= DNA NH W= MedA HIX|et ZH|(TZ, Z/CIH =7 )2 2F
HAHSH A 2.

AFXH= "MK MAM WIHIQ)/AS MAM WIHOQ) ZEES U Neogen Molecular Detection System X|&" 2A{©0]| HA|El
CHZ Neogen Molecular Detection System Z Xt M A M HIHOQ) W2 2= 8H0fF L T,

E 0| 2liM="Rad 45 W 2 M 48" M43 :
H 3. AOAC® Official Method of Analysis”2016.08 % AOAC® Performance Tested Method®™ & A| #0815010{| [t E S
DZ2EE,

H 4. NF Validation 215 A 3M 01/15-09/1601| (12 7 T2 EZ.

ot
Y
= K
N
-
mio
4>
30

mjo

Io
ik
B
_O'_l' ~
iba
>
ko

H2,3,4= MZ Y 2F A2E Y SF T2EZ0f ol QHYLICE LHE A2 &5 Z2EZ E= 3|4 HIES A5 0] Al
YHO| MERIQ| 7|EE EFEF o= A2 AHEXIS MY LTt

AH Ol
1. Demi Fraser Broth S HiX|(ferric ammonium citrate & Q)& FH MM 22 WHA|ZLICE,

[=]
2. H2,3E= 400 M2t S HiX|QF A|2E R HACZ 2oeiLCh 2E |KF X YX7L0HL OMEE Al=0f CisiM= 2E S
AZSHE Zo| EaLI

3. 2+ 0287 =8 AENIY = 202 58610 S| RESHEILICE B 2, 3, 40| M2} 37 + 1°COl|A] HHQEEIL|CE.

4, MRHEF(H 2,3 E=4HE)2 BR, 1t 37U 0AmLE Fraser Broth 10mLE FZIL|C}. 37 + 1°COf| Al 20~24A|Zt SOt
B FetL(Ct.

st A=
°

*lﬁ 2T K= M7H 20HE H|2H2ts Bt EHOZ 230t AEX|Y 4 UELICH Neogen2 HTH|7L Sl HEZRA

ﬁEX|°| A8 HZEELICH B3t U2 Dey-Engley(D/E) Neutralizing Broth EEE= Letheen Broth &= JUSLICLAIZ FE 2 O

Za: AEX|E 31 BHOE O MEL|0|E 2tetE2 87 6H= Neutralizing Buffer(NB)E AHESH7 |2 MEHSH= 22, QEE
HNE £1E ?EEH3}E IS Antet 2AE (A2 S02{H A M| SHE &F A EE 1:22 3| A5l{0} °“—-|':f(*| 12 E2tol
B S HiX] 10| '2S). Neutralizing Buffer S 10uLE Neogen Lysis Solution SEZ &7|= YT U&LICH
HHO ME =R RFE &0lsh| ot A& =& FHo| AT 37|= M0 100cm?(10cm x 10cm L= 4” x 4”)YL|CE AEX| 2
ANEE FESH= 82, F W (F0M EZR, o|0'|)\‘| Z0|M ol Z) 2 MA| SHE HALL, °4IH°| NEFEIDIREES 22

FDA BAM®, USDA FSIS MLG® EE= 1SO 1859317 70| E2IQ10]| [t &A A|ZRE M F|ehL|Ct.
1. Demi Fraser Broth S Bl X|(ferric ammonium citrate & 3)2 FH AHA 2 Z WHA|ZIL|C
2. H2,3E=40 M2t S X[ AZE B HAOZ =otptL|Ct,

3. 20287t 29 AENIY L= 202 S5t 2t 6| #ESIRLICH H 2, 3 EE= 40]| 2} 24~30A|Z2F St 37 + 1°COf| A
HfFStL|CL.

B 2: Z Q0] [}2} Demi-Fraser Broth 2! Fraser-BrothS AI2%H 37 £ 1°COl|A Q] Yt SH TZEZE,

A2 |ERIA VR S Hljotzt S+ Azt
EglA

(mL) (hr)
aN2|, x2|, Y |7,
7|'|:|‘rr, siatE Bl g't'
ENE|/AFTt RME 259 205 24~30

AEX17] | 100 EE=225 24~30

7:‘ (a)
2|‘o Alﬁ = 17H 10 24~30
=TT, © AI_"é ~
‘O‘IJ_'; |, 7 |' ) ’ 259 475 28~32




@=o) fir =

1X} £ (Demi-Fraser Broth) 2x} 2 (Fraser Broth)®
A&
A= HER|A B —— e HAake)
ak o Ylo=o = (= ak =3 - (° o= [
0imLE
Fraser

MO E 259 225 20~24 Broth 37 1 20~24

10mL=

57171

(a) Demi-Fraser % Fraser Broth= 1X} £= 24} S S0l= &
sHL|C}
[=] .

Neogen Lysis Solution EEZ &7 A|Z2| &, Lysis MMO| 4.6CHAH| &=,

AT WY B A oY
AOAC® Official Method of Analysis™2016.08
AOAC® Performance Tested Method*V #081501

= PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 081501

AOAC Research Institute OMASM 3! PTMSM I 2 T 2H0j| A Neogen Molecular Detection Assay 2 - 2/AEf/2/0f
B AO|EMHAE 2[AE|E[OF B APO[EX|HAL] AEO| 2atXQl #HOo|2H= AFAO| $&{ B SLICH O] 0 A
HEZA = H 30] LIt }SLICH

Al E|

=20
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1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analysis Manual. Chapter 10: Detection and Enumeration of Listeria
monocytogenes in Foods. January 2016 Version.

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 8.08. Isolation and Identification of
Listeria monocytogenes from Red Meat, Poultry and Egg Products, and Environmental Samples.
Effective Date: May 1, 2013.

3. NF EN ISO 11290-1. Microbiology of Food and Animal Feeding Stuffs — Horizontal Method for the Detection and
Enumeration of Listeria monocytogenes. Amendment 1, 2004-10-15.

4. NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.
5. NF EN ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General rules for microbiological examination.

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

7. NF EN ISO 18593. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal methods for sampling techniques from
surfaces using contact plates and swabs.

8. NF EN ISO 6887. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension and
decimal dilutions for microbiological examination.
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Petunjuk Produk

Deteksi Molekuler untuk pengujian Listeria monocytogenes 2
Deskripsi Produk dan Maksud Penggunaan

Deteksi Molekuler Neogen® untuk Pengujian Listeria monocytogenes 2 digunakan dengan Sistem Deteksi Molekuler
Neogen® untuk mendeteksi Listeria monocytogenes secara cepat dan spesifik dalam sampel makanan dan lingkungan
yang diperkaya. Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian menggunakan amplifikasi isotermal termediasi loop untuk
secara cepat menguatkan rangkaian asam nukleat dengan kekhususan dan kepekaan tinggi, dikombinasikan dengan
bioluminesensi untuk mendeteksi amplifikasi. Hasil yang dianggap positif dilaporkan secara aktual, sedangkan hasil yang
negatif akan ditampilkan setelah pengujian selesai. Hasil yang diduga positif harus dikonfirmasi menggunakan metode
pilihan atau yang sesuai dengan peraturan setempat23,

Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria monocytogenes 2 ditujukan untuk penggunaan di lingkungan laboratorium
oleh tenaga profesional yang terlatih dalam teknik laboratorium. Neogen tidak mendokumentasikan penggunaan produk

ini dalam industri selain makanan atau minuman. Contohnya, Neogen belum mendokumentasikan produk ini untuk menguiji
sampel air, farmasi, kosmetik, klinis, atau veterinari. Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria monocytogenes 2
belum dievaluasi dengan semua protokol pengujian, atau dengan semua strain bakteri yang mungkin ada.

Seperti semua metode uji, sumber, formulasi dan kualitas medium pengayaan bisa memengaruhi hasil. Faktor seperti
metode pengambilan sampel, protokol pengujian, persiapan sampel, penanganan, dan teknik laboratorium juga dapat
memengaruhi hasil. Neogen merekomendasikan untuk melakukan evaluasi metode, termasuk medium pengayaan, dalam
lingkungan pengguna dengan menggunakan sejumlah sampel yang memadai dengan uji makanan dan mikroba tertentu
untuk memastikan bahwa metode memenuhi kriteria pengguna.

Neogen telah mengevaluasi Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria monocytogenes 2 menggunakan Larutan/
Media Cair Demi-Fraser yang mengandung Amonium Besi Sitrat dan Larutan/Media Cair Fraser yang mengandung
Amonium Besi Sitrat yang diperlukan. Formulasi khas dari medium ini adalah sebagai berikut.

Formula Khas Larutan/Media Cair Dasar (9/L) Formula Khas Larutan/Media Cair (9/L)
Demi-Fraser Dasar Fraser
Natrium Klorida 20g Natrium Klorida 20g
Natrium Fosfat, dibasa, anhidrat * 9,69 Natrium Fosfat, dibasa, anhidrat * 9,649
Ekstrak Daging Sapi 509 Ekstrak Daging Sapi 509
Kasein Hasil Pencernaan Pankreatik 509 Kasein Hasil Pencernaan Pankreatik 5,09
Jaringan Hewan Hasil Pencernaan Peptik 509 Jaringan Hewan Hasil Pencernaan Peptik 5,09
Ekstrak Ragi 509 Ekstrak Ragi 5,09
Litium Klorida 3,09 Litium Klorida 3,09
Potasium Fosfat, monobasic 1,359 Potasium Fosfat, monobasic 1,359
Esculin 1,09 Esculin 1,09
Acriflavin HCI 0,0125g Acriflavin HCI 0,025¢g
Asam Nalidiksat 0,01g Asam Nalidiksat 0,02g
* Pengganti: Natrium Fosfat, dibasa, dihidrat 12,0g

Suplemen Larutan/Media Cair Fraser
(Bahan per botol 10 mL. Satu botol ditambahkan ke satu liter medium basal.)

Amonium Besi Sitrat 0,5 g/10 mL
pH akhir 7,2 = 0,2 pada suhu 25°C

Instrumen Deteksi Molekuler Neogen® bertujuan untuk digunakan pada sampel yang telah dipanaskan selama tahap
pengujian lisis, yang dirancang untuk mematikan organisme yang ada di dalam sampel tersebut. Sampel yang belum
dipanaskan dengan benar selama tahap pengujian lisis dapat dianggap sebagai potensi bahaya biologis dan TIDAK BOLEH
dimasukkan ke dalam Instrumen Deteksi Molekuler Neogen.

Penguji Keamanan Makanan Neogen sesuai dengan sertifikasi ISO (International Organization for Standardization) 9001
dalam hal desain dan manufaktur.

Kit uji Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria monocytogenes 2 berisi 96 tes, yang diuraikan dalam Tabel 1.
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Tabel 1. Komponen Kit Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian

Alat Identifikasi Jumlah Isi Komentar
Larutan merah Tersusun

Larutan Lisis Neogen® (LS) | muda dalam 96 (12 strip kali 8 tabung) | 580 pL LS per tabung dalam rak dan
tabung transparan siap digunakan

Tabung Reagen Deteksi Campuran amplifikasi

Molekuler Neogen® . . . . o Siap
untuk Pengujian Listeria Tabung kuning 96 (12 strip kali 8 tabung) S:r[;igf?lggla(ssil spesifik digunakan
monocytogenes 2

. . . Siap
Kapsul tambahan Tutup kuning 96 (12 strip kali 8 kapsul) digunakan
Kontrol Reagen Neogen® Tabung flip-top 16 (2 kantung dari g;mlﬁlijkr:; kg::g;g:g’ Siap
(RC) transparan 8 tabung tersendiri) P ’ digunakan

terliofilisasi

Kontrol Negatif, yang tidak disediakan dalam kit, merupakan medium pengayaan steril, yaitu Larutan/Media Cair
Demi-Fraser. Jangan gunakan air sebagai Kontrol Negatif.

Keselamatan

Pengguna harus membaca, memahami, dan mematuhi semua informasi keselamatan dalam petunjuk untuk Sistem
Deteksi Molekuler Neogen dan Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria monocytogenes 2. Simpanlah petunjuk
keselamatan tersebut untuk referensi pada masa mendatang.

A PERINGATAN: Menandakan situasi berbahaya, yang, apabila tidak dihindari, dapat menyebabkan kematian atau
cedera serius dan/atau kerusakan harta benda.

PERHATIAN: Menandakan situasi yang berpotensi bahaya yang, apabila tidak dihindari, dapat menyebabkan
kerusakan harta benda.

A PERINGATAN

Jangan gunakan Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria monocytogenes 2 untuk mendiagnosis kondisi
manusia atau hewan.

Metode Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria monocytogenes 2 dapat menghasilkan jumlah Listeria
monocytogenes yang cukup untuk menyebabkan bayi lahir mati dan kematian pada wanita hamil, serta sistem imun
yang terganggu, apabila terpapar.

Pengguna harus melatih personelnya mengenai penggunaan teknik pengujian yang tepat dan terkini; contohnya,
Praktik Laboratorium yang Baik, ISO/IEC 17025“, atau ISO 7218,

Untuk memperkecil risiko dalam kaitannya dengan hasil negatif palsu yang dapat menyebabkan pelepasan produk

yang terkontaminasi:

e Patuhi protokol dan lakukan pengujian dengan tepat seperti yang tercantum dalam petunjuk produk.

e Simpan Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria monocytogenes 2 sesuai yang tercantum pada kemasan dan
petunjuk produk.

e Selalu gunakan Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria monocytogenes 2 sebelum tanggal kedaluwarsa.

e Gunakan Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria monocytogenes 2 untuk sampel makanan dan lingkungan
yang telah divalidasi secara internal atau oleh pihak ketiga.

e Gunakan Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria monocytogenes 2 hanya untuk permukaan, sanitiser,
protokol, dan strain bakteri yang telah divalidasi secara internal atau oleh pihak ketiga.

e Untuk sampel lingkungan yang berisi Penyangga Penetral dengan kompleks aril sulfonat, lakukan pelarutan 1:2 sebelum
pengujian (1 bagian sampel dilarutkan dengan 1 bagian larutan/media cair pengayaan steril). Opsi lain adalah dengan
memindahkan 10 pL pengayaan NB ke dalam tabung Larutan Lisis Neogen. Produk Pengumpulan Sampel Neogen®
yang berisi Penyangga Penetral dengan senyawa aril sulfonat: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL1ONB2G, HS10NB,
HS10NB2G, dan HS2410NB2G.

Untuk memperkecil risiko dalam kaitannya dengan paparan terhadap bahan kimia dan bahaya biologis:

e Sangat disarankan agar staf laboratorium wanita diberi tahu tentang risiko terhadap perkembangan janin pada ibu yang
terinfeksi melalui paparan Listeria monocytogenes.

e Lakukan pengujian patogen di laboratorium yang memiliki peralatan lengkap di bawah kontrol personel yang telah
terlatih. Media dan perlengkapan pengayaan terinkubasi atau permukaan yang telah bersentuhan dengan media
pengayaan terinkubasi dapat mengandung patogen pada tingkat yang cukup untuk menimbulkan risiko bagi
kesehatan manusia.
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e Selalu patuhi praktik keselamatan standar laboratorium, termasuk memakai peralatan pelindung yang benar dan
pelindung mata saat menangani reagen dan sampel yang terkontaminasi.

e Hindari kontak dengan isi media pengayaan dan tabung reagen setelah amplifikasi.

Buang sampel yang telah diperkaya sesuai dengan standar industri yang berlaku saat ini.

e Sampel yang belum dipanaskan dengan benar selama tahap pengujian lisis dapat dianggap sebagai potensi bahaya
biologis dan TIDAK BOLEH dimasukkan ke dalam Instrumen Deteksi Molekuler Neogen.

Untuk memperkecil risiko dalam kaitannya dengan kontaminasi silang saat persiapan pengujian:
e Selalu gunakan sarung tangan (untuk melindungi pengguna dan mencegah timbulnya nuklease).

Untuk memperkecil risiko dalam kaitannya dengan pencemaran lingkungan:
e Patuhi standar industri pembuangan limbah terkontaminasi yang berlaku saat ini.

Untuk memperkecil risiko dalam kaitannya dengan paparan terhadap cairan panas:

e Jangan mengatur suhu pada alat pemanas melebihi batas yang direkomendasikan.

e Jangan melebihi waktu pemanasan yang direkomendasikan.

e Gunakan termometer yang dikalibrasi dan sesuai untuk memverifikasi suhu Sisipan Blok Pemanas Deteksi Molekuler
Neogen® (misalnya, termometer yang dimasukkan sebagian atau termometer digital ganda, bukan termometer yang
dimasukkan keseluruhan.) Termometer harus ditempatkan pada lokasi yang ditentukan dalam Sisipan Blok Pemanas
Deteksi Molekuler Neogen.

PERHATIAN

Untuk memperkecil risiko dalam kaitannya dengan kontaminasi silang saat persiapan pengujian:

e Ganti sarung tangan sebelum hidrasi pelet reagen.

e Dianjurkan menggunakan ujung pipet halang aerosol ujung runcing (berfilter) dengan derajat molekuler biologi
yang steril.

e Gunakan ujung pipet yang baru setiap kali memindahkan sampel.

e Gunakan Praktik Laboratorium yang Baik untuk memindahkan sampel dari tabung pengayaan ke tabung lisis. Untuk
mencegah kontaminasi pipet, pengguna dapat memilih menambahkan langkah perantara dalam proses pemindahan.
Misalnya, pengguna dapat memindahkan setiap sampel yang diperkaya ke dalam tabung steril.

e Gunakan stasiun kerja biologi molekuler yang memiliki lampu germisida, jika tersedia. Secara berkala, bersihkan
kontaminasi pada meja dan peralatan laboratorium (pipet, alat pembuka/penutup, dsb.) dengan larutan pemutih rumah
tangga 1-5% (v:v dalam air) atau larutan penghilang DNA.

Untuk memperkecil risiko dalam kaitannya dengan hasil yang positif salah:

e Jangan sekali-kali membuka tabung reagen setelah amplifikasi.

e Buang tabung yang terkontaminasi dengan merendamnya ke dalam larutan pemutih rumah tangga 1-5% (v:v dalam air)
atau larutan sejenis lainnya selama 1jam dan jauhkan dari tempat persiapan pengujian.

e Jangan sterilkan tabung reagen dengan autoklaf setelah amplifikasi.

Baca Lembar Data Keselamatan untuk informasi lain dan peraturan setempat tentang pembuangan.

Apabila Anda memiliki pertanyaan yang spesifik tentang penerapan atau prosedur, silakan kunjungi situs web kami di
www.neogen.com atau hubungi perwakilan atau distributor Neogen setempat.

Tanggung Jawab Pengguna
Pengguna wajib memahami petunjuk produk dan informasi. Kunjungi situs web kami di www.neogen.com atau hubungi
perwakilan atau distributor Neogen setempat untuk mendapatkan informasi selengkapnya.

Saat memilih metode pengujian, Anda wajib mengetahui bahwa faktor eksternal, seperti metode pengambilan sampel,
protokol pengujian, penyiapan sampel, penanganan, dan teknik laboratorium, dapat memengaruhi hasil pengujian.

Pengguna bertanggung jawab memilih metode atau produk pengujian untuk mengevaluasi sejumlah sampel yang
memadai dengan matriks dan ketentuan mikrobial yang tepat untuk memastikan bahwa metode pengujian memenuhi
kriteria pengguna.

Pengguna juga wajib menentukan bahwa semua metode dan hasil pengujian memenuhi persyaratan pelanggan
dan pemasok.

Seperti halnya semua metode pengujian, hasil yang diperoleh dari penggunaan produk Neogen Food Safety apa pun bukan
merupakan jaminan kualitas terhadap matriks atau proses yang diuji.

Untuk membantu pelanggan mengevaluasi metode untuk berbagai matriks makanan, Neogen telah mengembangkan kit
Kontrol Matriks Deteksi Molekuler Neogen®. Jika diperlukan, gunakan Kontrol Matriks (MC) untuk menentukan apakah
matriks memengaruhi hasil Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria monocytogenes 2. Uji beberapa sampel,
yang mewakili matriks, yaitu sampel yang diperoleh dari sumber yang berbeda, selama periode validasi mana pun bila
mengadopsi metode Neogen atau bila menguji matriks baru atau tidak dikenal atau matriks yang sudah mengalami
perubahan bahan mentah atau perubahan proses.
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Matriks dapat didefinisikan sebagai suatu tipe produk dengan properti intrinsik seperti komposisi dan proses.
Perbedaan antara matriks bisa sama sederhananya dengan dampak yang ditimbulkan karena perbedaan tersebut dalam
pemrosesan atau penyajiannya, misalnya mentah vs. dipasteurisasi; segar vs. dikeringkan, dll.

Batasan Garansi/Penggantian Terbatas

KECUALI SEBAGAIMANA YANG DITENTUKAN DI BAGIAN JAMINAN TERBATAS UNTUK SETIAP KEMASAN PRODUK,
NEOGEN TIDAK BERTANGGUNG JAWAB TERHADAP SEMUA GARANSI SECARA TERSURAT MAUPUN TERSIRAT,
TERMASUK TETAPI TIDAK TERBATAS PADA, JAMINAN KELAYAKAN JUAL ATAU KESESUAIAN UNTUK PENGGUNAAN
TERTENTU. Apabila ada Produk Neogen Food Safety yang cacat, Neogen atau distributor resminya, sesuai kebijakannya,
akan mengganti atau mengembalikan uang senilai harga pembelian produk. Hal-hal yang disebutkan di atas merupakan
sarana pemulihan hak yang tersedia bagi Anda. Silakan hubungi perwakilan Neogen Anda atau distributor resmi Neogen
untuk pertanyaan lebih lanjut.

Batasan Pertanggungjawaban Neogen

NEOGEN TIDAK BERTANGGUNG JAWAB ATAS SEGALA BENTUK KEHILANGAN ATAU KERUSAKAN, BAIK KERUSAKAN
SECARA LANGSUNG, TIDAK LANGSUNG, KHUSUS, INSIDENTAL, MAUPUN KONSEKUENSIAL, TERMASUK TETAPI
TIDAK TERBATAS PADA HILANGNYA KEUNTUNGAN. Bagaimanapun juga, sesuai teori hukum mana pun, Neogen tidak
akan memberikan penggantian melebihi harga pembelian produk yang diduga cacat.

Penyimpanan dan Pembuangan

Simpan Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria monocytogenes 2 pada suhu 2-8°C. Jangan dibekukan.
Jauhkan kit dari cahaya selama penyimpanan. Setelah membuka kit, periksa apakah kantung foil masih utuh. Jangan
digunakan jika kantung tersebut rusak. Setelah dibuka, tabung reagen yang tidak digunakan harus selalu disimpan dalam
kantung yang dapat direkatkan kembali dan diberi desikan untuk menjaga stabilitas reagen terliofilisasi. Simpan kantong
yang telah dibuka pada suhu 2-8°C, selama tidak lebih dari 60 hari.

Jangan gunakan Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria monocytogenes 2 setelah tanggal kedaluwarsa.
Tanggal kedaluwarsa dan nomor lot tercantum pada label di bagian luar kotak. Setelah penggunaan, medium pengayaan
dan tabung Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria monocytogenes 2 berpotensi mengandung bahan
patogen. Setelah pengujian selesai, patuhi standar industri pembuangan limbah yang terkontaminasi yang berlaku saat ini.
Baca Lembar Data Keselamatan untuk informasi lain dan peraturan setempat tentang pembuangan.

Petunjuk Penggunaan
Patuhi semua petunjuk dengan saksama. Karena jika tidak, hasilnya mungkin tidak akurat.

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 Petunjuk Kualifikasi Pemasangan (IQ)/Kualifikasi Operasional (OQ) untuk Sistem
Deteksi Molekuler Neogen™®.

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

Tabel 3 untuk protokol pengayaan berdasarkan AOAC® Official Method of Analysis™2016.08 dan Sertifikat AOAC®
Performance Tested Method*™ #081501.

Tabel 4 untuk protokol pengayaan berdasarkan sertifikat NF Validation 3M 01/15-09/16.

Pengayaan Sampel

Tabel 2, 3, atau 4 berisi panduan pengayaan sampel makanan dan lingkungan. Pengguna bertanggung jawab memvalidasi
protokol pengambilan sampel atau rasio pengenceran alternatif guna memastikan metode pengujian ini memenuhi
kriteria pengguna.

Makanan
1. Biarkan medium pengayaan Larutan/Media Cair Demi-Fraser (termasuk amonium besi sitrat) menyesuaikan dengan
suhu dalam laboratorium.

2. Campurkan sampel dan media pengayaan secara aseptis sesuai Tabel 2, 3, atau 4. Untuk semua sampel daging dan
yang mengandung banyak partikel, disarankan untuk menggunakan kantong filter.

3. Campurkan secara menyeluruh menggunakan blender, stomacher, atau dicampur secara manual selama 2 + 0,2 menit.
Inkubasi pada suhu 37 = 1°C sebagaimana tercantum pada Tabel 2, 3, atau 4.

4. Untuk produk-produk susu mentah (lihat Tabel 2, 3, atau 4), pindahkan 0,1 mL pengayaan primer ke dalam 10 mL
Larutan/Media Cair Fraser. Inkubasi pada suhu 37 + 1°C selama 20-24 jam.
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Sampel lingkungan

Alat pengumpulan sampel dapat menggunakan spons yang dibasahi dengan larutan yang menetralkan untuk
menonaktifkan efek dari sanitiser. Neogen merekomendasikan penggunaan spons selulosa bebas biosida. Larutan penetral
dapat berupa Kaldu Penetral Dey-Engley (D/E) atau Kaldu Letheen. Direkomendasikan untuk membersihkan area setelah
pengambilan sampel.

PERINGATAN: Apabila Anda memilih menggunakan Penyangga Penetral (NB) yang mengandung kompleks aril sulfonat
sebagai larutan hidrasi untuk spons, diperlukan pelarutan 1:2 (1 bagian sampel dilarutkan dengan 1 bagian larutan/media
cair pengayaan steril) pada sampel lingkungan yang diperkaya sebelum pengujian untuk memperkecil risiko dalam
kaitannya dengan hasil negatif palsu yang dapat menyebabkan pelepasan produk yang terkontaminasi. Opsi lain adalah
dengan memindahkan 10 pL pengayaan penyangga penetral ke dalam tabung Larutan Lisis Neogen.

Ukuran area pengambilan sampel yang direkomendasikan untuk memverifikasi ada tidaknya patogen pada permukaan
yaitu minimal 100 cm? (10 cm x 10 cm atau 4" x 4"). Saat mengambil sampel menggunakan spons, jangkaulah seluruh
area dengan dua gerakan (kiri ke kanan lalu naik turun) atau kumpulkan sampel lingkungan dengan mengikuti protokol
pengambilan sampel yang berlaku saat ini atau sesuai pedoman FDA BAM®, USDA FSIS MLG®, atau ISO 18593,

1. Biarkan medium pengayaan Larutan/Media Cair Demi-Fraser (termasuk amonium besi sitrat) menyesuaikan dengan
suhu dalam laboratorium.

Campurkan sampel dan media pengayaan secara aseptis sesuai Tabel 2, 3, atau 4.

Campurkan secara menyeluruh menggunakan blender, stomacher, atau dicampur secara manual selama 2 + 0,2 menit.
Inkubasi pada suhu 37 + 1°C selama 24-30 jam sebagaimana tercantum pada Tabel 2, 3, atau 4.

Tabel 2: Protokol pengayaan umum pada suhu 37 = 1°C menggunakan Larutan/Media Cair Demi-Fraser dan Larutan/Media
Cair Fraser sesuai keperluan.

Volume

Ukuran Larutan/ Waktu
Matriks Sampel Media Cair | Pengayaan

Sampel 5

Pengayaan (jam)
(mL)
Daging, unggas,
makanan laut, dan
ikan yang diolah
dengan suhu panas,
dimasak, maupun
diawetkan
Produk susu yang )
diolah dengan suhu 259 225 24-30
panas/dipasteurisasi
Hasil panen
dan sayuran
Makanan
multi-komponen
100 atau

1spons 24-30
Sampel lingkungan® P 225

1swab 10 24-30
Daging, unggas,
makanan laut, 259 475 28-32
dan ikan mentah
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Pengayaan Primer Pengayaan Sekunder
(Larutan/Media Cair Demi-Fraser)® (Larutan/Media Cair Fraser)®
. Volume Vqu[n.e
S Uk Larutan/ Waktu Suhu Waktu Analmz’)
uran Media Cair | Pengayaan DL Pengayaan | Pengayaan Sl
Sampel gay Sampel gay gay
Pengayaan (jam) (°C) (jam)
(mL)
Pindahkan
0,1 mL
ke dalam
Produk susu mentah 259 225 20-24 10 mL 37 1 20-24 10 pL
Larutan/
Media
Cair Fraser

(a) Larutan/Media Cair Demi-Fraser dan Fraser harus selalu disuplemen dengan suplemen Larutan/Media Cair Fraser
(amonium besi sitrat) selama pengayaan primer maupun sekunder.

(b) Volume sampel yang dipindahkan ke tabung Larutan Lisis Neogen. Lihat langkah 4.6 pada bagian Lisis.

Instruksi Spesifik untuk Metode Tervalidasi
AOAC?® Official Method of Analysis™ 2016.08
AOAC® Performance Tested Method™ #081501

B PERFORMANCE TESTED
LICENSE NUMBER 081501

Dalam program AOAC Research Institute OMASM dan PTM®M, Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria
monocytogenes 2 diketahui sebagai metode yang efektif untuk mendeteksi Listeria monocytogenes. Matriks yang diuji
dalam kajian ditunjukkan dalam Tabel 3.

Tabel 3. Protokol pengayaan yang menggunakan Larutan/Media Cair Demi-Fraser® pada suhu 37 = 1°C menurut
AOAC OMA®M 2016.08 dan Sertifikat PTMSM #081501.

Ukuran Volume Larutan/ Waktu
Matriks Sampel S Media Cair Pengayaan Pengayaan
ampel N
(mL) (jam)
Hot dog daging sapi, queso fresco, es krim
vanila, kejg cottage ciengan susu berlemak 4%, 254 205 24-30
susu murni cokelat 3%, selada romaine, bayam
mentah dalam kemasan, salmon asap dingin
Ayam mentah 25¢9 475 28-32
Daging kalkun 1259 125 24-30
Melon Volume yang cukup
Blewah® utuh untuk mengapungkan 26-30
melon
Besi tahan karat 1spons 225 24-30
S | Beton non-ekspos 1spons 100 24-30
52
a3 .
€ | Plastik® 1swab 10 24-30
C
w =

Seluruh sampel validasi AOAC dicampurkan menggunakan stomacher kecuali ada ketentuan lainnya.

(a) Larutan/Media Cair Demi-Fraser dan Fraser harus selalu disuplemen dengan suplemen Larutan/Media Cair Fraser
(amonium besi sitrat) selama pengayaan primer maupun sekunder.

(b) Mencampurkan sampel secara manual.
(c) Mencampurkan sampel menggunakan vortex.
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http:/nf-validation.afnor.org/en

Untuk informasi selengkapnya mengenai berakhirnya masa berlaku, lihat sertifikat NF VALIDATION dengan mengunjungi
situs web di atas.

Metode dengan sertifikasi NF VALIDATION yang memenuhi ISO 16140-2© dibandingkan dengan 1SO 11290®

Ruang lingkup validasi: Semua sampel makanan manusia dan sampel lingkungan (tidak termasuk sampel produksi primer)
Persiapan sampel: Sampel harus disiapkan sesuai dengan EN 1SO 11290-1® dan EN I1SO 6887®
Versi perangkat lunak: Lihat sertifikat

Tabel 4: Protokol pengayaan sesuai metode dengan sertifikasi NF VALIDATION method 3M 01/15-09/16 pada suhu 37 + 1°C
menggunakan Larutan/Media Cair Demi-Fraser dan Larutan/Media Cair Fraser sesuai keperluan.

Volume
Ukuran Larutan/ Suhu Waktu Volume Titik Interupsi van
Protokol Umum Sampel Media Cair | Pengayaan |Pengayaan | Analisis Diterirpnay 9
P Pengayaan (= 1°C) (jam) Sampel®
(mL)
Semua sampel . .
makanan ® Larutan/Media Cair
(kecuali daging Demi-Fraser hingga
25¢9 72 jam
mentah, makanan laut 005 37 04-30 20 ul. J
mentah, dan produk } H e Lisat pada suhu -20°C
susu mentah Py - e Lisat pada suhu 4°C
) g, 1swab, hingga 72 jam
Sampel lingkungan atau 1 seka 99 J
Pengayaan Primer Pengayaan Sekunder
(Larutan/Media Cair Demi-Fraser)® (Larutan/Media Cair Fraser)® Titik
Volume i
Protokol Int
Kr;: oxo Larutan/ Suhu Waktu Suhu Waktu Volume TPl
usus | Ukuran Media Cair | P. P Ukuran P p Analisi yang
Sampsl edia Cair | Pengayaan | Pengayaan Sampel engayaan | Pengayaan nalisis | piterima
Pengayaan| (x1°C) (jam) (= 1°C) (jam) Sampel®©
(mL)
e Larutan/
Media
. Cair
mentan | Fraser
makanan Pindahkan _hlngga 72
laut 0,1 mL ke jam
mentah, | 25g 225 37 20-24 | dalam10 37 20-24 10uL | Lisat pada
mL Larutan/
dan Media Cair suhu
produk E -20°C
susu raser e Lisat pada
mentah suhu 4°C
hingga 72
jam

(@) Volume sampel yang dipindahkan ke tabung Larutan Lisis Neogen. Lihat langkah 4.6 pada bagian Lisis.

(b) Larutan/Media Cair Demi-Fraser dan Fraser harus selalu disuplemen dengan suplemen Larutan/Media Cair Fraser
(amonium besi sitrat) selama pengayaan primer maupun sekunder.

(c) Volume sampel yang dipindahkan ke tabung Larutan Lisis Neogen. Lihat langkah 4.6 pada bagian Lisis.

| CATATAN: Pengujian sampel berukuran lebih dari 25 g belum dilakukan dalam studi NF validation.
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Persiapan Baki Pemuat Kecepatan Deteksi Molekuler Neogen®

1. Basahi kain dengan larutan pemutih rumah tangga 1-5% (v:v dalam air) atau larutan sejenis lainnya dan seka Baki
Pemuat Kecepatan Deteksi Molekuler Neogen®.

2. Bilas Baki Pemuat Kecepatan Deteksi Molekuler Neogen dengan air.
3. Gunakan handuk sekali pakai untuk menyeka Baki Pemuat Kecepatan Deteksi Molekuler Neogen hingga kering.
4. Pastikan Baki Pemuat Kecepatan Deteksi Molekuler Neogen dalam kondisi kering sebelum digunakan.

Persiapan Sisipan Blok Pendingin Deteksi Molekuler Neogen®

Tempatkan Sisipan Blok Pendingin Deteksi Molekuler Neogen® di meja laboratorium; Gunakan blok pendingin di
laboratorium dengan suhu ruangan laboratorium (20-25°C).

Persiapan Sisipan Blok Pemanas Deteksi Molekuler Neogen®

Letakkan Sisipan Blok Pemanas Deteksi Molekuler Neogen® dalam unit pemanas blok ganda kering. Nyalakan unit
pemanas blok kering dan atur suhu agar Sisipan Blok Pemanas Deteksi Molekuler Neogen dapat mencapai dan
mempertahankan suhu 100 * 1°C.

CATATAN: Tergantung pada unit pemanas, tunggu selama sekitar 30 menit hingga Sisipan Blok Pemanas Deteksi
Molekuler Neogen mencapai suhu yang diinginkan. Gunakan termometer yang dikalibrasi dan sesuai (misalnya,
termometer yang dimasukkan sebagian atau termometer digital ganda, bukan termometer yang dimasukkan
keseluruhan) yang diletakkan di lokasi yang ditentukan, lakukan verifikasi bahwa Sisipan Blok Pemanas Deteksi Molekuler
Neogen berada pada 100 * 1°C.

Persiapan Instrumen Deteksi Molekuler Neogen®

1. Buka Perangkat Lunak Sistem Deteksi Molekuler Neogen® kemudian login. Hubungi perwakilan Neogen Food Safety
Anda guna memastikan Anda memiliki versi perangkat lunak paling mutakhir.

Nyalakan Instrumen Deteksi Molekuler Neogen.

Buat atau edit proses dengan data untuk setiap sampel. Baca Panduan Pengguna Sistem Deteksi Molekuler Neogen
untuk keterangan lengkap.

CATATAN: Instrumen Deteksi Molekuler Neogen harus berada pada Status Siaga sebelum Baki Pemuat Kecepatan
Deteksi Molekuler Neogen dimasukkan dengan tabung reaksi. Tahap pemanasan ini memerlukan waktu sekitar 20 menit
dan ditandai dengan nyala lampu ORANYE pada bilah status instrumen. Setelah instrumen siap digunakan, bilah status
akan berubah menjadi HIJAU.

Lisis
Lepaskan bagian bawah Rak Larutan Lisis Neogen dengan obeng sebelum meletakkannya dalam Sisipan Blok Pemanas
Deteksi Molekuler Neogen.

1. Panaskan tabung Larutan Lisis (Larutan Lisis Neogen) dengan cara menyetel rak pada suhu ruangan (20-25°C) selama
satu malam (16-18 jam). Cara lain yang dapat digunakan untuk menyeimbangkan tabung Larutan Lisis Neogen pada
suhu kamar adalah dengan meletakkan tabung Larutan Lisis Neogen di meja laboratorium sedikitnya selama 2 jam,
inkubasi tabung Larutan Lisis Neogen dalam inkubator 37 + 1°C selama 1jam, atau meletakkannya di dalam pemanas
blok ganda kering selama 30 detik pada suhu 100°C.

Balikkan tabung dalam kondisi tertutup agar isinya tercampur. Lanjutkan ke langkah berikutnya dalam waktu 4 jam.
Buang larutan/media cair pengayaan dari inkubator.

4. Satutabung Larutan Lisis Neogen dibutuhkan untuk setiap sampel dan sampel Kontrol Negatif (NC)
(media pengayaan steril).

41 Strip tabung Larutan Lisis Neogen dapat dipotong sesuai jumlah tabung Larutan Lisis Neogen yang diinginkan. Pilih
jumlah tabung Larutan Lisis Neogen atau strip 8 tabung yang diperlukan. Letakkan tabung Larutan Lisis Neogen
pada rak kosong.

4.2 Untuk mencegah kontaminasi silang, buka tutup satu strip tabung Larutan Lisis Neogen satu per satu dan gunakan
ujung pipet baru untuk setiap tahap pemindahan.
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4.3 Pindahkan sampel yang diperkaya ke Tabung Larutan Lisis Neogen sesuai petunjuk di bawah ini:

Pindahkan setiap sampel yang diperkaya ke tabung Larutan Lisis Neogen tersendiri terlebih dahulu. Pindahkan
NC paling akhir.

4.4 Gunakan Alat Penutup/Pembuka Deteksi Molekuler Neogen®-Lisis untuk membuka setrip tabung Larutan Lisis
Neogen satu per satu.

4.5 Buang penutup tabung Larutan Lisis Neogen — jika lisat akan disimpan untuk pengujian ulang, letakkan penutup ke
dalam wadah bersih untuk penggunaan ulang setelah lisis.

4.51 Untuk memproses lisat yang disimpan, lihat Apendiks A.

4.6 Pindahkan 20 uL sampel ke dalam tabung Larutan Lisis Neogen kecuali ada ketentuan lainnya dalam Protokol pada
Tabel 2, 3, atau 4 (mis., produk susu mentah atau ketika memakai sampel lingkungan yang menggunakan 10 pL
penyangga penetral).

xxxxxx S5\
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5. Ulangi langkah 4.4 sampai 4.6 hingga setiap sampel telah ditambahkan ke dalam tabung Larutan Lisis Neogen yang
sesuai dalam strip.

6. Setelah selesai memindahkan semua sampel, pindahkan 20 yL NC (media pengayaan steril, mis., Larutan/Media
Cair Demi-Fraser) ke dalam tabung Larutan Lisis Neogen. Jangan gunakan air sebagai NC.

7. Pastikan bahwa suhu Sisipan Blok Pemanas Deteksi Molekuler Neogen berada pada 100 = 1°C.

8. Letakkan rak tabung Larutan Lisis Neogen yang tidak tertutup di dalam Sisipan Blok Pemanas Deteksi Molekuler
Neogen lalu panaskan selama 15 + 1 menit. Selama pemanasan, Larutan Lisis Neogen akan berubah dari merah muda
(dingin) menjadi kuning (panas).

8.1 Sampel yang belum dipanaskan dengan benar selama tahap pengujian lisis dapat dianggap sebagai potensi bahaya
biologis dan TIDAK BOLEH dimasukkan ke dalam Instrumen Deteksi Molekuler Neogen.

9. Keluarkan rak tidak tertutup berisi tabung Larutan Lisis Neogen dari blok pemanasan dan biarkan hingga dingin dalam
Sisipan Blok Pendingin Deteksi Molekuler Neogen selama 5 sampai 10 menit. Sisipan Blok Pendingin Molekuler Neogen,
yang digunakan pada suhu ruangan harus diletakkan langsung di meja laboratorium. Ketika dingin, larutan lisis akan
kembali berwarna merah muda.

10. Keluarkan rak tabung Larutan Lisis Neogen dari Sisipan Blok Pendingin Deteksi Molekuler Neogen.

00:15:00
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Amplifikasi

1.

Satu Tabung Reagen Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria monocytogenes 2 diperlukan untuk setiap
sampel dan NC.

11 Setrip tabung reagen dapat dipotong sesuai jumlah tabung yang diinginkan. Pilih jumlah Tabung Reagen Deteksi
Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria monocytogenes 2 atau strip 8 tabung yang dibutuhkan.

1.2 Letakkan Tabung Reagen Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria monocytogenes 2 di rak yang kosong.
1.3 Jangan sampai mengguncang pelet reagen di bagian bawah tabung.

2. Pilih 1tabung Kontrol Reagen Neogen lalu letakkan di rak.

3. Untuk menghindari kontaminasi silang, buka tutup strip Tabung Reagen Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian

10.

Listeria monocytogenes 2 satu demi satu dan gunakan ujung pipet baru untuk setiap tahap pemindahan.

Pindahkan lisat ke Tabung Reagen Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria monocytogenes 2 dan tabung
Kontrol Reagen Neogen sebagaimana dijelaskan di bawah ini:

Pindahkan setiap sampel lisat ke setiap Tabung Reagen Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria

monocytogenes 2 terlebih dahulu, diikuti dengan NC. Basahi tabung Kontrol Reagen Neogen paling akhir.
ytog g g g gen paling

Gunakan Alat Penutup/Pembuka Deteksi Molekuler Neogen® - Reagen untuk membuka Tabung Reagen Deteksi
Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria monocytogenes 2 strip demi strip. Buang penutup.

51 Pindahkan 20 pL Sampel lisat dari % atas cairan (hindari pengendapan) dalam Tabung Larutan Lisis Neogen
ke dalam Tabung Reagen Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria monocytogenes 2 terkait.
Semprotkan dengan kemiringan tertentu sehingga tidak mengganggu pelet. Campurkan dengan cara menyedot
dan menyemprotkan perlahan-lahan sebanyak 5 kali.

5.2 Ulangi langkah 5.1 sampai setiap Sampel lisat telah ditambahkan ke Tabung Reagen Deteksi Molekuler Neogen
untuk Pengujian Listeria monocytogenes 2 dalam strip.

5.3 Tutup Tabung Reagen Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria monocytogenes 2 dengan tutup
tambahan yang tersedia dan gunakan sisi bulat pada Alat Penutup/Pembuka Deteksi Molekuler Neogen - Reagen
untuk memberikan tekanan dengan bergerak maju-mundur guna memastikan bahwa tutup sudah terpasang rapat.

5.4 Ulangi langkah 5.1 hingga 5.3 sesuai kebutuhan, sesuai jumlah sampel yang akan diuiji.

5.5 Setelah semua sampel lisat dipindahkan, ulangi langkah 5.1 untuk memindahkan 20 pL lisat NC ke dalam Tabung
Reagen Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria monocytogenes 2.

5.6 Pindahkan 20 pL lisat NC ke dalam tabung Kontrol Reagen Neogen. Semprotkan dengan kemiringan tertentu
sehingga tidak mengganggu pelet. Campurkan dengan cara menyedot dan menyemprotkan perlahan-lahan
sebanyak 5 kali.

. Masukkan tabung tertutup ke dalam Baki Pemuat Kecepatan Deteksi Molekuler Neogen yang bersih dan yang telah

didekontaminasi. Tutup dan segel tutup Baki Pemuat Kecepatan Deteksi Molekuler Neogen.

20 L

Periksa dan konfirmasi proses yang telah dikonfigurasi di Perangkat Lunak Sistem Deteksi Molekuler Neogen.

Klik tombol Start di perangkat lunak dan pilih instrumen yang akan digunakan. Tutup instrumen yang dipilih akan
membuka secara otomatis.

Masukkan Baki Pemuat Kecepatan Deteksi Molekuler Neogen ke Instrumen Deteksi Molekuler Neogen dan tutup
dengan rapat untuk memulai pengujian. Hasilnya akan ditampilkan setelah 75 menit, meskipun hasil positif dapat
terdeteksi lebih cepat.

Setelah pengujian selesai, keluarkan Baki Pemuat Kecepatan Deteksi Molekuler Neogen dari Instrumen Deteksi
Molekuler Neogen dan buang tabung dengan merendamnya ke dalam larutan pemutih rumah tangga 1-5% (v:v dalam
air) atau larutan sejenisnya selama 1jam dan jauhkan dari area persiapan pengujian.

10
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PERHATIAN: Untuk meminimalkan risiko munculnya hasil positif palsu karena kontaminasi silang, jangan membuka
tabung reagen yang berisi DNA hasil amplifikasi. Ini termasuk Tabung Reagen Deteksi Molekuler Neogen untuk
Pengujian Listeria monocytogenes 2, tabung Kontrol Reagen Neogen, dan tabung Kontrol Matriks. Buang tabung reagen
yang tersegel dengan merendamnya ke dalam larutan pemutih rumah tangga 1-5% (v:v dalam air) atau larutan sejenisnya
selama 1jam dan jauhkan dari tempat persiapan pengujian.

Hasil dan Interpretasi

Terdapat suatu algoritme yang menginterpretasikan kurva keluaran cahaya yang dihasilkan dari deteksi amplifikasi asam
nukleat. Hasil dianalisis secara otomatis oleh perangkat lunak dan diberi kode warna berdasarkan hasil tersebut. Hasil
yang Positif atau Negatif ditentukan dari analisis sejumlah parameter kurva khusus. Hasil yang dianggap positif dilaporkan
secara aktual sedangkan hasil Negatif dan Perlu Pemeriksaan akan ditampilkan setelah pengujian selesai.

Sampel yang dianggap positif harus dikonfirmasi sesuai dengan standar prosedur pengoperasian laboratorium atau dengan
mematuhi konfirmasi metode rujukan yang sesuai® 23, dimulai dengan pemindahan dari pengayaan primer ke larutan/
media cair pengayaan sekunder (jika tersedia), dilanjutkan dengan pengusapan dan konfirmasi isolat menggunakan metode
biokimia dan serologi yang sesuai.

CATATAN: Sampel yang negatif tidak akan memberikan hasil pembacaan nihil karena sistem dan reagen amplifikasi
Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria monocytogenes 2 memiliki pembacaan unit cahaya relatif (RLU)
“latar belakang”.

Meskipun jarang terjadi, jika output cahaya tidak normal, algoritme akan memberi label “Perlu Pemeriksaan”.

Neogen menyarankan pengguna mengulang pengujian untuk sampel yang berstatus Perlu Pemeriksaan. Jika hasil tetap
menunjukkan label Perlu Pemeriksaan, lanjutkan ke pengujian konfirmasi menggunakan metode yang Anda pilih atau
sebagaimana ditentukan oleh peraturan setempat.

Tabel 5: Simbol hasil untuk sampel dan interpretasi sebagaimana disediakan oleh Perangkat Lunak Sistem Deteksi
Molekuler Neogen.

Tipe Bagus | Simbol Hasil Bagus Hasil Interpretasi
Sampel ‘ Positif Sampel dianggap positif mengandung patogen target.
Sampel ‘ Negatif Sampel negatif mengandung patogen target.
Matriks sampel menghambat pengujian. Mungkin diperlukan
Sampel @ Dihambat | pengujian ulang. Lihat bagian pemecahan masalah dan Petunjuk
Produk kit pengujian untuk informasi selengkapnya.
Ada atau tidaknya patogen target tidak dapat ditentukan. Mungkin
Perlu . .. . .
Sampel . diperlukan pengujian ulang. Lihat bagian pemecahan masalah dan
Pemeriksaan . . 2. 2 .
Petunjuk Produk kit pengujian untuk informasi selengkapnya.
Tidak ada bioluminesensi yang terdeteksi. Mungkin diperlukan
Sampel @ Kesalahan | pengujian ulang. Lihat bagian pemecahan masalah dan Petunjuk

Produk kit pengujian untuk informasi selengkapnya.

Konfirmasi Hasil Sesuai dengan Metode Bersertifikasi NF VALIDATION
Opsi 1: Menggunakan standar 1ISO 11290® yang dimulai dari pengayaan Demi-Fraser

Opsi 2: Mengisolasi agar PALCAM atau agar kromogenik (O&A) yang membentuk bagian dari metode bersertifikat
NF VALIDATION untuk pendeteksian Listeria monocytogenes. Kehadiran koloni khas cukup untuk memastikan keberadaan
Listeria monocytogenes.

Opsi 3: Menggunakan probe asam nukleat sebagaimana dijelaskan dalam standar EN ISO 7218® yang dilakukan pada
koloni terisolasi dari agar tertentu (lihat Opsi 1 atau 2).

Opsi 4: Menggunakan metode bersertifikasi NF VALIDATION lainnya, yang prinsipnya harus berbeda dari Deteksi
Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria monocytogenes 2. Protokol lengkap yang dijelaskan untuk metode tervalidasi
kedua harus dipakai. Semua langkah sebelum konfirmasi dimulai harus sama pada kedua metode.

Dalam hal terjadi hasil yang tidak sesuai (dianggap positif oleh metode alternatif, yang tidak dikonfirmasi oleh salah satu
cara yang diuraikan di atas), laboratorium harus mengikuti langkah-langkah yang diperlukan untuk memastikan keabsahan
hasil yang diperoleh.

Dalam hal terjadi hasil yang tidak sesuai (dianggap positif dengan Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria
monocytogenes 2, yang tidak dikonfirmasi oleh salah satu cara yang diuraikan di atas, laboratorium harus mengikuti
langkah-langkah yang diperlukan untuk memastikan keabsahan hasil yang diperoleh.

Apabila Anda memiliki pertanyaan yang spesifik tentang penerapan atau prosedur, silakan kunjungi situs web kami di
www.neogen.com atau hubungi perwakilan atau distributor Neogen setempat.

11
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Apendiks A. Interupsi Protokol: Penyimpanan dan pengujian ulang lisat yang dipanaskan.
1. Untuk menyimpan lisat yang dipanaskan, tutup kembali tabung lisis dengan penutup bersih (lihat bagian “Lisis”, 4.5).

Simpan pada suhu 4 hingga 8°C sampai 72 jam.
Siapkan sampel yang disimpan untuk amplifikasi dengan membalik 2-3 kali agar tercampur.
Lepas penutup tabung.

a pAab

Letakkan tabung lisat campuran pada Sisipan Blok Pemanas Deteksi Molekuler Neogen dan panaskan pada suhu
100 = 1°C selama 5 = 1 menit.

6. Keluarkan rak berisi tabung Larutan Lisis Neogen dari blok pemanasan dan biarkan hingga dingin dalam Sisipan Blok
Pendingin Deteksi Molekuler Neogen selama 5 sampai 10 menit.

7. Lanjutkan protokol pada bagian 'Amplifikasi' yang dijelaskan di atas.
Referensi:

1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analysis Manual. Chapter 10: Detection and Enumeration of Listeria
monocytogenes in Foods. January 2016 Version.

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 8.08. Isolation and Identification of
Listeria monocytogenes from Red Meat, Poultry and Egg Products, and Environmental Samples.
Effective Date: May 1, 2013.

3. NF EN ISO 11290-1. Microbiology of Food and Animal Feeding Stuffs — Horizontal Method for the Detection and
Enumeration of Listeria monocytogenes. Amendment 1, 2004-10-15.

4. NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.
5. NF EN ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General rules for microbiological examination.

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

7. NF EN ISO 18593. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal methods for sampling techniques from
surfaces using contact plates and swabs.

8. NF EN ISO 6887. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension and
decimal dilutions for microbiological examination.

Penjelasan Simbol Label Produk
info.neogen.com/symbols
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