Product Instructions

ENEOGENE MDA2SAL96

= &N Molecular Detection Assay 2 - Salmonella

= Kit de détection moléculaire Salmonella version 2
= Molekulare Detektion 2 - Salmonellen Nachweis
= (& Ensayo de Deteccién Molecular 2 para Salmonella
= Ensaio para Deteccao Molecular de Salmonella 2
= Molekularny test do wykrywania 2 - Salmonella
= PFERETYE12- YILELRTER

= @ WITTRESFIENS 2 - 2 TR (Simplified)
= @ ganadaudaoa TmuaareauTana 2

= Molecular Detection Assay 2 - &/ Z/zf

Salmonella



@ (English) ﬁ Eﬁ
Issue Date: 2026-02

K NEOGEN
Product Instructions

Neogen® Molecular Detection Assay 2 - Salmonella

Product Description and Intended Use
The Neogen’ Molecular Detection Assay 2 - Salmonella is used with the Neogen® Molecular Detection System for the rapid and specific
detection of Salmonella in enriched food, feed and food process 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 - Salmonella is intended for use in a laboratory environment by professionals trained in
laboratory techniques. Neogen has not documented the use of this product in industries other than food or beverage. For example,
Neogen has not documented this product for testing pharmaceutical, cosmetics, clinical or veterinary samples. The Neogen
Molecular Detection Assay 2 - Salmonella has not been evaluated with all possible food products, food processes, testing protocols or
with all possible strains of bacteria.

As with all test methods, the source, formulation and quality of enrichment medium can influence the results. Factors such as
sampling methods, testing protocols, sample preparation, 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 - Salmonella with Buffered Peptone Water (BPW) ISO as enrichment
broth.

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

Table 1. Neogen Molecular Detection Assay Kit components

Item Identification Quantity Contents Comments
Neogen’ Lysis Pink solution 96 580 uL of LS per tube Racked and ready
Solution (LS) in clear tubes (12 strips of 8 tubes) to use
Neogen® Molecular Detection Green tubes 96 Lyophilized specific Ready to use
Assay 2 - Salmonella Reagent (12 strips of 8 tubes) amplification and
Tubes detection mix
Extra caps Green caps 96 Ready to use
(12 strips of 8 caps)
Neogen’ Reagent Clear flip-top tubes 16 Lyophilized control Ready to use
Control (RC) (2 pouches of DNA, amplification and
8 individual tubes) detection mix

The Negative Control (NC), not provided in the kit, is a sterile enrichment medium, e.g., BPW I1SO. Do not use water as a NC.

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 - Salmonella. Retain the safety instructions for future reference.

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

NOTICE: Indicates a potentially hazardous situation which, if not avoided, could result in property damage.
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Do not use the Neogen Molecular Detection Assay 2 - Salmonella in the diagnosis of conditions in humans or animals.

The user must train its personnel in current proper testing techniques: for example, Good Laboratory Practices!?,
1SO 7218:2024", or CDC Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories (BMBL)®.

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

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

+ Store the Neogen Molecular Detection Assay 2 - Salmonella as indicated on the package and in the product instructions.

+ Always use the Neogen Molecular Detection Assay 2 - Salmonella by the expiration date.

+ Usethe Neogen Molecular Detection Assay 2 - Salmonella with food, feed and food process environmental samples that have
been validated internally or by a third party.

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

+ Foran 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 L of the neutralizing buffer enrichment into the
Neogen Lysis Solution tubes. Neogen® Sample Handling Products which include neutralizing buffer with aryl sulfonate complex:
700002040 | RS96010NB, 700002011 | RS9604NB 700002003 | SSL10NB, 700002004 | SSL1ONB2G, 700002213 | HS10NB, and
700002002 | HS10NB2G.

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

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

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

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

+ Dispose of enriched samples according to current local, regional, and national regulations.

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

To reduce the risks associated with environmental contamination:
+ Follow local, regional, and national regulations for disposal requirements.

To reduce the risks associated with exposure to hot liquids:

+ Do not exceed the recommended temperature setting on heater.

« Do not exceed the recommended heating time.

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

NOTICE

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

+ Change gloves prior to reagent pellet hydration.

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

+ Usea new pipette tip for each sample transfer.

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

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

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

+ Never open reagent tubes post amplification.

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

+ Never autoclave reagent tubes post amplification.

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.
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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, laboratory technique and the sample itself 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.

Itis 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 fitness for purpose of the method during implementation, Neogen has developed the Neogen
Molecular Detection Matrix Control kit (also called an amplification controlin ISO 24914:2026("). Use the Matrix Control to assess
matrix interference with the results of the Neogen Molecular Detection Assay 2 - Salmonella during validation and verification. Follow
the 1SO 16140-3:2021® standard and / or your organization’s quality assurance program to determine the representative number of
samples required when verifying the method performance and defining the scope of its application in your laboratory. Routine use
of the Neogen Molecular Detection Matrix Control is not required once the method has been verified and the laboratory scope of
application is established. Follow your organization’s quality assurance program to determine on a case-by-case basis the need for
the Neogen Molecular Detection Matrix Control and its frequency of use during routine testing.

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 versus pasteurized; fresh
versus dried, etc.

Limitation of Warranties / Limited Remedy

EXCEPT AS EXPRESSLY STATED IN A LIMITED WARRANTY SECTION OF INDIVIDUAL PRODUCT PACKAGING, NEOGEN DISCLAIMS ALL
EXPRESS AND IMPLIED WARRANTIES, INCLUDING BUT NOT LIMITED TO, ANY WARRANTIES OF MERCHANTABILITY OR FITNESS FOR
A PARTICULAR USE. If any Neogen Food Safety Product is defective, Neogen or its authorized distributor will, at its option, replace or
refund the purchase price of the product. These are your exclusive remedies. You must promptly notify Neogen within sixty days of
discovery of any suspected defects in a product and return it to Neogen. 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.

For Neogen’s full terms and conditions, please visit: https://www.neogen.com/en/terms-and-conditions/

Storage and Disposal

Store the Neogen Molecular Detection Assay 2 - Salmonella 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 - Salmonella 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 - Salmonella tubes can
potentially contain pathogenic materials. When testing is complete, follow local, regional, and national regulations 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, reagent tube rack, etc.) with a 1-5% (v:v in
water) household bleach solution or DNA removal solution.

The user should complete the Neogen Molecular Detection System operator qualification training, as described in the “Installation
Qualification (1Q) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen Molecular Detection System” document®,

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

Table 3 for enrichment protocols according to AOAC® Official Method of Analysis** 2016.01 and AOAC® Performance Tested*” Certificate
#091501.

Table 4 for enrichment protocols according to NF VALIDATION certificate 3M 01/16 -11/16.

Sample Enrichment
Tables 2, 3 and 4 present guidance for general enrichment protocols for food, feed 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.

3
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Foods

1. Allow BPW ISO enrichment medium to equilibrate to ambient laboratory temperature or 41.5 + 1°C depending upon matrices
tested. See Tables 2, 3 or 4.

Aseptically combine the enrichment medium and sample.

Homogenize thoroughly by blending, stomaching, or hand mixing for 2 + 0.2 minutes or until all lumps are completely dissolved
and the enrichment suspension is homogeneous™?.
a. Forall meat and highly particulate samples, the use of filter bags is recommended.
b. For matrices which swell in water and are highly viscous (e.g., cereals, starches), it is suggested to make further
dilutions (> 1:10) until viscosity is suitably reduced or add sterile 1% (w/v) alpha-amylase to BPW (ISO)*?.
c. For large sample sizes of milk powder and cereals, add the sample slowly to the liquid with frequent mixing to
avoid clumps.
4. Incubate as outlined in the appropriate protocol table (see Tables 2, 3 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.

WARNING: Should you select to use neutralizing buffer 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
cmx 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 I1SO
18593:2018"° guidelines.

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

1. Pre-warm BPW ISO enrichment medium to 41.5 + 1°C depending upon matrices tested. See Tables 2,3 or 4.

2. Aseptically combine the enrichment medium and sample according to Table 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 as outlined in the appropriate
protocol table. See Table 2,3 or 4.

Sampling Device

1. For cloth- follow FSIS guidance outlined in the Cloth Sample Collection Method to Replace N60 Excision Sampling for Beef
Manufacturing Trimming and Bench Trim*¥, by sampling the matrix with the cloth for 90's, 45 s per side.

2. For mitt- follow the guidance as outlined in USDA Agricultural Research Service No Objection Letter™ by prewetting the mitt with
25 mL of nBPW, and scrub the matrix for 15 s on one side. Flip the mitt over and scrub for additional 15 s. Fold the mittin half
and half again and place it in the sample bag.

Allow BPW ISO enrichment medium to equilibrate to 41.5 +1°C.
Aseptically combine the enrichment medium and sample, ensuring the sampling device is submerged.

Mix by hand or stomach all samples for at least 30 seconds. Ensure the sampling device is pushed to the bottom of the bag,
submerged in growth media and incubate as outlined in the appropriate protocol table (see Table 2 or 3).
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. Enrichment . Sample
Sample Matrix Sample Size Enrlc‘l';:'llsnmteBroth Temperature ﬁ::?h'::::) Analysis
(x1°C) Volume (pL)®
Protocol 1
Processed food products (exg!udlpg egg 25 225 mL BPW 1SO 37 18-26 20
powders, and products specified in the
other protocols)®
Protocol 2
Raw and unprocgssed foods, 250 225 mL BPW ISO 415 18-26 20
egg powders, animal feed, and (pre-warmed)
environmental samples®
Protocol 3
Powdered dairy products (includes infant 25¢g 225 mL BPW ISO 37 20-26 20
formula, soy based infant formula)
Protocol 4 225 mL of sterile
Cocoa based products (powder, 100 g/L non-fat dry
chocolates, confectionaries, etc.) 25¢g milk with 0.002% 37 24-30 20
brilliant green
dye(@e
Protocol 5 235 mL2XBPW ISO
Other including: spices, aromatic herbs, with 0.5% K,SO3
concentrates, instant teas and coffees, 25g +240 mL of sterile 37 24-30 10
bouillon cubes 100 g/L non-fat dry
milk@en

Protocol 6
Walnuts or nut mixes containing
walnuts (this protocol is appropriate for 225 mL of sterile
other nuts including pecans, almonds, 25¢g 100 g/L non-fat dry 37 18-24 20
pistachios, cashews, chestnuts, milk@
macadamia nuts, Brazil nuts, soy nuts
and peanuts)
Protocol 7 1 pair-2 225 mL 2X BPW
Boot socks boots Noll 31 20-26 10
Protocol 8 225 mL 2X BPW ISO
Boot socks (with high concentration of (after enrichment
calcium) 1 pair-2 transfer LmLto 9 i

boots | mLBPWISO or 100 37 20-26 10

pL to 9.9 mL BPW
1SO)D

Protocol 9
Sampling device (raw beef trim, 1clothor 200 mL BPW ISO 415 10-24 20
raw poultry parts, raw poultry carcass, 1 mitt (pre-warmed) )
raw pork trim)

—

a) Volume of sample transferred to Lysis Solution tubes. Refer to step 4.7 of Lysis section.

(b) Examples of products to be tested with Protocol 1: ready to use meals, deli salads, custard.

—
sl

Batavia).

(d) Non-fat UHT milk can be substituted for non-fat dry milk.

Examples of products to be tested with Protocol 2: raw meats, frozen vegetables, all cheeses, fermented milk, raw salad (lettuce,

(e) 0.45 mL of 1% aqueous brilliant green dye solution per 225 mL non-fat milk, resulting in a final concentration of 0.002% (0.02 g/L)

brilliant green dye.

(f) To prepare sterile non-fat dry milk, suspend 100 g dehydrated non-fat dry milk in 1 L of distilled or purified water. Swirl until
dissolved. Autoclave for 15 minutes at 121°C. Store at 2-30°C*%,

(g) 5gof KySO3 per 1000 mL BPW ISO, resulting in a final concentration of 0.5% K,SOs.
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(h) 240 mL 100 g/L sterile non-fat dry milk must be added to sterilized 235 mL 2X BPW ISO with 0.5% K,SOs.
(i) Prepared at double strength.

(j) When the boot swabs are with high concentration of calcium a 1:10 or 1:100 dilution from the enriched media is required: transfer
1 mL of the enriched media to 9 mL BPW ISO (1:10 dilution) or 100 pL to 9.9 mL BPW ISO (1:100 dilution).

If using an optional secondary enrichment step, e.g. Rappaport Vassiliadis Medium, it is required to perform a 1:2 dilution (1 part sample
enrichment into 1 part sterile enrichment broth) or simply transfer 10 pL of the secondary enrichment to the Neogen Lysis Solution
tubes. If using Tetrathionate (TT) Broth, transfer 20 pL of the secondary enrichment to the Neogen Lysis Solution tubes, and do not vortex
TT enrichment or pipette from the bottom of enrichment tube to avoid transfer of any precipitate.

Specific Instructions for Validated Methods
AOAC’ Official Methods of Analysis" 2016.01
AOAC’ Performance Tested*¥ Certificate #091501

. PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 091501

In AOAC Research Institute OMA®™ and PTM®" programs, the Neogen Molecular Detection Assay 2 - Salmonella was found to be an
effective method for the detection of Salmonella. The matrices tested in the study are shown in Table 3.

Table 3. Enrichment protocols according to AOAC OMASM 2016.01 and AOAC PTM® Certificate #091501. Volume of sample transferred
to Neogen Lysis Solution tubes is 20 uL, except for boot socks®.

. Enrichment . .
Sample Matrix Sample Size Al e Temperature A il
Volume (#1°C) (hours)
225 mL BPWISO
25¢g
(pre-warmed)
Raw ground beef 415 10-24
975 mL BPW ISO
325¢g
(pre-warmed)
25g 225 mL BPWISO 415 10-24
(pre-warmed)
Raw ground chicken
325¢g 975 ML BPW IS0 415 14-24
(pre-warmed)
Cooked breaded chicken 325g 2,925 mL BPW ISO 37 18-24
25g 225 mL BPW ISO
Dry dog food 37 18-24
375¢g 1,500 mL BPW ISO

Black pepper, Raw whole shrimp,
Raw bagged spinach, Pasteurized 25¢g 225 mL BPW ISO 37 18-24
processed American cheese

30 mL BPWISO

Chicken carcass rinse 30mL 415 18-24
(pre-warmed)
; 50 mL BPW ISO
Chicken carcass sponge 1sponge (pre-warmed) 415 18-24
Instant non-fat dry milk 25¢ 225 mL BPW ISO 37 20-24
Cocoa powder 25¢g 225 mL BPW ISO 37 24-28
Pasteurized liquid whole egg 100 mL 900 mL BPW ISO 37 18-24
Spent sprout irrigation water 375mL 3,375 mL BPW ISO 37 18-24
25¢g 225 mL BPW ISO
Creamy peanut butter 37 18-24
375¢g 3,375 mL BPW ISO
Dried cannabis flower,
dried hemp flower® 10g 90 BPW-ISO 41.5 28-32
Boot socks® 1 pair - 2 boots 225 mL 2X BPW ISO © 37 20-26
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225 mL 2X BPW ISO
N . after enrichment
E?(c:);lf:ci)ucrﬁ(g\)lmh high concentration 1 pair -2 boots transfer I mLto 9 mL 37 20-26
BPW ISO or 100 uL to
9.9mLBPWISO) 9
Sampll.ng device (raw beef trim, raw 1 cloth® 200 mL BPW ISO 415 10-24
pork trim) (pre-warmed)
Sampling device (raw poultry parts, 1 mitt © 200 mL BPW ISO 415 10-24
raw poultry carcass) (pre-warmed)
Sealed concrete 1sponge 225mL BPWISO 415 18-24

= (pre-warmed)

[

GE) Stainless steel 1swab 10 mL BPWISO 41.5 18-24

c (pre-warmed)

o

g | Sealed ceramic tile 1sponge S0 mL BPWISO 415 18-24

| (pre-warmed)

Enrichment Seconda CEELETR Secondar
. . Enrichment Enrichment . ry Enrichment . y
Sample Matrix | Sample Size Temperature . Enrichment Enrichment
Broth Volume o Time (hours) . Temperature .
(x1°C) Medium (mL) (£1°C) Time (hours)
Raw shrimp, 225 mL BPW R-V R10: 0.1 mL
head on e ISO 37 18-24 into 10 mL@ 415 424

(a) Transfer 10 L of enriched sample to Lysis Solution tubes. Refer to step 4.7 of Lysis section.

(b) Dried cannabis flower (>0.3% THC) and dried hemp flower (<0.3%THC)

(c) Prepared at double strength.

(d) When the boot swabs are with high concentration of calcium a 1:10 or 1:100 dilution from the enriched media is required: transfer
1 mL of the enriched media to 9 mL BPW ISO (1:10 dilution) or 100 pL to 9.9 mL BPW ISO (1:100 dilution).

(e) Pre-moisten with 25 mL of nBPW

NF VALIDATION by AFNOR Certification

(RUFICATION

EN ISO 16140

3M01/16-11/16
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 1ISO 16140-2:2016*? in comparison to 1ISO 6579:2017¢),

Scope of the validation: All human food products, production environmental samples (including primary production samples), pet
food and animal feed, by performing validation assays on a broad range of foods.

Sample preparation: Samples should be prepared according to EN ISO 6579:2017® and EN ISO 6887%3,
Software version: See certificate.



Table 4. Enrichment protocols according to NF VALIDATION certified method 3M 01/16 -11/16.

@ (English) ﬁ ﬁ

. Enrichment : Sample
; Enrichment Enrichment ;
Protocol Sample size broth volume temperature Time (hours) Analysis
(+1°C) Volume (uL)®
Protocol 1:
« Broad range processed food
products, (excluding egg powder,
processed fruits and vegetables
and products specified in the other 25g 225 mL BPW ISO 37 18-26 20
protocols)
« Allfish and raw seafood products
« Petfood and animal feed
« Primary production (non-fecal)
Protocol 2:
« Broad range of raw and unprocessed
food (excluding raw fish and raw
seafood, and products specified in .
the other protocols) 250gr ci;tv\;vt;pe 225 mé.g)vrve |;V Oa rmed 41.5 18-26 20
+ Eggpowders
« Allfruits and vegetables
« Food production environment
samples
Protocol 3:
. Powdered dairy products 25¢g 225 mL BPW ISO 37 20-26 20
Protocol 4: 225 mL non-fat UHT
« Cocoa based products containing milk
more than 20% cocoa ) +0.002% Brilliant 37 24-30 20
green
Protocol 5: 235 mL 2 x BPW
« Spices, aromatic herbs, ISO +
concentrates, teas, coffees, culinary 25g K2S03 0.5% + 240 37 24-30 10
preparation mL of non-fat UHT
milk
Protocol 6: 225 mL pre-warmed
« Raw meat 258 BPW ISO 415 10-24 20
Protocol 7: 1 boot sock 100 mL
« Primary production (fecal) Tetrathionate broth
37 22-24 20
25 225 mL
J Tetrathionate broth
Protocol 8:
« Infant formula, infant cereals, dairy 375 re-v?é?r?w[endLBPW 37 20-26 20
powders without probiotics® g P SO
Protocol 9: 3375mL
« Infant formula, infant cereals, dairy pre-warmed BPW
powders with probiotics® 315¢ ISO +vancomycin 37 20-26 20
(10 mg/L)

(@) Volume of sample transferred to Lysis Solution tubes. Refer to Step 4.7 of Lysis section.

(b) For large sample sizes of powders and cereals, add the sample slowly to the liquid with frequent mixing to

avoid clumps.
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NOTES:

« Samples larger than 25 g have not been tested except in protocol 8 and 9 in the NF VALIDATION study.

« The short protocols of detection are sensitive to conditions of incubation. It is required to follow the conditions of temperature
indicated in the technical specification. User must verify that pre-warming of the enrichment broth reaches the temperature
required prior to incubation. The time of preparation of the samples, delay between the end of the step of pre-warming of
the enrichment broth and the beginning of the step of incubation of the food sample, should not exceed 45 minutes. Using a
ventilated incubator for incubation is recommended.

o For transfer of sample from Tetrathionate (TT) Broth enrichments to Neogen Lysis Tube, do not vortex TT enrichment or
pipette from the bottom of enrichment tube to avoid transfer of any precipitate. Transferring of precipitate can lead to
invalid results.

« The recommended protocol interruption points are after enrichment or after sample lysis. Enrichment broth or sample lysate
can be stored at 2-8°C for up to 72 hours. After removing the enrichment broth from storage, resume testing from Step 1 in
the Lysis section. After removing the sample lysate from storage, resume testing from Step 8 in the Lysis section.

Preparation of the Neogen® Molecular Detection Speed Loader Tray

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

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

3. Useadisposable towel to wipe the Neogen Molecular Detection Speed Loader Tray dry.

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

Two Neogen Molecular Detection Heat/Chill Block Inserts are required for this procedure. Both inserts are the same product
(700000145) but are used for different functions.

For clarity within the procedure, the insert used for the heating step will be referred to as the Molecular Detection Heat Block Insert,
and the insert used for the cooling step will be referred to as the Molecular Detection Chill Block Insert. These designations are used
only to distinguish their roles and do not indicate separate products.

Preparation of the Neogen® Molecular Detection Chill Block Insert

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

Preparation of the Neogen® Molecular Detection Heat Block Insert

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

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

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

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

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

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

.

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

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

Remove the enriched sample from the incubator.
One Neogen Lysis Solution tube is required for each sample and the NC sample (sterile enrichment medium).

4.1 Neogen Lysis Solution tube strips can be cut to desired 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 sample to Neogen Lysis Solution tubes as described below:

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

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

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

4.5.1 For processing of retained lysate, see Appendix A.
4.6 Agitate the enrichment bag before collecting the sample from the filtered side when working with viscous samples.

4.7 Transfer 20 pL of sample into a Neogen Lysis Solution tube unless otherwise indicated in the protocol table (example
protocol 5 and secondary enrichment in RVS or when using environmental samples with neutralizing buffer).

Repeat step 4.4 to 4.7 until each individual sample has been added to a corresponding Neogen Lysis Solution tube in the strip.

When all samples have been transferred, transfer 20 pL of NC (sterile enrichment medium e.g. BPW) 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.

10
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Heating step: 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.

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

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

20-25°C

—
D D 000500

Amplification

1.

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

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

1.2 Place Neogen Reagent Tubes in an empty rack.

1.3 Avoid disturbing the reagent pellets from the bottom of the tubes.

Select one Reagent Control tube and place in rack.

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

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

Transfer each sample lysate into individual Reagent tubes first followed by the NC. Hydrate the Neogen Reagent Control tube
last.

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

5.1 Transfer 20 pL of sample lysate from the upper 1/2 of the liquid (avoid precipitate) in the Neogen Lysis Solution tube
into corresponding Neogen Molecular Detection Assay 2 - Salmonella 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 -
Salmonella Reagent Tube in the strip.

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

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

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

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.

11
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Review and confirm the configured run in the Neogen Molecular Detection System Software.
Click the Start button in the software and select instrument for use. The selected instrument’s lid automatically opens.

Place the Neogen Molecular Detection Speed Loader Tray into the Neogen Molecular Detection Instrument and close the lid to
start the assay. Results are provided within 60 minutes, although positives may be detected sooner.

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

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

Results and Interpretation

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

Presumptive positive samples should be confirmed as per the laboratory standard operating procedures or by following the appropriate
reference method confirmation®22), beginning with transfer from the primary enrichment to secondary enrichment broth(s), 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 - Salmonella
amplification reagents have a “background” relative light unit (RLU) reading.

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

Table 5. Symbols and info for various software results.

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.
Sample Inhibited* The sample matr'lx was inhibitory to the assay. A re-
test may be required.
Samole Inspect The presence or absence of the target pathogen was
P P indeterminate. A re-test may be required.
. No bioluminescence was detected. A re-test may be
Sample Error .
required.

*Refer to the run report for additional details on the results. If needed, contact your local Neogen representative for troubleshooting assistance.
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Confirmation of Results According to the NF VALIDATION Certified Method

In the context of the NF VALIDATION, all samples identified as positive by the Neogen Molecular Detection Assay 2 - Salmonella must
be confirmed by one of the following tests:

Option 1: Using the ISO 6579® standard starting from the buffered peptone water® enrichment.

Option 2: Implementing a confirmation method consisting of the following: Transfer 0.1 mL of the BPW ISO® enrichment or Tetra
Thionate broth enrichments (primary production samples) into 10 mL of RVS broth. Incubate for 24 + 3 hours at 41.5°C. Streak onto
Xylose Lysine Deoxycholate (XLD)® agar or onto a chromogenic agar specific for Salmonella. Perform a latex agglutination using Oxoid
Salmonella latex test directly on isolated colonies.

Option 3: Using nucleic acid probes as described in the EN ISO 7218:2024" standard, performed on isolated colonies, from XLD or
chromogenic agar (see Options 1 or 2). This test must not be performed using the Neogen Molecular Detection Assay 2 - Salmonella.

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

In the event of discordant results (presumptive positive with the Neogen Molecular Detection Assay 2 - Salmonella, non-confirmed by
one of the means described above, and in particular for the latex agglutination test), 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

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

o v~ w N

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

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

13
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K NEOGEN

Instructions relatives au produit
Kit de détection moléculaire Salmonella Neogen® version 2

Description et utilisation du produit

Le Kit de détection moléculaire Salmonella Neogen® version 2 est utilisé avec le systeme de détection moléculaire Neogen® pour la
détection rapide et spécifique apres enrichissement de Salmonella dans des échantillons d’aliments, d’aliments pour animaux et
d’échantillons environnementaux de transformation des aliments, apres enrichissement.

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 avec une grande spécificité et sensibilité, associée a la bioluminescence pour
détecter lamplification. Les résultats présumés positifs sont visibles en temps réel, tandis que les résultats négatifs sont affichés a

la fin de l'analyse. Les résultats présumés positifs doivent étre confirmés par la méthode de votre choix ou en utilisant une méthode
conforme aux réglementations localest2?,

Le Kit de détection moléculaire Salmonella 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 l'utilisation de ce produit dans des secteurs autres que l'alimentaire et
les boissons. Par exemple, Neogen n’a pas étudié ce produit dans le cadre de tests sur des échantillons de produits pharmaceutiques,
cosmétiques, cliniques ou vétérinaires. Le Kit de détection moléculaire Salmonella Neogen version 2 n’a pas été évalué en utilisant
tous les produits et processus de transformation alimentaire, tous les protocoles de test ou toutes les souches bactériennes
possibles.

Comme avec toutes les méthodes de test, la source, la formulation et la qualité du milieu d’enrichissement peuvent influencer
les résultats. Des facteurs tels que les méthodes d’échantillonnage, les protocoles de test, la préparation des échantillons, la
manipulation et les techniques de laboratoires peuvent également influencer les résultats. Neogen recommande d’évaluer la
méthode, notamment le milieu d’enrichissement, dans ’environnement de l'utilisateur a l'aide d’un nombre d’échantillons suffisant
et avec des charges alimentaires et microbiennes déterminés pour répondre aux critéres de l'utilisateur.

Neogen a évalué le Kit de détection moléculaire Salmonella Neogen version 2 en utilisant de 'eau peptonnée tamponnée (BPW) ISO
comme bouillon d’enrichissement.

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

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

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

Elément Identification Quantité Table des matiéres Commentaires
Solution de lyse (LS) Neogen® Solution rose en 96 580 uL de LS par tube Placé sur portoir et
tubes transparents (12 barrettes prét a ’emploi
de 8 tubes)
Tubes de réactif du Kit Tubes verts 9 Mélange spécifique Préts a 'emploi
de détection moléculaire (12 barrettes lyophilisé pour
Salmonella Neogen® version 2 de 8 tubes) Uamplification et
la détection
Bouchons supplémentaires Bouchons verts 96 Préts a 'lemploi
(12 barrettes
de 8 bouchons)
Controle de réactif Neogen® (RC) | Tubes « Flip-Top » 16 DNA témoin lyophilisé, Préts a 'lemploi
transparents (2 poches de 8 tubes mélange pour
individuels) amplification et la
détection

Le témoin négatif (NC), non fourni dans le kit, est un milieu d’enrichissement stérile, par exemple BPW I1SO. Ne pas utiliser d’eau
comme NC.
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Sécurité

L'utilisateur doit lire, comprendre et suivre toutes les informations de sécurité mentionnées dans les instructions relatives au systeme
de détection moléculaire Neogen et au Kit de détection moléculaire Salmonella Neogen version 2. Conserver ces consignes de
sécurité pour référence ultérieure.

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

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

/N AVERTISSEMENT

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

Lutilisateur doit former son personnel aux techniques de test actuelles appropriées : par exemple, Good Laboratory
Practices, 1SO 7218:2024" ou Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories (BMBL) du CDC®.

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

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

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

+ Toujours utiliser le Kit de détection moléculaire Salmonella Neogen version 2 avant la date de péremption.

« Utiliser le Kit de détection moléculaire Salmonella Neogen version 2 avec les échantillons d’aliments, d’aliments pour animaux et
des échantillons environnementaux de transformation alimentaire qui ont été validés en interne ou par une tierce partie.

+ Nutiliser le Kit de détection moléculaire Salmonella Neogen version 2 qu’avec des surfaces, des désinfectants, des protocoles et
des souches bactériennes validés en interne ou par une tierce partie.

« Encas 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 l'analyse (1 volume d’échantillon pour 1 volume de bouillon). Une autre
option consiste a transférer 10 L de I'enrichissement du tampon neutralisant dans les tubes de solution de lyse Neogen.
Produits Neogen® pour la manipulation des échantillons comprenant un tampon neutralisant avec complexe de sulfonate
d’aryle : 700002040 | RS96010NB, 700002011 | RS9604NB, 700002003 | SSL10NB, 700002004 | SSL10NB2G, 700002213 | HS10NB
et 700002002 | HS10NB2G.

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

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

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

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

« Eliminer les échantillons enrichis conformément aux réglementations locales, régionales et nationales en vigueur.

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

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

Pour réduire les risques associés a la contamination environnementale :
+ Respecter les réglementations locales, régionales et nationales en matiére de mise au rebut.

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

« Ne pas dépasser le parametre de température recommandé sur le dispositif de chauffe.

« Ne pas dépasser le temps de chauffe recommandé.

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

AVIS

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

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

+ Utiliser de préférence des pipettes de qualité biologie moléculaire, stériles et munies d’embouts a filtre.
« Utiliser une nouvelle pipette pour chaque transfert d’échantillon.
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« Utiliser les bonnes pratiques de laboratoire pour transférer ’échantillon de ’enrichissement vers le tube de lyse.
Pour éviter toute contamination des pipettes, l'utilisateur peut choisir d’ajouter une étape de transfert intermédiaire.
Par exemple, l'utilisateur peut transférer chaque échantillon enrichi dans un tube stérile.

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

Afin de réduire les risques associés a un faux positif :

+ Nejamais ouvrir les tubes de réactifs apres "amplification.

+ Toujours éliminer les tubes contaminés en les faisant tremper dans une solution d’eau de Javel a 1-5 % (v:v dans l’eau) pendant
1 heure. Effectuer cette procédure a distance de la zone de préparation de l'analyse.

« Nejamais 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 l'adresse
www.neogen.com ou contacter votre représentant ou distributeur Neogen local.

Responsabilité de Uutilisateur
Ilincombe aux utilisateurs de prendre connaissance des instructions et des informations relatives au produit. Consulter notre site
www.neogen.com pour obtenir davantage d’informations ou contacter votre représentant ou distributeur Neogen.

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

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

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

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

Afin d’aider les clients a évaluer 'adéquation de la méthode a 'usage prévu lors de sa mise en ceuvre, Neogen a développé

le kit Contrdle de matrice pour détection moléculaire Neogen (également appelé « controle d’amplification » dans la norme

ISO 24914:2026). Utiliser le controle de matrice pour évaluer linterférence de la matrice avec les résultats du test de détection
moléculaire Salmonella Neogen version 2 lors de la validation et de la vérification. Respecter la norme 1SO 16140-3:2021® et/ou le
programme d’assurance qualité de votre établissement afin de déterminer le nombre représentatif d’échantillons requis au moment
de la vérification des performances de la méthode et de la définition de son champ d’application au sein de votre laboratoire.
Lutilisation systématique du contrdle matriciel de détection moléculaire Neogen n’est pas requise une fois que la méthode a été
vérifiée et que le champ d’application du laboratoire a été établi. Suivre le programme d’assurance qualité de votre établissement afin
de déterminer au cas par cas la nécessité du controle matriciel de détection moléculaire Neogen et sa fréquence d’utilisation lors des
tests de routine.

Une matrice peut étre définie comme un type de produit présentant des propriétés intrinséques, telles que sa composition et son
procédé de fabrication. Les différences entre les matrices peuvent étre aussi simples que les effets causés par les différences de
traitement ou de présentation, par exemple, cru ou pasteurisé, frais ou séché, etc.

Limitations de garanties/Limites de recours

SAUF SI EXPRESSEMENT ETABLI DANS LA SECTION DE GARANTIE LIMITEE D’UN EMBALLAGE DE PRODUIT INDIVIDUEL, NEOGEN
RENONCE A TOUTE GARANTIE EXPLICITE ET IMPLICITE, Y COMPRIS, MAIS SANS S’Y LIMITER, TOUTE GARANTIE DE COMMERCIALISATION
OU D’ADAPTATION POUR UN USAGE SPECIFIQUE. En cas de défaut de tout produit Neogen Sécurité Alimentaire, Neogen ou son
distributeur agréé s’engage, a son entiére discrétion, au remplacement ou au remboursement du prix d’achat du produit. Il s’agit de vos
recours exclusifs. Tout défaut supposé du produit devra étre notifié a Neogen dans un délai de soixante jours et le produit renvoyé au
fournisseur. 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 maniere, la responsabilité de Neogen ne sera engagée au-dela du prix d’achat du produit prétendu défectueux.

Pour consulter l'intégralité des conditions générales de Neogen, veuillez vous rendre sur :
https://www.neogen.com/en/terms-and-conditions/

Stockage et mise au rebut
Conserver le Kit de détection moléculaire Salmonella Neogen version 2 a une température comprise entre 2 et 8 °C. Ne pas congeler.
Conserver a l'abri de la lumiére. Une fois le kit ouvert, vérifier que le sachet en aluminium est intact. Si ce sachet est endommagé, ne
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pas utiliser le kit. Apres ouverture, les tubes de réactif non utilisés doivent toujours étre conservés dans le sachet refermable, en laissant
lagent déshydratant a l'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 Salmonella Neogen version 2 aprés la date de péremption. La date de péremption et le
numéro de lot sont inscrits sur l'étiquette extérieure de la boite. Aprés utilisation, il est possible que les tubes de milieu d’enrichissement
et du Kit de détection moléculaire Salmonella Neogen version 2 contiennent des éléments pathogénes. Une fois les analyses terminées,
respecter les réglementations locales, régionales et nationales relatives a l'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.

Désinfecter régulierement les paillasses et le matériel de laboratoire (pipettes, outils d’ouverture/de fermeture, portoirs a tubes de
réactif, etc.) a l'aide d’une solution d’eau de Javel a 1-5 % (v/v) ou d’une solution d’élimination de ’ADN.

Lutilisateur doit suivre la formation de qualification de Uopérateur du systéeme de détection moléculaire Neogen, comme décrit dans
le document intitulé « Protocoles et instructions relatifs a la qualification d’installation (1Q)/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 ’AOAC’ Official Method of Analysis*™ 2016.01 et TAOAC’ Performance
Tested™ Certificat n® 091501.

Voir le tableau 4 pour les protocoles d’enrichissement selon la méthode de certification NF VALIDATION 3M 01/16-11/16.

Enrichissement de ’échantillon

Les tableaux 2, 3 et 4 fournissent des indications pour les protocoles généraux d’enrichissement des échantillons d’aliments,
d’aliments pour animaux et environnementaux.

Ilincombe a l'utilisateur de valider des protocoles d’échantillonnage ou des rapports de dilution alternatifs pour garantir que cette
méthode d’analyse est conforme a ses criteres.

Aliments
1. Laisser le milieu d’enrichissement BPW ISO s’équilibrer a la température ambiante du laboratoire ou a 41,5 + 1 °C selon les
matrices testées. Voir les tableaux 2, 3 ou 4.

Mélanger de maniere aseptique le milieu d’enrichissement et ’échantillon.

Homogénéiser soigneusement par homogénéisation mécanique, homogénéisation péristaltique ou mélange manuel pendant
2+0,2 minutes ou jusqu’a dissolution compléte des agrégats et homogénéité de la suspension d’enrichissement*?).

a. Pourtous les échantillons de viande et a forte teneur en particules, il est recommandé d’utiliser des sacs avec filtre.

b. Pour les matrices qui gonflent dans l'eau et trés visqueuses (p. ex., les céréales, les féculents), il est suggéré de
procéder a des dilutions supplémentaires (> 1:10) jusqu’a réduction convenable de la viscosité ou d’ajouter de
l'alpha-amylase stérile a 1 % (w/v) a la BPW (1SO)®2,

c. Pour les échantillons de lait en poudre et de céréales de grande taille, ajouter lentement ’échantillon au liquide
en mélangeant fréquemment pour éviter les grumeaux.

4. Incuber comme précisé sur le tableau du protocole approprié (voir les tableaux 2, 3 ou 4).
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 apres ’échantillonnage.

AVERTISSEMENT : si vous choisissez d’utiliser un tampon neutralisant contenant un complexe de sulfonate d’aryle comme
solution hydratante pour 'éponge, il sera nécessaire d’effectuer une dilution de 1:2 (1 volume d’échantillon pour 1 volume de
bouillon d’enrichissement stérile) avant 'analyse, afin de réduire les risques associés aux résultats faux négatifs pouvant libérer
du produit contaminé. Une autre option consiste a transférer 10 uL de l'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 pathogene sur 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 a 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 18593:201819),
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Ilincombe a 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.

1. Préchauffer le milieu d’enrichissement BPW ISO a 41,5 + 1 °C selon les matrices testées. Voir les tableaux 2, 3 ou 4.

2. Mélanger de maniére aseptique le milieu d’enrichissement et I'’échantillon conformément aux tableaux 2, 3 ou 4. Pour tous les
échantillons de viande et les échantillons tres granuleux, l'utilisation de sacs filtrants est recommandée.

3. Homogénéiser soigneusement par homogénéisation mécanique, homogénéisation péristaltique ou mélange manuel pendant
2 +0,2 minutes. Incuber comme indiqué dans le tableau du protocole correspondant. Voir les tableaux 2, 3 ou 4.

Dispositif d’échantillonnage

1. Pour la chiffonnette de prélevement : suivre les recommandations du FSIS décrites dans le document Cloth Sample Collection
Method to Replace N60 Excision Sampling for Beef Manufacturing Trimming and Bench Trim®*¥, en frottant la matrice avec la

chiffonnette pendant 90 secondes, soit 45 secondes de chaque c6té.

2. Pour le gant de préléevement : suivre les consignes décrites dans la lettre de non-objection de IAgricultural Research Service (ARS)
de 'USDA® en humidifiant préalablement le gant avec 25 mL de nBPW, puis frotter la matrice pendant 15 secondes sur un coté.
Retourner le gant et frotter pendant 15 autres secondes. Plier le gant en deux, puis encore en deux, et le placer dans la poche

d’échantillonnage.

Laisser le milieu d’enrichissement BPW ISO s’équilibrera 41,5+ 1 °C.

Combiner de maniere aseptique le milieu d’enrichissement et ’échantillon, en veillant a ce que le dispositif de prélevement soit

immergé.

5. Mélanger a la main ou au malaxeur tous les échantillons pendant au moins 30 secondes. S’assurer que le dispositif de
prélevement soit poussé au fond de la poche, immergé dans le milieu de culture, puis incuber comme indiqué dans le tableau de
protocole approprié (voir le tableau 2 ou le tableau 3).

Tableau 2. Protocoles d’enrichissement généraux.

et café instantanés, bouillon
en cube

écrémé en poudre
stérile a 100 g/L&h

Taille de Volume Température Durée Volume
Matrice de ’échantillon Péchantillon du bouillon d’enrichissement | d’enrichissement | d’échantillon
d’enrichissement (£1°C) (h) d’analyse (uL)®
Protocole 1
Produits alimentaires
transformés (a ’'exception des 225mLde
poudres d’ceuf et des produits ¢ BPW ISO 37 18-26 20
spécifiés dans d’autres
protocoles)®
Protocole 2
s s
: ©5, P 25g BPW ISO 41,5 18-26 20
d’ceufs, aliments pour , ,
. P . (préchauffée)
animaux et échantillons
environnementaux®©
Protocole 3
Produits laitiers en poudre
(dont le lait maternisé et le 25¢g 225mL de 37 20-26 20
. - BPW ISO
lait maternisé a base
de soja)
Protocole 4 225 mL de lait
Produits a base de cacao écrémé en poudre
(en poudre, chocolats, stérile a 100 g/L i
confiseries, etc.) 258 avec 0,002 % 37 24-30 20
de coloration
vert vif@ef
Protocole 5 235 mL 2X BPW ISO
Autres, dont : épices, herbes avec 0,5 % K;S03
aromatiques, concentrés, thé 25g +240 mL de lait 37 24-30 10
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Protocole 6

Noix ou mélanges de fruits
a coque contenant des noix
(ce protocole s’applique
aux autres fruits a coque, y
compris aux noix de pécan,
amandes, pistaches, noix
de cajou, chataignes, noix
macadamia, noix du Brésil,
graine de soja et cacahuete)

225 mL de lait
25¢g écrémé en poudre 37 18-24 20
stérile a 100 g/L

Protocole 7 1 paire- 225 mL 2X BPW
Chaussettes de préléevement | 2 chaussettes el 37 20-26 10
Protocole 8 225 mL 2X BPW
Chaussettes de prélevement ISO (apres
(a forte concentration en 1 paire - enrichissement,
calcium) 5 chgussettes transférer 1 mL 37 20-26 10
dans 9 mL BPW
ISO ou 100 pL dans
9,9 mL BPW ISO)
Protocole 9
Dispositif d’échantillonnage
(parures de beeuf cru, 1 chiffonnette | 200 mL de BPW ISO 415 10-24 20
morceaux de volaille crus, ou 1gant (préchauffé) ’

carcasses de volaille crues,
parures de porc cru)

(@) Volume d’échantillon transféré dans les tubes de solution de lyse. Consulter ’étape 4.7 de la section Lyse.
(b) Exemples de produits a tester avec le protocole 1 : repas préparés, salades préparées, créme patissiére.

(c) Exemplesde produits a tester avec le protocole 2 : viandes crues, légumes surgelés, tous les fromages, lait fermenté, salade crue
(laitue, batavia).

(d) Le lait écrémé UHT peut remplacer le lait écrémé en poudre.

(e) 0,45 mL de coloration aqueuse vert vif a 1 % pour 225 mL de lait écrémé, pour obtenir une concentration de 0,002 % (0,02 g/L) de
coloration vert vif.

(f) Pour préparer le lait écrémé en poudre stérile, réaliser une suspension de 100 g de lait écrémé en poudre déshydraté dans 1 L d’eau
distillée ou purifiée. Agiter jusqu’a dissolution. Passer a 'autoclave pendant 15 minutes a 121 °C. Conserver entre 2 et 30 °C%%,

g) 5gde K;SO3 pour 1000 mL de BPW ISO, pour obtenir une concentration finale de 0,5 % K;SOs.
h) 240 mL de lait écrémé en poudre stérile a 100 g/L ajouté a 235 mL 2X de BPW ISO stérilisée avec 0,5 % K>SOs.
Préparé a double concentration.

)

j) Quand les chaussettes de prélévement présentent une forte concentration en calcium, une dilution au 1:10 ou au 1:100 du
milieu enrichi est nécessaire : transférer 1mL du milieu enrichi dans 9 mL de BPW ISO (dilution au 1:10) ou 100 pL dans 9,9 mL
de BPW ISO (dilution au1:100).

Si une deuxieme étape d’enrichissement facultative est utilisée, par exemple du milieu Rappaport Vassiliadis, il est nécessaire
d’effectuer une dilution 1:2 (1 volume d’enrichissement de I’échantillon dans 1 volume de bouillon d’enrichissement stérile)

ou de transférer simplement 10 uL de U’enrichissement secondaire dans les tubes de solution de lyse Neogen. Si du bouillon de
tétrathionate (TT) est utilisé, transférer 20 uL de enrichissement secondaire dans des tubes de solution de lyse Neogen et ne pas
passer au vortex enrichissement TT et ne pas pipeter au fond du tube d’enrichissement pour éviter de transférer le précipitat.

Instructions spécifiques pour méthodes validées
AOAC’ Official Methods of Analysis¥ 2016.01
AOAC’ Performance Tested*¥ certificat n°091501

. PERFORMANCE TESTED

RESEARCH INSTITUTE

LICENSE NUMBER 091501

Dans les programmes OMAS" et PTM* de l'Institut de recherche de ’AOAC, il a été démontré que le Kit de détection moléculaire
Salmonella Neogen version 2 était une méthode efficace de détection de Salmonella. Les matrices testées au cours de I'étude sont
répertoriées dans le tableau 3.



(Frangais) ﬁ H

Tableau 3. Protocoles d’enrichissement selon ’étude OMAS™ 2016.01 de ’AOAC et le certificat PTMS" de PAOAC n°® 091501. Le volume
d’échantillon transféré dans les tubes de solution de lyse Neogen est de 20 pL.

(a forte concentration en calcium)®

9mL de BPWISO ou
100 uL dans 9,9 mL
de BPW ISO)d

Taille de Volume Température Durée
Matrice de ’échantillon Péchantillon du bouillon d’enrichissement d’enrichissement
d’enrichissement (x1°C) (h)
225mL de
25¢ BPW ISO
(préchauffée)
Boeuf cru haché 41,5 10-24
975mL de
325g BPW SO
(préchauffée)
225 mL de
25g BPW ISO 41,5 10-24
) (préchauffée)
Poulet cru haché
975mL de
325¢g BPW ISO 415 14-24
(préchauffée)
.. 2925 mLde
Poulet pané cuit 325g BPW ISO 37 18-24
225mL de
258 BPW ISO
Aliments secs pour chien 37 18-24
375 1500 mL de
& BPW ISO
Poivre noir, crevette entiere crue, 225 mL de
épinard cru en sachet, fromage 25¢g 37 18-24
P p . . BPW ISO
américain transformé pasteurisé
Rincage de carcasse de poulet 30mL 30 ml_lde BPW IS0 415 18-24
(préchauffée)
Eponge passée sur une carcasse de 1éponge 50 mI_,de Bva ISO 415 18-24
poulet (préchauffée)
e . . 225mL de
Lait écrémé en poudre instantané 25¢g BPW ISO 37 20-24
225 mL de
Poudre de cacao 25¢g BPW ISO 37 24-28
T . 900 mL de
Euf entier liquide pasteurisé 100 mL BPW ISO 37 18-24
e e 3375mLde
Eau d’irrigation de chou utilisé 375mL BPW ISO 37 18-24
225 mL de
¢ BPW ISO
Beurre de cacahuéte crémeux 37 18-24
375 3375mLde
& BPW ISO
Fleur de cgnn/al:?llj)s séchée, fleur de 10g 90 BPW-ISO 415 28-32
chanvre séchée
Chaussettes de prélévement® 1 paire - 2 chaussettes | 225 mL 2X BPW ISO®© 37 20-26
225 mL 2X BPW ISO
(apreés enrichissement,
Chaussettes de prélevement 1 paire - 2 chaussettes transférer 1 mL dans 37 20-26
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Dispositif d’échantillonnage (parures 1 chiffonnette® 200 mL,de Bva ISO 415 10-24
de boeuf cru, parures de porc cru) (préchauffé)
Dispositif d echa.ntlllonnage “ 200 mL de BPW 1SO
(parures de volaille crues, 1 gant . p 41,5 10-24
. (préchauffé)
carcasses de volaille crues)
225mL de

— Béton verni 1 éponge BPW ISO 415 18-24

2 (préchauffée)

(V]

£ 10 mL de BPW ISO

s L i

2 Acier inoxydable 1 tampon (préchauffée) 415 18-24

o

2 | carreau de céramique verni 1 éponge >0 mL,de BPW IS0 41,5 18-24

i (préchauffée)

Volume du a = - Température T
Matrice de Taille de bouillon ’Terppe.rature . D“'f“. , .M|l'|eu de Penrichisse- !)un:ee d’en
o . > o N d’enrichissement | d’enrichis- | d’enrichissement richissement
l’échantillon | ’échantillon | d’enrichisse- o . ment secon- .
(x1°C) sement (h) | secondaire (mL) . o secondaire (h)
ment daire (+1 °C)
Crevette crue
’ 225 mL de R-VR10:0,1 mL
[:\égtce 25¢g BPW ISO 37 18-24 dans 10 mL® 41,5 4-24

a) Transférer 10 uL d’échantillon enrichi dans des tubes de solution de lyse. Consulter I'étape 4.7 de la section Lyse.
b) Fleur de cannabis séchée (> 0,3 % THC) et fleur de chanvre séchée (< 0,3 % THC)
c) Préparé a double concentration.

)

d) Quand les chaussettes de prélévement présentent une forte concentration en calcium, une dilution au 1:10 ou au 1:100 du milieu
enrichi est nécessaire : transférer 1mL du milieu enrichi dans 9 mL de BPW ISO (dilution au 1:10) ou 100 puL dans 9,9 mL de BPW ISO
(dilution au1:100).

(e) Préhumidifier avec 25 mL de nBPW
METHODE CERTIFIEE PAR AFNOR CERTIFICATION

(
(
(
(

e““ﬂCATION

EN ISO 16140

i 3M01/16-11/16
METHODES ALTERNATIVES D’ANALYSE POUR LAGROALIMENTAIRE
http://nf-validation.afnor.org/en

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

Méthode certifiée NF VALIDATION conformément a la norme 1SO 16140-2:2016"2 par rapport a la norme 1SO 6579:20179.

Portée de la validation : tous les produits alimentaires destinés aux humains, les échantillons environnementaux de production
(dont les échantillons de production primaire), les aliments pour animaux domestiques et d’élevage, par dosage de validation sur de
nombreux aliments.

Préparation des échantillons : Préparer les échantillons conformément aux normes EN 1SO 6579:2017® et EN I1SO 68871,

Version de logiciel : voir le certificat.
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Tableau 4. Protocoles d’enrichissement selon la méthode de certification NF VALIDATION 3M 01/16-11/16.

. Volume Température Durée ’Volum.e
Taille de 5 Ny Ny d’échantillon
Protocole 02 5 du bouillon d’enrichissement | d’enrichissement X
l’échantillon e ] o d’analyse
d’enrichissement (+1°C) (h) (L)@
Protocole1:
«  Nombreux produits
alimentaires transformés
(a Pexception de la poudre
d’ceuf, des fruits et légumes
transformés et des produits
;‘r‘;'t‘l‘égfe‘g’”s les autres 25g 225 mL de BPW SO 37 18-26 20
« Tous les produits de poisson
et de fruits de mer crus
« Aliments pour animaux
domestiques et d’élevage
« Production primaire
(non fécale)
Protocole 2:
«  Nombreuxaliments crus et
non transformés
(a 'exception des poissons
crus et des fruits de mer crus, 255 ou
et des produits indiqués dans . 225 mL de BPW ISO
les autres protocoles) 1 i' ?agsqttisu préchauffée 45,5 18-26 20
« Poudre d’ceuf P
+  Tous les fruits et legumes
« Echantillons
environnementaux de la
production alimentaire
Protocole 3:
« Produits laitiers en poudre 25¢g 225 mL de BPW ISO 37 20-26 20
Protocole 4: 225 mL de lait
« Produits a base de cacao écrémé UHT
contenant plus de 20 % ¢ +0,002 % de 37 24-30 20
de cacao vert vif
Protocole 5: 235 mL de2x BPW
« Epices, herbes aromatiques, ISO
concentrés, thés, cafés, 25¢g +K2503 0,5 % + 240 37 24-30 10
préparations culinaires mL de lait écrémé
UHT
Protocole 6 : 256 225mL de BPWISO 415 10-24 20
« Viande crue préchauffée
Protocole 7: 1 pédisac 100 mL en bouillon
« Production primaire (fécale) P de tétrathionate
37 22-24 20
25 225 mL de bouillon
& de tétrathionate
Protocole 8:
« Préparations pour
nourrissons, céréales pour 375¢g ?ggs %tﬁsu%fzvg 37 20-26 20
nourrissons, lait en poudre P
sans probiotiques®
Protocole 9: 3375 mL de BPW
« Préparations pour nourrissons, ISO préchauffée + i
céréales pour nourrissons, lait 35¢ vancomycine 37 20-26 20
en poudre avec probiotiques® (10 mg/L)
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(@) Volume d’échantillon transféré dans les tubes de solution de lyse. Consulter ’étape 4.7 de la section Lyse.

(b) Pour les échantillons de poudres et de céréales de plus grande taille, ajouter lentement I'’échantillon au liquide en mélangeant
fréqguemment pour éviter les grumeaux.

REMARQUES :

« Leséchantillons supérieurs a 25 g n'ont pas été analysés dans le cadre de I'’étude NF VALIDATION sauf dans le protocole 8 et 9.

« Les protocoles de détection courts sont sensibles aux conditions d’incubation. Il est nécessaire de suivre les conditions
de température indiquées dans les caractéristiques techniques. L'utilisateur doit vérifier que le préchauffage du bouillon
d’enrichissement atteint la température requise avant 'incubation. La durée de préparation des échantillons, le délai entre la
fin de 'étape de préchauffage du bouillon d’enrichissement et le début de [’étape d’incubation de 'échantillon alimentaire ne
doivent pas dépasser 45 minutes. Il est recommandé d’utiliser un incubateur ventilé durant l'incubation.

o Pour transférer ’échantillon des enrichissements du bouillon de tétrathionate (TT) vers des tubes de lyse Neogen, ne
passer pas au vortex l’enrichissement TT et ne pas pipeter au fond du tube d’enrichissement pour éviter de transférer le
précipitat. Le transfert du précipitat peut entrainer des résultats non valides.

« Les points d’interruption du protocole recommandés se situent aprés ’enrichissement ou apres la lyse de l'échantillon. Le
bouillon d’enrichissement ou le lysat de ’échantillon peut étre conservé a une température comprise entre 2 et 8 °C pendant
une durée maximale de 72 heures. Aprées avoir retiré le bouillon d’enrichissement de son lieu de conservation, reprendre
l’'analyse a partir de ’étape 1 de la section Lyse. Aprés avoir retiré le lysat de I'’échantillon de son lieu de conservation, reprendre
l'analyse a partir de 'étape 8 de la section Lyse.

Préparation du plateau de chargement rapide pour systéeme de détection moléculaire Neogen’

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

2. Rincer le plateau de chargement rapide pour systeme de détection moléculaire Neogen a l’eau.

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

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

Deux supports de bloc chauffant/refroidissant pour systeme de détection moléculaire Neogen sont nécessaires pour cette procédure.
Les deux supports correspondent a un méme produit (700000145), mais sont utilisés pour des usages différents.

Pour faciliter la compréhension de la procédure, le support utilisé pour ’étape de chauffage sera appelé « support de bloc chauffant
pour systeme de détection moléculaire », et celui utilisé pour I'étape de refroidissement « support de bloc refroidissant pour systéme
de détection moléculaire ». Ces désignations ont pour seul but de distinguer leurs usages et n’indiquent pas des produits distincts.

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

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

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

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

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

Préparation de linstrument de détection moléculaire Neogen’

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

Mettre l'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 systeme de détection moléculaire Neogen.

REMARQUE : l'instrument de détection moléculaire Neogen doit étre prét avant '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 l'instrument. Lorsque U'instrument
est prét pour l'analyse, la barre d’état passe au VERT.
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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 systeme de détection moléculaire Neogen.

N O

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

Retourner les tubes fermés pour mélanger. Passer a ’étape suivante dans les 4 heures suivant l'inversion.

Retirer 'échantillon enrichi de l'incubateur.

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

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

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.

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.

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

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

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

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

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

Agiter la poche d’enrichissement avant de recueillir 'échantillon a partir du c6té filtré lors du travail avec des échantillons
visqueux.

Transférer 20 uL d’échantillon dans un tube de solution de lyse Neogen, sauf indication contraire dans le tableau du
protocole (exemple : protocole 5 et enrichissement secondaire dans de la RVS ou, lors de ['utilisation d’échantillons
environnementaux, avec du tampon neutralisant).

5. Répéter les étapes 4.4 et 4.7 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. BPW) 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.
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Etape de chauffage : Placer le portoir non couvert de tubes de solution de lyse Neogen dans le support de bloc chauffant pour
systeme de détection moléculaire Neogen et chauffer pendant 15 + 1 minutes. Lors du chauffage, la solution de lyse Neogen
passera de rose (froide) a jaune (chaude).

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

Etape de refroidissement : 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. Utilisé a température ambiante, le support de bloc refroidissant pour systeme de détection moléculaire Neogen doit
étre posé directement sur le plan de travail du laboratoire. En refroidissant, la solution de lyse Neogen reprendra une couleur rose.

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

20-25°C

—)
D D 00.05:00

Amplification

1

US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 5: Salmonella., Section C-24.
November 2018 Version.

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

1.2 Placer les tubes de réactif Neogen dans un portoir vide.
1.3 Eviter d’agiter les pastilles réactives se trouvant au fond des tubes.
Sélectionner un tube de controle de réactif et le placer dans le portoir.

Pour éviter toute contamination croisée, ouvrir une barrette de tubes de réactif a la fois et utiliser un nouvel embout de pipette
pour chaque étape de transfert.

Transférer chaque lysat dans un tube de réactif du Kit de détection moléculaire Salmonella Neogen version 2 et dans un tube de
contr6le Neogen comme décrit ci-dessous :

Transférer chaque lysat d’échantillon dans des tubes de réactif individuels en premier, puis dans le NC. Hydrater le tube de
controle de réactif Neogen en dernier.

Ouvrir les tubes de réactif du Kit de détection moléculaire Salmonella Neogen version 2 un a un a l’aide de loutil d’ouverture/
fermeture pour systeme de détection moléculaire Neogen® - Réactif. Jeter le bouchon.

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

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

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

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

5.5 Lorsque tous les lysats d’échantillons ont été transférés, répéter les étapes 5.1 et 5.3 afin de transférer 20 uL de lysat de NC
dans un tube de réactif du Kit de détection moléculaire Salmonella 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 agiter les
pastilles. Mélanger en effectuant 5 cycles d’aspiration/de refoulement avec la pipette.

12



(Frangais) ﬁ H

6. Charger les tubes recouverts d’'un bouchon dans un plateau de chargement rapide pour systeme de détection moléculaire

Neogen propre et décontaminé. Fermer et verrouiller le couvercle du plateau de chargement rapide pour systéme de détection
moléculaire Neogen.

20 L

7. Vérifier et confirmer la configuration de 'analyse dans le logiciel du systeme de détection moléculaire Neogen.

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

9. Placer le plateau de chargement rapide pour systéme de détection moléculaire Neogen dans l'instrument de détection

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

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

Résultats et interprétation

Un algorithme interprete le signal lumineux et la courbe de résultats provenant de la détection de l'amplification de l'acide nucléique.
Les résultats sont automatiquement analysés par le logiciel et sont codés par couleur en fonction du résultat. Un résultat positif

ou négatif est déterminé par 'analyse d’un nombre de parametres 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 commengant par effectuer un transfert du premier bouillon d’enrichissement vers
le ou les bouillons d’enrichissement secondaires, puis en effectuant la mise en culture et la confirmation des isolats a l'aide des
méthodes biochimiques et sérologiques appropriées.

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

13
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Dans le cas peu probable d’un résultat lumineux inhabituel, I'algorithme considérera ’échantillon comme « A vérifier ».

Neogen recommande a l'utilisateur de recommencer l’'analyse 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 reglementations locales.

Tableau 5. Symboles et informations relatifs aux différents résultats du logiciel.

Typ? Symbole du.resultat du Résultat Interprétation
de puits puits
Echantillon ‘ Positif L'échantillon est présumé positif pour le pathogéne cible.
Echantillon ‘ Négatif L'échantillon est négatif pour le pathogene cible.
. . Sy La matrice de l’échantillon est inhibitrice pour le test. Un
Echantillon Inhibé ~ p .
second test peut étre nécessaire.
. . . La présence ou l'absence du pathogéne cible est indéterminée.
Echantillon Inspection ~ . .
Un second test peut étre nécessaire.
. . Aucune bioluminescence n’a été détectée. Un second test peut
Echantillon Erreur ~ P .
étre nécessaire.

*Consulter le rapport d’analyse pour plus de détails sur les résultats. Au besoin, contacter le représentant Neogen local pour une
assistance au dépannage.

Confirmation des résultats selon la méthode de certification NF VALIDATION

Dans le cadre de la NF VALIDATION, tous les échantillons identifiés comme positifs par le Kit de détection moléculaire Salmonella
Neogen version 2 doivent étre confirmés par I'un des tests suivants :

Option 1: utilisation de la norme ISO 6579® en commencant par ’enrichissement en eau peptonée tamponnée®.

Option 2 : mise en place d’une méthode de confirmation consistant a effectuer les étapes suivantes : transférer 0,1 mL de
l’enrichissement en BPW ISO® ou l’enrichissement en bouillon au tétrathionate (échantillons de production primaires) dans 10 mL
de bouillon RVS. Incuber pendant 24 + 3 heures a 41,5 °C. Etaler en série sur de la gélose Xylose-Lysine-Désoxycholate (XLD)® ou
sur de la gélose chromogéne spécifique a Salmonella. Effectuer une agglutination au latex a l'aide de I’Oxoid Salmonella Latex Test
directement sur des colonies isolées.

Option 3 : Utilisation de sondes d’acide nucléique tel que décrit dans la norme EN I1SO 7218:2024%), 3 partir de colonies isolées
sur gélose XLD ou gélose chromogénique (voir les options 1 ou 2). Ce test ne doit pas étre effectué a l'aide du Kit de détection
moléculaire Salmonella Neogen version 2.

Option 4 : utilisation de n’importe quelle autre méthode de certification NF VALIDATION, dont le principe doit étre différent du
Kit de détection moléculaire Salmonella Neogen version 2. Il convient d’utiliser I'intégralité du protocole décrit pour cette seconde
méthode de validation. Toutes les étapes précédant le début de la confirmation doivent étre communes aux deux méthodes.

En cas de résultats contradictoires (positif présumé avec le kit de détection moléculaire Salmonella Neogen version 2, non confirmé
par 'un des moyens décrits ci-dessus, et en particulier pour le test d’agglutination au latex), 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 l'adresse
www.neogen.com ou contacter votre représentant ou distributeur Neogen local.
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Annexe A. Interruption du protocole : Stockage et nouveau test des lysats soumis a un

traitement thermique
1. Pour conserver un lysat soumis a un traitement thermique, refermer le tube de lyse avec un bouchon propre
(voir la section 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.
Ouvrir les tubes.

o r wbn

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 systeme 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. USFood and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 5: Salmonella., Section C-24.
November 2018 Version.

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 4.10. Isolation and identification of Salmonella
from meat, poultry, pasteurized egg, and siluriformes (fish) products and carcass and environmental sponges. Effective Date: 2
January 2019.

3. IS0 6579-1:2017. Microbiology of the food chain - Horizontal method for the detection, enumeration and serotyping of
Salmonella - Part 1: Detection of Salmonella spp.

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

5. 1SO 7218:2024. Microbiology of food and animal feeding stuffs - General requirements and guidance for microbiological
examinations.

CDC Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories (BMLB) 6th Edition. Effective Date: 29 August 2025

ISO 24914:2026 Microbiology of the food chain — Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) for the detection of
microorganisms and associated genetic markers — General requirements and definitions. International Standard Organization
(1S0O), Geneva, Switzerland. www.iso.org

8. 1S0 16140-3:2021 Microbiology of the food chain — Method validation Part 3: Protocol for the verification of reference methods
and validated alternative methods in a single laboratory

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

10. ISO 18593:2018. Microbiology of the food chain - Horizontal methods for surface sampling.

11. US Food and Drug Administration - Bacteriological Analytical Manual, Medium M111: Nonfat Dry Milk (Reconstituted). January
2011.

12. 1SO 16140-2:2016. Microbiology of the food chain - part 2: Protocol for the validation of alternative (proprietary) methods against
a reference method.

13. ISO 6887 (all parts). Microbiology of food and animal feeding stuffs - Preparation of test samples, initial suspension and decimal
dilutions for microbiological examination

14. Cloth Sample Collection Method to Replace N60 Excision Sampling for Beef Manufacturing Trimmings and Bench Trim | Food
Safety and Inspection Service https://www.fsis.usda.gov/policy/fsis-notice/05-23

15. USDA/FSIS Letter of No Objection (NOL) for the MicroTally® Mitt food surface sampler. https://microtally.com/wp-content/
uploads/2025/01/Poultry-Mitt-NOL.pdf

Explication des symboles
info.neogen.com/symbols

15



Neogen Food Safety

Neogen Corporation
620 Lesher Place
Lansing, M1 48912 USA
Neogen.com

Neogen Europe Ltd.
The Dairy School
Auchincruive

Ayr, KA6 5HU
Scotland, UK

Neogen Ireland, Ltd.
Bray Business Park, Bray
Co. Wicklow

A98YV29, Ireland

© Neogen Corporation 2026. All rights reserved.

Neogen is a trademark of Neogen Corporation.

iNE[]GEN All other trademarks are the property of their respective companies.
© 2026, Neogen. Tous droits réservés.

Neogen est une marque de commerce de Neogen.

Neogen Corporation Toutes les autres marques de
620 Lesher Place Lansing, MI 48912 USA commerce appartiennent a leur propriétaire respectif.
www.neogen.com FS00869B



(Deutsch) ﬁ Eﬁ
Erscheinungsdatum: 2026-02

K NEOGEN

Gebrauchsanweisungen
Neogen® Molekulare Detektion 2 - Salmonellen Nachweis

Produktbeschreibung und Verwendungszweck

Der Neogen’ Molekulare Detektion 2 - Salmonellen Nachweis wird in Verbindung mit dem Neogen® Molekularen Detektionssystem fir
den schnellen und spezifischen Nachweis von Salmonellen in angereicherten Proben aus

Lebens- und Futtermitteln sowie Umgebungen der Lebensmittelverarbeitung verwendet.

Die Neogen’ Molekularen Detektionsnachweise verwenden die mittels einer ,Loop* initiierte isotherme Amplifikation, um

in Kombination mit Biolumineszenz die Amplifikation von Nukleinsduresequenzen mit hoher Spezifitat, Sensitivitat und
Geschwindigkeit zu bestimmen. Die vorldufig positiven Ergebnisse werden in Echtzeit erstellt, wahrend negative Ergebnisse erst
nach Abschluss des Tests dargestellt werden. Die vorlaufig positiven Ergebnisse miissen mithilfe eines Testverfahrens lhrer Wahl oder
gemal den jeweils geltenden Richtlinien bestatigt werden®23).

Der Neogen Molekulare Detektion 2 - Salmonellen Nachweis ist flir den Gebrauch in Laboren bestimmt und muss von in
Laborverfahren geschultem Fachpersonal angewendet werden. Neogen verfiigt liber keine Daten zur Anwendung dieses Produkts

in anderen Industrien als der Lebensmittel- und Getrankeindustrie. Zum Beispiel verfligt Neogen (iber keine Daten zur Verwendung
dieses Produkts mit Pharmazeutika-, Kosmetika- oder klinischen und tiermedizinischen Proben. Der Neogen Molekulare Detektion

2 - Salmonellen Nachweis wurde nicht fiir alle moglichen Lebensmittelprodukte, Lebensmittelverarbeitungsverfahren, Testprotokolle
oder alle moglichen Bakterienstamme evaluiert.

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

Neogen hat den ,,Neogen Molecular Detection Assay 2 - Salmonella“ unter Verwendung von gepuffertem Peptonwasser (BPW) nach I1SO-
Norm als Anreicherungsmedium evaluiert.

Das Neogen® Molekulare Detektion - Gerat ist flir die Verwendung mit Proben bestimmt, die wahrend der Assay-Lyse
warmebehandelt wurden, wodurch die in der Probe vorhandenen Organismen zerstort werden sollen. Proben, die wahrend der Lyse
nicht ordnungsgemaf’ warmebehandelt wurden, stellen méglicherweise ein biologisches Risiko dar und sollten NICHT in das Neogen
Molekulare Detektion - Gerat eingesetzt werden.

Neogen Food Safety hat fiir die Bereiche Entwicklung und Fertigung die Zertifizierung 1ISO 9001 der Internationalen Organisation fiir
Normung (ISO) erhalten.

Das Testkit fiir den Neogen Molekulare Detektion 2 - Salmonellen Nachweis enthalt 96 Testverfahren, die in Tabelle 1 beschrieben
werden.

Tabelle 1. Komponenten des Neogen Molekularen Detektionsnachweises

Artikel Kennzeichnung Stiickzahl Inhalt Kommentare
Neogen’ Lyselosung (LS) Rosafarbene Losung 96 580 pl LS pro Gefald Abgefiillt und

in transparenten GefaRRen (12 Streifen in gebrauchsfertig

8 GefalRen)
Reagenzgefale fiir den Griine GefaRe 96 Lyophilisierte Gebrauchsfertig
Neogen® Molekulare (12 Streifen in spezifische
Detektion 2 - 8 GefalRen) Amplifikations- und
Salmonellen Nachweis Detektionsmischung
Zusatzliche Kappen Griine Kappen 96 Gebrauchsfertig
(12 Streifen in 8 Kappen)
Neogen’ Durchsichtige GefaRe 16 Lyophilisierte Kontroll- Gebrauchsfertig
Reagenzkontrolle (RC) (2 Beutel mit 8 einzelnen | DNS, Amplifikations-
GefaRen) und Detektionsmatrix

Die Negativkontrolle (NC), nicht im Kit enthalten, ist ein steriles Anreicherungsmedium, z. B. BPW ISO. Als NC kein
Wasser verwenden.

Sicherheit
Der Anwender muss samtliche in der Gebrauchsanleitung des Neogen Molekularen Detektionssystems und des
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Neogen Molekularen Detektion 2 - Salmonellen Nachweises aufgefiihrten Sicherheitshinweise gelesen und verstanden haben.
Bewahren Sie diese Sicherheitshinweise auf, um spéter auf sie zuriickgreifen zu kénnen.

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

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

/A WARNUNG

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

Der Benutzer muss sein Personal in aktuellen ordnungsgemafRen Testtechniken schulen: zum Beispiel gemaRB ,,Gute Laborpraxis“®,
1SO 7218:2024" oder ,,CDC-Leitlinien zur Biosicherheit in mikrobiologischen und biomedizinischen Laboren (BMBL)*“®,

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

kontaminierten Produkts fiihren kdnnen:

+ Befolgen Sie das Protokoll und flihren Sie die Tests genau wie in der Gebrauchsanweisung angegeben durch.

+ Lagern Sie den Neogen Molekularen Detektion 2 - Salmonellen Nachweis wie auf der Packung und in der Gebrauchsanweisung
beschrieben.

+ Verwenden Sie den Neogen Molekulare Detektion 2 - Salmonellen Nachweis stets vor Ablauf des Verfalldatums.

+ Verwenden Sie den Neogen Molekulare Detektion 2 - Salmonellen Nachweis mit Lebensmittel-, Futter- und
Lebensmittelverfahrensproben, die entweder intern oder von einem Dritten evaluiert worden sind.

+ Verwenden Sie den Neogen Molekulare Detektion 2 - Salmonellen Nachweis nur mit Oberflachen, Desinfektionsmitteln,
Protokollen und Bakterienstammen, die intern oder durch Dritte validiert wurden.

« Wenn Sie eine Umgebungsprobe haben, die einen Neutralisationspuffer mit einem Acrylsulfonat-Komplex enthalt, dann miissen
Sie vor dem Testen der Probe eine 1:2 Verdiinnung (1 Teil Probe in 1 Teil steriler Anreicherungsbouillon) vornehmen. Ebenso
konnen Sie 10 ul Anreicherungsmedium mit Neutralisationspuffer in die Neogen LyselosungsgefalRe tibertragen. Neogen®
Probenhandhabungsprodukte einschlieBlich Neutralisationspuffer mit Arylsulfonatkomplex: 700002040 | RS96010NB, 700002011
| RS9604NB 700002003 | SSL10NB, 700002004 | SSL10NB2G, 700002213 | HS10NB, and 700002002 | HS1IONB2G.

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

+ 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.

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

+ Vermeiden Sie nach der Amplifikation den Kontakt mit dem Anreicherungsmedium und den ReagenzgefaRRen.

+ Entsorgen Sie angereicherte Proben gemaR aktueller ortlicher, regionaler und nationaler Vorschriften.

+ Proben, die wahrend der Lyse nicht ordnungsgemaf} warmebehandelt wurden, stellen moglicherweise ein biologisches Risiko dar
und sollten NICHT in das Neogen Molekulare Detektion - Gerat eingesetzt werden.

Zur Verminderung von Kreuzkontaminationsrisiken bei der Vorbereitung des Tests:

+ 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:

Beachten Sie die ortlichen, regionalen und nationalen Vorschriften zur Entsorgung.

Zur Verminderung der Risiken, die mit der Exposition gegeniiber heif3en Fliissigkeiten verbunden sind:

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

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

« 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:

+ Wechseln Sie vor Hydratation des Reagenzpellets die Handschuhe.

+ Eswird empfohlen, sterile, hochreine Pipettenspitzen mit Feuchtigkeitsschutz (Filter) zu verwenden.
« Verwenden Sie fiir jede Probeniibertragung eine neue Pipettenspitze.
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«  Wenden Sie die Grundséatze der Guten Laborpraxis bei der Ubertragung der angereicherten Probe auf das LysegefaR an. Um
eine Kontamination der Pipette zu vermeiden, sollte der Anwender bei der Ubertragung einen Zwischenschritt durchfiihren.
Beispielsweise kann der Anwender jede angereicherte Probe auf ein steriles Gefal} Gibertragen.

+ Sofern moglich, arbeiten Sie an einer molekularbiologischen Arbeitsstation mit Germizidlampe. Desinfizieren Sie die Laborbadnke
und Arbeitsgerate (Pipetten, Cap/Decap-Werkzeuge usw.) regelmafig mit einer 1-5%igen Haushaltsbleichmittellosung (v:vin
Wasser) oder DNS-Entfernungslosung.

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

« Offnen Sie niemals Reagenzréhrchen nach der Amplifikation.

+ Kontaminierte Gefafle immer aus dem Nachweis-Vorbereitungsbereich entfernen, in 1-5%iger (v:v in Wasser)
Haushaltsbleichmittelldsung fiir 1 Stunde einweichen und dann entsorgen.

+ Autoklavieren Sie die Reagenzgefdlle 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 Probennahme, Testprotokoll, Probenaufbereitung,
Handhabung, Labortechnik und die Probe selbst die Ergebnisse beeinflussen konnen.

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

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

Wie bei allen Testmethoden, stellen die mit Produkten von Neogen Food Safety erhaltenen Ergebnisse keine Garantie fiir die Qualitat
der untersuchten Matricen oder Prozesse dar.

Um Kunden dabei zu unterstiitzen, die Eignung der Methode wahrend der Umsetzung zu bewerten, hat Neogen das ,Neogen Molecular
Detection Matrix Control Kit“ entwickelt (in 1ISO 24914:2026 auch als ,,Amplifikationskontrolle " bezeichnet). Verwenden Sie die
Matrixkontrolle, um wahrend der Validierung und Verifizierung die Beeinflussung der Ergebnisse des Neogen Molecular Detection Assay
2 Salmonella durch die Matrix zu bewerten. Befolgen Sie die Norm ISO 16140-3:2021® und/oder das Qualitatssicherungsprogramm lhrer
Organisation, um die reprasentative Anzahl der Proben zu ermitteln, die zur Uberpriifung der Leistungsfahigkeit der Methode und zur
Festlegung ihres Anwendungsbereichs in Ihrem Labor erforderlich ist. Die routineméaRige Verwendung der Neogen Molecular Detection
Matrix Controlist nicht erforderlich, sobald die Methode validiert und der Anwendungsbereich des Labors festgelegt wurde. Befolgen
Sie das Qualitatssicherungsprogramm Ihres Unternehmens, um im Einzelfall zu entscheiden, ob die Neogen Molecular Detection Matrix
Control erforderlich ist und wie oft sie bei Routinetests eingesetzt werden soll.

Eine Matrix kann als eine Produktart mit spezifischen Eigenschaften, z. B. in Bezug auf ihre Zusammensetzung und Verarbeitung,
definiert werden. Unterschiede zwischen Matrices konnen einfache Auswirkungen von Unterschieden in Verarbeitung oder
Prasentation sein, wie roh oder pasteurisiert, frisch oder getrocknet usw.

Haftungsbeschrankungen/Beschrankte Rechtsmittel

AUSSER ES WIRD AUSDRUCKLICH ANDERS IM ABSCHNITT DER HAFTUNGSBESCHRANKUNGEN DER VERPACKUNG DES JEWEILIGEN
PRODUKTS ANGEGEBEN, LEHNT NEOGEN ALLE AUSDRUCKLICHEN UND STILLSCHWEIGENDEN GARANTIEN, EINSCHLIESSLICH,
JEDOCH NICHT BESCHRANKT AUF, DIE GEWAHRLEISTUNG DER MARKTGANGIGKEIT ODER DER EIGNUNG FUR EINEN BESTIMMTEN
ZWECK AB. Sollte sich ein Produkt von Neogen Food Safety als defekt herausstellen, wird es von Neogen oder einem autorisierten
Vertragshandler nach eigenem Ermessen ersetzt oder der Kaufpreis zuriickerstattet. Gewahrleistungsanspriiche bestehen nicht.
Sie sind verpflichtet, Neogen umgehend innerhalb von sechzig Tagen, nachdem die mutmalilichen Defekte am Produkt festgestellt
wurden, darliber zu informieren und das Produkt an Neogen zurlickzusenden. Bei weiteren Fragen wenden Sie sich bitte an den
Neogen-Verkaufsvertreter oder autorisierten Neogen-Handler.
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Haftungsbeschrankungen von Neogen

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

Die vollstandigen Allgemeinen Geschaftsbedingungen von Neogen finden Sie unter: https://www.neogen.com/en/terms-and-conditions/

Lagerung und Entsorgung

Lagern Sie die Neogen Molekulare Detektion 2 - Salmonellen Nachweis bei 2-8 °C. Nicht einfrieren. Lichtgeschiitzt lagern.
Vergewissern Sie sich nach dem Offnen des Sets, dass der Folienbeutel unbeschadigt ist. Verwenden Sie das Set keinesfalls
bei beschadigtem Beutel. Nach dem Offnen sollten nicht verwendete Reagenzgefilie gemeinsam mit dem Trockenmittel stets
im wiederverschlief$baren Beutel verwahrt werden, um die Stabilitdt der lyophilisierten Reagenzien sicherzustellen. Wieder
verschlossene Beutel konnen maximal 60 Tage bei 2-8 °C aufbewahrt werden.

Verwenden Sie den Neogen Molekulare Detektion 2 - Salmonellen Nachweis nicht nach Ablauf des Verfalldatums. Das Verfalldatum und
die Chargennummer sind auf dem duReren Etikett der Packung angegeben. Nach dem Gebrauch kdnnen das Anreicherungsmedium
und die Gefal3e des Neogen Molekularen Detektion 2 - Salmonellen Nachweises pathogene Stoffe enthalten. Wenn die Tests
abgeschlossen sind, befolgen Sie die lokalen, regionalen und nationalen Bestimmungen flir die Entsorgung kontaminierter Abfalle.
Weitere Informationen sowie die jeweils vor Ort geltenden Richtlinien zur Entsorgung entnehmen Sie bitte dem Sicherheitsdatenblatt.

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

Dekontaminieren Sie Laborwerkbanke und Gerate (Pipetten, Capper/Decapper, Reagenzglasgestell usw.) regelmafig mit einer
1-5%igen (v:v in Wasser) Bleichmittelldsung oder Losung zur DNA-Entfernung.

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

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

Fiir Anreicherungsprotokolle gemaR AOAC’ Official Method of Analysis** 2016.01 und AOAC® Performance Tested™™ Zertifikat Nr.
091501 in Tabelle 3.

Fur Anreicherungsprotokolle gemafR NF VALIDATION-Zertifikat 3M 01/16-11/16 in Tabelle 4.

Probenanreicherung
Die Tabellen 2, 3 und 4 enthalten Leitlinien fir allgemeine Anreicherungsprotokolle fiir Lebensmittel-, Futtermittel- und Umweltproben.

Der Anwender ist selbst fiir die Validierung von alternativen Probennahmeprotokollen oder Verdiinnungsverhéltnissen
verantwortlich, durch die sichergestellt werden muss, dass dieses Testverfahren den Anforderungen entspricht.

Lebensmittel

1. Lassen Sie das Anreicherungsmedium BPW ISO, je nach getesteter Matrix, auf die Raumtemperatur des Labors oder 41,5+ 1 °C
aufwarmen. Siehe die Tabellen 2, 3 bzw. 4.
Vereinen Sie das Anreicherungsmedium und die Probe gemaf? einem aseptischen Verfahren.
Homogenisieren Sie griindlich durch Verschneiden, Vermischung oder mischen von Hand fiir 2 + 0,2 Minuten oder bis alle
Klumpen vollstandig aufgelost und die Anreicherungssuspension homogen ist"3.
a. BeiderHandhabungvon Fleisch- und partikelreichen Proben wird die Verwendung von Filterbeuteln empfohlen.

b. Flr Matrices, die in Wasser aufquellen und hochviskos sind (z. B. Zerealien, Starken), wird empfohlen, weitere
Verdlinnungen vorzunehmen (> 1:10), bis die Viskositat ausreichend verringert ist, oder geben Sie sterile 1 %ige
(w/v) Alpha-Amylase zum BPW (1SO)®2,

c.  GroRe Milchpulver- und Zerealien-Proben sollten unter regelmaRigem Riihren langsam zur Fliissigkeit gegeben
werden, um eine Verklumpung zu vermeiden.
4. Inkubieren Sie wie in der entsprechenden Protokolltabelle beschrieben (siehe Tabellen 2, 3 oder 4).
Umgebungsproben

Ein Instrument zur Probennahme kann ein Schwamm sein, der mit einer neutralisierenden Losung hydriert ist, um die Wirkung
von Desinfektionsmitteln zu deaktivieren. Neogen empfiehlt die Verwendung eines Biozid-freien Zelluloseschwammes. Bei der
Neutralisierungslosung kann es sich um eine Dey-Engley (D/E)-Neutralisierungs- oder Letheen-Bouillon handeln. Der Bereich muss
nach der Probenahme desinfiziert werden.
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WARNUNG: Sollten Sie einen Neutralisationspuffer mit Acrylsulfonat-Komplex als Hydrierlosung 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 flihren kénnen, zu verringern. Ebenso kdnnen Sie 10 ul Anreicherungsmedium mit Neutralisationspuffer
in die Neogen Lyselosungsgefalle libertragen.

Die empfohlene Grofie des Probenbereichs, mit dem die Anwesenheit oder Abwesenheit des Pathogens auf der Oberflache tberpriift
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 gemaf}
Ihrem aktuellen Probennahmeprotokoll oder gemaf den FDA BAM®, USDA FSIS MLG® oder ISO 18593:20181% Richtlinien.

Der Anwender ist selbst fiir die Validierung von alternativen Probennahmeprotokollen oder Verdiinnungsverhaltnissen
verantwortlich, durch die sichergestellt werden muss, dass dieses Testverfahren den Anforderungen entspricht.

1. Anreicherungsmedium BPW ISO je nach getesteten Matricen auf 41,5 + 1 °C erwdrmen. Siehe die Tabellen 2, 3 bzw. 4.

2. Anreicherungsmedium und die Probe gemaR Tabelle 2, 3 oder 4 aseptisch mischen. Fiir alle Fleischproben und stark
partikelformigen Proben wird die Verwendung von Filterbeuteln empfohlen.

3. Grundlich 2 £0,2 Minuten lang mit einem Mixer, Stomacher oder Handmixer homogenisieren. Bei der im entsprechenden
Protokollschema angegebenen Temperatur inkubieren. Siehe Tabelle 2, 3 oder 4.

Probenahmegerat

1. BeiderVerwendungvon Probentiichern sind die FSIS-Leitlinien zu befolgen, die in der Methode zur Probenahme mit
Probentiichern als Ersatz fiir die N60-Exzisionsprobenahme bei der Rindfleischverarbeitung und beim Abziehen von Fleisch®™),
dargelegt sind, indem die Matrix 90 Sekunden lang mit dem Probentuch abgetupft wird, jeweils 45 Sekunden pro Seite.

2. Furdie Tupferbeprobung mit dem Handschuh ist gemalR den Vorgaben des USDA Agricultural Research Service No Objection
Letter der Handschuh vor der Probenahme mit 25 ml nBPW vorzubefeuchten; anschlieend ist die Matrix auf einer Seite 15
Sekunden lang abzuscheuern. Drehen Sie den Handschuh um und schrubben Sie weitere 15 Sekunden lang. Falten Sie den
Handschuh zweimal in der Mitte und legen Sie ihn in den Probenbeutel.

Das BPW-1SO-Nahrmedium auf 41,5 °C + 1 °C abkiihlen lassen.

Das Nahrmedium und die Probe unter aseptischen Bedingungen vermischen, wobei darauf zu achten ist, dass die
Probenahmevorrichtung vollstandig eingetaucht ist.

5. Alle Proben mindestens 30 Sekunden lang von Hand oder durch Schiitteln vermischen. Stellen Sie sicher, dass die
Probenahmevorrichtung bis zum Boden des Beutels geschoben und vollstandig in das Nahrmedium eingetaucht ist,
und inkubieren Sie sie gemal} den Angaben in der entsprechenden Protokolltabelle (siehe Tabelle 2 oder 3).

Tabelle 2. Allgemeine Anreicherungsprotokolle.

. Anreicherungsbouillon- e Probenanalyse-
Probenmatrix Probengréfle volumen temperatur rungszeit | ©  oen (1)@
(x1°C) (Stunden) H
Protokoll 1
Verarbeitete
Lebensmittelprodukte
(auBBer Eipulver und Produkte, 258 225 mI BPWISO 31 18-26 20
die in anderen Protokolle
angegeben sind)®
Protokoll 2
Roh und unverarbeitete 225 m| BPW ISO
Lebensmittel, Eipulver, Tiernahrung 258 (vorgewarmt) 4L5 18-26 20
und Umgebungsproben®
Protokoll 3
Pulverisierte Milchprodukte
(einschlief3lich Sauglingsnahrung, ¢ 225mlBPWISO 37 20-26 20
Sauglingsnahrung auf Sojabasis)
Protokoll 4 225 ml sterile 100 g/!
Produkte auf Kakaobasis fettfreie Trockenmilch mit
(Pulver, Schokolade, 258 0,002 % brillantgriinem 31 24-30 20
SuBwaren usw.) Farbemittels”
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Protekal e
aromatische Krauter, 25g 0,5 .l/° K3505 |+ f24? m 37 24-30 10
Konzentrate, Instanttees und sterile 100 g/. e(t;c |;e):|e
-kaffees, Bouillonwiirfel Trockenmilch®e
Protokoll 6
Walniisse oder Nussmischungen,
die Walniisse enthalten (dieses
Protokollist auch flir andere .
Niisse wie Pekanniisse, Mandeln, 25g f 225 ml sterile 100. g/l g 37 18-24 20
S > ettfreie Trockenmilch®
Pistazien, Cashewnlisse,
Esskastanien, Macadamianiisse,
Paraniisse, Sojaniisse und Erdnusse
anwendbar)
Protokoll 7 1 Paar - ;
Stiefelliberzieher (boot socks) 2 Stiefel 225 ml 2X BPW1SO" 31 20-26 10
Protokoll 8 225 ml2X BPW ISO (nach
Stiefelliberzieher (boot socks) mit 1 Paar - der Anreicherung 1 mlin 37 20-26 10
hoher Calciumkonzentration 2 Stiefel 9 ml BPW ISO oder 100 pl
bis 9,9 ml BPW 1SO)®)
Protokoll 9
Probenahmegerat
(rohe Rindfleischabschnitte, 1 Tuch oder 200 ml BPW ISO 415 10-24 20
rohe Gefliigelteile, rohe 1 Handschuh (vorgewarmt) ’
Gefluigelschlachtkorper, rohe
Schweinefleischabschnitte)

(a) Volumen der Probe, das in Lyselosungsgefalle libertragen wird. Siehe Schritt 4.7 im Abschnitt Lyse.
(b) Beispiele fir Produkte, die mit Protokoll 1 getestet werden: Fertiggerichte, Feinkostsalate, Eiercreme.

(c) Beispiele fir Produkte, die mit Protokoll 2 getestet werden: rohes Fleisch, gefrorenes Gemdise, alle Kasesorten, fermentierte
Milch, roher Salat (Kopfsalat, Bataviasalat).

(d) Fettfreie UHT-Milch kann durch fettfreie Trockenmilch ersetzt werden.

(e) 0,45 ml 1% wassrige brillantgriin Farbstofflosung pro 225 ml fettfreie Milch, was eine Endkonzentration von 0,002 % (0,02 g/1)
brillantgriiner Farbe.

(f) Um sterile, fettfreie Milch vorzubereiten, 100 g dehydrierte, fettfreie Trockenmilch in 1 | destilliertem oder gereinigtem Wasser
[6sen. Umrlihren, bis alles aufgel6st ist. Bei 121 °C fiir 15 Minute autoklavieren. Bei 2-30 °C\'V lagern.

g) 5gK,S0s3 pro 1000 ml BPW ISO, was zu einer Konzentration von 0,5 % K,SO0s fihrt.
h) 240 ml 100 g/! sterile, fettfreie Trockenmilch muss zu 235 ml sterilisierter 2X BPW 1SO mit 0,5 % K,SO3z hinzugefligt werden.
Mit doppelter Konzentration vorbereitet.

)

j) Wenn die Stiefel-Abstriche einen hohen Kalziumgehalt aufweisen, ist eine Verdiinnung des angereicherten Mediums im Verhéltnis
1:10 oder 1:100 erforderlich: 1 ml des angereicherten Mediums in 9 m|l BPW ISO (1:10-Verdiinnung) oder 100 plin 9,9 ml BPW ISO
(1:100-Verdiinnung) Uberfiihren.

Wird ein optionaler, sekundarer Anreicherungsschritt eingesetzt, z. B. Rappaport Vassiliadis-Medium, muss eine 1:2-Verdiinnung
(1 Teil Probnanreicherung in 1 Teil sterile Anreicherungsbouillon) durchgefiihrt oder 10 ul sekundéare Anreicherung in die Neogen
Lyselosungsgefalle Uibertragen werden. Wird Tetrathionat- (TT) Bouillon verwendet, Uibertragen Sie 20 ul der sekundéren
Anreicherung in die Neogen Lyselosungsgefdl3e und verwirbeln oder pipettieren Sie nicht aus dem unteren Bereich des
AnreicherungsgefiRes, um die Ubertragung von Ablagerungen zu vermeiden.

Spezifische Anweisungen fiir validierte Verfahren
AOAC’ Official Methods of Analysis" 2016.01
AOAC’ Performance Tested*” Zertifikat Nr. 091501

. PERFORMANCE TESTED

RESEARCH INSTITUTE

LICENSE NUMBER 091501




Tabelle 3 aufgefiihrt.
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OMA®- und PTM*™-Programme des AOAC Research Institute erwies sich der Neogen Molekulare Detektion 2 - Salmonellen Nachweis
als wirksame Methode zur Detektion von Salmonellen. Die in der Studie getesteten Matrices sind in

Tabelle 3. Anreicherungsprotokolle gemaf AOAC OMA®* 2016.01 und AOAC PTM" Zertifikat Nr. 091501. Volumen der Probe, das in

Neogen Lyselosungsgefalle libertragen wird, betragt 20 pl.

Geflligelschlachtkorper)

. .. Anreicherungs- Anreicherungstempe- | Anreicherungszeit
el Probengroie bouillonvolumen ratur (1 °C) (Stunden)
225 ml BPW ISO
25g .
(vorgewarmt)
Rohes Hackfleisch 415 10-24
975 m| BPW ISO
325¢g .
(vorgewarmt)
258 225 ml BPW 150 41,5 10-24
(vorgewarmt)
Rohes Gefliigelhackfleisch
325¢ 975 ml BPWISO 415 14-24
(vorgewarmt)
Paniertes Hahnchen 325¢g 2.925 m| BPW ISO 37 18-24
25¢g 225 ml BPW ISO
Hundetrockenfutter 37 18-24
375¢g 1.500 ml BPW ISO
Schwarzer Pfeffer, rohe ganze
Garnele.nf roher Beutel§p|nat, 250 295 ml BPW 1SO 37 18-24
pasteurisierter verarbeiteter
amerikanischer Kase
Huhnerkorperspiilung 30ml 30ml BPW IS0 41,5 18-24
(vorgewarmt)
Huhnerkorperschwamm 1 Schwamm S0ml BPW IS0 41,5 18-24
(vorgewarmt)
Fettfreie Fertigtrockenmilch 25¢g 225 ml BPW ISO 37 20-24
Kakaopulver 25g 225 ml BPW ISO 37 24-28
Pasteurisiertes flussiges Vollei 100 ml 900 ml BPW ISO 37 18-24
Verbrauchtes
Bewasserungswasser 375 ml 3.375 ml BPW ISO 37 18-24
flir Sprossen
25¢g 225 ml BPW ISO
Cremige Erdnussbutter 37 18-24
375¢g 3.375 mI BPW ISO
Getrocknete Cannabisbliiten,
getrocknete Hanfbliten® 108 90 BPW-ISO 455 28-32
Stiefelliberzieher (boot socks)® 1Paar -2 Stiefel | 225 ml 2XBPW ISO @ 37 20-26
225 ml 2X BPW
ISO; nach der
Stiefelliberzieher (boot socks) . Anreicherung 1 mlin
(mit hohem Kalziumgehalt)® 1 Paar - 2 Stiefel 9 ml BPW ISO oder 31 20-26
100 plin 9,9 ml BPW
ISO Uberfiihren) ©9
Probenahmegerat (rohe
Rindfleischabschnitte, rohe 1 Tuch® Z&OOTLEVF;\:Vn:%O 41,5 10-24
Schweinefleischabschnitte) &
Probenahmegerat
(rohe Gefliigelteile, rohe 1 Handschuh® 200 ml BPWISO 41,5 10-24
(vorgewarmt)
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Versiegelter Beton 1 Schwamm 225 ml BPW IS0 41,5 18-24
(vorgewarmt)
Edelstahl 1 Tupfer 10mlBPWISO 41,5 18-24
= (vorgewarmt)
(]
2
€ | Versiegelte Keramikfliese 1 Schwamm 50ml BPWISO 41,5 18-24
) (vorgewarmt)
Anreiche- Sekundares SLUEEO SLLAUTELD
. .. Anreicherungs- | Anreicherungstem- . . Anreicherungs- | Anreiche-
Probenmatrix | Probengrofle . o rungszeit | Anreicherungs- .
bouillonvolumen peratur (+1 °C) (Stunden) T i) temperatur rungszeit
(x1°C) (Stunden)
Rohe Garnele 25g 225 ml BPW 1SO 37 18-24 | RVR10:0,1mlin 415 4-24
10 m|@®
a

) 10 pl angereicherte Probe in die Lyseldsungsgefalle libertragen. Siehe Schritt 4.7 im Abschnitt Lyse.
b) Getrocknete Cannabisbliiten (>0,3 % THC) und getrocknete Hanfbliiten (<0,3 % THC)
¢) Mit doppelter Konzentration vorbereitet.

)
d) Wenn die Stiefel-Abstriche einen hohen Kalziumgehalt aufweisen, ist eine Verdiinnung des angereicherten Mediums im Verhaltnis
1

1:10 oder 1:100 erforderlich: 1 ml des angereicherten Mediums in 9 ml BPW ISO (1:10-Verdiinnung) oder 100 plin 9,9 ml BPW ISO
(1:100-Verdilinnung) tiberfiihren.
(

e) Mit 25 ml nBPW vorbefeuchten
NF VALIDATION gemafR AFNOR Certification

(
(
(
(

(RUFICATION

VALIDATION
EN ISO 16140

3M01/16 - 11/16
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en

Fiir weitere Informationen zum Ablauf der Validierung siehe NF VALIDATION-Zertifikat unter der oben genannten Website.
NF VALIDATION zertifizierte Methode in Ubereinstimmung mit SO 16140-2:2016" im Vergleich zu ISO 6579:20179,

Einsatzgebiet der Validierung: Alle humanen Nahrungsprodukte, Umgebungsproben aus der Fertigung

(einschlieBlich Primarproduktionsproben), Haustiernahrung und Tiernahrung, indem Validationsnachweise an einer Vielzahl von
Nahrungsmitteln durchgefiihrt werden.

Probenvorbereitung: Proben miissen gemaf EN ISO 6579:2017® und EN ISO 6887" vorbereitet werden.
Softwareversion: Siehe Zertifikat.
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Tabelle 4. Anreicherungsprotokolle gemafR NF VALIDATION-zertifizierter Methode 3M 01/16 - 11/16.

Anreicherungs- Anreiche- Anreiche- | Probenana-
Protokoll ProbengrofRe bouillonvolulﬁen rungstempe- | rungszeit | lysevolumen
ratur (+1°C) | (Stunden) ()@
Protokoll 1:
« Vielzahl von verarbeiteten
Nahrungsprodukten (ausgenommen
Eipulver, verarbeitetes Obst und
Gemdiise und in den anderen
Protokollen angegebene Produkte) g 225mlBPWISO 37 18-26 20
« Alle Fischprodukte und Produkte aus
rohen Meeresfriichten
» Haustiernahrung und Tiernahrung
« Primarproduktion (nicht-fakal)
Protokoll 2:
« Vielzahl von rohen und
unverarbeiteten Nahrungsmitteln
(ausgenommen roher Fisch und rohe 25 ¢ oder
Meeresfriichte, und in den anderen & 225 ml BPWISO
1 Tuch oder . 41,5 18-26 20
Protokollen angegebene Produkte) (vorgewarmt)
. 1 Tupfer
« Eipulver
« Alle Obst- und Gemiisesorten
«  Umweltproben auf
der Nahrungsmittelfertigung
Protokoll 3:
+ Pulverisierte Milchprodukte 258 225 mIBPWISO 37 20-26 20
Protokoll 4: 225 ml fettfreie UHT-
« Kakaobasierte Produkte mit mehr als 25g Milch 37 24-30 20
20 % Kakao +0,002 % Brillantgriin
Protokoll 5: 235 ml 2 x BPW
o Gewlirze, aromatische Krauter, ISO + K,S03 0,5 % + B
Konzentrate, Tees, Kaffees, 258 240 ml fettfreie UHT- 31 24-30 10
Kiichenhilfen Milch
Protokoll 6: 225 m| BPW ISO
« Rohes Fleisch 258 (vorgewarmt) 4L5 10-24 20
Protokoll 7: 1 Probensocke 100 mlin
« Primarproduktion (fakal) Tetrathionatbouillon
37 22-24 20
25 225 ml
g Tetrathionatbouillon
Protokoll 8:
« Sauglingsfertignahrung, Zerealien 3375 ml BPW ISO i
fur Kleinkinder, Milchpulver ohne 35 (vorgewarmt) 37 20-26 20
Probiotika®
Protokoll 9: 3375 mI BPW ISO
« Sauglingsfertignahrung, Zerealien (vorgewarmt) ~
fir Kleinkinder, Milchpulver mit 3158 +Vancomycin 37 20-26 20
Probiotika® (10 mg/l)

(a) Volumen der Probe, das in Lyselosungsgefale libertragen wird. Siehe Schritt 4.7 im Abschnitt Lyse.

(b) GrolRe Pulver- und Zerealien-Proben sollten unter regelmaRigem Riihren und langsam zur Flissigkeit gegeben werden, um eine
Verklumpung zu vermeiden.
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HINWEISE:

« Proben lber 25 g wurden nicht getestet, auRer in Protokoll 8 und 9 der NF VALIDATION-Studie.

« Die kurzen Protokolle der Detektion reagieren empfindlich auf Bedingungen der Inkubation. Die Temperaturbe- dingungen, die
in den technischen Angaben angegeben sind, miissen befolgt werden. Der Benutzer muss verifizieren, dass die Vorwarmung der
Anreicherungsbouillon die erforderliche Temperatur vor der Inkubation erreicht. Die Vorbereitungszeit der Proben, Verzogerung
zwischen dem Ende des Schritts zur Vorwarmung der Anreicherungsbouillon und dem Beginn des Schritts zur Inkubation der
Lebensmittelprobe, darf 45 Minuten nicht Gberschreiten. Die Verwendung eines bellifteten Inkubators zur Inkubation wird
empfohlen.

 Zur Ubertragung der Probe Tetrathionat- (TT) Bouillonanreicherungen in das Neogen LysegefiR die TT-Anreicherung
nicht verwirbeln oder aus dem unteren Bereich des AnreicherungsgefiRe pipettieren, um die Ubertragung von
Ablagerungen zu vermeiden. Die Ubertragung von Ablagerungen kann zu ungiiltigen Ergebnissen fiihren.

« Die empfohlenen Protokoll-Unterbrechungspunkte sind nach Anreicherung oder nach Probenlyse. Die Anreicherungsbouillon
bzw. das Probenlysat kann bis zu 72 Stunden bei 2-8 °C gelagert werden. Fahren Sie mit dem Testen ab Schritt 1 im Abschnitt
Lyse fort, nachdem Sie die Anreicherungsbouillon aus der Lagerung genommen haben. Fahren Sie mit dem Testen ab Schritt 8
im Abschnitt Lyse fort, nachdem Sie das Probenlysat aus der Lagerung genommen haben.

Vorbereitung der Neogen® Molekulare Detektion - Beladehilfe

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

2. Splilen Sie die Neogen Molekulare Detektion - Beladehilfe mit Wasser ab.

3. Trocknen Sie die Neogen Molekulare Detektion - Beladehilfe mit einem Einmalhandtuch.

4. Vergewissern Sie sich, dass die Neogen Molekulare Detektion - Beladehilfe vor dem Gebrauch trocken ist.

Fir diesen Vorgang werden zwei Neogen-Einsatze fiir den Molekulardetektions-Heiz-/Kiihlblock benotigt. Beide Einsatze sind
das gleiche Produkt (700000145), werden jedoch fiir unterschiedliche Funktionen verwendet.

Der Ubersichtlichkeit halber wird der fiir den Erhitzungsschritt verwendete Einsatz als Molekulare Detektion - Heizblockeinsatz
bezeichnet, wahrend der fiir den Kiihlschritt verwendete Einsatz als Molekulare Detektions - Kiihlblockeinsatz bezeichnet wird.
Diese Bezeichnungen dienen lediglich der Unterscheidung ihrer Funktionen und weisen nicht auf separate Produkte hin.
Vorbereitung des Neogen’ Molekulare Detektion - Kiihlblockeinsatzes

Stellen Sie den Neogen® Molekulare Detektion - Kiihlblockeinsatz direkt auf die Laborbank. Verwenden Sie den Block 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 Trocken-
Blockheizgerét ein und stellen Sie die Temperatur fiir den Neogen Molekulare Detektion - Heizblockeinsatz auf 100 + 1 °C ein.

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

Neogen Molekulare Detektion - Heizblockeinsatz die erforderliche Temperatur von 100 + 1 °C erreicht hat.

Vorbereitung des Neogen® Molekulare Detektion - Gerits

1. Starten Sie die Neogen® Molekulare Detektion - Software und loggen Sie sich ein. Setzen Sie sich mit dem Ihrem Neogen Food
Safety Verkaufsvertreter in Verbindung, um sicherzustellen, dass Sie (iber die aktuellste Softwareversion verfiigen.

Schalten Sie das Neogen Molekulare Detektion - Gerat ein.

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

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

10



(Deutsch) ﬁ H

Lyse

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

N O

1. Die Rohrchen mit der Neogen-Lyselosung sind durch Aufstellen des Racks bei Umgebungstemperatur (20-25 °C) Giber Nacht
(16-18 Stunden) auf Temperatur zu bringen. Alternative Moglichkeiten zur Temperaturangleichung der Neogen-Lyselésung auf
Raumtemperatur: Neogen-Lyselosung auf die Laborwerkbank stellen und mindestens 2 Stunden belassen, Rohrchen mit Neogen-
Lyselésung in einem Inkubator bei 37 °C+ 1 °C 1 Stunde lang inkubieren oder R6hrchen fiir 30 Sekunden in ein Doppel-Heizblock
bei 100 °C + 1 °C geben.

2. Die verschlossenen Rohrchen zum Mischen umdrehen. Fahren Sie innerhalb von 4 Stunden nach dem Umdrehen mit dem
nachsten Schritt fort.

Nehmen Sie die angereicherte Probe aus dem Inkubator.

Fiir jede Probe und die Negativkontrollprobe (NC) (steriles Anreicherungsmedium) ist ein Flaschchen Neogen-Lyselésung
erforderlich.

4.1 Die Neogen Lysel6sung-GefaRstreifen konnen auf die gewiinschte Neogen Lyseldsung-Anzahl an Gefal3en
zurechtgeschnitten werden. Wahlen Sie die Anzahl der erforderlichen Neogen LyselosungsgefalRe oder 8er GefaRstreifen aus.
Setzen Sie die Neogen Lyselosungsgefalie in einen leeren GefalRtrager.

4.2 Um eine Kreuzkontamination zu vermeiden, 6ffnen Sie jeweils nur einen Neogen Lysel8sungs-GefaRstreifen und verwenden
Sie bei jeder einzelnen Ubertragung eine neue Pipette.

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

Ubertragen Sie zuerst die angereicherten Proben jeweils einzeln in ein Neogen Lysel6sungsgefaR. Ubertragen Sie die NC
zuletzt.

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

4.5 Entsorgen Sie die Kappen der Neogen Lyselosungsgefalie. Wenn noch Lysat flir weitere Tests {ibrig bleibt, bewahren Sie die
Kappen in einem sauberen Container auf, um sie nach der Lyse wieder aufzusetzen.

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

4.6 Schitteln Sie den Anreicherungsbeutel, bevor Sie die Probe von der gefilterten Seite entnehmen, wenn Sie mit zahfliissigen
Proben arbeiten.

4.7 Ubertragen Sie 20 ul Probe in ein Neogen-LyselosungsgefiR, sofern nicht anderweitig in der Protokolltabelle angegeben (wie
Protokoll 5 und Sekundaranreicherung in RVS oder wenn Sie Umgebungsproben mit Neutralisierungspuffer verwenden).

5. Wiederholen Sie Schritt 4.4 bis 4.7, bis jede einzelne Probe in ein zugeordnetes Neogen Lyselosungsgefald im Streifen gegeben
wurde.

6. Sobald Sie alle Proben Uibertragen haben, tibertragen Sie 20 pl der Negativkontrolle (steriles Anreicherungsmedium, z. B.
gepuffertes Peptonwasser BPW) in ein Neogen Lyseldsungsgefali. Als NC kein Wasser verwenden.

7. Stellen Sie fest, ob der Neogen Molekulare Detektion - Heizblockeinsatz die erforderliche Temperatur von 100 + 1 °C erreicht hat.
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8. Heizschritt: Stellen Sie den Trager ohne Deckel mit Neogen LyseldsungsgefaRen in den Neogen Molekulare Detektion -
Heizblockeinsatz und erwarmen Sie ihn 15 Minuten + 1 Minute lang. Dabei andert sich die Farbe der Neogen Lyselosung von
rosafarben (kalt) zu gelb (heil3).

8.1. Proben, die wahrend der Lyse nicht ordnungsgemall warmebehandelt wurden, stellen moglicherweise ein biologisches
Risiko dar und sollten NICHT in das Neogen Molekulare Detektion - Gerat eingesetzt werden.

9. Kuhlschritt: Nehmen Sie den Trager ohne Deckel mit den Neogen Lyselosungsgefalien aus dem Heizblockeinsatz und 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. Wahrend
des Abkiihlens nimmt die Neogen-Lysislosung wieder eine rosa Farbung an.

10. Nehmen Sie den Trager mit den Neogen Lyselosungsgefdfen aus dem Neogen Molekulare Detektion - Kiihlblockeinsatz.

—_— 20-25°C
D D 00:05:00
Amplifikation

1. Fiirjede Probe und ihre Negativkontrolle ist ein Neogen Molekulare Detektion 2 - Salmonellen Nachweis-Reagenzgefal? erforderlich.

1.1 Die Gefalstreifen konnen auf die gewiinschte Anzahl der GefalRe zurechtgeschnitten werden. Wahlen Sie die Anzahl der
erforderlichen Reagenzgefalle flir den Neogen Molekulare Detektion 2 - Salmonellen Nachweis oder den 8er Gefalistreifen.

1.2 Stellen Sie die Neogen Reagenzrohren in ein leeres Gestell.
1.3 Vermeiden Sie es, die Reagenzkiigelchen im unteren Teil der GefdaRe aufzuriihren.
Wahlen Sie ein Gefal mit Reagenzkontrolle und stellen Sie es in den GefaRtrager.

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

4. Fuhren Sie jedes Lysat wie unten beschrieben in ein Reagenzrohrchen des ,Neogen Molekulare Detektion Assay 2 - Salmonella“
und in ein Neogen-Kontrollreagenzrohrchen tiber:

Ubertragen Sie jedes Probenlysat zuerst in die einzelnen ReagenzgefilRe und danach die NC. Hydrieren Sie das GefaR mit
Neogen Reagenzkontrolle als letztes.

5. Offnen Sie die Reagenzgefale fiir den Neogen Molekulare Detektion 2 - Salmonellen Nachweis mit dem Neogen® Molekulare
Detektion - Cap/Decap-Werkzeug - Reagenz, und zwar immer nur einen Streifen auf einmal. Entsorgen Sie die Kappe.

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

5.2 Wiederholen Sie Schritt 5.1, bis Sie jedes einzelne Probenlysat einem entsprechenden Reagenzgefald fiir die
Neogen Molekulare Detektion 2 - Salmonellen Nachweis im Streifen hinzugefiigt haben.

5.3 Verschlieflen Sie die ReagenzgefaRe fiir den Neogen Molekulare Detektion 2 - Salmonellen 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 priifenden Proben.

5.5 Sobald Sie alle Probenlysate libertragen haben, wiederholen Sie die Schritte 5.1 und 5.3, um 20 pl des NC-Lysats in ein
Reagenzgefald fiir den Neogen Molekulare Detektion 2 - Salmonellen Nachweis zu ibertragen.

5.6 Ubertragen Sie 20 pl des NC-Lysats in ein GefiR mit Neogen Reagenzkontrolle. Pipettieren Sie schrag in die GefdRRe, um
ein Aufriihren der Kiigelchen zu vermeiden. Mischen Sie anschlieflend den GefaRRinhalt, indem Sie ihn 5 Mal vorsichtig auf
und ab pipettieren.

6. Beladen Sie eine saubere und dekontaminierte Neogen Molekulare Detektion - Beladehilfe mit den mit Kappen verschlossenen
GefalRen. SchlieRen und verriegeln Sie die Klappe der Neogen Molekulare Detektion - Beladehilfe.
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20L

7. Den konfigurierten Durchgang in der Neogen Software fiir molekulare Detektion priifen und bestatigen.

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

9. Setzen Sie die Neogen Molekulare Detektion - Beladehilfe in das Neogen Molekulare Detektion - Gerdt und schliel3en Sie die
Klappe, um mit dem Test zu beginnen. Die Ergebnisse sind innerhalb von 60 Minuten verfiigbar, 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 Haushaltsbleichmittellosung (v:v in Wasser) einweichen.

HINWEIS: Um das Risiko eines falsch positiven Ergebnisses infolge einer Kreuzkontamination zu minimieren, 6ffnen Sie

niemals Reagenzgefalie, die amplifizierte DNS enthalten. Dies betrifft Reagenzien fir den Neogen Molekulare Detektion 2 -
Salmonellen Nachweis sowie GefdRe mit Neogen Reagenzkontrolle und Neogen Matrixkontrolle. Entsorgen Sie die verschlossenen
ReagenzgefalRe, indem Sie sie 1 Stunde lang in ausreichender Entfernung vom Vorbereitungsbereich in einer 1-5%igen
Haushaltsbleichmittellésung (v:v in Wasser) einweichen.

Auslegung der Ergebnisse

Die durch die Detektion der Nukleinsaureamplifikation 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 tiberpriifende Ergebnisse erst nach Abschluss des Testdurchlaufs dargestellt werden.

Vorlaufig positive Ergebnisse sollten anhand der Standardarbeitsanweisung fiir Laboratorien oder durch das anschlie’ende
Referenzverfahren®2* bestatigt werden, beginnend mit der Ubertragung aus der Erstanreicherung mit in die Zweitanreicherungsbouillon,
gefolgt von anschlieRendem Ausplattieren und Bestatigen von Isolaten mittels geeigneter biochemischer und serologischer Verfahren.

HINWEIS: Selbst ein negatives Ergebnis fiihrt nicht zu einem Ergebnis von null, da das System und die Amplifika- tionsreagenzien
der Neogen Molekularen Detektions 2 - Salmonellen Nachweis liber einen ,Hintergrund“ verfiigen, der in relativem Verhaltnis zur
Lichteinheit (RLU) steht.

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

Tabelle 5. Symbole und Informationen zu verschiedenen Softwareergebnissen.

Vertiefungstyp | Vertiefungsergebnissymbol Ergebnis Interpretation
Probe Positiv Die Probe wird vorladufig positiv fiir das Zielpathogen
betrachtet.
. Die Probe wird negativ fuir das
Probe ‘ Negativ Zielpathogen betrachtet.
Die Probenmatrix hat den Nachweis gehemmt.
Probe Gehemmt . . .
Ein neuer Test ist erforderlich.
Probe 7u iiberoriifen Das Vorhandensein oder Fehlen des Zielpathogens
P war nicht ermittelbar. Ein neuer Test ist erforderlich.
Probe Fehler Keine Blglumlnszenz festgestellt. Ein neuer Test ist
erforderlich.

* Weitere Einzelheiten zu den Ergebnissen entnehmen Sie bitte dem Laufbericht. Wenden Sie sich bei Bedarf an Ihren Neogen-Vertreter vor Ort, um
Unterstiitzung bei der Fehlerbehebung zu erhalten.
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Bestéatigung der Ergebnisse anhand der zertifizierten NF VALIDATION-Methode

Alle im Rahmen der NF VALIDATION vom Neogen Molekulare Detektion 2 - Salmonellen Nachweis als positiv identifizierte Proben
mussen durch einen der nachfolgenden Tests bestatigt werden:

Option 1: Nach ISO 6579®) standardméfig mit Anreicherung von gepuffertem Peptonwasser®.

Option 2: Durchfiihrung eines Bestatigungsverfahrens mit Folgendem: Ubertragen Sie 0,1 ml BPW ISO® Anreicherungs- oder
Tetrathionatbouillon (Primarproduktionsproben) in 10 ml RVS-Bouillon. Inkubieren Sie fiir 24 + 3 Stunden bei 41,5 °C. Streichen Sie
auf Xyloselysindeoxycholat (XLD)®-Agar oder ein chromogenes Agar speziell fiir Salmonellen. Fiihren Sie eine Latexagglutination
mithilfe von Oxoid Salmonellen-Latextest direkt auf den isolierten Kolonien durch.

Option 3: Verwendung von Nukleinsduresonden gemaR der Norm EN 1SO 7218:2024%, durchgefiihrt an isolierten Kolonien aus
XLD- oder chromogenem Agar (siehe Option 1 oder 2). Dieser Test darf nicht mit der Neogen Molekularen Detektion 2 - Salmonellen
Nachweis durchgefiihrt werden.

Option 4: Beim Verwenden einer anderen zertifizierten NF VALIDATION-Methode muss sich das grundsatzliche Verfahren von
dem Neogen Molekularen Detektion 2 - Salmonellen Nachweis unterscheiden. Das gesamte fiir diese zweite gesicherte Methode
beschriebene Protokoll muss befolgt werden. Vor dem Beginn der Bestatigung miissen alle Schritte fiir beide Methoden allgemein
bekannt sein.

Bei abweichenden Ergebnissen (mutmallich positiven beim Neogen Molekulare Detektion 2 - Salmonellen Nachweis, unbestéatigten
Ergebnissen eines der zuvor genannten Verfahren und insbesondere fiir die Latexpartikel-Agglutination) muss das Labor die
erforderlichen Mafinahmen befolgen, um die Richtigkeit der erhaltenden 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.

14



(Deutsch) ﬁ Eﬁ

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

ehandelten Lysaten
1. Umein warmebehandeltes Lysat zu lagern, setzen Sie eine saubere Kappe auf das Lysegefal}
(siehe Lyse, Abschnitt 4.5).

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

o r wbn

Setzen Sie die gemischten LysatgefaRe in den Neogen Molekulare Detektion - Heizblockeinsatz und erwarmen Sie sie 5 Minuten
+ 1 Minute lang bei 100+ 1 °C.

6. Nehmen Sie den Trager mit den Neogen LyselosungsgefaRen aus dem Heizblockeinsatz und lassen Sie ihn maximal
5 bis 10 Minuten lang im Neogen Molekulare Detektion - Kuihlblockeinsatz abkiihlen.

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

Literaturnachweise:
1. USFood and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 5: Salmonella., Section C-24.
November 2018 Version.

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 4.10. Isolation and identification of Salmonella
from meat, poultry, pasteurized egg, and siluriformes (fish) products and carcass and environmental sponges. Effective Date: 2
January 2019.

3. IS0 6579-1:2017. Microbiology of the food chain - Horizontal method for the detection, enumeration and serotyping of
Salmonella - Part 1: Detection of Salmonella spp.

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

5. 1SO 7218:2024. Microbiology of food and animal feeding stuffs - General requirements and guidance for microbiological
examinations.

CDC Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories (BMLB) 6th Edition. Effective Date: 29 August 2025

ISO 24914:2026 Microbiology of the food chain — Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) for the detection of
microorganisms and associated genetic markers — General requirements and definitions. International Standard Organization
(1S0O), Geneva, Switzerland. www.iso.org

8. 1S0 16140-3:2021 Microbiology of the food chain — Method validation Part 3: Protocol for the verification of reference methods
and validated alternative methods in a single laboratory

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

10. ISO 18593:2018. Microbiology of the food chain - Horizontal methods for surface sampling.

11. US Food and Drug Administration - Bacteriological Analytical Manual, Medium M111: Nonfat Dry Milk (Reconstituted). January
2011.

12. 1SO 16140-2:2016. Microbiology of the food chain - part 2: Protocol for the validation of alternative (proprietary) methods against
a reference method.

13. ISO 6887 (all parts). Microbiology of food and animal feeding stuffs - Preparation of test samples, initial suspension and decimal
dilutions for microbiological examination

14. Cloth Sample Collection Method to Replace N60 Excision Sampling for Beef Manufacturing Trimmings and Bench Trim | Food
Safety and Inspection Service https://www.fsis.usda.gov/policy/fsis-notice/05-23

15. USDA/FSIS Letter of No Objection (NOL) for the MicroTally® Mitt food surface sampler. https://microtally.com/wp-content/
uploads/2025/01/Poultry-Mitt-NOL.pdf

Erklarung der Symbole
info.neogen.com/symbols
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K NEOGEN

Instrucciones del Producto
Ensayo de Deteccion Molecular 2 para Salmonella Neogen®

Descripcion del producto y uso previsto

El Ensayo de Deteccién Molecular 2 para Salmonella Neogen® se usa junto con el Sistema de Deteccién Molecular Neogen® para la
deteccién rapida y especifica de Salmonella en muestras enriquecidas ambientales de procesos alimentarios, alimentos y alimento
para animales.

Los Ensayos de Deteccidén Molecular Neogen® usan amplificacién isotérmica tipo LAMP (por sus siglas en inglés) para amplificar
rapidamente las secuencias de acidos nucléicos 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 muestran una vez terminado el ensayo. Los resultados presuntamente positivos se deben confirmar con su método de preferencia,
o seglin se especifique en las regulaciones locales®2?),

El Ensayo de Deteccidén Molecular 2 para Salmonella Neogen estd previsto para el uso en laboratorios por profesionales capacitados
en el empleo de técnicas de laboratorio. Neogen no documentd 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 analisis de muestras clinicas, veterinarias, cosméticas o
farmacéuticas. El Ensayo de Deteccién Molecular 2 para Salmonella Neogen no ha sido evaluado con todos los productos alimenticios
ni todos los procesos alimenticios, tampoco con todos los protocolos de evaluaciéon ni con todas las cepas de bacterias posibles.

Como con todos los métodos de prueba, el origen, la formulacién y la calidad del medio de enriquecimiento pueden influir
sobre los resultados. Factores tales como los métodos de muestreo, los protocolos de andlisis, la preparacién de la muestra, la
manipulaciény la técnica de laboratorio también pueden afectar los resultados. Neogen recomienda la evaluacién del método lo que
incluye el medio de enriquecimiento en el ambiente del usuario usando un nmero suficiente de muestras de alimentos en particular
con retos microbioldgicos para asegurarse que el método cumple los criterios del usuario

Neogen ha evaluado el Ensayo de deteccién molecular de Neogen 2 - Salmonella con agua con peptona tamponada (BPW) ISO como caldo
de enriquecimiento.

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

Neogen Food Safety cuenta con certificacion de la Organizacién Internacional para la Estandarizacién (1SO) 9001 de disefio
y fabricacion.

El kit de prueba para el Ensayo de Deteccién Molecular 2 para Salmonella Neogen contiene 96 pruebas, que se describen en la Tabla 1.
Tabla 1. Componentes del kit para el Ensayo de Deteccién Molecular Neogen

Articulo Identificacion Cantidad Contenido Comentarios
Solucién de Lisis (LS) Neogen® Solucién rosada 96 580 pL de LS por tubo En gradillay
en tubos (12 tiras de 8 tubos) lista para usar
transparentes
Tubos de reactivos para el Ensayo Tubos verdes 96 Mezcla de deteccién Listos para usar
de Deteccién Molecular 2 para (12 tiras de 8 tubos) | y amplificacién especifica
Salmonella Neogen® liofilizada
Tapas adicionales Tapas verdes 96 Listas para usar
(12 tiras de 8 tapas)
Control de Reactivos Neogen® (RC) Tubos 16 Mezcla de control de ADN Listos para usar
transparentes con | (2 bolsasde8tubos | liofilizado, amplificacién
tapa de bisagra individuales) y deteccién

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

Seguridad

El usuario debe leer, comprendery Seguir toda la informacién de seguridad incluida en las instrucciones para el Sistema de
Deteccién Molecular Neogen y el Ensayo de Deteccién Molecular 2 para Salmonella Neogen. Guarde las instrucciones de seguridad
para consultas futuras.

/\ ADVERTENCIA: Indica una situacién peligrosa que, si no se evita, podria ocasionar la muerte o lesiones graves, y/o dafios materiales.
ATENCION:  Indica una situacién potencialmente peligrosa que, si no se evita, podria ocasionar dafios materiales.
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No use el Ensayo de Deteccién Molecular 2 para Salmonella Neogen para el diagndstico de afecciones en seres humanos
ni animales.

Elusuario debe capacitar a su personal en técnicas de prueba adecuadas actuales: por ejemplo, Buenas Practicas de Laboratorio,
norma ISO 7218:2024" o la guia de Bioseguridad en laboratorios microbiolégicos y biomédicos (BMBL) de los CDC.®.

Para reducir los riesgos asociados con un resultado falso negativo que provoque la liberacion de productos contaminados:

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

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

« Use siempre el Ensayo de Deteccién Molecular 2 para Salmonella Neogen antes de su fecha de vencimiento.

+ Use el Ensayo de Deteccién Molecular 2 para Salmonella Neogen con muestras enriquecidas ambientales de procesos
alimentarios, alimentos y alimento para animales que hayan sido validadas internamente o por un tercero.

+ Use el Ensayo de Deteccién Molecular 2 para Salmonella Neogen solo con superficies, sanitizantes, protocolos y cepas de bacterias
que hayan sido validadas internamente o por un tercero.

+ En el caso de muestras ambientales que contengan una solucién amortiguadora neutralizante con un complejo de 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 L de la muestra de la solucién amortiguadora neutralizante enriquecida a los tubos de
Solucidn de Lisis Neogen. Los productos para toma de muestras Neogen® que incluyen solucién amortiguadora neutralizante
con complejo de aril sulfonato: 700002040 | RS96010NB, 700002011 | RS9604NB 700002003 | SSL10NB, 700002004 | SSL10NB2G,
700002213 | HS10NB y 700002002 | HS10NB2G.

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

+ Realice las pruebas de patégenos en un laboratorio debidamente equipado, bajo la supervisiéon 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.

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

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

+ Deseche las muestras enriquecidas seglin lo establecen los estandares locales, regionales y nacionales.

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

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

Para reducir los riesgos relacionados con la contaminacion ambiental:
+ Siga las normativas locales, regionales y nacionales en cuanto a los requisitos de eliminacién.

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

« No exceda la temperatura recomendada en el calentador.

+ No exceda el tiempo de calentamiento recomendado.

« Use untermémetro calibrado adecuado para verificar la temperatura del Bloque de calentamiento para el Sistema de Deteccion
Molecular Neogen® (p. €j., un termémetro de inmersién parcial o un termémetro digital termopar, no un termémetro de inmersion
total). Eltermédmetro debe colocarse en la ubicacién designada en el Bloque de calentamiento del el Sistema de Deteccién
Molecular Neogen.

ATENCION

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

+ Cambiese los guantes antes de hidratar las perlas de reactivos.

+ Serecomienda usar puntas de pipetas estériles de grado biologia molecular con filtro para aerosoles (con filtro).

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

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

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

Para reducir los riesgos relacionados con un resultado falso positivo:

« Nunca abra a los tubos de reactivos después de la amplificacién.

« Siempre deseche los tubos contaminados sumergiéndolos en una solucién de cloro de uso doméstico del 1% al 5%
(v:ven agua) durante 1 horay lejos del drea en que se prepara el ensayo.

« Nunca introduzca al autoclave los tubos de reactivos después de la amplificacién.
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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 comuniquese con su representante o distribuidor local de Neogen.

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

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

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

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

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

Para ayudar a los clientes a evaluar la idoneidad para el propésito del método durante la implementacién, Neogen ha desarrollado
el Kit de Control de Matriz de Deteccién Molecular Neogen (también llamado control de amplificacion en 1SO 24914:2026'"). Use

el control de la matriz para evaluar la interferencia de la matriz con los resultados del Ensayo de detecciéon molecular Neogen 2:
Salmonella durante la validacion y verificacién. Sigue la norma ISO 16140-3:2021® y/o el programa de aseguramiento de calidad de
su organizacién para determinar el niimero representativo de muestras necesarias al verificar el desempefio del método y definir el
alcance de su aplicacién en su laboratorio. El uso rutinario Control de Matriz de Deteccién Molecular Neogen no es necesario una vez
que el método ha sido verificado y se ha establecido el alcance de aplicacién en laboratorio. Siga el programa de aseguramiento de
la calidad de su organizacién para determinar caso por caso la necesidad del Control de Matriz de Deteccién Molecular Neogen y su
frecuencia de uso durante las pruebas rutinarias.

Una matriz se puede definir como un tipo de producto con propiedades intrinsecas, tales como composicién y proceso.
Las diferencias entre matrices pueden ser tan simples como los efectos ocasionados por diferencias en su procesamiento
o presentacion. Por ejemplo: crudo frente a pasteurizado, fresco frente a seco, etc.

Limitacion de garantia/Recurso limitado

SALVO LO EXPRESAMENTE ESTIPULADO EN UNA SECCION DE GARANTIA LIMITADA O EN EL EMPAQUE 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 reembolsard el precio de compra del producto, a su eleccién. Estos son sus
recursos exclusivos. Deberé notificar inmediatamente a Neogen en un lapso de sesenta dias a partir del descubrimiento de cualquier
sospecha de defecto en un producto y devolver dicho producto a Neogen. Péngase en contacto con su representante de Neogen o
distribuidor autorizado de Neogen si tuviera 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 ninglin caso la responsabilidad de Neogen conforme a
ninguna teoria legal excedera el precio de compra del producto supuestamente defectuoso.

Para consultar los términos y condiciones completos de Neogen, visite: https://www.neogen.com/en/terms-and-conditions/

Almacenamiento y desecho

Almacene el Ensayo de Deteccién Molecular 2 para Salmonella Neogen 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 dafiada. Si la bolsa

estd 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 °Cy 8 °C durante 60 dias como maximo.

No utilice el Ensayo de Deteccién Molecular 2 para Salmonella 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 usarlos, el medio de enriquecimiento y los tubos del
Ensayo de Deteccién Molecular 2 para Salmonella Neogen podrian contener materiales patégenos. Una vez finalizadas las pruebas,
siga los reglamentos locales, regionales y nacionales para la eliminacién de desechos contaminados. Consulte la Hoja de Datos de
Seguridad para obtener mds informacién y conocer las normativas locales para el desecho de materiales.
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Instrucciones de uso

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

Descontamine peridédicamente mesas y equipos de laboratorio (pipetas, herramientas de abrir/cerrar, gradilla para tubos de reactivos,
etc.) con una solucién de cloro de uso doméstico del 1y el 5% (v:v en agua) o una solucién de remocioén de ADN.

El usuario debe completar la capacitaciéon de calificacién del operador del Sistema de Deteccién Molecular Neogen segln se describe
en el documento “Protocolos de Calificacion para la Instalacion (1Q)/Calificacion Operativa (0Q) e Instrucciones para el Sistema de
Deteccién Molecular Neogen”®,

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

Tabla 3 para los protocolos de enriquecimiento seglin el AOAC® Official Method of Analysis** 2016.01 y el Certificado AOAC’
Performance Tested*" n.° 091501.

Tabla 4 para los protocolos de enriquecimiento segln el Certificado NF VALIDATION 3M 01/16 -11/16.

Enriquecimiento de la muestra
Las tablas 2, 3y 4 presentan directrices para protocolos generales de enriquecimiento para muestras de alimentos, piensos
y muestras ambientales.

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

Alimentos

1. Permita que el medio de enriquecimiento (BPW I1SO) alcance un equilibrio con la temperatura ambiente del laboratorio o a
41,5+ 1°C segln la matriz analizada. Consulte las Tablas 2,3 0 4.

Combine el medio de enriquecimiento y la muestra de forma aséptica.

Homogenice completamente en homogeneizador peristaltico o licuadora, o bien mezcle la preparacién manualmente durante
2+0,2 minutos o hasta que los grumos se disuelvan por completo y la suspensidn de enriquecimiento se vea homogéneal**.

a. Paratodas las muestras con alto contenido de particulasy carne, se recomienda utilizar bolsas con filtro.

b. Para matrices que aumentan de tamafio en agua y son altamente viscosas (ej, cereales y almidones), se sugiere
hacer diluciones adicionales (>1:10) hasta que la viscosidad se reduzca adecuadamente o agregar alfa-amilasa
estéril al 1% (p/v) al medio de enriquecimiento (BPW ISO)1*),

c. Paramuestras grandes de leche en polvo y cereales, agregue la muestra al liquido lentamente y mezcle con
frecuencia para evitar grumos.

4. Incube como seindica en la tabla del protocolo correspondiente (consulte las tablas 2, 3 0 4).
Muestras ambientales

Los dispositivos de toma de muestras pueden ser esponjas hidratadas con una solucién neutralizante para inactivar los efectos de
los sanitizantes. Neogen recomienda el uso de una esponja de celulosa libre de biocidas. La solucién neutralizante puede ser el caldo
neutralizante Dey-Engley (D/E) o el caldo Letheen. Se recomienda sanear el drea después de la toma de muestras.

ADVERTENCIA: Si decidiera usar una solucién amortiguadora neutralizante 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 provoque la liberacién del producto contaminado. Otra opcién es transferir 10 yL de la muestra de la solucién amortiguadora
neutralizante enriquecida a los tubos de Solucién de Lisis Neogen.

El tamafio del drea de muestra recomendado para verificar la presencia o ausencia del patdégeno en la superficie es de al menos
100 cm? (10 cm x 10 cm 0 4” x 4”). Cuando se toma la muestra con una esponja, cubra toda el area en dos direcciones (de izquierda
a derechay de arriba a abajo), o tome las muestras ambientales de acuerdo con su protocolo actual para la toma de muestras

o segun las directrices de FDA BAM®, USDA FSIS MLG? 0 1SO 18593:201819,

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

1. Caliente previamente el medio de enriquecimiento BPW ISO a 41,5 °C + 1 °C seglin la matriz analizada. Consulte las Tablas 2,3 0 4.

2. Combine asépticamente el medio de enriquecimiento y la muestra de acuerdo con las Tabla 2, 3 0 4. Para todas las muestras de
carney con muchas particulas, se recomienda el uso de bolsas con filtro.

3. Homogenice completamente mezclando bien, usando homogeneizador peristaltico o mezclando a mano durante 2 + 0,2
minutos. Incubar segtin lo indicado en la tabla de protocolos correspondiente. Ver Tabla 2,3 0 4.

Dispositivo de muestreo

1. Parapafios, siga las indicaciones del FSIS descritas en el Cloth Sample Collection Method to Replace N60 Excision Sampling for Beef
Manufacturing Trimming and Bench Trim*), muestreando la matriz con el pafio durante 90's, 45 s por lado.
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2. Paraguante o enguantados: siga las indicaciones establecidas en la Carta de no objecién del servicio de investigacion agricola
del USDA® humedeciendo previamente el guante con 25 ml de nBPW y restregando la matriz durante 15 s en un lado. De vuelta
el guantey frételo durante 15 segundos mas. Doble el guante por dos y dos otra vez y coléquelo en la bolsa de muestreo.

Permita que el medio de enriquecimiento BPW ISO se equilibre a 41,5 +1 °C.
Combine asépticamente el medio de enriquecimiento y la muestra, asegurandose de que el dispositivo de muestreo quede sumergido.

Mezcle a mano o con el homogeneizador peristéltico todas las muestras durante al menos 30 segundos. Aseglrese de que el
dispositivo de muestreo se localice hasta el fondo de la bolsa, se sumerja en el medio de cultivo e incube segtin lo indicado en la
tabla de protocolos apropiados (ver la Tabla 2 0 3).

Tabla 2. Protocolos generales de enriquecimiento.

3 Temperatura de Tiempo de "°"f'!“?“ ob2
. Tamanode | Volumen del caldo . . . . . . analisis de
Matriz de muestra q gl enriquecimiento |enriquecimiento
la muestra | de enriquecimiento o la muestra
(x1°C) (horas) @
(pe)®
Protocolo 1
Productos alimentarios procesados 225 mL de
(con excepcidn de polvos de huevo 25¢g 37 18-26 20
e BPW SO
y otros productos especificados en
otros protocolos)®
Zﬁtr:wtgrﬁ?é: grudos y no procesados 225mL de
) ’ 25¢g BPW ISO 415 18-26 20
huevo en polvo, alimentos para
) ; @ (precalentada)
animales y muestras ambientales
Protocolo 3
Productos lacteos en polvo 225 mL de
(incluidas féormulas infantiles y 25¢ BPW ISO 37 20-26 20
féormulas infantiles base soya)
Protocolo 4 225 mL de leche
Productos a base de cacao (cacao descremada en polvo
en polvo, chocolates, productos de 25¢g estéril (100 g/L) con 37 24-30 20
confiteria, etc.) 0,002% de tintura
verde brillantedef
Protocolo 5 235 mL 2X BPW ISO
Otros incluyen: especias, hierbas con 0,5% K,S03 +
aromaticas, concentrados, tés y cafés 25g 240 mL de leche 37 24-30 10
instantaneos, cubos de caldo descremada en polvo
estéril (100 g/L)en
Protocolo 6
e e d o secoscon
25¢g descremada en polvo 37 18-24 20
para otros frutos secos tales como P @
. estéril (100 g/L)
nueces pecanas, almendras, pistachos,
castafias de caju y castafias)
Protocolo 7 Lpar= 1 575 mi2xBPWISO0 37 20-26 10
zapatones 2 zapatones
Protocolo 8 225 ml 2X BPW ISO
Zapatones (con alta concentracién 1par- (tras enriquecimiento,
de calcio) ) 4 patones transferenciade 1 mla 37 20-26 10
P 9 mlBPW ISO 0 100 pL
a9,9 ml BPW ISO)6
Protocolo 9
Dispositivo de muestreo (corte de
ternera cruda, partes crudas aves de ltelaol 200 ml BPWISO 41.5 10-24 20
guante (precalentado)
corral, carcasa cruda aves de corral,
corte de cerdo crudo)

(@) Volumen de muestra transferido a los tubos de Solucién de Lisis. Consulte el paso 4.7 de la seccion Lisis.
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(b) Ejemplosde productos que se deben analizar con el Protocolo 1: comidas listas para usar, ensaladas delicatessen, natillas.

(c) Ejemplos de productos que se deben analizar con el Protocolo 2: carnes crudas, vegetales todos los quesos fermentada,
ensaladas crudas (lechuga, Batavia).

(d) Laleche descremada UHT puede substituirse por leche descremada en polvo.

(e) 0,45 mL de 1% de solucién colorante acuosa verde brillante por 225 mL de leche descremada, lo que dard como resultado una
concentracién final de 0,002% (0,02 g/L) de solucién colorante verde brillante.

(f) Para preparar leche descremada en polvo estéril, suspenda 100 g de leche descremada en polvo deshidratada en 1 L de agua
destilada o purificada. Agitar hasta que se disuelva. Autoclave por 15 minutos a 121 °C. Almacene a 2 °Cy 30 °C™*Y,

g) 5gde KySO3 por 1000 mL BPW ISO, lo que dard como resultado una concentracion final de 0,5% K,SOs.
h) Deberd afadirse 240 mL 100 g/L de leche descremada en polvo estéril a 235 mL 2X BPW ISO esterilizado con 0,5% K>SOs.
Preparado a doble concentracion.

)
j) Cuando los hisopos de la bota tienen una alta concentracién de calcio, se requiere una diluciéon de 1:10 0 1:100 del medio
enriquecido: Transfiere 1 mL del medio enriquecido a9 mL de BPW ISO (dilucién 1:10) o de 100 uL a 9,9 mL de BPW (dilucién 1:100).

Si se usa un paso de enriquecimiento secundario opcional, por ejemplo Medio Rappaport Vassiliadis, se requiere realizar una disolucién
de 1:2 (1 parte de enriquecimiento en 1 pate de caldo de enriquecimiento estéril) o simplemente transferir 10 uL del enriquecimiento
secundario a los tubos de Solucién Lysis Neogen. Si se utiliza Caldo de Tetrationato (TT), transfiera 20 uL del enriquecimiento secundario
alos tubos de Solucién Lysis Neogen, y no utilice un agitador eléctrico para enriquecimiento TT ni utilice una pipeta que llegue al fondo
del tubo de enriquecimiento para evitar transferir alglin precipitado.

Instrucciones especificas para métodos validados
AOAC’ Official Methods of Analysiss" 2016.01
AOAC’ Performance Tested*" Certificate #091501

. PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 091501

En los programas OMAS" y PTMS" de AOAC Research Institute, se encontré que el Ensayo de Deteccidén Molecular 2 para Salmonella
Neogen era un método efectivo para la deteccidon de Salmonella. Las matrices evaluadas en el estudio se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Protocolos de enriquecimiento de acuerdo con el certificado #091501 de AOAC OMA®" 2016.01 y AOAC PTMS". El volumen de
muestra transferido a los tubos de Solucién de Lisis Neogen es de 20 pL Excepto para zapatones®.

. Temperatura de Tiempo de
. Tamano de Volumen del caldo . . . . . .
Matriz de muestra q i enriquecimiento enriquecimiento
la muestra de enriquecimiento o
(x1°C) (horas)
225 mLde
25¢g BPW ISO
(precalentada)
Carne molida cruda 41,5 10-24
975 mL de
325¢g BPW ISO
(precalentada)
225 mL de
25g BPW ISO 41,5 10-24
(precalentada)
Carne de ave molida cruda
975 mL de
325¢g BPW ISO 415 14-24
(precalentada)
. . 2925 mL de
Pollo empanizado cocido 325g BPW ISO 37 18-24
225 mL de
258 BPW ISO
Alimento para perros seco 37 18-24
375 1500 mL de
g BPW SO
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Pimienta negra, camardn entero

crudo, espinaca cruda empaquetada, 225mL de !
queso americano procesado ¢ BPW ISO 31 18-24
pasteurizado
Enjuague de carcasa de ave 30mL 30 mL de BPWISO 415 18-24
(precalentada)
Esponja de carcasa de ave 1 esponja 50 mL de BPWISO 41,5 18-24
(precalentada)
Leche descremada en 225mL de
polvo instantanea 25¢ BPW ISO 31 20-24
225 mL de
Cocoa en polvo 25¢ BPW ISO 37 24-28
Lo . 900 mL de
Huevo entero liquido pasteurizado 100 mL BPW ISO 37 18-24
S . 3375mLde
Agua deirrigacion de germinados 375mL BPW ISO 37 18-24
225mL de
25¢ BPW ISO
Mantequilla de mani cremosa 37 18-24
375 3375mLde
& BPW ISO
Flor de .cannab“l))s seca, planta de 10g 90 BPW-1SO 415 28-32
cannabis seca
Zapatones® 1 par -2 zapatones | 225 ml2X BPW ISO®© 37 20-26
225 ml2X BPW ISO
zapatones (con alta concentracién tras enriquecimiento
depcalcio)(a) 1 par -2 zapatones |transfieren 1 mLa9 mL 37 20-26
BPWISO0100pLa
9,9 mL BPW ISO ©9)
Dispositivo de muestreo (corte de — 200 mL BPW ISO .
ternera cruda, corte de cerdo crudo) 1pano (precalentado) 415 10-24
Dispositivo de muestreo
(partes crudas aves de corral, 1 guante®© 200 mL BPWISO 41.5 10-24
(precalentado)
carcasa de aves)
225 mL de
Concreto sellado 1 esponja BPW ISO 415 18-24
(precalentada)
© | Acero inoxidable 1 hisopo 10 mL de BPWIS0 41,5 18-24
£ (precalentada)
()
2
€ | Mosaico de cerdmica sellado 1 esponja 50 mL de BPWISO 41,5 18-24
< (precalentada)
Temperatura Tiempo de
. Tamafio Volumen Temperatura de Tiempo de Medio de de enrique- enrique-
Matriz . N A LR . . AR P
dela del caldo de enriquecimiento | enriquecimiento | enriquecimiento cimiento cimiento
de muestra . .. o . X 5
muestra | enriquecimiento (x1°C) (horas) secundario (mL) secundaria secundario
(x1°C) (horas)
Camaron
225 mL de R-VR10:0.1 mLen
c;uadbzggn 25g BPW ISO 37 18-24 10 mL® 41,5 4-24

(a) Transfiera 10 pL de la muestra enriquecida a los tubos de Solucién de Lisis. Consulte el paso 4.7 de la seccién Lisis.

(b) Flor de cannabis seca (>0.3 % THC) y planta de cannabis seca (<0.3 % THC)

(c) Preparado a doble concentracion.
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(d) Cuando los zapatones tienen una alta concentracién de calcio, se requiere una diluciéon de 1:10 0 1:100 del medio enriquecido:
Transfiere 1 mL del medio enriquecido a9 mL de BPW ISO (dilucién 1:10) o de 100 uL a 9,9 mL de BPW ISO (dilucién 1:100).

(e) Prehumedecer con 25 mL de nBPW

NF VALIDATION por AFNOR Certification

e““f\CATION

EN ISO 16140

3M 01/16 -11/16
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en

Para mas informacion acerca de la finalidad de la validez, consulte el certificado de NF VALIDATION disponible en el sitio web
mencionado anteriormente.

El método de certificacién de VALIDACION NF en cumplimiento con I1SO 16140-2:2016" en comparacién con ISO 6579:20179.

Alcance de la validacion: todos los productos de alimentos para humanos, las muestras ambientales de produccién (incluidas las
muestras de produccién primaria) y los productos alimentarios para animales y mascotas mediante ensayos de validacién en un
amplio rango de alimentos.

Preparacion de la muestra: Las muestras se deben preparar de acuerdo con las normas EN ISO 6579:2017® y EN ISO 6887%3.
Version de Software: consulte el certificado.



Tabla 4. Protocolos de enriquecimiento segtin el Certificado NF VALIDATION 3M 01/16 -11/16.
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infantiles, productos lacteos en
polvo con probidticos®

+vancomicina (10
mg/L)

Tamaiio Volumen Temperatura de Tiempo de V:;;E';?: ddee
Protocolo dela del caldo de enriquecimiento | enriquecimiento la muestra
muestra | enriquecimiento (+1°C) (horas) mo
Protocolo 1:
« Amplio rango de alimentos
procesados (excluyendo huevo en
polvo, frutas y vegetales procesados
y productos especificados en otros
protocolos) 25¢g 225mL de BPW 37 18-26 20
ISO
« Todos los pescadosy
mariscos crudos
« Comida para mascotay alimento
para animales
«  Produccién primaria (no fecal)
Protocolo 2:
+ Amplio rango de alimentos crudos
y no procesados (excluyendo el
pescado crudo y los mariscos crudos, 2580
y los productos especificados en 1toallita o 225 mL de BPW 415 18-26 20
otros protocolos) - ISO precalentado
1 hisopo
« Huevoen polvo
« Todas las frutas y vegetales
+ Muestras ambientales de la
produccién de alimentos
Protocolo 3: 225 mL de BPW
« Productos lacteos en polvo g ISO 31 20-26 20
Protocolo 4: 225 mL de leche
« Productos a base de cocoa que descremada UHT
contengan mas del 20% de cocoa e +0,002 % verde 31 24-30 20
brillante
Protocolo 5: 235mL 2 x BPW
« Especias, hierbas aromaticas, ISO +K,S03 0,5 %
concentrados, tés, cafés, 258 +240 mL de leche 31 24-30 10
preparaciones culinarias descremada UHT
Protocolo 6: 225 mL de BPW
« Carnecruda ¢ ISO precalentado 415 10-24 20
Protocolo 7: 1 zapatén 100 mL en caldo
« Produccién primaria (fecal) P Tetrationato
37 22-24 20
25 225 mL de caldo
g Tetrationato
Protocolo 8:
« Formulas infantiles, cereales 3375 mL de BPW
infantiles, productos lacteos en 3758 ISO precalentado 31 20-26 20
polvo sin probidticos®
Protocolo 9: 3375 mL de BPW
o Formulas infantiles, cereales 3758 ISO precalentado 37 20-26 20

(@) Volumen de muestra transferido a los tubos de Solucién de Lisis. Consulte el paso 4.7 de la seccion Lisis.

(b) Para muestras grandes de productos en polvo y cereales, agregue la muestra al liquido y mezcle con frecuencia para evitar

grumos.
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NOTAS:

« Lasmuestras de mas de 25 g no han sido sometidas a prueba, excepto en los protocolos 8 y 9 en el estudio de
NF VALIDATION.

« Estos protocolos de enriquecimiento corto son sensibles a las condiciones de incubacién. Se requiere cumplir con las
condiciones de temperatura que se indican en las especificaciones técnicas. El usuario debera verificar que el precalentamiento
del caldo de enriquecimiento alcance la temperatura requerida antes de la incubacién. El tiempo de preparacién de las
muestras, la demora entre el final del paso de precalentamiento del caldo de enriquecimiento y el comienzo del paso de
incubacién de la muestra de alimento, no debe superar los 45 minutos. Se recomienda utilizar una incubadora con ventilador
durante la incubacioén.

o Para la transferencia de los caldos de enriquecimiento Tetrationato (TT) a los tubos de Solucién Lysis Neogen, no utilice
un agitador eléctrico ni utilice una pipeta que llegue al fondo del tubo de enriquecimiento para evitar transferir algiin
precipitado. La transferencia de algtin precipitado puede resultar en la obtencion de resultados invalidos.

« Los puntos de interrupcion del protocolo recomendados corresponden a después del enriquecimiento o después de la lisis de
las muestras. El caldo de enriquecimiento o el lisado de muestra se puede almacenar a2 °Cy 8 °C por hasta 72 horas. Después
de retirar el caldo de enriquecimiento del almacenamiento, retome la prueba desde el Paso 1 en la seccién Lisis. Después de
retirar el lisado de muestra del almacenamiento, retome la prueba desde el Paso 8 en la seccién Lisis.

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

2. Enjuague la Bandeja de Carga Rapida para el Sistema de Deteccién Molecular Neogen con agua.
3. Utilice una toalla desechable para secar la Bandeja de Carga Rapida para el Sistema de Deteccién Molecular Neogen.
4. Antes de utilizarla, aseglrese de que la Bandeja de Carga Rapida para el Sistema de Deteccién Molecular Neogen esté seca.

Para este procedimiento se requieren dos Bloques Insertables de Calentamiento/Enfriamiento del Detecciéon Molecular Neogen

de deteccion molecular Neogen. Ambos bloques insertables son el mismo producto (700000145) pero se utilizan para funciones
diferentes.

Para mayor claridad dentro del procedimiento, el insertable utilizado para el paso de calentamiento se denominara Bloque
Insertable de Calentamiento de Deteccidon Molecular, y el insertable utilizado para el paso de enfriamiento se denominara Bloque
Insertable de Enfriamiento de Deteccién Molecular. Estas designaciones se utilizan Gnicamente para distinguir sus funcionesy no
indican productos separados.

Preparacion del Bloque Insertable de Enfriamiento de Deteccion Molecular Neogen®

Coloque el Bloques Insertable de Enfriamiento de Deteccién Molecular Neogen® directamente sobre la mesa del laboratorio. Use el
bloque a temperatura ambiente del laboratorio (entre 20 °Cy 25 °C).

Preparacion del Bloque Insertable de Calentamiento de Deteccion Molecular Neogen®
Coloque el Bloques Insertable de Calentamiento de Deteccién Molecular Neogen® en una unidad doble de calentamiento

seca. Encienda la unidad de calentamiento de bloques secay ajuste la temperatura para permitir que el Bloque Insertable de
Calentamiento de Deteccién Molecular Neogen alcance y mantenga una temperatura de 100 °C + 1 °C.

NOTA: Segln la unidad de calentamiento, espere aproximadamente 30 minutos para que el Blogue Insertable de Calentamiento
de Deteccion Molecular Neogen alcance la temperatura deseada. Con un termémetro calibrado apropiado (ej. un termémetro de
inmersién parcial o un termdmetro digital termopar, no use termémetro de inmersion total) colocado en la ubicacién designada,
verifique que el Bloque Insertable de Calentamiento de Deteccién Molecular Neogen se encuentre a 100°C+ 1 °C.

10
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Preparacion del Equipo de Deteccion Molecular Neogen®

1. Inicie el software de Deteccién Molecular Neogen® e inicie sesion. Contacte a su representante de Neogen Food Safety para
verificar que tiene la Gltima versién del software.

Encienda el Equipo de Deteccién Molecular Neogen.

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

NOTA: El Equipo de Deteccién Molecular Neogen debe alcanzar el estado de Listo antes de insertar la Bandeja de Carga Rapida para
el Sistema de Deteccidn 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 espéatula antes de colocarla en el
Blogue Insertable de Calentamiento de Deteccién Molecular Neogen.

\\.._

1. Permita que los tubos de la solucién de lisis Neogen se atemperen colocando la gradilla a temperatura ambiente (20-25 °C)
durante la noche (entre 16 y 18 horas). Las alternativas para atemperar los tubos de solucién de lisis Neogen es colocar los tubos
sobre una meseta de laboratorio durante al menos 2 horas, incubar los tubos de solucién de lisis Neogen en una incubadora a 37
+1°Cdurante 1 hora o colocarlos en un bloque de calentamiento seco doble durante 30 segundos a 100 + 1 °C.

Invierta los tubos tapados para mezclar. Proceder al siguiente paso en menos de 4 horas después de invertir.
Retire las muestras enriquecidas de la incubadora.
Se requiere un tubo de solucién de lisis Neogen para cada muestra y control negativo NC (medio de enriquecimiento estéril).

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

4.2 Para evitar la contaminacién cruzada, destape una tira de tubo de Solucién de Lisis Neogen por vez y use una punta de
pipeta nueva para cada paso de transferencia.

4.3 Transfiera la muestra enriquecida a los tubos de Solucién de Lisis Neogen como se describe a continuacién:

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 tapar/destapar del Sistema de Deteccién Molecular - Lisis Neogen® para destapar una tira de
tubos de Solucién de Lisis Neogen, una tira por vez.

4.5 Deseche la tapa del tubo de Solucién de Lisis Neogen; si se conservara el lisado para una repeticién de prueba, coloque las
tapas en un recipiente limpio para su repeticion luego de la lisis.

4.5.1 Para procesar el lisado almacenado, consulte el Apéndice A.
4.6 Cuando trabaje con muestras viscosas, agite la bolsa de enriquecimiento antes de recolectar la muestra del lado filtrado.

4.7 Transfiera los 20 puL de muestra a un tubo de Solucidn de Lisis Neogen a menos que se indique lo contrario en la tabla de
protocolos (por ejemplo, el protocolo 5y el enriquecimiento secundario en RVS o cuando se utilizan muestras ambientales
con una solucién neutralizante).
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Repita los pasos 4.4 al 4.7 hasta que cada muestra individual se haya agregado al correspondiente tubo de Solucién de Lisis
Neogen de la tira.

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

Verifique que la temperatura del Bloque Insertable de Calentamiento de Deteccién Molecular Neogen sea de 100 °C + 1 °C.

Paso de calentamiento: Coloque la gradilla sin tapar de tubos de Solucién de Lisis Neogen en el Bloque Insertable de
Calentamiento de Deteccién 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 Deteccién Molecular Neogen.

Paso de enfriamiento: Retire la gradilla descubierta de tubos de Solucién de Lisis Neogen del bloque de calentamiento y deje que

se enfrie en la Bloque Insertable de Enfriamiento de Deteccién Molecular Neogen al menos durante 5 minutos y por un maximo de
10 minutos. Cuando se usa el Bloque Insertable de Enfriamiento de Deteccién Molecular Neogen a temperatura ambiente, debe
colocarse directamente sobre la mesa del laboratorio. Durante el enfriamiento, la solucién de lisis de Neogen volverd a un color rosa.

Retire la gradilla de tubos de Solucién de Lisis Neogen de la Insercién del Bloque Insertable de Enfriamiento de Deteccién Molecular
Neogen.

—_— 20-25°C
00:05:.00

Amplificacion

1.

Se necesita un Tubo de Reactivo del Ensayo de Deteccién Molecular 2 de para Salmonella Neogen por cada muestray el NC.

1.1 Lastiras de tubos pueden cortarse para obtener la cantidad de tubos deseada. Elija la cantidad de Tubos de Reactivos del
Ensayo de Deteccién Molecular 2 para Salmonella Neogen o tiras de 8 tubos seglin sea necesario.

1.2 Coloque los tubos de reactivos en una gradilla vacia.
1.3 Evite mover las perlas de reactivo en el fondo de los tubos.
Seleccione un tubo de Control de Reactivos y coléquelo en la gradilla.

Para evitar la contaminacién cruzada, destape una tira de tubo de reactivo a la vez y use una punta nueva de pipeta para cada
paso de transferencia.

Transfiera cada lisado a un tubo de reactivo y tubo de control de reactivos Neogen del ensayo de deteccién molecular 2 -
Salmonella seglin se describe a continuacién:

Primero transfiera el lisado de cada muestra a los tubos de reactivo y luego al NC. Hidrate el Tubo de Control de Reactivos
Neogen al final.

Use la Herramienta para tapar/destapar de tubos de reactivos del Sistema de Deteccién Molecular - Neogen® para destapar el
Tubo de Reactivo del Ensayo de Deteccién Molecular 2 para Salmonella Neogen, una tira a la vez. Deseche la tapa.

5.1 Transfiera 20 pL del lisado de muestra de la V2 superior del liquido (evite el precipitado) en el tubo de Solucién de Lisis
Neogen que corresponde al Tubo de Reactivo del Ensayo de Deteccion Molecular 2 para Salmonella Neogen. Descargue en
un angulo que permita evitar que se muevan las perlas. Mezcle pipeteando suavemente hacia arriba y hacia abajo 5 veces.

5.2 Repita el paso 5.1 hasta que se haya afadido una muestra individual del lisado a un Tubo de Reactivos del Ensayo de
Deteccién Molecular 2 para Salmonella Neogen en la tira.

5.3 Tape los Tubos de Reactivos del Ensayo de Deteccién Molecular 2 para Salmonella Neogen con las tapas adicionales provistas
y utilice el lado redondeado de la Herramienta para tapar/destapar de tubos de reactivos del Sistema de Deteccién Molecular -
Neogen para aplicar presiéon con un movimiento hacia adelante y hacia atrés para asegurarse de que la tapa quede bien ajustada.

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

5.5 Cuando se hayan transferido todos los lisados de muestras, repita los pasos 5.1 a 5.3 para transferir 20 uL de lisado NC a un
Tubo de Reactivo del Ensayo Deteccion Molecular 2 de Salmonella Neogen.

5.6 Transfiera 20 pL del lisado NC a un tubo de Control de Reactivos Neogen. Descargue en un dngulo que permita evitar que
se muevan las perlas. Mezcle pipeteando suavemente hacia arriba y hacia abajo 5 veces.

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

12
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Revise y confirme el ensayo configurado en el Software del Sistema de Deteccién Molecular de Neogen.
8. Hagaclicen el botdn de Inicio del software y seleccione el equipo que usara. La tapa del equipo seleccionado se abrird automaticamente.

Coloque la Bandeja de Carga Rapida para el Sistema de 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 60 minutos, aunque los positivos
pueden detectarse antes.

10. Unavezterminado 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 sumergiéndolos en una solucién de cloro de uso doméstico del 1% al 5%
(viven agua) durante 1 horay lejos del drea 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
ADN amplificado. Esto incluye un Tubo de Reactivo del Ensayo de Deteccién Molecular 2 para Salmonella Neogen, el Control de
Reactivos Neogen y los Tubos de Control de Matriz Neogen. Siempre deseche los tubos de reactivo cerrados sumergiéndolos en una
solucién de cloro de uso doméstico al 1% a 5% (v:v en agua) durante 1 horay lejos del area en que se prepara el andlisis.

Resultados e interpretacion

Un algoritmo interpreta la curva de produccién de luz que se obtiene de la deteccién de acido nucleico amplificado. El software
analiza automéaticamente los resultados y los expresa en color segln el resultado. Los resultados Positivo o Negativo se determinan
mediante el analisis de una cantidad de parametros caracteristicos de la curva. Los resultados presuntivos positivos se informan en
tiempo real, mientras que los resultados Negativo e Inspeccionar se muestran una vez terminado el ensayo.

Las muestras con resultados presuntivos positivos deben ser confirmadas de acuerdo con los procedimientos operativos estandar
del laboratorio o mediante la confirmacién del método de referencia apropiado®?%, comenzando con la transferencia del caldo
de enriquecimiento primario al secundario, seguido del subsiguiente sembrado en placay la confirmacién de aislados, utilizando
métodos bioquimicos y serolégicos apropiados.

NOTA: Incluso una muestra negativa no arrojara una lectura de cero, ya que los reactivos de amplificacién del Ensayo Deteccion
Molecular 2 para Salmonella Neogen contienen un nivel basal de unidades relativas de luz.

En el raro caso de que haya una interrupcién inusual del suministro eléctrico, el algoritmo lo sefialard como “Inspeccionar”. Neogen
recomienda al usuario repetir el ensayo para aquellas muestras etiquetadas como Inspeccionar. Si el resultado sigue siendo Inspeccionar,
continte con la prueba de confirmacién usando su método preferido o seglin se especifique en las regulaciones locales.

Tabla 5. Simbolos e informacion para varios resultados de software.

T|po. de | Simbolo del r.esultado Resultado Interpretacion
Pocillo del pocillo
Muestra Positivo Se presume que la muestra es positiva para el
patogeno objetivo.
Muestra ‘ Negativo La muestra es negativa para el patégeno objetivo.
Muestra Inhibido La matr'lz de muestra fue |nh|b|tor|a al ensayo. Puede que
se requiera un nuevo estudio.
. Es indeterminada la presencia o ausencia del patégeno
Muestra Inspeccionar . . PR
estudiado. Puede que se requiera un nuevo andlisis.
No se detecté bioluminiscencia. Puede que se requiera un
Muestra Error s
nuevo analisis.

*Revisar el reporte del ensayo para detalles adicionales en los resultados. Si se reequiere, contacte a tu representante local Neogen para asistencia en la resolucién
de problemas
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Confirmacion de los resultados segiin el Método Certificado de NF VALIDATION

En el contexto de NF VALIDATION, todas las muestras identificadas como positivas por el Ensayo de Deteccién Molecular 2 para
Salmonella Neogen deben ser confirmadas mediante una de las siguientes pruebas:

Opcién 1: uso de la norma I1SO 6579 a partir del enriquecimiento de agua peptonada tamponada®.

Opcidn 2: mediante la implementacién de un método de confirmacién compuesto por lo siguiente: Transfiera 0,1 mL
del enriguecimiento BPW ISO® o los caldos de enriquecimiento de Tetatrionato (muestras de produccién primaria)

en 10 mL de caldo RVS. Incubar por 24 + 3 horas a 41,5 °C. Realice un estriado en agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD)

® 0 en un agar cromogénico especifico para Salmonella. Realice una aglutinacion de latex con usando la prueba de latex
Oxoid Salmonella directamente en las colonias aisladas.

Opcion 3: Utilizando sondas de acidos nucleicos como se describe en el estdndar EN 1SO 7218:2024¢), realizado en colonias aisladas,
a partir de XLD o agar cromogénico (ver Opciones 1 0 2). Esta prueba no debe realizarse mediante el uso de Ensayo de Deteccién
Molecular 2 para Salmonella Neogen.

Opcidn 4: Mediante el uso de cualquier otro método certificado NF VALIDATION, cuyo principio es diferente al Ensayo de Deteccion
Molecular 2 para Salmonella 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 Ensayo de Deteccidon Molecular 2 para Salmonella
Neogen no confirmados por alguno de los medios descritos anteriormente y, en particular, la prueba de aglutinacién de latex), el
laboratorio debe seguir los pasos necesarios para garantizar la validez de los resultados obtenidos.

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

Apéndice A. Interrupcion por protocolo: Almacenamiento y repeticion de pruebas de lisados tratados

termicamente
1. Paraalmacenar un lisado tratado termicamente, tape de nuevo el tubo de lisis con una tapa limpia (consulte Lisis,
seccién 4.5).

Almacene entre 4 °Cy 8 °C por hasta 72 horas.
Prepare una muestra almacenada para amplificacion invirtiéndola 2 a 3 veces para mezclar.
Destape los tubos.

o~ wN

Coloque los tubos de lisado mezclados en el Bloque Insertable de Calentamiento de Deteccién Molecular Neogen y caliéntelos
a100°C+1°Cdurante 5+ 1 minutos.

6. Retire la gradilla de tubos Solucién de Lisis Neogen del bloque de calentamiento y deje que se enfrie en Bloque Insertable de
Enfriamiento de Deteccién Molecular Neogen al menos durante 5 minutos y por un maximo de 10 minutos.

7. Siga el protocolo en la seccién Amplificacién que se detalla arriba.
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8. IS0 16140-3:2021 Microbiology of the food chain — Method validation Part 3: Protocol for the verification of reference methods
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10. 1SO 18593:2018. Microbiology of the food chain - Horizontal methods for surface sampling.

11. US Food and Drug Administration - Bacteriological Analytical Manual, Medium M111: Nonfat Dry Milk (Reconstituted). January
2011.

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

13. 1SO 6887 (all parts). Microbiology of food and animal feeding stuffs - Preparation of test samples, initial suspension and decimal
dilutions for microbiological examination

14. Cloth Sample Collection Method to Replace N60 Excision Sampling for Beef Manufacturing Trimmings and Bench Trim | Food
Safety and Inspection Service https://www.fsis.usda.gov/policy/fsis-notice/05-23

15. USDA/FSIS Letter of No Objection (NOL) for the MicroTally® Mitt food surface sampler. https://microtally.com/wp-content/
uploads/2025/01/Poultry-Mitt-NOL.pdf

Explicacion de los simbolos
info.neogen.com/symbols
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K NEOGEN
Instrucoes do produto

Neogen’ Ensaio para Deteccao Molecular de Salmonella 2

Descricao e uso recomendado do produto
O Neogen’ Ensaio para Deteccdo Molecular de Salmonella 2 é usado com o Neogen® Sistema de Deteccdo Molecular para a deteccao
rapida e especifica de Salmonella em alimentos enriquecidos e amostras ambientais de processos de ra¢des e alimentos.

Os Neogen’ Ensaios para Detec¢do Molecular utilizam amplificagdo isotérmica mediada por alca para amplificar rapidamente
sequéncias de acidos nucleicos com alta especificidade e sensibilidade, combinadas com bioluminescéncia para detectar a
amplificacdo. Os resultados positivos presuntivos sao relatados em tempo real, enquanto os resultados negativos sao exibidos ap6s
a conclusdo do ensaio. Os aparentes resultados positivos devem ser confirmados por meio do seu método preferido ou conforme
especificado pelos regulamentos locais®%3),

O Neogen Ensaio para Deteccdo Molecular de Salmonella 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 ndo o de alimentos e bebidas. Por
exemplo, a Neogen ndo documentou este produto para testar amostras farmacéuticas, de cosméticos, clinicas ou veterinarias. O Neogen
Ensaio para Deteccdo Molecular de Salmonella 2 ndo foi avaliado com todos os possiveis produtos, processos alimenticios e protocolos
de teste nem com todas as linhagens de bactérias possiveis.

Como acontece em todos os métodos de teste, a fonte, a formulacao e a qualidade do meio de enriquecimento podem
influenciar os resultados. Fatores como métodos de amostragem, protocolos de teste, preparacdo de amostras, manuseio e
técnica de laboratério também podem influenciar os resultados. A Neogen recomenda a avaliagdo do método, incluindo o meio
de enriquecimento no ambiente do usudrio, usando um néimero suficiente de amostras com alimentos especificos e desafios
microbianos para garantir que o método atenda aos critérios do usuario.

A Neogen avaliou o Neogen Molecular Detection Assay 2 - Salmonella com dgua peptonada tamponada (BPW) (ISO) como caldo de
enriquecimento.

O Neogen’ Equipamento de Deteccdo Molecular destina-se ao uso com amostras que passaram por tratamento térmico durante
a etapa de lise do ensaio, projetado para destruir organismos presentes na amostra. Amostras que ndo foram tratadas com
aquecimento de forma adequada durante a etapa de lise do ensaio podem ser consideradas um risco biolégico potencial e NAO
devem ser inseridas no Neogen Equipamento de Deteccao Molecular.

A Neogen Food Safety é certificada pela Organizacdo Internacional de Normalizagdo (ISO) 9001 para projeto e fabricacdo.
O kit de testes do Neogen Ensaio para Deteccao Molecular de Salmonella 2 contém 96 testes, descritos na Tabela 1.
Tabela 1. Componentes do kit Neogen Ensaio para Deteccao Molecular

Item Identificacao Quantidade Contetido Comentarios
Neogen’ Solucdo de Lise (LS) Solugdo rosa em 96 580 uL de LS Armazenada narack e

tubos transparentes (12 tiras de 8 tubos) por tubo pronta para uso
Tubos reagentes para Tubos verdes 96 Mistura de deteccdo Pronto para uso
Neogen® Ensaio para (12 tiras de 8 tubos) e amplificacdo
Detec¢do Molecular de especifica liofilizada
Salmonella 2
Tampas adicionais Tampas verdes 96 Pronto para uso

(12 tiras de 8 tampas)
Neogen’ Controle de Tubos transparentes 16 Mistura liofilizada de Pronto para uso
Reagentes (RC) com tampa (2 sacos de DNA de controle, para
articulada 8 tubos individuais) amplificacdo
e detec¢do

O Controle Negativo (NC), ndo fornecido no kit, ¢ um meio de enriquecimento estéril, por exemplo, BPW ISO. Nao use dgua como um
NC.
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Seguranca

O usudrio deve ler, compreender e seguir todas as informacdes de seguranca presentes nas instrucdes do Neogen Sistema de
Deteccdo Molecular e do Neogen Ensaio para Detec¢ao Molecular de Salmonella 2. Guarde as instrugdes sobre seguranca para
consulta posterior.

/\ ADVERTENCIA: indica uma situacdo de perigo que, se ndo evitada, pode resultar em morte ou lesdes graves e/ou danos
materiais.

AVISO: indica uma situacdo potencialmente perigosa que, se ndo evitada, pode resultar em danos materiais.

/\ ADVERTENCIA

Nao use o Neogen Ensaio para Deteccao Molecular de Salmonella 2 no diagnéstico de problemas de satide em humanos ou
animais.

O usuario deve treinar seu pessoal nas técnicas de teste adequadas e atuais: por exemplo, Boas Praticas de Laboratério™, 1ISO
7218:2024" ou CDC Biosafety in Microbiology and Biomedical Laboratories (BMBL)®.

Para reduzir os riscos associados a um resultado falso-negativo que leve a liberagcdo do produto contaminado:

+ Siga o protocolo e realize os testes exatamente conforme especificado nas instru¢cdes do produto.

+ Armazene o Neogen Ensaio para Detecgdo Molecular de Salmonella 2 conforme indicado na embalagem e nas instru¢des do
produto.

« Sempre use o Neogen Ensaio para Deteccao Molecular de Salmonella 2 antes do vencimento.

+ Use o Neogen Ensaio para Deteccao Molecular de Salmonella 2 com alimentos e amostras ambientais de processos de racoes e
alimentos que tenham sido aprovados internamente ou por um terceiro.

+ Utilize o Neogen Ensaio para Detec¢cdo Molecular de Salmonella 2 somente com superficies, desinfetantes, protocolos e linhagens
de bactérias que tenham sido aprovados internamente ou por um terceiro.

+ Para uma amostra ambiental que contém um tampao neutralizador com complexo de sulfonato de arila, faga uma diluicao
de 1:2 antes de testar (1 parte da amostra em 1 parte do caldo de enriquecimento estéril). Outra opgado é transferir 10 uL do
enriquecimento do tampao neutralizante para os tubos de Neogen Solucao de Lise. Produtos para manuseio de amostras
Neogen® que incluem o tampao neutralizante com complexo de aril sulfonato: 700002040 | RS96010NB, 700002011 | RS9604NB
700002003 | SSL10NB, 700002004 | SSL1I0NB2G, 700002213 | HS10NB e 700002002 | HS10NB2G.

Para reduzir os riscos de exposicao a produtos quimicos e agentes biolégicos nocivos:

+ 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 saiide humana.

« Sempre adote as praticas de seguranca padrao em laboratérios, como usar trajes de protecdo adequados e 6culos de protecdo ao
manipular reagentes e amostras contaminadas.

+ Evite o contato com o contelddo do meio de enriquecimento e dos tubos de reagentes apds a amplificacdo.

+ Descarte amostras enriquecidas de acordo com as regulamentagoes locais/regionais e nacionais atuais.

« Amostras que ndo foram tratadas com aquecimento de forma adequada durante a etapa de lise do ensaio podem ser
consideradas um risco biolégico potencial e NAO devem ser inseridas no Neogen Equipamento de Deteccdo Molecular.

Para reduzir os riscos de contaminacgao cruzada ao preparar o ensaio:
+ Sempre use luvas (para proteger o usuario e evitar a introducdo de nucleases).

Para reduzir os riscos associados a contaminagao ambiental:
+ Siga as regulamentacdes locais, regionais e nacionais quanto aos requisitos de descarte.

Para reduzir os riscos associados a exposicao a liquidos quentes:

+ Nao exceda a temperatura recomendada ao ajustar o aquecedor.

« Nao exceda o tempo de aquecimento recomendado.

+ Utilize um term6metro calibrado adequado para verificar a temperatura de inser¢do do Neogen® Bloco de Aquecimento para
Deteccao Molecular (por exemplo, um termometro de imersado parcial ou termdmetro termopar digital, e ndo um termdémetro de
imersdo total). O term&metro deve ser colocado no local indicado do Neogen Bloco de Aquecimento para Deteccao Molecular.

AVISO

Para reduzir os riscos de contaminacao cruzada ao preparar o ensaio:

« Troque de luvas antes da hidratacdo do pellet dos reagentes.

+ Recomenda-se o uso de ponteiras de pipeta estéreis, com barreira aerossol (filtros) e grau de biologia molecular.

« Utilize uma nova ponteira de pipeta para cada transferéncia de amostra.

« Utilize Boas Praticas Laboratoriais para transferir a amostra do meio de enriquecimento para o tubo de lise. Para evitar a
contaminacgdo da pipeta, o usudrio pode decidir adicionar uma etapa de transferéncia intermediaria. Por exemplo,
0 usuario pode transferir cada amostra enriquecida para um tubo estéril.

+ Utilize uma estacdo de trabalho de biologia molecular contendo ldmpada germicida sempre que possivel. Periodicamente,
descontamine as bancadas e os equipamentos do laboratério (pipetas, ferramentas de tampar/destampar etc.) com uma solucéo
de 1-5% (v:v em agua) de dgua sanitdria ou solucdo de remocao de DNA.
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Para reduzir os riscos de um resultado falso-positivo:

+ Nunca abra tubos reagentes p6s-amplificacdo.

« Sempre descarte os tubos contaminados mergulhando-os em uma soluc¢do de dgua sanitaria de 1-5% (v:v em agua)
por 1 hora, longe da drea de preparacdo de ensaio.

+ Nunca submeta os tubos de reagentes a autoclave apds a amplificacdo.

Consulte a Ficha de Dados de Seguranca para obter informacdes adicionais e informacgdes sobre os regulamentos locais para
descarte.

Em caso de dlvidas sobre aplicagbes 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 informacGes e instru¢des do produto. Visite nosso site www.neogen.com ou
entre em contato com o representante ou distribuidor Neogen local para obter mais informacdes.

Ao selecionar um método de teste, é importante considerar que fatores externos, como métodos de amostragem, protocolos de
teste, preparo de amostras, manipulagao, a técnica de laboratério utilizada e a prépria amostra, podem influenciar nos resultados.

E de responsabilidade do usuario, ao selecionar qualquer método de teste ou produto, avaliar um niimero 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 usudrio 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 ndo constituem
garantia de qualidade das matrizes ou processos com eles testados.

Para ajudar os clientes a avaliar a adequacdo para o propédsito do método durante a implementacdo, a Neogen desenvolveu o kit
Neogen Molecular Detection Matrix Control (também chamado de controle de amplificacdo na ISO 24914:2026). Use o Matrix
Control para avaliar a interferéncia da matriz com os resultados do Neogen Molecular Detection Assay 2 - Salmonella durante
avalidagdo e verificagdo. Siga a norma ISO 16140-3:2021® e/ou o programa de garantia de qualidade da sua organizagdo para
determinar o niimero representativo de amostras necessarias ao verificar o desempenho do método e definir o escopo de sua
aplicacdo em seu laboratério. O uso rotineiro do Neogen Molecular Detection Matrix Control ndo é necesséario uma vez que o método
tenha sido verificado e o escopo de aplicagdo do laboratério seja estabelecido. Siga o programa de garantia de qualidade da sua
organizacdo para determinar, caso a caso, a necessidade do Neogen Molecular Detection Matrix Control e sua frequéncia de uso
durante testes rotineiros.

As diferencas entre matrizes podem ser tdo simples como os efeitos causados por diferencas no seu processamento ou
apresentacao, por exemplo, cru versus pasteurizado; fresco versus seco etc.

Limitacao de garantias/recurso limitado

SALVO CONFORME DECLARADO EXPRESSAMENTE EM UMA SECAO DE GARANTIA DE EMPACOTAMENTO DE PRODUTO INDIVIDUAL,
ANEOGEN REJEITA TODAS AS GARANTIAS EXPRESSAS E IMPLICITAS, INCLUINDO, ENTRE OUTRAS, QUAISQUER GARANTIAS DE
COMERCIALIZACAO OU ADEQUAGAO 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 sdo os seus Unicos termos de recurso. A Neogen devera ser prontamente notificada em até
sessenta dias apds a descoberta de qualquer defeito suspeito no produto, o qual devera ser devolvido a Neogen. Entre em contato
com o representante da Neogen ou distribuidor autorizado da Neogen para quaisquer dlvidas adicionais.

Limitac6es de responsabilidade da Neogen

ANEOGEN NAO SE RESPONSABILIZARA POR QUAISQUER DANOS, SEJAM DIRETOS, INDIRETOS, ESPECIAIS, ACIDENTAIS OU
SUBSEQUENTES, INCLUINDO, ENTRE OUTROS, PERDA DE LUCROS. Em nenhuma circunstancia nem ao abrigo seja de qualquer teoria
juridica, a responsabilidade da Neogen devera exceder o preco de compra dos produtos supostamente defeituosos.

Para os termos e condi¢des completos da Neogen, acesse: https://www.neogen.com/en/terms-and-conditions/

Armazenamento e descarte

Armazene o Neogen Ensaio para Detec¢do Molecular de Salmonella 2 a 2-8 °C. Nao congele. Mantenha o kit fora do alcance da luz
durante o armazenamento. Apés abrir o kit, verifique se a embalagem protetora de aluminio ndo estd danificada. Se a embalagem
estiver danificada, ndo utilize. Apds a abertura, os tubos de reagentes nao utilizados devem sempre ser armazenados na embalagem
resseldvel, juntamente com o dessecante para manter a estabilidade dos reagentes liofilizados. Armazene as embalagens resseladas
a 2-8 °C por, no maximo, 60 dias.

N3ao utilize o Neogen Ensaio para Deteccdo Molecular de Salmonella 2 apés o vencimento. A data de validade e o niimero do lote
estdo anotados no rétulo externo da caixa. Apds o uso, o meio de enriquecimento e os tubos do Neogen Ensaio para Deteccao
Molecular de Salmonella 2 podem conter materiais patogénicos. Quando os testes estiverem concluidos, siga as regulamentacdes
locais, regionais e nacionais para o descarte de residuos contaminados. Consulte a Ficha de Dados de Seguranca para obter
informacdes adicionais e informagdes sobre os regulamentos locais para descarte.
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Instrucoes de uso
Siga todas as instru¢Ges com atencdo. Caso contrario, pode haver resultados imprecisos.

Descontamine periodicamente as bancadas e equipamentos do laboratério (pipetas, ferramentas para tampar/destampar, rack de
tubos reagentes, etc.) com uma solucdo de alvejante doméstico de 1-5% (v:v em dgua) ou solucao de remocgdo de DNA.

O usudrio deve concluir o treinamento de qualificacdo do operador do Sistema de Detec¢do Molecular Neogen, conforme descrito
no documento “Protocolos e Instru¢des de Qualificagao de Instalacdo (1Q)/Qualificacao Operacional (OQ) para o Neogen Sistema de
Detec¢do Molecular”®,

Consulte a se¢do “Instrucdes Especificas para Métodos Comprovados” para obter os requisitos especificos:

Tabela 3 para protocolos de enriquecimento de acordo com o Certificado N° 091501 de AOAC’ Official Method of Analysis*” 2016.01 e
AOAC’ Performance Tested™.

Tabela 4 para protocolos de enriquecimento conforme o certificado NF VALIDATION 3M 01/16 -11/16.

Enriquecimento de amostra

As Tabelas 2, 3 e 4 apresentam orientac¢des para protocolos gerais de enriquecimento para amostras de alimentos, racoes e ambientais.
E responsabilidade do usuério validar os protocolos de amostragem alternativos ou diluicdes alternativas para garantir que este
método de teste atenda aos critérios do usuario.

Alimentos

1. Deixe que o meio de enriquecimento BPW ISO equilibre a temperatura ambiente do laboratério ou 41,5 + 1 °C dependendo das
matrizes testadas. Consulte as Tabelas 2, 3 ou 4.
Combine, de forma asséptica, o meio de enriquecimento e a amostra.

Homogeneize totalmente por mistura, esmagamento ou mistura manual por 2 + 0,2 minutos ou até que todos 0s grumos estejam
completamente dissolvidos e a suspensdo de enriquecimento esteja homogénea™.

a. Paracarnes e amostras altamente particuladas, recomenda-se o uso de sacos de amostra com filtro.
b. Para matrizes que incham na dgua ou que sdo muito viscosas (por exemplo, cereais e amidos), recomenda-se

fazer mais dilui¢des (> 1:10) até viscosidade diminuir consideravelmente ou adicionar 1% alfa-amilase estéril (w/v)
a BPW (1SO)®3),

c. Paraamostras grandes de leite em pé e cereais, adicione aos poucos a amostra ao liquido enquanto os mistura
para ndo empelotar.
4. Realize aincubacdo conforme a descricdo na tabela do protocolo padrao (consulte 2, 3 ou 4).

Amostras ambientais

Os dispositivos de coleta de amostra podem ser uma esponja hidratada com uma solucdo neutralizante para desativar os efeitos
dos desinfetantes. A Neogen recomenda o uso de uma esponja de celulose livre de biocidas. A solu¢ao neutralizante pode ser caldo
neutralizante Dey-Engley (D/E) ou Caldo Letheen. Recomenda-se desinfetar a drea ap6s a amostragem.

ADVERTENCIA: caso escolha utilizar tamp3o neutralizador que contém complexos de sulfonato de arila como a soluc&o hidratante
para a esponja, serd 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
liberacdo de produtos contaminados. Outra op¢ao é transferir 10 uL do enriquecimento do tampdo neutralizante para os tubos de
Neogen Solucdo de Lise.

0 tamanho recomendado da drea de amostragem para confirmar a presenca ou auséncia do patégeno na superficie é de, no minimo,
100 cm? (10 cm x 10 cm ou 4” x 4”). Caso a amostragem seja realizada com uma esponja, toda a drea deve ser coberta em duas
direcGes (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 BAM®, USDA FSIS MLG? ou ISO 18593:20181% da FDA.

E responsabilidade do usuério validar os protocolos de amostragem alternativos ou diluicdes alternativas para garantir que este
método de teste atenda aos critérios do usuario.

1. Preaqueca o meio de enriquecimento BPW ISO a 41,5 + 1 °C dependendo das matrizes testadas. Consulte as
Tabelas 2,3 ou 4.

2. Combine assepticamente o meio de enriquecimento e a amostra de acordo com as Tabelas 2, 3 ou 4. Para todas as amostras de
carne e altamente particuladas, recomenda-se o uso de sacos filtrantes.

3. Homogeneize completamente por meio de liquidificador, homogeneizador estomacal ou mistura manual por 2 + 0,2 minutos.
Incubar conforme descrito na tabela de protocolos apropriada. Consulte Tabela 2,3 ou 4.

Dispositivo de amostragem

1. Paratecido, siga as orienta¢Ges do FSIS descritas no Método de Coleta de Amostras de Tecido para Substituir a Amostragem por
Exciséo N60 para Corte de Fabricagdo de Carne Bovina e Corte de Bancada™, fazendo amostras da matriz com o tecido por90s,
45 s de cada lado.
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2. Paraaluva - siga as orientacdes conforme descritas na Carta de Ndo Objecdo do Servico de Pesquisa Agricola USDA®, pré-
umedecendo a luva com 25 mL de nBPW e esfregando a matriz por 15 s de um lado. Vire a luva e esfregue por mais 15 segundos.
Dobre a luva ao meio e ao meio novamente e coloque-a no saco da amostra.

Permita que o meio de enriquecimento BPW ISO se equilibre a41,5 +1 °C.
Combine assepticamente o meio de enriquecimento e a amostra, garantindo que o dispositivo de amostragem esteja submerso.

Misture manualmente ou triture todas as amostras por pelo menos 30 segundos. Certifique-se de que o dispositivo de
amostragem seja empurrado até o fundo do saco, submerso em meio de cultivo e incube conforme descrito na tabela de
protocolos apropriada (consulte a Tabela 2 ou 3).

Tabela 2. Protocolos gerais de enriquecimento.

Tamanho Volume do Temperatura de Tempo de Volume da
Matriz de Amostra da Caldode Enriquecimento | Enriquecimento Anilise de
Amostra | Enriquecimento (x1°C) (horas) Amostra (uL)®
Protocolo 1
Produtos alimenticios processados 225 mL
(com excegdo de ovos em po e produtos g de BPW ISO 31 18-26 20
especificados nos outros protocolos)®
Protocolo 2 225 mL
Alimentos crus e ndo processados, ovos 25¢g de BPW ISO 41,5 18-26 20
em po, racdo e amostras ambientais®© (preaquecido)
Protocolo 3 225 mL
Laticinios em pé (incluindo férmula 25g 37 20-26 20
. S : L . de BPW ISO
infantil e formula infantil a base de soja)
Protocolo 4 225mlL de 100 g/L
Produtos a base de cacau de leite em pé
(chocolate em po, produtos para desnatado estéril B
confeitaria, etc.) 258 com 0,002% de 31 24-30 20
corante verde
brilhante'<
Protocolo 5 235 mL 2X BPW ISO
Outros incluem: especiarias, ervas com 0,5% K,SO3 +
aromaticas, concentrados, chas e cafés 25¢ 240 mL de 100 g/L 37 24-30 10
instantaneos, temperos prontos em de leite em pd
tabletes desnatado estéril“eh
Protocolo 6
Nozes ou misturas de frutos secos
Contend s ese prtocl 28 mide 1005
propriado para outros It 25g de leite em p6 37 18-24 20
secos, incluindo peca, améndoa, <)
- . desnatado estéril
pistache, castanha-de-caju, castanha-
portuguesa, macadamia, castanha-do-
para, soja e amendoim)
Protocolo 7 1par- 225 mL 2X
Propés de arrasto 2 botas BPW ISO® 31 20-26 10
Protocolo 8 225 mL2X
Propés de arrasto (com alta BPW SO (apbs
concentracdo de calcio) 1 par - enriquecimento,
) Igotas transferéncia de 1 mL 37 20-26 10
para9 mL BPW ISO
oul00pLa9,9mL
BPW 1SO)()
Protocolo 9
Dispositivo de amostragem (cortes
de carne bovina crua, partes de aves 1panoou | 200 ,mL BPW 150 41,5 10-24 20
1luva (pré-aquecido)
cruas, carcaca de aves cruas, cortes
de porco crus)

(a) Volume de amostra transferido para tubos de Solucao de Lise. Consulte a etapa 4.7 da se¢do Lise.

5
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(b) Exemplos de produtos para serem testados com o Protocolo 1: refeicdes prontas, saladas gourmet, cremes.

(c) Exemplos de produtos para serem testados com o Protocolo 2: carnes cruas, vegetais congelados, todos os tipos de queijo, leite
fermentado, salada crua (alface, do tipo batavia).

(d) Leite UHT desnatado pode ser substituido por leite em pé desnatado.

(e) 0,45 mL de 1% de solucdo de corante verde brilhante por 225 mL de leite desnatado, resultando em uma concentracao final de
0,002% (0,02 g/L) de corante verde brilhante.

(f) Para preparar leite em p6 desnatado estéril, realize uma suspensao de 100 g de leite em pé desnatado estérilem 1 L de dgua
destilada ou purificada. Gire até dissolver. Coloque em autoclave por 15 minutos a 121 °C. Armazene a 2-30 °C*Y,

g) 5gdeK;SOs3 por 1.000 mL de BPW IS0, resultando em uma concentracao final de 0,5% K;S0s.
h) 240 mL de 100 g/L de leite em p6 desnatado estéril deve ser acrescentado em 235 mL 2X de BPW ISO estéril com 0,5% K,SOs.
Preparado com dupla concentracao.

)

j) Quando os propés de arrasto apresentam alta concentracdo de calcio, é necessaria uma diluicdo de 1:10 ou 1:100 do meio
enriquecido: Transfira 1 mL do meio enriquecido para 9 mL de BPW ISO (diluicdo 1:10) ou 100 pL para 9,9 mL de BPW ISO
(diluicdo 1:100).

Caso seja utilizada uma etapa de enriquecimento secundaria opcional, por exemplo, Rappaport Vassiliadis Medium, é necessario

realizar uma diluicdo de 1:2 (1 parte de amostra de enriquecimento em 1 parte de caldo de enriquecimento estéril) ou simplesmente

transfira 10 uL do segundo enriquecimento para os tubos de Neogen Solucdo de Lise. Caso seja utilizado Caldo Tetrationato

(TT), transfira 20 uL do enriquecimento secunddrio para os tubos de Neogen Solucdo de Lise e ndo efetue agitacao em vértice de

enriquecimento TT ou aplicacdo em pipeta do fundo do tubo de enriquecimento para evitar a transferéncia de qualquer precipitado.

Instrucdes especificas para métodos comprovados
AOAC’ Official Methods of Analysis*" 2016.01
Certificado N. 091501 do AOAC’® Performance Tested*"

. PERFORMANCE TESTED

RESEARCH INSTITUTE

LICENSE NUMBER 091501

Nos programas OMAS™ e PTM" do Instituto de Pesquisa AOAC, o Neogen Ensaio para Detec¢do Molecular de
Salmonella 2 foi constatado como um método eficiente para a deteccdo de Salmonella. As matrizes testadas no estudo sdao
apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. Protocolos de enriquecimento de acordo com o Certificado N. 091501 OMAS™ 2016.01 e PTM*M do AOAC.
0 volume de amostra transferido para tubos de Neogen Solucdo de Lise é de 20 pL.

Temperatura de Tempo de
. Tamanho Volume do Caldo de 5 o . .
Matriz de Amostra da Amostra Enriquecimento Enrlquecolmento Enriquecimento
(x1°C) (horas)
225 mL de BPW ISO
25¢g .
(preaquecido)
Carne moida crua 41,5 10-24
975 mL de BPW ISO
325¢g .
(preaquecido)
250 225 mL de BEWISO 415 10-24
) (preaquecido)
Carne de frango moida crua
25 975 mL de BPW ISO a5 1424
(preaquecido)
. 2925 mL
Carne de frango empanada cozida 325g de BPW 1SO 37 18-24
25¢g 225 mL de BPW ISO
Racao seca para cdes 1500 mL 37 18-24
3758 de BPW ISO
Pimenta-do-reino, camarao
inteiro cru, espmafre ensacado 25 295 mL de BPW 1SO 37 18-24
cru, queijo americano processado
pasteurizado
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Lavagem de carcaca de frango 30mL 30($t:§uizi\,(\jl;)so 41,5 18-24
Escovacdo de carcaca de frango . 50 mL de BPW ISO ~
com esponja Lesponja (preaquecido) 455 18-24
Leite em p6 desnatado instantaneo 25¢ 225 mL de BPW ISO 37 20-24
Cacau em pé 25¢g 225 mL de BPW ISO 37 24-28
Ovo integral liquido pasteurizado 100 mL 900 mL de BPW ISO 37 18-24
Agua usada nairrigacdo 3375mL
de brotos 375 mL de BPW ISO 37 18-24
q 25¢g 225 mL de BPW ISO
Creme de manteiga
de amendoim 375¢ 3375mL 37 18-24
de BPW ISO
Flor de cannab(:)? seca, flor de 10g 90 BPW-ISO 415 28-32
cadnhamo seca
Propés de arrasto® 1 par -2 botas 225 mL 2X BPW ISO © 37 20-26
225 mL 2X BPW ISO
Propés de arrasto (com alta apds o enriquecimento,
conrc)entra 30 de calcio)® 1 par - 2 botas transfiralmLa9mlLde 37 20-26
s BPW ISO ou 100 pL para
9,9 mL de BPW 1SO) ¢
Dispositivo de amostragem
(corte de carne bovina crua, 1 pano® 200 mL BPWISO 41,5 10-24
P (pré-aquecido)
corte de carne de porco crua) pre-aq
Dispositivo de amostragem
(partes de aves cruas, carcagas 1lluva® Z(O?ér?al' iz\é\llcﬁ? 41,5 10-24
de aves cruas) pre-aq
Concreto selado 1 esponja szpn:e;?qifgml)so 415 18-24
S | Aco inoxidével 1swab 10 mL de BPW 150 41,5 18-24
y= (preaquecido)
(V]
2
€ | Azulejo de ceramica selado 1 esponja 50 mL de BPW IS0 41,5 18-24
< (preaquecido)
Matriz de Tamanho Volume do Temperatura de Tempo de Meio de :ﬁ:?p:::;fnt Enr.:-etr:lelzz‘i)ntnto
Amostra da Caldo de Enriquecimento | Enriquecimento | Enriquecimento S:cun dario S:Icun dario
Amostra | Enriquecimento (x1°C) (horas) Secundario (mL) (£1°C) Lo
Camardo R-V R10:
cru, com 25¢g 225 mlL 37 18-24 0,1 mLem 415 4-24
de BPW ISO
cabeca 10 mL®@
(a) Transfira 10 uL da amostra enriquecida para tubos de Solucao de Lise. Consulte a etapa 4.7 da se¢ao Lise.
¢ ¢

)
(b)

Flor de cannabis seca (>0,3% THC) e flor de canhamo seca (<0,3%THC)

(c) Preparado com dupla concentracao.
)

(d) Quando os esfregacos da bota apresentam alta concentracdo de célcio, é necesséria uma diluicdo de 1:10 ou 1:100 do meio
enriquecido: Transfira 1 mL do meio enriquecido para 9 mL de BPW ISO (dilui¢do 1:10) ou 100 pL para 9,9 mL de BPW ISO (diluicdo 1:100).

e) Pré-umedecer com 25 mL de nBPW
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ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en

Para obter mais informagGes sobre o término da validade, consulte o certificado NF VALIDATION disponivel no site supracitado.
Método de certificagdo NF VALIDATION em conformidade com 1SO 16140-2:2016!*2 em comparagdo com ISO 6579:2017%.

Escopo da validacao: Todos os produtos alimenticios para consumo humano, amostras ambientais de producao (incluindo
amostras de producdo primarias), ragcao para animais de estimacao e alimentagao animal, por meio de testes de comprovacdo em

uma grande variedade de alimentos.

Preparo da amostra: As amostras devem ser preparadas de acordo com EN 1SO 6579:2017® e EN 1SO 68871,

Versao do software: Consulte o certificado.
Tabela 4. Protocolos de enriquecimento conforme o método certificado NF VALIDATION 3M 01/16 -11/16.

Tamanho V Temperatura de Tempo de Volume da
Protocolo da olun.1e do.Caldo Enriquecimento | Enriquecimento Analise de
de Enriquecimento
Amostra (+1°C) (horas) Amostra (pL)®
Protocolo 1:
« Grande variedade de produtos
alimenticios processados (com
excecdo de ovos em po, frutas e
vegetais processados e produtos
especificados nos outros 25g | 225mLde BPWISO 37 18-26 20
protocolos)
« Todos os tipos de peixes e frutos
do mar
« Racdo para animais de estimacdo
e alimentagdo animal
« Producdo priméria (ndo fecal)
Protocolo 2:
« Grande variedade de alimentos
crus e nao processados
(com excecdo de peixes
e frutos do marcrus e 258 0u
produtos especificados nos 1 wipe ou 225mL de BPW ISO 415 18-26 20
outros protocolos) 1swab (preaquecido)
« Ovosem pd
« Todos os tipos de frutas
e vegetais,
« Amostras ambientais da producao
de alimentos
Protocolo3: 25g | 225mLde BPWISO 37 20-26 20
« Laticiniosem po
Protocolo 4: 225 mL de leite UHT
« Produtos a base de cacau desnatado +0,002%
contendo mais de 20% de cacau ¢ de corante verde 37 24-30 20
brilhante
Protocolo 5: 235mLde
« Especiarias, ervas aromaticas, 2 x BPW ISO
concentrados, chas, cafés, 25g +K2S03 0,5% 37 24-30 10
preparagado culinaria +240 mL de leite
UHT desnatado
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Protocolo 6: 250 225mL de BPWISO 415 10-24 20
« Carnescruas (preaquecido)
Protocolo 7: 1 propé 100 mL em Caldo
« Producdo primaria (fecal) de arrasto tetrationato
37 22-24 20
25 225mLem
g Caldo tetrationato
Protocolo 8:
« Férmulainfantil, cereais infantis, 375¢g 3375 mL de BPW 37 20-26 20
L . e ) ISO (preaquecido)
laticinios em p6 sem probiéticos
Protocolo 9: 3375 mL de BPW
. Fornjl{la |nfant|,l, cereais |qf?ptls,(b) 375g ISO (preaqu.e.ado) + 37 20-26 20
laticinios em p6 com probioticos vancomicina
(10 mg/L)

(@) Volume de amostra transferido para tubos de Solucdo de Lise. Consulte a etapa 4.7 da secdo Lise.

(b) Paraamostras grandes de leite em p6 e cereais, adicione aos poucos a amostra ao liquido enquanto os mistura para nao
empelotar.

NOTAS:

« Amostras mais pesadas que 25 g nao foram testadas, exceto no protocolo 8 e 9, no estudo NF VALIDATION.

«  Os protocolos curtos de deteccio sdo sensiveis a condicdes de incubacdo. E necessério seguir as condicdes de temperatura
indicadas na especificagao técnica. O usudrio deve se certificar de que o preaquecimento do caldo de enriquecimento alcance
a temperatura necessaria antes da incubacdo. O tempo de preparacdo das amostras, o atraso entre o término da etapa de
preaquecimento do caldo de enriquecimento e o inicio da etapa de incubacgdo da amostra de alimento ndo devem ultrapassar
45 minutos. E recomendado o uso de uma incubadora ventilada para a incubac3o.

o Pararealizar a transferéncia da amostra de enriquecimentos de Caldo Tetrationato (TT) para o Neogen Tubo de Lise,
nao agite com vortice o enriquecimento TT nem aspire com pipeta o fundo do tubo de enriquecimento para evitar a
transferéncia de qualquer precipitado. A transferéncia de precipitado pode gerar resultados invalidos.

« Os pontos de interrupgao de protocolo recomendados ocorrem apds o enriquecimento ou a lise da amostra.

Os caldos de enriquecimento ou lisados de amostra podem ser armazenados a 2-8 °C por até 72 horas. Apds a remocgao do
caldo de enriquecimento do armazenamento, continue o teste a partir da Etapa 1, na se¢do Lise. Ap6s a remocao do lisado de
amostra do armazenamento, continue o teste a partir da Etapa 8, na secdo Lise.

Preparo da Neogen’ Bandeja de Carga Rapida para Detec¢ao Molecular

1. Umedega um pano em uma solugdo de 1-5% (v:v em agua) de dgua sanitaria e limpe a Neogen’ Bandeja de Carga Rapida para
Deteccao Molecular.

2. Enxague a Neogen Bandeja de Carga Rapida para Detec¢do Molecular com agua.

3. Utilize uma toalha descartdvel para secar a Neogen Bandeja de Carga Rapida para Deteccao Molecular.

4. Certifique-se de que a Neogen Bandeja de Carga Rapida para Deteccdo Molecular esteja seca antes de utiliza-la.

Duas insercoes de bloco de calor/resfriamento de deteccdo molecular Neogen sdo necessarias para este procedimento. Ambas as
insercdes sao do mesmo produto (700000145), mas sao usadas para fungoes diferentes.

Para maior clareza dentro do procedimento, a inser¢do usada na etapa de aquecimento serd chamada de Insercdo de Bloco de Calor
por Deteccdo Molecular, e a inser¢do usada para a etapa de resfriamento serd chamada de Insercdo de Bloco de Resfriamento por
Deteccdo Molecular. Essas designacbes sdo usadas apenas para distinguir seus papéis e ndo indicam produtos separados.

Preparacao do Neogen’® Bloco de Resfriamento para Detec¢ao Molecular

Coloque o Neogen® Bloco de Resfriamento para Deteccao Molecular diretamente sobre a bancada do laboratério. Utilize o bloco na
temperatura ambiente do laboratério: 20-25 °C.

Preparo do Neogen’® Bloco de Aquecimento para Detec¢ao Molecular

Coloque o Neogen’ Bloco de Aquecimento para Detecgdo Molecular em uma unidade de aquecimento com bloco seco duplo. Ligue
a unidade de aquecimento de bloco a seco e defina a temperatura para permitir que o Neogen Bloco de Aquecimento para Deteccao
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 Deteccdo Molecular alcance a temperatura. Utilizando um termometro calibrado adequado

(por exemplo, um termdmetro de imersao parcial ou um termometro digital de termopares, ndo um termometro de imersao total)
colocado no local indicado, verifique se o Neogen Bloco de Aquecimento para Detecgao Molecular estd a 100+ 1 °C.




(Portugués) 4 =l
Preparo do Neogen® Equipamento de Detec¢do Molecular

1. Inicie o Neogen’ Software de Sistema de Detec¢do Molecular e faca log in. Entre em contato com o representante
Neogen Food Safety para garantir que vocé possui a versao mais atualizada do software.

Ligue o Neogen Equipamento de Detecgdo Molecular.

3. Crie ou edite uma execu¢do com dados para cada amostra. Consulte o Manual do Usuario do Neogen Sistema de Detec¢do
Molecular para obter mais detalhes.

NOTA: o Neogen Equipamento de Deteccao Molecular deve estar pronto para o uso antes de inserir a Neogen Bandeja de Carga
Répida para Deteccao Molecular com os tubos de reacao. 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
execucdo, a barra de status ficard VERDE.

Lise
Remova o fundo do Neogen Rack de Solucdo de Lise com uma chave de fenda ou espétula antes de inserir no Neogen Bloco de
Aquecimento para Deteccdo Molecular.

.

1. Deixe os tubos da Solucdo de Lise Neogen aquecerem ajustando o rack a temperatura ambiente (20-25 °C) durante a noite
(16-18 horas). Alternativas para equilibrar os tubos da Solucdo de Lise Neogen a temperatura ambiente sdo colocar os tubos
da Solucdo de Lise Neogen na bancada do laboratério por pelo menos 2 horas, incubar os tubos da Solucdo de Lise Neogen
em uma incubadora a 37 + 1 °C por 1 hora ou coloca-los em um aquecedor de bloco duplo seco por 30 segundos a 100 + 1 °C.

Inverta os tubos tampados para misturar. Prossiga para a proéxima etapa dentro de 4 horas apds inverter.
Remova a amostra enriquecida da incubadora.
E necessario um tubo da Solucdo de Lise Neogen para cada amostra e a amostra NC (meio de enriquecimento estéril).

4.1 Astiras de tubos Neogen Solugdo de Lise podem ser cortadas para obter o niimero desejado de tubos. Selecione o nimero
de tubos de Neogen Solucdo de Lise individuais ou as tiras de 8 tubos necessarias. Coloque os tubos de
Neogen Solucdo de Lise em uma rack vazia.

4.2 Para evitar contaminagdo cruzada, destampe uma tira de tubo Neogen Solucdo de Lise de cada vez e utilize uma nova
ponteira de pipeta para cada etapa da transferéncia.

4.3 Transfira a amostra enriquecida para os tubos Neogen Solucao de Lise conforme descrito abaixo:

Primeiro, transfira cada amostra enriquecida para um tubo Neogen Solugdo de Lise individual. Por tltimo,
transfira o NC.

4.4 Utilize a Neogen® Ferramenta de Tampar/Destampar para Deteccao Molecular - Lise para destampar uma tira de tubos
Neogen Solucdo de Lise - uma tira de cada vez.

4.5 Descarte a tampa do tubo Neogen Solugdo de Lise - se o lisado for mantido para novo teste, coloque as tampas em um
recipiente limpo para reutilizacdo apés a lise.

4.5.1 Para processar o lisado mantido, consulte o Apéndice A.
4.6 Agite a bolsa de enriquecimento antes de coletar a amostra do lado filtrado ao trabalhar com amostras viscosas.

4.7 Transfira 20 uL de amostra em um tubo Neogen Solucdo de Lise, exceto se indicado de outro modo na tabela do protocolo (por
exemplo, protocolo 5 e enriquecimento secundario em RVS na utilizacdo de amostras secunddrias com tampao neutralizador).

5. Repita daetapa 4.4 a 4.7 até que todas as amostras individuais tenham sido adicionadas a um tubo Neogen Solucdo de Lise
correspondente na tira.

10
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Quando todas as amostras tiverem sido transferidas, transfira 20 uL de NC (meio de enriquecimento estéril,
por exemplo, BPW) para um tubo Neogen Solucdo de Lise. Ndo use dgua como um NC.

Verifique se a temperatura do Neogen Bloco de Aquecimento para Deteccdo Molecular estd a 100 + 1 °C.

Etapa de aquecimento: Coloque a rack descoberta de tubos Neogen Solucdo de Lise no Neogen Bloco de Aquecimento para
Deteccdo Molecular e aquega por 15 + 1 minutos. Durante o aquecimento, a Neogen Solucdo de Lise mudara da cor rosa (frio)
para amarelo (quente).

8.1. Amostras que ndo foram tratadas com aquecimento de forma adequada durante a etapa de lise do ensaio podem ser
consideradas um risco biolégico potencial e NAO devem ser inseridas no Neogen Equipamento de Deteccdo Molecular.

Etapa de resfriamento: Retire a rack descoberta de tubos Neogen Solucdo de Lise do bloco de aquecimento e deixe esfriar no
Neogen Bloco de Resfriamento para Detec¢do Molecular por pelo menos 5 minutos e no maximo 10 minutos. O Neogen Bloco
de Resfriamento para Deteccao Molecular, usado em temperatura ambiente, deve ser colocado diretamente sobre a bancada do
laboratério. Durante o resfriamento, a Solu¢do de Lise Neogen voltara a ter uma cor rosa.

10. Retire arack de tubos Neogen Solucdo de Lise do Neogen Bloco de Resfriamento para Deteccao Molecular.

20-25°C

WA=

Amplificacao

1.

E necessario um Tubo de Reagente de Neogen Ensaio para Deteccdo Molecular de Salmonella 2 para cada amostra
e parao NC.

1.1 Astiras de tubos podem ser cortadas para obter o niimero de tubos desejado. Selecione o niimero de Tubos de Reagente
individuais ou de tiras de 8 tubos individuais necessarias para Neogen Ensaio para Deteccdo Molecular de Salmonella 2.

1.2 Coloque os tubos de reagente Neogen em um rack vazio.
1.3 Evite agitar os reagentes precipitados da parte inferior dos tubos.
Selecione um tubo Controle de Reagentes e coloque-o na rack.

Para evitar contaminagao cruzada, destampe uma tira de Tubo de Reagente de cada vez e utilize uma nova ponteira de pipeta
para cada etapa da transferéncia.

Transfira cada lisado para um tubo de reagente do Neogen Molecular Detection Assay 2 - Salmonella e o tubo de controle de
reagente Neogen conforme descrito abaixo:

Transfira cada amostra de lisado em tubos de Reagente individuais primeiro e, em seguida, o NC. Por tltimo, hidrate o tubo
Neogen Controle de Reagentes.

Use a Neogen® Ferramenta de Tampar/Destampar para Deteccdo Molecular - Reagente para destampar o Tubo de Reagente para
Neogen Ensaio para Deteccao Molecular de Salmonella 2 - uma tira de cada vez. Descarte a tampa.

5.1 Transfira 20 pL de amostra de lisado da %2 superior do liquido (evite o precipitado) no tubo de Neogen Solucio de Lise
para o Tubo de Reagente para Neogen Ensaio para Deteccao Molecular de Salmonella 2 correspondente. Dispense em
um angulo que evite a agitacdo dos pellets. Misture pipetando cuidadosamente 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 Detec¢cao Molecular de Salmonella 2 correspondente na tira.

5.3 Cubra os Tubos de Reagentes para Neogen Ensaio para Molecular de Salmonella 2 com a tampa extra fornecida e utilize o
lado arredondado da Neogen Ferramenta de Tampar/Destampar para Deteccao 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 a 5.3 para transferir 20 uL de lisado do
NC para o Tubo de Reagente para Neogen Ensaio para Detec¢do Molecular de Salmonella 2.

5.6 Transfira 20 pL de lisado NC para um tubo Neogen Controle de Reagentes. Dispense em um angulo que evite a agitacao
dos pellets. Misture pipetando cuidadosamente 5 vezes.

Carregue os tubos tampados em uma Neogen Bandeja de Carga Rapida para Deteccdo Molecular limpa e descontaminada.
Feche e trave a tampa da Neogen Bandeja de Carga Rapida para Detecgdo Molecular.
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Revise e confirme a execugao configurada no Software do Sistema de Detecgao Molecular Neogen.
Cligue no botdo Iniciar do software e selecione o instrumento a utilizar. Atampa do instrumento selecionado abre automaticamente.

Posicione a Neogen Bandeja de Carga Rapida para Deteccao Molecular no Neogen Equipamento de Deteccado Molecular e feche a
tampa para iniciar o ensaio. Os resultados sao fornecidos em 60 minutos, embora os positivos possam ser detectados ainda mais cedo.

10. Depois que o ensaio estiver concluido, remova a Neogen Bandeja de Carga Rpida para Deteccao Molecular do
Neogen Equipamento de Detecgdo Molecular e descarte os tubos mergulhando-os em uma solu¢do de 1-5% (v: vem agua) de
agua sanitaria por 1 hora, fora da area de preparacdo do ensaio.

AVISO: para minimizar o risco de falso-positivos por contaminacao cruzada, nunca abra tubos de reagentes que contenham DNA
amplificado. Isto inclui o Tubo de Reagente para Neogen Ensaio para Deteccao Molecular de Salmonella 2, o Neogen Controle de
Reagentes e o Neogen Tubos de Controle de Matriz. Sempre descarte os tubos de reagentes selados mergulhando-os em uma
solugdo de 1-5% (v: vem dgua) de dgua sanitdria por 1 hora, fora da drea de preparacao do ensaio.

Resultados e Interpretacao

Um algoritmo interpreta a curva de saida de luz que resulta da detec¢do da amplificacdo do dcido nucleico. Os resultados sdo
analisados automaticamente pelo software e sdo codificados em cores de acordo com o resultado. Um resultado é determinado
positivo ou negativo através da analise de diversos parametros exclusivos das curvas. Resultados positivos presuntivos sdo relatados
em tempo real, enquanto resultados negativos e resultados de inspecdo serdo exibidos apds a conclusdo da execucao.

As aparentes amostras positivas devem ser confirmadas de acordo com os procedimentos operacionais padrao de laboratério ou
seguindo o método de confirmacao de referéncia apropriado®2?), comegando com a transferéncia do enriquecimento primario para
o(s) caldo(s) de enriquecimento secundario, seguida do plaqueamento subsequente e a confirmacdo de isolados usando métodos
bioquimicos e sorolégicos adequados.

NOTA: até mesmo uma amostra negativa ndo resultard em leitura zero uma vez que o sistema e os reagentes de amplificacdao do
Neogen Ensaio para Deteccdo Molecular de Salmonella 2 tenham 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 usuério
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.

Tabela 5. Simbolos e informacgoes para varios resultados de software.

Ti il ~
ipo Simbolo de resultado Resultado Interpretacio
de poco do poco
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

Amostra Inibido ..

necessario um novo teste.

. A presenca ou auséncia do patégeno alvo foi

Amostra Inspecionar . - 2 .

indeterminada. Pode ser necessario um novo teste.

N3o foi detectada bioluminescéncia. Pode ser necessario
Amostra Erro

um novo teste.

*Consulte o relatério de execucdo para os detalhes adicionais sobre os resultados. Se necessério, entre em contato com o
representante local da Neogen para obter assisténcia para solu¢ao de problemas.
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Confirmacao de resultados segundo o método certificado NF VALIDATION

No contexto do NF VALIDATION, todas as amostras identificadas como positivas pelo Neogen Ensaio para Detec¢dao Molecular de
Salmonella 2 devem ser confirmadas por um dos testes seguintes:

Opcao 1: Uso da norma IS0 6579¢ a partir do enriquecimento de dgua peptonada tamponada®.

Op¢ao 2: Implementacdo de um método de confirmagdo que consista em: Transfira 0,1 mL do enriquecimento BPW ISO® ou
enriquecimentos de Caldo Tetrationato (amostras de producdo primarias) para 10 mL de caldo RVS. Incube por

24 + 3 horas a 41,5 °C. Distribua em agar Xilose-Lisina-Desoxicolato (XLD)® ou em agar cromogénico especifico para Salmonella.
Realize uma aglutinagdao em latex usando o teste Oxoid Salmonella diretamente em col6nias isoladas.

Opcao 3: Uso de sondas de acido nucleico conforme descrito na norma EN ISO 7218:2024%), realizado em colbnias isoladas, de dgar
XLD ou cromogénico (consulte as Opgdes 1 ou 2).

Op¢ao 4: Utilizagao de algum outro método certificado pelo NF VALIDATION, cujo principio seja diferente do Neogen Ensaio para
Deteccdo Molecular de Salmonella 2. Deve ser usado o protocolo completo descrito para esse segundo método comprovado. Todas
as etapas anteriores ao inicio da confirmacdo devem ser comuns a ambos os métodos.

Na ocorréncia de resultados divergentes (positivo presuntivo com o Neogen Ensaio para Deteccdo Molecular de Salmonella 2, ndo
confirmados por um dos métodos acima descritos, em particular para o teste de aglutinagdo em latex), o laboratério deve seguir as
etapas necessarias para garantir a validade dos resultados obtidos.

Em caso de dividas 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. Interrupgao de protocolo: armazenamento e re-teste o teste de lisados
tratados termicamente

1. Paraarmazenar um lisado tratado termicamente, tampe novamente o tubo de lise com uma tampa limpa
(consulte a secdo Lise, 4.5).

Armazene entre 4 e 8 °C por até 72 horas.
Prepare uma amostra armazenada para amplificacdo invertendo de 2 a 3 vezes para misturar.
Destampe os tubos.

o > v

Coloque os tubos de lisado misturados no Neogen Bloco de Aquecimento para Deteccdo Molecular e aquegaa 100+ 1°Cpor5+1
minutos.

6. Retire arack de tubos Neogen Solucao de Lise do bloco de aquecimento e deixe esfriar no Neogen Bloco de Resfriamento para
Deteccdo Molecular por pelo menos 5 minutos e no maximo 10 minutos.

7. Continue o protocolo na secao Amplificagao detalhada acima.
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info.neogen.com/symbols

14



Neogen Food Safety

Neogen Corporation
620 Lesher Place
Lansing, M1 48912 USA
Neogen.com

Neogen Europe Ltd.
The Dairy School
Auchincruive

Ayr, KA6 5HU
Scotland, UK

Neogen Ireland, Ltd.
Bray Business Park, Bray
Co. Wicklow

A98YV29, Ireland

© Neogen Corporation 2026. All rights reserved.

Neogen is a trademark of Neogen Corporation.

iNE[]GEN All other trademarks are the property of their respective companies.
© 2026, Neogen. Tous droits réservés.

Neogen est une marque de commerce de Neogen.

Neogen Corporation Toutes les autres marques de
620 Lesher Place Lansing, MI 48912 USA commerce appartiennent a leur propriétaire respectif.
www.neogen.com FS00869B



(Polski) i =]
Data wydania: 2026-02

K NEOGEN

Informacje o produkcie
Molekularny test Neogen® do wykrywania 2 - Salmonella

Opis i przeznaczenie produktu

Molekularny test Neogen® do wykrywania 2 - Salmonella stosuje sie razem z Systemem Neogen® do diagnostyki molekularnej w celu
szybkiego i swoistego wykrywania bakterii Salmonella w prébkach pochodzacych z przednamnozonego prébek zywnosci, paszy oraz
Srodowiska przetwarzania zywnosci.

Molekularny test Neogen® do wykrywania wykorzystuje metode petlowej amplifikacji izotermicznej do szybkiego namnazania
sekwencji kwaséw nukleinowych z zachowaniem wysokiej swoistosci i czutosci, w potaczeniu z bioluminescencjg do wykrywania
amplifikacji. Domniemane wyniki dodatnie wyswietlaja sie w czasie rzeczywistym, za$ wyniki ujemne wyswietla sie po zakonczeniu

testu. Domniemane wyniki dodatnie wymagaja potwierdzenia preferowang metoda lub metoda wynikajaca z lokalnych przepiséw!>
3)

Molekularny test Neogen do wykrywania 2 - Salmonella 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 zywno$¢ i napoje. Przyktadowo firma Neogen nie udokumentowata zastosowania tego produktu
do badania probek lekéw, kosmetykéw, probek klinicznych ani weterynaryjnych. Molekularnego testu Neogen do wykrywania

2 - Salmonella nie oceniono w przypadku wszystkich mozliwych produktéw spozywczych, proceséw przetwarzania zywnosci,
protokotédw testowych ani w przypadku wszystkich dostepnych szczepéw bakterii.

Podobnie jak w przypadku wszystkich metod testowych, pochodzenie, sktad i jakos¢ podtoza przednamnazajacego

moze mie¢ wptyw na otrzymywane wyniki. Czynniki takie jak metody pobierania prébek, protokoty przeprowadzania badan,
przygotowanie prébki, postepowanie i techniki laboratoryjne réwniez moga wptyna¢ na wynik badania. Firma Neogen zaleca ocene
metody wykorzystujacej podtoze przednamnazajace w srodowisku uzytkownika przy zastosowaniu wystarczajacej liczby prébek
konkretnej zywnosci oraz probek problematycznych pod wzgledem rozwoju drobnoustrojéw w celu zapewnienia, ze dana metoda
spetnia potrzeby uzytkownika.

Firma Neogen przeprowadzita ocene testu Neogen Molecular Detection Assay 2 — Salmonella, wykorzystujac buforowang wode
peptonowa (BPW) zgodna z norma I1SO jako pozywke wzbogacajaca.

Urzadzenie Neogen® do diagnostyki molekularnej nalezy stosowac z prébkami poddanymi obrébce cieplnej na etapie lizy, ktorej
zadaniem jest zniszczenie organizmdéw obecnych w prébce. Prébki, ktére nie przeszty odpowiedniej obrébki cieplnej na etapie lizy,
mozna uznad za potencjalne zagrozenie biologiczne i NIE nalezy ich umieszcza¢ w Urzadzeniu Neogen do diagnostyki molekularnej.

Firma Neogen Food Safety zostata wyr6zniona certyfikatem ISO (ang. International Organization for Standardization —
Miedzynarodowa Organizacja Normalizacyjna) 9001 w zakresie projektowania i wytwarzania.

Zestaw testéw Molekularny test Neogen do wykrywania 2 - Salmonella zawiera 96 testéw opisanych w tabeli 1.
Tabela 1. Elementy zestawu testéw Molekularny test Neogen do wykrywania

Element Charakterystyka Liczba sztuk Zawartos¢ Komentarze
Roztwor lizujacy Rézowy roztwor 96 (12 paskow 580 ul LS Ustawione
Neogen” (LS) w przezroczystych z 8 probéwkami) na probéwke w statywie i gotowe
probéwkach do uzycia
Prob6wki reagentowe Zielone probdwki 96 (12 paskéw Liofilizowana swoista Gotowe do uzycia
Molekularnego testu z 8 proboéwkami) mieszanina do
Neogen® do wykrywania amplifikacji
2 - Salmonella i wykrywania
Dodatkowe korki Zielone korki 96 (12 paskéw Gotowe do uzycia
z 8 korkami)
Kontrola Neogen® Przezroczyste probowki 16 (2 woreczki po 8 Liofilizowane DNA Gotowe do uzycia
reagenta (RC) z korkiem zatrzaskowym | oddzielnych probéwek) kontrolne, mieszanina
do amplifikacji
i wykrywania

Kontrola ujemna (NC), niebedaca czescia zestawu, to jatowe podtoze przednamnazajace, np. BPW wg ISO. Nie stosowad wody jako
NC.



(Polski) i =]
Bezpieczenstwo

Uzytkownik powinien doktadnie zapoznad sie ze wszystkimi informacjami dotyczacymi bezpieczenstwa zawartymi
w instrukgji dotyczacej Systemu Neogen do diagnostyki molekularnej oraz Molekularnego testu Neogen do wykrywania
2 - Salmonella i sie do nich stosowac. Instrukcje bezpieczeristwa nalezy zachowaé do przysztego wykorzystania.

A\ OSTRZEZENIE:  Oznacza niebezpieczna sytuacje, ktérej skutkiem, w razie braku podjecia $rodkéw zapobiegawczych,
moga by¢ powazne obrazenia ciata lub $mierc i/lub uszkodzenie mienia.

WAZNA INFORMACJA: Oznacza potencjalnie niebezpieczng sytuacje, ktérej skutkiem, w razie niepodjecia Srodkéw
zapobiegawczych, moze by¢ uszkodzenie mienia.

/A OSTRZEZENIE

Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 - Salmonella nie nalezy stosowac do diagnozowania stanu zdrowotnego ludzi
ani zwierzat.

Przeszkdl personel w zakresie aktualnych odpowiednich praktyk dotyczacych badan: na przyktad Dobrej Praktyki
Laboratoryjnej, 1ISO 7218:2024¢), lub wytycznych CDC dotyczacych bezpieczeristwa biologicznego w laboratoriach
mikrobiologicznych i biomedycznych (BMBL)®.

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 - Salmonella nalezy przechowywac¢ w sposéb podany na opakowaniu
i w Informacjach o produkcie.

+ Molekularny test Neogen do wykrywania 2 - Salmonella nalezy stosowac wytacznie przed uptywem terminu waznosci.

+ Molekularny test Neogen do wykrywania 2 - Salmonella nalezy stosowac w odniesieniu do prébek zywnosci, paszy
i Srodowiska przetwarzania zywnosci poddanych walidacji wewnetrznej lub przez osoby trzecie.

+ Molekularny test Neogen do wykrywania 2 - Salmonella nalezy stosowac wytacznie w potaczeniu 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 roztwor rozcieficzony w stosunku 1:2 (1 cze$¢ prébki w 1 czesci jatowego bulionu przednamnazajacego). Inna
mozliwoscig jest przeniesienie 10 ul przednamnazajacego buforu neutralizujgcego do probéwek z roztworem lizujagcym Neogen.
Produkty firmy Neogen® do pobierania prébek, w tym bufor neutralizujacy z kompleksem arylosulfonianowym: 700002040 |
RS96010NB, 700002011 | RS9604NB 700002003 | SSL10NB, 700002004 | SSL10NB2G, 700002213 | HS10NB oraz 700002002 | HS10NB2G.

Aby zmniejszy¢ ryzyko zwigzane z narazeniem na substancje chemiczne i zagrozenia biologiczne:

+ Badania patogenéw nalezy prowadzi¢ w odpowiednio wyposazonym laboratorium pod kontrolg przeszkolonego personelu.
Inkubowane podtoze do przednamnazania oraz sprzet lub powierzchnie, ktére mogty mie¢ kontakt
zinkubowanym podtozem do przednamnazania, mogg zawiera¢ patogeny na poziomie zagrazajagcym ludzkiemu zdrowiu.

+ Nalezy zawsze przestrzegac standardowych laboratoryjnych praktyk bezpieczeristwa, tacznie z noszeniem odpowiedniej odziezy i
okularéw ochronnych przy pracy z reagentami i skazonymi prébkami.

+ Nalezy unika¢ kontaktu z zawartoscig probéwek z podtozem przednamnazajacym oraz reagentem po amplifikacji.

+ Namnozone prébki nalezy utylizowac zgodnie z obowigzujacymi przepisami lokalnymi, regionalnymi i krajowymi.

+  Prébki, ktére nie przeszty odpowiedniej obrébki cieplnej na etapie lizy, mozna uznac za potencjalne zagrozenie biologiczne i NIE
nalezy ich umieszczaé w Urzadzeniu Neogen do diagnostyki molekularne;.

Aby zmniejszy¢ ryzyko zwigzane z zanieczyszczeniem krzyzowym podczas przygotowania testu:

+ Nalezy zawsze nosi¢ rekawiczki (aby chronié uzytkownika i zapobiega¢ wprowadzaniu nukleaz).

Aby ograniczy¢ ryzyko zwiazane z zanieczyszczeniem Srodowiska:

+ Nalezy przestrzegac lokalnych, regionalnych i krajowych przepiséw dotyczacych utylizacji.

Aby zmniejszy¢ ryzyko zwigzane z narazeniem na gorace ptyny:

+ Nie przekracza¢ zalecanych ustawien temperatury w bloku grzewczym.

+ Nie przekraczaé zalecanego czasu ogrzewania.

+ Stosowac odpowiedni, skalibrowany termometr do potwierdzenia poprawnosci temperatury wktadu Neogen® bloku grzewczego
do diagnostyki molekularnej (np. termometr zanurzeniowy zanurzany czesciowo lub cyfrowy termometr z termoogniwem, ale

nie termometr zanurzeniowy zanurzany catkowicie). Termometr nalezy umiesci¢ w wyznaczonym miejscu Wktadki Neogen bloku
grzewczego do diagnostyki molekularne;.

WAZNA INFORMACJA

Aby zmniejszy¢ ryzyko zwigzane z zanieczyszczeniem krzyzowym podczas przygotowania testu:

Zmienic rekawiczki przed nawodnieniem probéwek reagentowych.

Zaleca sie stosowanie jatowych koricdwek pipet do biologii molekularnej z (filtrowana) barierg aerozolowa.

Do przeniesienia kazdej probki uzywaé nowej koncdwki pipety.

Przy przenoszeniu przednamnozonych prébek do probowki lizujacej nalezy przestrzegac zasad dobrej praktyki laboratoryjne;.
Aby unikna¢ skazenia pipety, uzytkownik moze zdecydowac sie dodac etap transferu posredniego. Przyktadowo mozna przenies¢
przednamnozonga prébke do jatowej probowki.
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+ W miare mozliwosci nalezy uzywac stanowiska badawczego biologii molekularnej z lampa bakteriobdjcza. Nalezy okresowo
dezynfekowad stoty i sprzet laboratoryjny (pipety, narzedzia do zaktadania/zdejmowania korkéw itp.)
za pomoca 1-5% (obj./obj., wodnego) roztworu domowego wybielacza lub roztworu do usuwania DNA.

Aby ograniczy¢ ryzyko zwigzane z wynikiem fatszywie dodatnim:

+ Nigdy nie otwiera¢ probéwek z odczynnikami po zakoriczeniu amplifikacji.

+ Zanieczyszczone probéwki nalezy utylizowaé, namaczajac je w 1-5% (obj./obj., wodnym) roztworze domowego wybielacza przez
1 godzine i wynoszac poza obszar przygotowania testow.

+ Nie umieszcza¢ probéwek reagentowych w autoklawie po procesie amplifikacji.

Dodatkowe informacje oraz lokalne przepisy dotyczace utylizacji zawiera karta charakterystyki produktu.

W przypadku pytan dotyczacych konkretnych zastosowar lub procedur nalezy odwiedzi¢ strone
www.neogen.com lub skontaktowac sie z lokalnym przedstawicielem lub dystrybutorem firmy Neogen.

Obowigzki uzytkownika

Uzytkownicy sg zobowigzani do zapoznania sie z instrukcjami oraz informacjami dotyczacymi produktu. W celu uzyskania dalszych
informacji nalezy odwiedzi¢ strone internetowg www.neogen.com lub skontaktowac sie z lokalnym przedstawicielem lub
dystrybutorem firmy Neogen.

Przy wyborze metody testowania nalezy pamietad, ze takie czynniki zewnetrzne, jak metody prébkowania, protokoty testowania,
przygotowanie prébki, dalsze postepowanie, technika laboratoryjna oraz sama prébka moga wptywac na uzyskiwane wyniki.

Obowigzkiem uzytkownika przy wyborze jakiejkolwiek metody testowania lub produktu jest poddanie ocenie dostatecznej liczby
probek z wtasciwymi macierzami i z uwzglednieniem zagrozen powodowanych przez mikroorganizmy, tak aby zastosowana metoda
mogta spetni¢ oczekiwania uzytkownika i ustalone przez niego kryteria.

Obowigzkiem uzytkownika jest réwniez dopilnowanie, aby zastosowane metody testowania i uzyskane wyniki spetniaty wymagania
klienta i dostawcy.

Podobnie jak w przypadku kazdej metody testowania wyniki uzyskiwane za pomoca produktu firmy Neogen Food Safety nie stanowig
gwarancji jako$ci testowanych macierzy ani proceséw.

Aby pomadc klientom w ocenie przydatnosci metody do zamierzonego celu podczas jej wdrazania, firma Neogen opracowata zestaw
Neogen Molecular Detection Matrix Control (zwany réwniez kontrolg amplifikacji zgodnie z norma 1SO 24914:2026™). Podczas
walidacji i weryfikacji nalezy uzywac kontroli matrycy w celu oceny wptywu matrycy na wyniki testu molekularnego Neogen 2 —
Salmonella. Nalezy postepowac zgodnie z norma ISO 16140-3:2021® i/lub programem zapewnienia jakoSci obowigzujacym w danej
organizacji w celu ustalenia reprezentatywnej liczby prébek wymaganych do weryfikacji skutecznosci metody oraz okreslenia zakresu
jej zastosowania w laboratorium. Rutynowe stosowanie kontroli matrycy do testu molekularnego Neogen nie jest wymagane po
zweryfikowaniu metody i ustaleniu zakresu jej stosowania w laboratorium. Nalezy postepowac zgodnie z programem zapewnienia
jakosci obowiazujgcym w danej organizacji, aby w poszczegélnych przypadkach ustali¢, czy konieczne jest stosowanie kontroli
matrycy do wykrywania molekularnego firmy Neogen oraz okresli¢ czestotliwos( jej stosowania podczas rutynowych badan.

Matryce mozna zdefiniowac jako typ produktu o nieodtacznych wtasciwosciach, takich jak sktad i proces wytwarzania. R6znice
pomiedzy matrycami moga dotyczy¢ skutkéw spowodowanych réznicami w ich sposobach przetwarzania lub postaci dostarczania,
np. produkt surowy i pasteryzowany; $wiezy i suszony itp.

Wytaczenia gwarancji / Ograniczone Srodki zaradcze

JESLINIE ZOSTAEO 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,
zwrdci koszty zakupu tego produktu. Sa to jedyne przystugujace Srodki zaradcze. W ciggu 60 dni od wykrycia jakiejkolwiek
podejrzewanej wady produktu nalezy niezwtocznie powiadomié firme Neogen oraz zwrécié produkt. W przypadku dalszych
pytan prosimy o kontakt z przedstawicielem Neogen lub autoryzowanym dystrybutorem 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 odpowiedzialnoé¢ firmy
Neogen z mocy prawa nie moze przekroczy¢ ceny zakupu rzekomo wadliwego produktu.

Petny regulamin serwisu Neogen mozna znalez¢ pod adresem: https://www.neogen.com/en/terms-and-conditions/

Przechowywanie i utylizacja

Molekularny test Neogen do wykrywania 2 - Salmonella nalezy przechowywac w temperaturze 2-8°C. Nie zamraza¢. Podczas
przechowywania chronic zestaw przed $wiattem. Po otwarciu zestawu nalezy sprawdzi¢, czy woreczek foliowy nie jest uszkodzony.
Nie uzywac zestawu, jezeli woreczek jest uszkodzony. Po otwarciu nieuzywane probdwki reagentowe nalezy przechowywad w
woreczku wielokrotnego zamkniecia z pochtaniaczem wilgoci wewnatrz, co pozwoli zachowac stabilnos¢ liofilizowanych reagentéw.
Ponownie zamkniete woreczki mozna przechowywac w temperaturze 2-8°C maksymalnie przez 60 dni.
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Nie stosowac Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 - Salmonella po uptywie daty waznosci. Termin waznos$ci i numer
partii podano na zewnetrznej etykiecie pudetka. Po uzyciu podtoze przednamnazajace i probéwki Molekularnego testu Neogen do
wykrywania 2 - Salmonella moga zawieraé materiaty patogenne. Po zakoriczeniu badan nalezy postepowac zgodnie z lokalnymi,
regionalnymi i krajowymi przepisami dotyczacymi utylizacji odpaddw zanieczyszczonych. 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 regularnie dezynfekowac stoty laboratoryjne i sprzet (pipety, narzedzia do zamykania i otwierania nakretek, stojaki

na probéwki z odczynnikami itp.) za pomoca 1-5-procentowego roztworu (objetosciowo) Srodka wybielajacego do uzytku
gospodarczego lub srodka do usuwania DNA.

Uzytkownik powinien ukoniczy¢ szkolenie kwalifikacyjne dla uzytkownikéw Systemu Neogen do diagnostyki molekularnej, tak jak

opisano to w dokumencie ,Instrukcje i protokoty dotyczgce wymagarn instalacji (1Q) / kwalifikacji operacyjnej (OQ) Systemu Neogen
do diagnostyki molekularnej”®.

Szczegbtowe wymagania opisano w czesci ,,Specjalne instrukcje dotyczace zatwierdzonych metod”:

Tabela 3 - protokoty przednamnazania wedtug AOAC’ Official Method of Analysis** 2016.01 oraz
AOAC® Performance Tested™™, certyfikat nr 091501.

Tabela 4 - protokoty przednamnazania zgodnie z certyfikatem NF VALIDATION 3M 01/16 -11/16.

Przednamnazanie préobki
W tabelach 2, 3 i 4 przedstawiono wytyczne dotyczace ogblnych protokotéw namnazania prébek zywnosci, pasz i prébek
Srodowiskowych.

Uzytkownik ma obowiazek przeprowadzi¢ walidacje alternatywnych protokotéw prébkowania lub proporcji roztwordw, aby
sprawdzi¢, czy dana metoda badawcza spetnia kryteria okre$lone przez uzytkownika.
Zywnosé
1. Poczekac na zrbwnowazenie temperatury podtoza przednamnazajacego BPW wg ISO do temperatury otoczenia
w laboratorium lub 41,5 + 1°C w zaleznosci od badanych macierzy. Patrz tabele 2, 3 lub 4.

Potaczy¢ w warunkach aseptycznych podtoze przednamnazajace i prébke.

Doktadnie zhomogenizowad przez zmieszanie, wytrzasanie lub mieszanie reczne przez 2 + 0,2 minuty lub do czasu catkowitego
rozpuszczenia wszystkich grudek i uzyskania homogenicznej zawiesiny podtoza przednamnazajgcego®?.

a. W przypadku wszystkich prébek produktéw miesnych lub innych o wysokiej zawartosci czastek statych zaleca
sie stosowanie workéw z filtrem.

b. W przypadku matryc zwiekszajacych swoja objetos¢ pod wptywem wody i wykazujacych duza lepkosc
(np. ptatki $niadaniowe, skrobia), zaleca sie zastosowa¢ dodatkowe rozcienczenia (> 1:10) do momentu, az lepko$¢
wystarczajaco spadnie lub dodad sterylny 1% roztwor (wagowo/objetosciowo) alfa-amylazy do podtoza BPW
(1SO)i3),

c. W przypadku duzych probek mleka w proszku i ptatkéw $niadaniowych materiat nalezy powoli wprowadzac do
ptynu, czesto go mieszajac, by nie powstawaty grudy.
4. Inkubowac zgodnie z opisem w odpowiedniej tabeli z protokotem (patrz tabele 2, 3 4).

Probki Srodowiskowe

Urzadzenia do pobierania probek moga by¢ gabki nasgczone roztworem neutralizujgcym w celu unieszkodliwienia skutkéw dziatania
$rodkéw odkazajacych. Firma Neogen zaleca stosowanie gabki celulozowej niezawierajacej Srodkéw biobdjczych. Roztworem
neutralizujgcym moze by¢ bulion neutralizujgcy Dey-Engley (D/E) lub bulion z lecytyna. Po pobraniu prébek zaleca sie odkazenie
powierzchni.

OSTRZEZENIE: Gdy bufor neutralizujacy z kompleksem sulfonianu arylu ma zosta¢ uzyty jako roztwér nawilzajacy gabke, przed
rozpoczeciem badania nalezy przygotowac roztwér rozcieficzony w stosunku 1:2 (1 cze$¢ prébki w 1 czesci jatowego bulionu
przednamnazajacego) przednamnozonej probki srodowiskowej, aby zmniejszy¢ ryzyko zwigzane z wynikiem fatszywie ujemnym
prowadzacym do wydania zanieczyszczonego produktu. Inng mozliwoscia jest przeniesienie 10 ul przednamnazajacego buforu
neutralizujgcego do probdwek z roztworem lizujagcym Neogen.

Zalecany rozmiar obszaru prébkowania do weryfikacji obecnosci lub braku patogenu na powierzchni wynosi co najmniej 100 cm? (10
cmx 10 cm lub 4” x 4”). W przypadku prébkowania za pomoca gabki nalezy pokry¢ caty obszar

w dwdch kierunkach (od strony lewej do prawej, a nastepnie z goéry do dotu) lub pobraé prébki Srodowiskowe zgodnie

z obowigzujacym protokotem prébkowania lub wedtug wytycznych FDA BAM®, USDA FSIS MLG? lub ISO 18593:2018%°.
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Uzytkownik ma obowiazek przeprowadzi¢ walidacje alternatywnych protokotéw prébkowania lub proporcji roztwordw, aby
sprawdzi¢, czy dana metoda badawcza spetnia kryteria okres$lone przez uzytkownika.

1. Wstepnie ogrzac podtoze do przednamnazania BPW wg ISO do temperatury 41,5 + 1°C w zaleznosci od badanych matryc. Patrz

tabele 2,3 lub 4.

2. W warunkach aseptycznych nalezy potaczy¢ pozywke wzbogacajaca z prébka zgodnie z tabelg 2, 3 lub 4. W przypadku prébek
miesa oraz probek zawierajacych duzg ilo$¢ czastek statych zaleca sie stosowanie workéw filtracyjnych.

3. Prébke nalezy doktadnie zhomogenizowac, miksujgc, mieszajac w stomacherze lub recznie przez 2 + 0,2 minuty. Inkubowaé

zgodnie z wytycznymi zawartymi w odpowiedniej tabeli protokotéw. Patrz tabela 2, 3 lub 4.
Urzadzenie do pobierania prébek

1. W przypadku Sciereczki — nalezy postepowac zgodnie z wytycznymi FSIS przedstawionymi w dokumencie ,,Metoda pobierania
prébek za pomocq Sciereczki zastepujgca pobieranie prébek metodg wycinania N60 w przypadku okrawkéw produkcyjnych i okrawkéw
stotowych z wotowiny™*, pobierajac prébke z matrycy za pomoca Sciereczki przez 90 sekund, po 45 sekund z kazdej strony.

2. W przypadku rekawicy — nalezy postepowac zgodnie z wytycznymi zawartymi w piSmie o braku zastrzezerh wydanym przez Stuzbe
Badar Rolniczych Departamentu Rolnictwa Stanéw Zjednoczonych (USDA Agricultural Research Service)(15), zwilzajac rekawice
25 ml roztworu nBPW i pocierajac nig powierzchnie przez 15 sekund z jednej strony. Nastepnie nalezy odwrdcic rekawice i pocieraé
przez kolejne 15 sekund. Ztozy¢ rekawice najpierw na pét, a potem jeszcze raz na péti wtozyc ja do woreczka na prébki.

Nalezy poczekad, az pozywka wzbogacajaca BPW ISO osiggnie temperature 41,5 +1°C.

W warunkach aseptycznych nalezy potaczy¢ pozywke wzbogacajaca z probka, upewniajac sie, ze urzadzenie do pobierania

prébek jest zanurzone.

5. Wszystkie probki nalezy mieszad recznie lub za pomocg stomachera przez co najmniej 30 sekund. Nalezy upewnic sie, ze
urzadzenie do pobierania prébek zostato wsuniete na dno worka i zanurzone w pozywce hodowlanej, a nastepnie inkubowac
zgodnie z wytycznymi zawartymi w odpowiedniej tabeli protokotu (patrz tabela 2 lub 3).

Tabela 2. Ogélne protokoty przednamnazania.

koncentraty, herbaty
i kawy rozpuszczalne,
kostki rosotowe

240 ml sterylnego
odttuszczonego mleka
w proszku 100 g/l4en

. 2z o dBE Pl Temperatura Czas Objetos¢
c annA Wielkos¢ Objetosc bulionu - o x .
Macierz probki rébki rzednamnazaiacego przednamnazania | przednamnazania | analizowanej
P P Jaceg (x1°C) (godz.) probki (pl)@
Protokot 1
Przetworzone produkty
spozywcze (z wyjatkiem 25g 225 ml BPW wg ISO 37 18-26 20
proszkéw jajecznych oraz
produktéw okredlonych
w innych protokotach)®
Protokét 2
Surowa i nieprzetworzona
zywnos¢, proszki jajeczne, 25¢g 225 ml.BPW wg 150 41,5 18-26 20
. (wstepnie ogrzanego)
pasza dla zwierzat oraz
prébki srodowiskowe©
Protokét 3
Sproszkowane produkty
mleczne (wtacznie : 25g 225 ml BPW wg ISO 37 20-26 20
z pokarmem dla niemowlat i
sojowym pokarmem
dla niemowlat)
Protokoét 4 225 ml sterylnego
Produkty kakaowe odttuszczonego mleka
(proszek, czekolady, wyroby 25¢g w proszku 100 g/l 37 24-30 20
cukiernicze itp.) 20,002% zieleni
brylantynowejef
Protokét 5
Pozostate produkty, 235 ml 2X BPW
S wg 1SO 2 0,5%
takie jak: przyprawy, roztworern KaSOx +
ziota aromatyczne, 25g 273 37 24-30 10
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Protokét 6
Orzechy wtoskie lub
mieszanki orzechéw
zawierajgce orzechy wtoskie
(ten protokoét jest odpowiedni
dla innych orzechéw, w 225 ml sterylnego
tym orzechdéw pekan, 25g odttuszczonego mleka 37 18-24 20
migdatéw, pistacji, orzechéw w proszku 100 g/l
nerkowca, kasztanow,
orzechéw makadamia,
orzechdéw brazylijskich,
orzeszkéw sojowych oraz
orzeszkdw ziemnych)
Protokét 7 1 para
Ochraniacze na obuwie do ochraniaczy
pobierania probek do
pobierania | 5,5 1 2x BPW 1500 37 20-26 10
prébek
(2 sztuki, po
jednej na
kazdy but)
Protokét 8 1 para
2chran.iacze_na opuwie ochraniaczy 225 ml 2X BPW IS0 (po
o pobierania prébek do s S
(nasaczone roztworem o pobierania namnozeniu przeniesc
. . . p 1 mldo 9 mlBPW ISO 37 20-26 10
wysokim stezeniu wapnia) probek lub 100 ul do 9,9 m
(2 sztuki, po BPW | SO)‘LJ',’
jednejna
kazdy but)
Protokét 9
Urzadzenie do pobierania
prébek (surowy odpad 1 Sciereczka
wotowy, surowe czesci lub1 200 n::ll BPWISO 41,5 10-24 20
drobiowe, surowe tusze rekawica (podgrzany)
drobiowe, surowy odpad
wieprzowy)

(a) Objetos¢ probki przenoszona do probdwek z roztworem lizujacym. Patrz krok 4.7 w czedci Liza.
(b) Przyktady produktéw badanych za pomoca protokotu 1: positki gotowe do spozycia, satatki, sos angielski.

(c) Przyktady produktéw badanych za pomoca protokotu 2: surowe mieso, mrozone warzywa, wszystkie sery, sfermentowane mleko,
surowa satatka (satata, Batavia).

(d) Odttuszczone mleko w proszku mozna zastagpi¢ odttuszczonym mlekiem UHT.

(e) 0,45 ml 1% wodnego roztworu zieleni brylantynowej na 225 ml odttuszczonego mleka, co skutkuje uzyskaniem roztworu zieleni
brylantynowej o stezeniu koricowym 0,002% (0,02 g/1).

(f) Aby przygotowac sterylne odttuszczone mleko w proszku, nalezy zawiesi¢ 100 g odwodnionego odttuszczonego mleka w proszku
w 1| wody destylowanej lub oczyszczonej. Miesza¢ do momentu rozpuszczenia. Umiescic
w autoklawie na 15 minut w temperaturze 121°C. Przechowywaé w temperaturze 2-30°C*Y.

g) 5gK,S03 na 1000 ml BPW wg ISO, co skutkuje uzyskaniem roztworu K,SOs o stezeniu koricowym 0,5%.
h) 240 mlsterylnego odttuszczonego mleka w proszku 100 g/l nalezy doda¢ do 235 ml 2X BPW wg I1SO z roztworem 0,5% K>SOs.
Przygotowane w podwdéjnym stezeniu (2x BPW I1SO).

)

j) W przypadku stosowania ochraniaczy do pobierania prébek nasaczonych roztworem o wysokim stezeniu wapnia, wymagane jest
wykonanie rozciefnczenia 1:10 lub 1:100 z pozywki wzbogaconej: nalezy przenie$¢ 1 ml wzbogaconej pozywki do 9 ml BPW I1SO
(rozcienczenie 1:10) lub 100 ul do 9,9 ml BPW ISO (rozciericzenie 1:100).

W przypadku stosowania opcjonalnego etapu przednamnazania dodatkowego, np. z uzyciem podtoza Rappaport Vassiliadis, nalezy
wykonad rozcieficzenie w stosunku 1:2 (1 cze$¢ przednamnazanej prébki w 1 czesci sterylnego bulionu przednamnazajacego) lub
po prostu przenies$¢ 10 ul podtoza do przednamnazania dodatkowego do probdwek z roztworem lizujgcym Neogen. W przypadku
stosowania bulionu tetrationianowego (TT) nalezy przenies¢ 20 ul podtoza do przednamnazania dodatkowego do probéwek z
roztworem lizujagcym Neogen, przy czym nie wolno wytrzagsa¢ podtoza do przednamnazania TT ani pipetowac z dna probéwki do
przednamnazania, aby uniknac przeniesienia osadéw.
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Specjalne instrukcje dotyczace zatwierdzonych metod
AOAC’ Official Methods of Analysis*” 2016.01
Certyfikat AOAC’ Performance Tested*" nr #091501

. PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 091501

W programach AOAC Research Institute OMASM oraz PTMS" Molekularny test Neogen do wykrywania 2 - Salmonella okazat sie
skuteczng metoda wykrywania bakterii Salmonella. W Tabeli 3 przedstawiono macierze przetestowane w ramach tego badania.

Tabela 3. Protokoty przednamnazania zgodnie z metodg AOAC OMASM 2016.01 oraz AOAC PTM™, certyfikat nr 091501. Objeto$¢ prébki
przenoszona do probdwek z roztworem lizujagcym Neogen wynosi 20 pl.

T Temperatura Czas
Macierz probki Wielkos¢ probki AL bl.‘l'.onu przednamnazania | przednamnazania
przednamnazajacego (1°C) (godz.)
225 ml BPW wg ISO
25g .
(wstepnie ogrzanego)
Surowa mielona wotowina 41,5 10-24
975 ml BPW wg ISO
325¢g .
(wstepnie ogrzanego)
25 225 ml BPW wg ISO a5 10-24
(wstepnie ogrzanego)
Surowy mielony kurczak
325¢ 975 ml.BPW wg 1SO 415 14-24
(wstepnie ogrzanego)
Smazony kurczak panierowany 325g 2925 ml BPW wg ISO 37 18-24
25¢g 225 ml BPW wg ISO
Sucha karma dla pséw 37 18-24
375g 1500 ml BPW wg I1SO
Pieprz czarny, surowa cata
krewetka, pakowany surowy 2%5g 225 ml BPW wg ISO 37 18-24
szpinak, pasteryzowany
przetworzony ser amerykanski
Ptukanka z tusz kurczaka 30ml 30 ml BPW wg SO 415 18-24
(wstepnie ogrzanego)
Gabka do wymazéw 1 gabka 50 ml BPW wg 1SO 415 18-24
z tusz kurczaka (wstepnie ogrzanego)
Btyskawiczne odttuszczone 250 225 ml BPW wg ISO 37 20-24
mleko w proszku
Kakao w proszku 25¢g 225 ml BPW wg ISO 37 24-28
Pasteryzowane cate jaja 100 ml 900 ml BPW wg ISO 37 18-24
w ptynie
Wodairygacyjna 375 ml 3375 ml BPW wg 1SO 37 18-24
po kietkowaniu
25¢g 225 ml BPW wg ISO
Kremowe masto orzechowe 37 18-24
375¢g 3375 ml BPW wg ISO
Dried cannabis flower,
dried hemp flower® 10g 90 BPW-ISO 415 28-32
1 para ochraniaczy
Ochraniacze na obuwie do do pobierania @
pobierania prébek® prébek (2 sztuki, po 225ml2XBPWISO 37 20-26
jednej na kazdy but)
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. . . 225 ml 2X BPW ISO; po
Ochraniacze na obuwie do 1 para ochraniaczy o T
pobierania prébek (nasgczone do pobierania namnozeniu przeniesc
. o . ) 1 mldo9 mlBPWISO 37 20-26
roztworem o wysokim stezeniu probek (2 sztuki, po lub ld L BPW
ia)@ jednej na kazdy but) | 100udo8,9m
wapnia) Jedney y 1SO) 9
Urzadzenie do pobierania probek
(surowa wotowina z okrawkéw, 1 Sciereczka® 200 ml BPWISO 41,5 10-24
. : ? (podgrzany)
surowa wieprzowina z okrawkow)
Urzadzenie (jo_ poblgranla probek . 200 ml BPW ISO
(surowe czesci drobiowe, surowe 1 rekawica (podgrzany) 41,5 10-24
tusze drobiowe) podgrzany
Zabezpieczony beton 1gabka 225 ml.BPW wg IS0 41,5 18-24
o (wstepnie ogrzanego)
2
(@]
< | Stal nierdzewna 1 wacik 10 ml BPW wg150 415 18-24
= (wstepnie ogrzanego)
]
S .
S | Zabezpieczona 1 gabka 50 ml BPW wgISO 415 18-24
W | ptytka ceramiczna (wstepnie ogrzanego)
. . L. Obj?tosc Temperatura Czas przed- | Podtoze do przed- Temperatu.ra . . p|:zec!-
Macierz | Wielkosc bulionu . . . . . . przednamnazania | namnazania
s s przednamnazania | namnazania | namnazania dodat-
probki probki przednamna- (£1°C) et el dodatkowego dodatkowego
Zajacego B godz. g (£ 1°C) (godz.)
Surowa
krewetka, [ 25g 225 mi BPW 37 18-24 RVR10: 0,1 ml 41,5 4-24
wg ISO w 10 m|@
z gtowa

(a) Przenies$¢ 10 pl przednamnozonej prébki do probdwek z roztworem lizujgcym. Patrz krok 4.7 w czesci Liza.

b) Suszone kwiaty konopi indyjskich (>0,3% THC) oraz suszone kwiaty konopi (<0,3% THC)

(c) Przygotowane w podwdjnym stezeniu 2x BPW.

(d) W przypadku stosowania ochraniaczy do pobierania prébek nasaczonych roztworem o wysokim stezeniu wapnia, wymagane
jest wykonanie rozcierczenia 1:10 lub 1:100 z pozywki wzbogaconej: nalezy przenie$¢ 1 ml wzbogaconej pozywki do 9 ml BPW ISO
(rozcienczenie 1:10) lub 100 pl do 9,9 ml BPW ISO (rozcieniczenie 1:100).

(e) Wstepnie zwilzy¢ 25 ml roztworu nBPW

Certyfikacja NF VALIDATION instytutu AFNOR Certification

ce“‘\F\C

EN ISO 16140

3M01/16-11/16
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en

Dodatkowe informacje na temat korica waznos$ci mozna znalez¢ w certyfikacie NF VALIDATION dostepnym na wskazanej powyzej
stronie internetowe;.
Metoda posiadajaca certyfikat walidacji NF zgodna z norma ISO 16140-2:2016"? w poréwnaniu z norma ISO 6579:2017¢),

Zakres walidacji: Wszystkie produkty zywnoSciowe przeznaczone dla ludzi, probki ze Srodowiska produkcyjnego (wtacznie z
prébkami z produkgji pierwotnej), karma i pasza dla zwierzat przez wykonanie testéw walidacyjnych na szerokiej gamie produktéw
spozywczych.

Przygotowanie prébek: Probki nalezy przygotowac zgodnie z normami EN ISO 6579:2017% oraz EN 1SO 688712,

Wersja oprogramowania: Patrz certyfikat.

Tabela 4. Protokoty przednamnazania zgodnie z metoda certyfikowang wedtug NF VALIDATION 3M 01/16 -11/16.
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Wielkodé Objetosc Temperatura Czas Objetosc
Protokot prébki bulionu przed- przednamnazania | przednamna- | analizowanej
namnazajacego (+1°C) zania (godz.) | proébki (pul)®
Protokét 1:
« Szeroka gama przetworzonych
produktéw spozywczych (z
wytaczeniem proszku jajecznego,
przetwarzanych warzyw i owocédw
oraz produktéw okreslonych 225 ml BPW
w innych protokotach) ¢ wg I1SO 37 18-26 20
«  Wszystkie ryby i surowe owoce
morza
« Karmaipasza dla zwierzat
« Produkcja pierwotna
(bez odchodoéw)
Protokét 2:
« Szeroka gama surowej
i nieprzetworzonej zywnosci
(z wytaczeniem surowych ryb
: p 25g, .
i surowych owocéw morza, 1 s7matka 225 ml wstepnie
a takze produktéw okredlonych w lub ogrzanego podtoza 41,5 18-26 20
innych protokotach) 1 . BPW wg I1SO
g wacik
« Proszki jajeczne
«  Wszystkie owoce i warzywa
«  Prébki Srodowiskowe
z produkcji zywnosci
Protokét 3:
+ Sproszkowane 25¢ 225 mlBPW 37 20-26 20
wg 1SO
produkty mleczne
Protokét 4: 225 ml
« Produkty kakaowe zawierajace w odttuszczonym
ponad 20% kakao 25¢g mleku UHT 37 24-30 20
+0,002% zieleni
brylantynowe;j
Protokoét 5: 235ml2 x BPW ISO
« Przyprawy, ziota aromatyczne, +K2S03 0,5% + 240
koncentraty, herbaty, kawy, 258 ml odttuszczonego 37 24-30 10
dodatki kulinarne mleka UHT
Protokot 6: 225 ml wstepnie
« Mieso surowe 25¢g ogrzanego podtoza 415 10-24 20
BPW wg 1SO
Protokét 7: 1 zestaw L
« Produkcja pierwotna oktadzin 100 “?' W bulionie
. tetrationianowym
(z odchodami) na buty 37 29-24 20
250 225.ml‘bulionu
tetrationianowego
Protokoét 8:
« Pokarm dla niemowlat, ptatki 3375 ml wstepnie
$niadaniowe dla niemowlat, 375g ogrzanego podtoza 37 20-26 20
sproszkowane produkty mleczne BPW wg ISO
bez probiotykdéw®
Protokét 9: 3375 ml wstepnie
« Pokarm dla niemowlat, ptatki ogrzanego podtoza
$niadaniowe dla niemowlat, 375¢g BPW wg I1SO 37 20-26 20
sproszkowane produkty mleczne +wankomycyna
z probiotykami® (10 mg/l)

(a) Objetos¢ probki przenoszona do probdwek z roztworem lizujacym. Patrz krok 4.7 w czesci Liza.
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(b) W przypadku duzych prébek produktéw w proszku i ptatkéw $niadaniowych materiat nalezy powoli wprowadza¢ do ptynu,
czesto go mieszajac, by nie powstawaty grudy.

UWAGI:

«  Prébki o wielkosci przekraczajacej 25 g nie byty badane w badaniu wedtug NF VALIDATION z wyjatkiem protokotu 8i9.

«  Krotkie protokoty detekcji sa wrazliwe na warunki inkubacji. Nalezy stosowac sie do warunkéw temperaturowych okre$lonych w
specyfikacji technicznej. Obowigzkiem uzytkownika jest skontrolowanie, czy po wstepnym ogrzaniu bulion przednamnazajacy
osiaggnie temperature wymagana przed inkubacja. Czas przygotowywania probek, czyli opdznienie miedzy koicem etapu
wstepnego ogrzewania bulionu przednamnazajacego a poczatkiem etapu inkubacji prébki zywnosci, nie powinien przekroczyé
45 minut. Podczas inkubacji zaleca sie stosowanie wentylowanego inkubatora.

o Podczas przenoszenia probki z przednamnazajacego bulionu tetrationianowego (TT) do probowek
zroztworem lizujacym Neogen nie wolno wytrzasac podtoza do przednamnazania TT ani pipetowac z dna probowki
do przednamnazania, aby unikna¢ przeniesienia osadow. Przeniesienie osadu moze skutkowac¢ uzyskaniem
nieprawidtowych wynikow.

« Zalecane momenty przerwania protokotu wystepuja po etapie przednamnazania lub przed lizg prébki. Bulion z
przednamnozong probka lub prébke lizatu mozna przechowywac w temperaturze 2-8°C przez maksymalnie 72 godziny. Po
wyjeciu bulionu przednamnazajacego z przechowywania nalezy wznowi¢ testy od kroku 1 czesci Liza. Po wyjeciu prébki lizatu z
przechowywania nalezy wznowi¢ testy od kroku 8 czesci Liza.

Przygotowanie Tacy Neogen’ urzadzenia szybkiego tadowania testow do diagnostyki molekularnej
1. Zmoczy¢ szmatke lub jednorazowy recznik 1-5% (obj./obj., wodnym) roztworem wybielacza do uzytku domowego
i przetrze¢ nim Tace Neogen® urzadzenia szybkiego tadowania testéw do diagnostyki molekularnej.
Sptukac wodg Tace Neogen urzadzenia szybkiego tadowania testéw do diagnostyki molekularne;.
Osuszy¢ Tace Neogen urzadzenia szybkiego tadowania testéw do diagnostyki molekularnej za pomoca jednorazowego recznika.

Przed rozpoczeciem uzytkowania nalezy sprawdzié, czy Taca Neogen urzadzenia szybkiego tadowania testéw do diagnostyki
molekularnej jest sucha.

Do wykonania tej procedury potrzebne sg dwa wktady do bloku termicznego Neogen stuzacego do wykrywania molekularnego. Oba
wktady to ten sam produkt (700000145), ale stuza do r6znych celéw.

Dla wiekszej przejrzystosdci w niniejszej procedurze wktad stosowany w etapie ogrzewania bedzie okreslany jako ,wktad bloku
grzewczego do wykrywania molekularnego”, natomiast wktad stosowany w etapie chtodzenia bedzie okreslany jako ,wktad bloku
chtodzacego do wykrywania molekularnego”. Okreslenia te stuza wytacznie do rozréznienia petnionych przez nie réli nie oznaczaja
odrebnych produktéw.

Przygotowanie wktad Neogen® bloku chtodzenia do diagnostyki molekularnej

Wktad Neogen® bloku chtodzenia do diagnostyki molekularnej nalezy umiesci¢ bezposrednio na blacie laboratoryjnym. Stosowaé
blok w temperaturze otoczenia w laboratorium (20-25°C).

Przygotowanie wktad Neogen’ bloku grzewczego do diagnostyki molekularnej

Wktad Neogen® bloku grzewczego do diagnostyki molekularnej nalezy umiesci¢ w suchym podwaéjnym bloku grzewczym. Wiaczy¢
suchy blok grzewczy i ustawic temperature pozwalajgca zeby wktad Neogen bloku grzewczego do diagnostyki molekularnej osiggnat
i utrzymat temperature 100 + 1°C.

UWAGA: W zaleznosci od typu bloku grzewczego wktad Neogen bloku grzewczego do diagnostyki molekularnej nalezy zostawié¢
na okoto 30 minut, by osiagneta odpowiedniag temperature. Uzywajac odpowiedniego, skalibrowanego termometru (przyktadowo
czesciowo zanurzanego termometru lub cyfrowego termometru z termoogniwem, a nie catkowicie zanurzanego termometru)
umieszczonego w wyznaczonym miejscu, sprawdzié, czy temperatura wktadu

Neogen bloku grzewczego do diagnostyki molekularnej wynosi 100 + 1°C.
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Przygotowanie Urzadzenia Neogen’ do diagnostyki molekularnej

1. Uruchomi¢ oprogramowanie Neogen® do diagnostyki molekularnej i zalogowac sie. Skontaktowac sie z przedstawicielem
Neogen Food Safety, aby upewnic sie, ze dysponuja Pafistwo najnowszg wersjg oprogramowania.

Wtaczy¢ Urzadzenie Neogen do diagnostyki molekularnej.

3. Utworzy¢ lub edytowac serie z danymi dla kazdej probki. Szczegdtowe informacje sg dostepne w instrukcji obstugi Systemu
Neogen do diagnostyki molekularne;j.

UWAGA: Przed wtozeniem Tacy Neogen urzadzenia szybkiego tadowania testéw do diagnostyki molekularnej z probéwkami
reakcyjnymi Urzadzenie Neogen do diagnostyki molekularnej musi osiggnaé 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 Srubokretu lub szpatutki wyjac dolng cze$¢ stojaka z probéwkami z roztworem lizujgcym Neogen przed umieszczeniem
go we wktadzie Neogen bloku grzewczego do diagnostyki molekularnej.

N O

1. Nalezy pozostawic probdéwki z roztworem lizujgcym Neogen na noc (16-18 godzin) w temperaturze otoczenia (20-25°C), aby
sie ogrzaty. Aby doprowadzi¢ probéwki z roztworem lizujgcym Neogen do temperatury otoczenia, mozna je pozostawié na
stole laboratoryjnym na co najmniej 2 godziny, inkubowac w inkubatorze w temperaturze 37 + 1°C przez 1 godzine lub umiescic¢
w suchym podwdjnym podgrzewaczu blokowym na 30 sekund w temperaturze 100 + 1°C.

Odwrd¢ zatkane probéwki w celu wymieszania. PrzejdZ do nastepnego etapu w ciggu 4 godzin od odwrdcenia.
Wyjmij namnozona prébke z inkubatora.
Do kazdej probki oraz do probki NC (sterylnej pozywki wzbogacajacej) potrzebna jest jedna probdwka z roztworem lizujgcym Neogen.

4.1 Paski z probéwkami z roztworem lizujgcym Neogen mozna docigé do zadanej liczby probéwek z roztworem lizujgcym
Neogen. Zaleznie od sytuacji nalezy dobrac liczbe pojedynczych probéwek z roztworem lizujgcym Neogen lub paskéw
ztozonych z 8 probéwek. Umiesci¢ probdwki z roztworem lizujgcym Neogen w pustym stojaku.

4.2 Aby uniknac zanieczyszczen krzyzowych, nalezy otwiera¢ paski z probdwkami z roztworem lizujgcym
Neogen pojedynczo i na kazdym etapie przenoszenia stosowac nowa kofcodwke pipety.

4.3 Przednamnozong prébke nalezy przenie$¢ do probdwek z roztworem lizujagcym Neogen w opisany ponizej sposéb:

Najpierw przenies$¢ kazdg przednamnozong prébke do pojedynczej probéwki z roztworem lizujgcym Neogen.
Na koricu przenie$¢ NC.

4.4 Do zdejmowania korkéw paskéw z probédwkami z roztworem lizujgcym Neogen (po jednym pasku na raz) nalezy wykorzystac
Narzedzie Neogen’ do zaktadania/zdejmowania korkdw probéwek do diagnostyki molekularnej - Liza.

4.5 Zdjac korek probdwki z roztworem lizujgcym Neogen - jesli lizat bedzie zachowany do celéw ponownego wykonania testu,
umiesci¢ korki w czystym pojemniku do ponownego zatozenia po wykonaniu lizy.

4.5.1 0Odno$nie postepowania z lizatem patrz Zatacznik A.
4.6 W przypadku lepkich prébek przed pobraniem prébki od strony przefiltrowanej wymieszaé torbe do przednamnazania.

4.7 Przenie$¢ 20 pl probki do probéwki z roztworem lizujgcym Neogen, jesli nie okre$lono inaczej w tabeli z protokotami
(przyktadowy protokét 5 oraz przednamnazanie dodatkowe w RVS lub w przypadku stosowania prébek Srodowiskowych
z buforem neutralizujagcym).

11



(Polski) 4 =

Powtarzac kroki od 4.4 do 4.7 do momentu dodania kazdej indywidualnej prébki do odpowiedniej probéwki
z roztworem lizujgcym Neogen w pasku.

Po przeniesieniu wszystkich prébek przenies¢ 20 ul NC (jatowe podtoze przednamnazajace, np. BPW) do probdwki
z roztworem lizujgcym Neogen. Nie stosowac wody jako NC.

Upewni¢ sie, ze temperatura wktadu Neogen bloku grzewczego do diagnostyki molekularnej wynosi 100 + 1°C.

Etap ogrzewania: Umiesci¢ odkryty stojak na probdwki z roztworem lizujgcym Neogen we wktadzie Neogen bloku grzewczego
do diagnostyki molekularnej i ogrzewaé przez 15 + 1 min. Podczas ogrzewania roztwoér lizujgcy Neogen zmieni barwe z rézowej
(chtodny) na z6tta (goracy).

8.1. Probki, ktére nie przeszty odpowiedniej obrébki cieplnej na etapie lizy, mozna uznaé za potencjalne zagrozenie biologiczne i
NIE nalezy ich umieszcza¢ w Urzadzeniu Neogen do diagnostyki molekularne;j.

Etap chtodzenia: Wyjac odkryty stojak z probéwkami z roztworem lizujagcym Neogen z bloku grzewczego i umozliwié schtodzenie we

wktadzie Neogen bloku chtodzenia do diagnostyki molekularnej przez co najmniej 5 minut, a maksymalnie 10 minut. Wktad Neogen

bloku chtodzenia do diagnostyki molekularnej, stosowany w temperaturze otoczenia, powinien znajdowac sie bezposrednio na stole
laboratoryjnym. Podczas chtodzenia roztwér lizujacy Neogen przybierze rézowy kolor.

10. Wyjac stojak z probdwkami z roztworem lizujagcym Neogen z wktadu Neogen bloku chtodzenia do diagnostyki molekularne;j.

00:15:00

99-101°C

Iind Y ™

Amplifikacja

1

Dla kazdej probki oraz NC wymagana jest jedna probdwka reagentowa Molekularnego testu Neogen do wykrywania
2 - Salmonella.

1.1 Paskiz probéwkami mozna docig¢ do pozadanej liczby probdéwek. Dobra¢ wymagang liczbe pojedynczych probéwek
reagentowych Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 - Salmonella lub paskéw ztozonych z 8 probéwek.

1.2 Umie$¢ probdwki z odczynnikami Neogen w pustym stojaku.

1.3 Nie wolno dopusci¢ do wstrzasniecia granulek reagentowych na dnie probéwek.

Wybrac jedna probéwke Kontroli reagenta i umiescic jg w stojaku.

Aby uniknac zanieczyszczen krzyzowych, nalezy otwiera¢ paska z probéwkami reagentowymi pojedynczo i na kazdym etapie
przenoszenia stosowac nowa koricdwke pipety.

Przenies$ kazdy lizat do probéwki z odczynnikiem do wykrywania salmonelli (Neogen Molecular Detection Assay 2) oraz do
probéwki z odczynnikiem kontrolnym Neogen, zgodnie z ponizszym opisem:

Najpierw przenie$¢ poszczegdlne prébki lizatu do osobnych probédwek reagentowych, a nastepnie przenie$¢ prébke NC. Na
koricu nawodni¢ probéwke Kontroli Neogen reagenta.

Do zdejmowania korkéw probdwek reagentowych Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 - Salmonella nalezy
wykorzysta¢ Narzedzie Neogen® do zaktadania/zdejmowania korkéw probdwek do diagnostyki molekularnej - Reagent, po
jednej tasmie na raz. Wyrzucic korek.

5.1 Przeniesc¢ 20 pl probki lizatu z gérnej 1/2 ptynu (unikac osadu) w probowce z roztworem lizujacym Neogen do
odpowiedniej probowki reagentowej Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 - Salmonella. Pipetowac pod
katem, aby nie dopusci¢ do wstrzasniecia granulek. Delikatnie wymieszac, pobierajac i wypuszczajac roztwor pipeta
S5 razy.

5.2 Powtarzacé krok 5.1, az wszystkie pojedyncze prébki lizatu zostang dodane do odpowiednich probéwek reagentowych
Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 - Salmonella znajdujacych sie w tasmie.

5.3 Probdwki reagentowe Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 - Salmonella nalezy zamkna¢ zatagczonymi
dodatkowymi korkami i za pomocg zaokraglonej strony Narzedzia Neogen do zaktadania/zdejmowania korkéw probéwek
do diagnostyki molekularnej - Reagent wywotac nacisk ruchem w przéd i w tyt, aby upewnic sie,
ze korek zostat szczelnie natozony.

5.4 Kroki od 5.1 do 5.3 nalezy powtarzac zaleznie od potrzeby dla wszystkich préobek poddawanych badaniu.

5.5 Po przeniesieniu wszystkich probek lizatu powtérzy¢ kroki od 5.1 do 5.3, aby przenies¢ 20 pl lizatu NC do probéwki
reagentowej Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 - Salmonella.
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5.6 Przenie$¢ 20 pl lizatu NC do probowki Kontroli Neogen reagenta. Pipetowac pod katem, aby nie dopusci¢ do
wstrzasniecia granulek. Delikatnie wymieszac, pobierajac i wypuszczajac roztwér pipeta 5 razy.

6. Zamkniete korkiem probdéwki nalezy umiesci¢ na czystej i odkazonej tacy Neogen urzadzenia szybkiego tadowania testéw do

diagnostyki molekularnej. Zamknac¢ i zablokowac¢ pokrywe tacy Neogen urzadzenia szybkiego tadowania testéw do diagnostyki
molekularne;j.

20L

Sprawdz i potwierdz skonfigurowane badanie w oprogramowaniu systemu wykrywania molekularnego Neogen.

Klikna¢ przycisk Start w programie i wybrac uzywane urzadzenie. Nastgpi automatyczne otwarcie pokrywy wybranego
urzadzenia.

9. Aby rozpoczac analize, nalezy umiesci¢ Tace Neogen urzadzenia szybkiego tadowania testéw do diagnostyki molekularnej w

Urzadzeniu Neogen do diagnostyki molekularnej i zamkna¢ pokrywe. Na wyniki trzeba poczekac 60 minut, cho¢ wyniki dodatnie
mozna uzyskac wczedniej.

10. Po zakonczeniu testu nalezy wyja¢ Tace Neogen urzadzenia szybkiego tadowania testéw do diagnostyki molekularnej z
Urzadzenia Neogen do diagnostyki molekularnej i zutylizowaé probéwki, namaczajac je w 1-5% (obj./obj., wodnym) roztworze
domowego wybielacza przez 1 godzine i usuwajac z obszaru przygotowywania testow.

WAZNA INFORMACJA: Aby zminimalizowa¢ ryzyko otrzymania wynikéw fatszywie dodatnich w zwigzku

z zanieczyszczeniem krzyzowym, nie nalezy otwieraé probéwek reagentowych zawierajacych DNA po amplifikacji. Dotyczy to
probéwek reagentowych Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 - Salmonella, probédwek Kontroli

Neogen reagenta, probéwek reagentowych oraz probéwek Kontroli Neogen matrycy. Zanieczyszczone uszczelnione probowki

reagentowe nalezy utylizowad, namaczajac je w 1-5% (obj./obj.; wodnym) roztworze domowego wybielacza 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 wynikéw oraz koduje je odpowiednimi kolorami. Wynik dodatni lub ujemny

okresla sie przez analize wielu okre$lonych niepowtarzalnych parametréw krzywej. Domniemane wyniki dodatnie wyswietlaja sie w
czasie rzeczywistym, natomiast wyniki ujemne wyswietla sie po zakoriczeniu testu.

Domniemane wyniki dodatnie prébek nalezy potwierdzi¢ zgodnie ze standardowymi procedurami operacyjnymi laboratorium
lub stosujac odpowiednia referencyjng metode potwierdzajaca*?, rozpoczynajac od transferu z gtéwnego podtoza

przednamnazajacego do drugorzedowych buliondéw przednamnazajacych, a nastepnie izolujac i potwierdzajac izolaty za pomoca
stosownych metod biochemicznych i serologicznych.

UWAGA: Nawet prébka ujemna nie da odczytu zerowego, poniewaz system i odczynniki do amplifikacji Molekularnego testu
Neogen do wykrywania 2 - Salmonella charakteryzuja sie swoistym poziomem tta w RLU.

W rzadkich przypadkach, przy wystapieniu nietypowego strumienia $wiatta wychodzacego, algorytm opisze je jako ,,Sprawdzic”.
Firma Neogen zaleca powtdrzenie testéw dla wszystkich prébek oznaczonych jako ,,Sprawdzi¢”. Jezeli utrzymuje sie wynik
~Sprawdzi¢”, nalezy przejs¢ do testu potwierdzajgcego z zastosowaniem preferowanej metody lub zgodnie z lokalnymi przepisami.
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Tabela 5. Symbole i informacje dotyczace wynikow réznych programéw.

Typ Symbol wyniku . . i
studzienki dla studzienki Wynik Interpretacja wynikow

Prébka Dodatni Domniemanie wyniku dodatniego probki pod katem
docelowego patogenu.

Prébka ‘ Ujemny Wynik ujemny prébki pod katem docelowego patogenu.

Prébka Blokada Ma,tryca p/robkl. byta niedostepna dla testu. Konieczne moze
by¢ powtdérzenie testu.

. iy Brak mozliwosci oznaczenia obecnosci lub braku patogenu

Prébka Sprawdzic X . ! , .
docelowego. Konieczne moze by¢ powtdrzenie testu.

Prébka Btad Nie W}/krytg bioluminescencji. Konieczne moze by¢
powtdrzenie testu.

*Dodatkowe informacje na temat wynikéw mozna znalez¢ w raporcie z badania. W razie potrzeby nalezy skontaktowac sie z lokalnym
przedstawicielem firmy Neogen w celu uzyskania pomocy w rozwigzywaniu probleméw.

Potwierdzenie wynikéw zgodnie z certyfikowana metoda NF VALIDATION

W kontekscie walidacji NF VALIDATION wszystkie prébki okreslone jako dodatnie w badaniu Molekularnym testem Neogen do
wykrywania 2 - Salmonella nalezy potwierdzi¢, wykonujac jeden z nastepujacych testow:

Opcja 1: Zastosowanie normy I1SO 6579%, poczawszy od podtoza przednamnazajgcego w postaci buforowanej wody peptonowe;j®.

Opcja 2: Wdrozenie metody potwierdzajacej, ktéra polega na wykonaniu nastepujacych czynnosci: Przenies¢ 0,1 ml podtoza
przednamnazajgcego BPW wg ISO® lub tetrationianowych bulionéw przednamnazajacych (prébki produkcji pierwotnej) do 10 ml
bulionu RVS. Inkubowac przez 24 + 3 godziny w temperaturze 41,5°C. Umiesci¢ na agarze XLD (ksyloza, lizyna, deoksycholan)® lub na
agarze chromogenicznym specyficznym dla bakterii Salmonella. Wykona¢ aglutynacje lateksowa za pomoca testu lateksowego Oxoid
Salmonella bezposrednio na wyizolowanych koloniach.

Opcja 3: Zastosowanie sond kwaséw nukleinowych zgodnie z norma EN 1SO 7218:2024%, przeprowadzone na izolowanych koloniach
z podtoza XLD lub agaru chromogenicznego (patrz opcja 1 lub 2). Tego badania nie mozna wykonywac za pomoca Molekularnego
testu Neogen do wykrywania 2 - Salmonella.

Opcja 4: Zastosowanie innej metody zgodnie z certyfikatem NF VALIDATION, ktérej zasada musi sie r6zni¢ od Molekularnego testu
Neogen do wykrywania 2 - Salmonella. Nalezy stosowac kompletny protokét opisany dla tej drugiej metody poddanej walidaciji.
Wszystkie kroki poprzedzajace rozpoczecie potwierdzania musza by¢ wspélne dla obu metod.

W przypadku niezgodnos$ci wynikéw (domniemany wynik dodatni w badaniu Molekularnym testem Neogen do wykrywania
2 - Salmonella, brak potwierdzenia jedna z powyzszych metod, a w szczeg6lnosci w przypadku testu aglutynacji lateksowe))
laboratorium musi wykonaé czynnosci niezbedne do zapewnienia waznosci uzyskanych wynikéw.

W przypadku pytan dotyczacych konkretnych zastosowar 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 lizatow poddanych obrdbce

cieplnej
1. W celu przechowywania lizatu poddanego obrébce termicznej nalezy ponownie zamkna¢ probéwke lizatu czystym korkiem
(patrz czes$¢ Liza, punkt 4.5).

Przechowywaé w temp. od 4 do 8°C maksymalnie przez 72 godziny.
Przygotowac przechowywana prébke do amplifikacji przez odwrécenie 2-3 razy w celu zmieszania.

Otworzy¢ probéwki.

o > N

Umiesci¢ mieszane probdweki lizatu we Wktadzie Neogen bloku grzewczego do diagnostyki molekularnej i ogrzewaé
w temp. 100 + 1°C przez 5+ 1 min.

6. Wyjac stojak z probéwkami z roztworem lizujgcym Neogen z bloku grzewczego i umozliwié schtodzenie we wktadzie
Neogen bloku chtodzenia do diagnostyki molekularnej przez co najmniej 5 minut, a maksymalnie 10 minut.

7. Kontynuowac protokét od etapu Amplifikacji wyszczegblnionego powyzej.
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Y22 NERSREH S LY 25g 225 mL BPW ISO 37 20~24
3784 — 25g 225 mL BPW ISO 37 24~28
ERRE R LI 100 mL 900 mL BPW ISO 37 18~24
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EBADONIL) 14 (FRMAER) 415 10-24
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US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 5: Salmonella., Section C-24.
November 2018 Version.
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2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 4.10. Isolation and identification of Salmonella
from meat, poultry, pasteurized egg, and siluriformes (fish) products and carcass and environmental sponges. Effective Date: 2
January 2019.

3. IS0 6579-1:2017. Microbiology of the food chain - Horizontal method for the detection, enumeration and serotyping of
Salmonella - Part 1: Detection of Salmonella spp.

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

5. 1SO 7218:2024. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance for microbiological
examinations.

CDC Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories (BMLB) 6th Edition. Effective Date: 29 August 2025

ISO 24914:2026 Microbiology of the food chain — Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) for the detection of
microorganisms and associated genetic markers — General requirements and definitions. International Standard Organization
(1SO), Geneva, Switzerland. www.iso.org

8. 1S0 16140-3:2021 Microbiology of the food chain — Method validation Part 3: Protocol for the verification of reference methods
and validated alternative methods in a single laboratory

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

10. ISO 18593:2018. Microbiology of the food chain - Horizontal methods for surface sampling.

11. US Food and Drug Administration - Bacteriological Analytical Manual, Medium M111: Nonfat Dry Milk (Reconstituted). January
2011.

12. 1SO 16140-2:2016. Microbiology of the food chain - part 2: Protocol for the validation of alternative (proprietary) methods against
a reference method.

13. ISO 6887 (all parts). Microbiology of food and animal feeding stuffs - Preparation of test samples, initial suspension and decimal
dilutions for microbiological examination

14. Cloth Sample Collection Method to Replace N60 Excision Sampling for Beef Manufacturing Trimmings and Bench Trim | Food
Safety and Inspection Service https://www.fsis.usda.gov/policy/fsis-notice/05-23

15. USDA/FSIS Letter of No Objection (NOL) for the MicroTally® Mitt food surface sampler. https://microtally.com/wp-content/
uploads/2025/01/Poultry-Mitt-NOL.pdf
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AOAC® Performance Tested*" iE+ #091501
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AOAC Ht5SF OMASY #] PTMSM 11X 27, Neogen VI TRE 23 FALIM I 2 - AN TR ER—MERB D TR E NG E AR
PN ER 2 RTER 3 o

& 3.J85% AOAC OMA®" 2016.01 1 AOAC PTMSM JEH #091501 SEHERVIE & 5 5. 4215 F Neogen RARR ERIIF mIAFRY 20 Lo

i = SH
HABR HRK HERAE gy HATIEE] ()
225 mL BPW 1SO
OIS e AR a5 1024
325 975 mL BPW ISO '
g (FFR)
25¢ 225 mLBEWIs0 415 10-24
ERIEBH
325¢g Sy O 415 14-24
ZHIVEXGHE 325¢ 2,925 mL BPW ISO 37 18-24
25 225 mL BPW 1SO
Fimm & 37 18-24
375¢g 1,500 mL BPW ISO
EEAE, £ 20T, ERETR R BER
Ao 25g 225 mL BPW ISO 37 18-24
RS Rtk 30 mL om0 415 18-24
TSHAAELE 15548 S0 miBE 150 415 18-24
HARBASIY 25¢ 225 mL BPW 1SO 37 20-24
RG] 25¢ 225 mL BPW ISO 37 24-28
EEXELER 100 mL 900 mL BPW 1SO 37 18-24
R ERIK 375mL 3,375 mL BPW ISO 37 18-24
25g 225 mL BPW 1SO
SHEAE 37 18-24
QLSS 375¢ 3,375 mL BPW 1SO
TFIRBIARRRIE . FIRHIINRRTED 10g 90 BPW-ISO 41.5 28-32
WERTO 1QRHF) | T 37 20-26
225 mL 2X BPW
ISO, E&/5 1 mL
HERAT (BHESEFmM @ I QR#F) | HAIMLBPWISO 37 20-26
g 100 pL N
9.9 mL BPW ISO ‘<9
ERFESETE (4 4RP. A HEPY) 1575 200 MLy >0 415 10-24
EXREEE (LR ERRE) e I 415 10-24
TR 150548 225 mLBEW IS0 415 18-24
RN 1 RA¥HE 1o mipia 150 415 18-24
X 2 T Y N RN (%
R N
i |maram 1554 om0 415 18-24
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o o = EERE A IRIEEES | CRISEERE | ZRISEE
*¥nﬂ§ﬁ *¥nn*lj\ igﬁlil:ﬁs (i].oC) (’J\H‘D = (mL) (i].oC) (’J\H‘D
RV R10:0.1
HESK AT 2%5g 225 T;BBPW 37 18-24 mL A 10 415 4-24
mL®@

(a
(
(c) W ARER S,

)35 10 L I EH B IR E ISR R B ONTE 4.7,
b) FIZHIARKTE (>0.3% THC) F1FIEAINHFTE (<0.3%THC)

(d) YHEHRPESERSH, RAHEEIEFEHIT 1:10 57 1:100 R 1 mL EBER + 9 mL BPW ISO (1:10 %) 5
100 puL ZE#& +9.9 mL BPW ISO (1:100 ##%8) o

(e) {EFETA 25 mL nBPW T2

AFNOR Certification iAMERY NF Validation

ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS

WIFRRZS : 2 IIEH,

(RUFICATION

EN ISO 16140

3M01/16-11/16

http://nf-validation.afnor.org/en
BXEXME L BIRFAE R, FSR LRI IEHAY NF VALIDATION JE4,

£ NF VALIDATION 1A, fF& 1SO 16140-2:2016W9EE3K, A 1ISO 6579:2017% A&,
ISIEEE FrE AKX B R EFINEE R (BEVAE T ER) B R S chER, B M EmRITIRIED .
& NARHE EN 1SO 6579:2017® F1 EN ISO 688713 &1 Mo

R 4585 NF VALIDATION IAIEF % 3M 01/16-11/16 SSHERIIE E 75 5o

- = HERE 18 AstiE] HRothE

po S RN ERHE (+1°C) hid) e
FE1L:

%%‘FEE;%E:’: (K@;ﬁﬁiﬁ%mlﬁ%

Eggzg%iggg’;gﬂ@w f2) 25g 225 mL BPW 1SO 37 18-26 20

EYIE MR

LR (EREE)
FE2:
assrmsaa

#H[R BEF, UNE ZhiE :

s ’ 25 1T 225 mL,

Dl Wi | wABPWIso | S 18-26 20

FrE KRB
. BREFIFIEER
ﬁfﬁﬁﬂ%m 25g 225 mL BPW ISO 37 20-26 20
5= 4: 225 mL BSER

BTA & BB 20% HYET ] EA & 25¢ H%HE@Q% é.ooz% 37 24 -30 20
BES * SRR, ' 235 mL 2 x BPW

TNk EAERHEY R, 25 1SO + K,S05 0.5% +

T B8 |uomL@mExE| o 24-30 10

Rt RS9

ﬁﬁ% 25¢ mizgg%’l o 415 10-24 20
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BET: Az Jo s 100 mL, E3EMUH:
TR (3(E) 1 KR BASEIN5
- — 37 22-24 20
225 mL ZEMUERES
258 A
HES8: 3375 mL
RN RS 2LE 375g gaopomt 37 20-26 20
Wy T i
=£09: 3375 mL FiF BPW
S EENT) RS B a1, | 3758 IS0 + P BE 37 20-26 20
ik ®) (10 mg/L)

(a) HBIRBRENERATRBSHARBEINT R AT,
(b) X TFAREMRNEEFm, FRFRIBEINREPHZSRES, LUBRHILEIR,

e N

« %TF 25 g BIERISRTE NF VALIDATION FAZTH#t T4 (5522 8 # 9 BRIM) o

KBS A 75 XS IB TR S UK N TUETE R AR IE P ME FRE &4, A P A IIBE P 7R VAR E R E, ARG

B RIET bl &N E LR 2R BERE R GFRIERT B A Z BIER RS 45 780 1577718,

BV ERBR RIFRIEFIEE,

FMENFRELEL (TT) R ER Neogen RFRERVIETS, FEIRS TT IEEMER EREIZR, UREBEMTE

M, BBNEMFIRESHRERTH.

HEERN S R SUE R RS RRMRE I E R ST SRNAER AT 2-8°C METFRIK 72 /B, METF R EREIEE R

Ala, RMRRER D IIF B 1 EFHF AN, METF BN R3RRE, N MNRBEB 2 HIP I 8 BRI,

Neogen® 3 FISMIREHIFITRAEZT TIF

1. B—RFEH—RELDA 1-5% (5KERLL) RAZERBRRE, FARER Neogen® 5 FHMIPREB R

2. FEKESE Neogen 2 FiaillIRR LIS IR

3. EA—XMERMIET Neogen 9 FHoNIREFZISITE,

4. fERFIFALR Neogen 2 FIoMIRERFZIZITRRIFT IR

ASRIER A Neogen MR/ L EMERIBIR, A MEREHEFRY= M (700000145), BRERME:

AT EREPEENGE R, BT IR EAIERITD 2 FIENINRER, BF ST BRI 2 FIENSEMRIR, XEZ

X AKX 53 ThEE, HIERE™ Mo

Neogen® 73 FS ML NI ESE TIF

¥ Neogen® D FHMA AR EZEFTLNETIFE L, HEXREFINFRE (20-25°C) TERER,

Neogen® 73 Fi&MNNFAIEIREES TIE

ﬁ{;gac})gen@ f?’fﬁﬁﬂ\ﬂHﬂiﬂffﬁiﬂﬁﬂl)\ﬂfﬂii}%ﬂﬂ?‘?F&%%':PoFE‘FH’%*EHUJD%&%E#&E?EE, {8 Neogen 23 FA M ANFAARBRIAE
¥ 100 £ 1°C,

R ARIEARRININALE, AIF Neogen 73 FAUMINIFMEIRIEARL 30 NSRRI TIERE FRAMEISEAERN. EFR. £I1KR
ERCRET (IR REITHARBHRTRET, MIFSIREET) }3 Neogen 73 FHRMINIFUERFEE R EIAE) 100 £ 1°C,
Neogen® 73 FS X2 EZ TIE

1. B5h Neogen® 9 FHMERMGHE R IBBL R BB Neogen Food Safety %R, MR IEFE RN SRRV,

2. ¥TFF Neogen 93 FHoMIY 28

3. FASMERNEEAHRSIZBHFEEREITRN.IEEE “Neogen D FRMNAKRAFRFM 7 RIFAEE.

AR BT RIER Neogen 73 FHMIRRFESIERFI, Neogen 2 FHLMIN B AT FRALERTS LLINAL B ERE
20 %, BNEERSE RN —MEBITHITIE R SR AR BN, RSER T REE,

494
TBRRLTIZFRTITERR Neogen RAEFARREIRBIRER, AGBIFHEE T Neogen 3 FHIMIIAMEIRF,

=




@ (T M =

RERETER (20-25°C) 7R (16 18 /)\BY) , MiTTit Neogen REFRE T 24 Neogen HRREFHEER, TFH
FERTGE, oI Neogen HBREMBHERWETFE EZE/D 2 /6, IH7E 37 + 1°C EFMEFTE 1 /06, HETF
100+ 1°C FYNNFAESR 30 #0,

BIEMENREHITESAERF 4/ NRHENT—F,
R R A M FREPELE,
B MERAAMEIER (NC) #m (CERIEEIEFE) BFEMAE|—3< Neogen RIEFRE,

4.1 AJLURHEFIFEY Neogen RAFABREBIHE, Xt Neogen RFAREXHIE TR EZFFIFNENR T Neogen
fAREN 8 BXHFE 1§ Neogen A REMATERTF,

4.2 NTBRREXBHR, F—RIFTH—H Neogen REFARENE S, HF BB REZ A RENERHIBRER L,
4.3 I TFAmRF L IR R A mATEE] Neogen RIFARE

| BABS NS ENEREB BN Neogen HEFRE P BREHEE NC, |
4.4 {#F3 Neogen® 93 FHoMIFF 28 - Lysis TF Neogen A RBHIENE =, —RIUFTH—HE
4.5 EF Neogen HRABRENES - NREFRBZRERUEIRN, BRESRANTENEED, UERBEERER,
4.5.1 NFEVIBREBNIUER, IFSRMR Ao
4.6 SMIBREMEREMRBY, TE ML IEMIREH R 2 7, AHEEER,
4.7 ¥ 20 L ¥ @¥BE Neogen HFAREN, BRIEARERP S B UEA (RIS Z 5 1 RVS R /RIS E, SER S HF

X000

ZPRBIMERE @AY o

© N oo

EESR 44 F A7, EREFAEERRNIZIBHETINAY Neogen BB RE N LE,
UEBSRIAERME, 5 20 uL B9 NC (TR EIRFE, i BPW) #%#52]—3% Neogen SRR E . 157098 K BIE NC,
1238 Neogen 73 FHMMNAEIRBEE B FAE T 100 + 1°C,

ARG . RKRMNZER Neogen HEEAREZLMAN Neogen 73 FHMMNFMEIRAINFA 15 + 1 538, INFAHA(E], Neogen &
AR MMAE (R) ThEE ().

8.1. ;Eﬁ#ﬁ%ﬁ@*ﬁ%‘ﬁwﬁzﬂiﬁ”:"l?&%ﬁﬂ’ﬂ#:ﬁ:ﬂﬁ‘éﬁ%&m%ﬁﬁ}"%&i#@ﬁ%ﬁ, R EAEN Neogen 73 FH2MIY
RAZE . MIIFEIRPENH AR IR Neogen RABARES, IFEMA Neogen 73 FHMLANZRFLENED 5 9%, &K

10 7384, 415 Neogen 7 FHul/S ANZREMRE FMEM, R FHERE TREETFE L. /2 AI1EH, Neogen Hfi#
BBRRME NS,

10. M Neogen 73F10ill/2 ANZ2_E#%F% Neogen BB RE L

# 20-25°C
D D 00.05:00

]

1.

B E@MEN NCEHFE—3 Neogen WIRED FRMDH 2 - 2N JERERFIRNE,

1.1 f%?gg;ﬁ&ﬂ%? , WEEHEE B TEE SRR HEN S Neogen WIKE D FHRMDH 2 - 2 TREAFIRNE
g BEo

1.2 3 Neogen IXFIEMETER T Lo
1.3 BRI F BRI B B K.
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2. EFE—FZIHAFIIBREHBNESL.

3. RBRRNTR, F—RUTA—HAIRNENE S, #ESXES AR ERTNERE Rk,
4, BEABYETLE Neogen Molecular Detection Assay 2 - Salmonella 57 &# Neogen RFIRIRE H, S0 FFrA:

| BEE M SRBREB A MR E T, REHEE NC . BB Neogen RIS BB EHTK L,

5. fEF Neogen® 3 FHMIFF &28 - Reagent ¥TFF Neogen IV TRE 7 FHEM A 2 - X/ JRERAFIRNEMNE &=, —RIFT
J:F_ﬂFo %ﬁ%%o

5.1 1§ Neogen REFBRERIE L 1/2 BAY 20 pL H ok (B ITIE) I3 EI3 Y Neogen Wi 1RE 2 F18i5
1 2 - DI TRERAFTIRELE . R EEN, OB Getiinh/ K, i2 5 ETFRzh 5%, AFER RS

5.2 %’E*ﬁ% 5.1, BRI EHF mBRERAINEBXHFEN A Neogen DITIRE D FHN D 2 - 2/ TEERFIRNE N

5.3 {EAMINEZE Neogen WIIRE D FIQMDH 2 - 2 JRERT RN EHER Neogen 73 F1u il FF %528 - Reagent
REMN—MFIESSN A RINE, UBREEFER.

5.4 RIEFENFRNNFRESESE5.155.3

5.5 HEBTMEFMAEERE, EEPE 5.1 5 5.3 LU 20 uL NC 2K 5 Neogen Wi JKE D FI&NDHT 2 - 2
[ TRERRFI RN E

5.6 1§ 20 uL NC ZH#B¥%15E Neogen IAFIRIERE B AEEN, OB R/ NK, B2 44 EFIREN 50, IFRD RS-
6. ﬁhﬂ%ﬂ’\]ﬁﬁ%ﬁﬂv\?@ﬂ%ﬁ)@%%ﬁﬂ’ﬂ Neogen 73 FHMIRFZSIER R & EHBE Neogen 3 FALMIRFZIS TR

mmno

20 L

7. 7E Neogen B FHNALGRHPERCERENBITHIAIA
8. EMMHhBEL "B R EREEANESE MENENER BT o

9. ¥% Neogen 73 FHUMIRIERLFZIEEIMN Neogen 2 FIENNSEH G LEF, LUBTH DT LR K E 60 2 HRTEM, (BFEH%
LRI DB IRIEE,

10. DHTTAL/E, M Neogen 73 FHoiI{XZRHENH Neogen 73 FHLMIRERALISHEE, BT R IRE RN 1-5% (57/KEIATALL) KA
FEBR LNSHEETETEEX, WL EHTEF LI,

AR N TREARSEMS AR ERXEEE R, 57T FEET 158 DNA B9t R &, X E3E Neogen 7V
IR 2 FIMDHT 2 - 2 TEERFI RN E . Neogen iXFIXTERF] Neogen EFRXTRE . N EHINAFIR N EFHITEFLIE
B, RAARZRE EHMNRE R 1-5% (5KBARLL) MRAZERARFEE L, FHRETE S mEEX,

LER MR

M E A —MEIEN R BRERY 1SNV e H B 2 TR M = B e DTSR HRIBEARE R B A BEE & #ITIRG,
%gﬁ*ﬁ—%’i%ﬂa—%:ﬁ’\] RIS A UAE A E R AN E R LIRS REMAMER, FREERMOELE RN
JT A E/—_l__\o

{RRE PRI mm iy 2 SR SLR EAT AR FMIE N IE MBI SE 75 A TN, B e RIS RIS SRR RSB RIS E R
7, SRS AT IRERRVIEST, H A A EWNENAME AN D EEHTITHIA.

AR E AN FESH Neogen W] RE D FAM D 2 - A7 TEREY 1EIRFHE “BR7EXILRAL (RLU) 5=EL, BMERMEH At
A= HIE N ENE .

ERDEERT, SEFEEF RN, BB R “1E 178, Neogen BINAFXFIE “ME HREMHITIMINRER
MARE", BEREERI G AR S AMIE E R A THIA LT,
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&R 5. BHIRHLERIVFTFSHER.

FLIEE LERTS SR FIi%
=2 ‘ FRME # 2 BRR B RE PR o
(=2 ‘ At a2 BRRIABIRRIER mo
=S @ oY HmERX DA INEIER. AR EEFNIH.
=S @ wE FAE BAVRRIER ST JReREEHN i,
=2 @ iR RCMEIEY &R S PIREREE Mo

“BEEIEITRS, #éﬂ?ﬁﬁéﬁ%otﬂ%ﬁﬁég, BB AR EFTEHAY Neogen 3R, LI BN EHEE )R,

{&kB8 NF VALIDATION SAIEF5 EHRIA LS

gﬁg If}\VALIDATION R ® )ﬁLﬁ_‘uTﬁqﬂ—Wﬁ,ﬂlJﬁ Neogen VI IERE D FHLMA T 2 - 227 TR E%SEBIFA PRI+ M
{THHIA .

I 123K 1SO 65790 1, ME AR B RKC IR R A,

EI 2: SRS U TRBRHINS A 3F 0.1 mL BPW ISO® 1 ERSHEMFRES T AL Bk RIRES M) #%15E

10 mL RVS AIiZH, 7 41.5°C 125724 + 3 /J\Ej r*#@%ﬁﬁﬁxﬂﬁaﬁﬂﬁ“ﬂ (XLD)® IFfesk 2 TR FE FA R IR L RILRsE
Fro BIRBE Y TR FEH R EIEN RSN EE M TR B E IR,

IEIN 3:EI3RER 1SO 7218:2024 9 FERZERIREHE, STM XLD S E BIEFE (IIEM 1 5 2) 9B E2IMEZH TN, HNRA
55 Neogen IV JERE 2 FHUN D 2 - 21 TEEEATT.

I 4 0] LAE R ERIE M NF VALIDATION JNIER 7%, [REEXAS Neogen DI TRE 2 FHM AT 2 - 2/ TEREAR. EHRITE
ZAKIEAER, BB TEFMRRTEEE S R, N A iafIAFIRIFRE £ B S HERIRY.

MR HIMLER A — RA Neogen I RE D FIEMDH 2 - 2/ TREWNER MRER Y, BH @S _ EREFR—F755F LU
iaIA, THRIAREEIXLR) , MSLWEMTRITREN S BRARFTABERNE R,

ﬂ/ﬂ{%"?g%ﬁmﬂ’ﬁ“ﬁﬁﬁ&rﬁﬁﬁlﬂ , BB EATHIMLE www.neogen.com, 1 a] 5 & LAY Neogen RRAZHEEIK R
L E) 1=f o

Bt A. 75 S=plf BT H E SRR RIS ER
1. MFEEEFROEENHEBR, NERTANSFARBREENE LEF (55 4.5 BEID) .

2. 1£4-8CRETRZEE T2 /8,

3. ENHBEENEFRLUESR T L, SEHEE 2-3 H#ITRES.

4. FIAES.

5. ¥EERNMMBEEET Neogen 2 FHMMAUEIRFFHE 100 + 1°C 5EFTDD*¢L 54 1 9%k,

6. MINFURIREENH Neogen ABAREZL, EEMN Neogen 2 FHNSENZEHS I ZE D 5 935, &K 10 9 8h
T.

MRERIT ESORRE 8" BB DRI Fo

10
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SEHH.
1.

US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 5: Salmonella., Section C-24.
November 2018 Version.

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 4.10. Isolation and identification of Salmonella
from meat, poultry, pasteurized egg, and siluriformes (fish) products and carcass and environmental sponges. Effective Date: 2
January 2019.

3. IS0 6579-1:2017. Microbiology of the food chain - Horizontal method for the detection, enumeration and serotyping of
Salmonella - Part 1: Detection of Salmonella spp.

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

5. 1SO 7218:2024. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance for microbiological
examinations.

CDC Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories (BMLB) 6th Edition. Effective Date: 29 August 2025

ISO 24914:2026 Microbiology of the food chain — Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) for the detection of
microorganisms and associated genetic markers — General requirements and definitions. International Standard Organization
(1SO), Geneva, Switzerland. www.iso.org

8. 1S0O 16140-3:2021 Microbiology of the food chain — Method validation Part 3: Protocol for the verification of reference methods
and validated alternative methods in a single laboratory

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

10. ISO 18593:2018. Microbiology of the food chain - Horizontal methods for surface sampling.

11. USFood and Drug Administration - Bacteriological Analytical Manual, Medium M111: Nonfat Dry Milk (Reconstituted). January
2011.

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

13. ISO 6887 (all parts). Microbiology of food and animal feeding stuffs - Preparation of test samples, initial suspension and decimal
dilutions for microbiological examination

14. Cloth Sample Collection Method to Replace N60 Excision Sampling for Beef Manufacturing Trimmings and Bench Trim | Food
Safety and Inspection Service https://www.fsis.usda.gov/policy/fsis-notice/05-23

15. USDA/FSIS Letter of No Objection (NOL) for the MicroTally® Mitt food surface sampler. https://microtally.com/wp-content/
uploads/2025/01/Poultry-Mitt-NOL.pdf

ISR

info.neogen.com/symbols

11
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Sufiaan: 2026-02

K NEOGEN

. ALLULUINIS T TIURANAUN
aanadalUlbasIalNiuaalsealiuana 2 uady Neogen®

51ﬂazlaﬂﬂwamnmmuanmnﬂsuaoﬂms‘l‘ﬂﬁu

‘mmmaauma‘ma‘mmam’svmuimana 2 a1a3 Neogen® Q vmm‘l*ﬁﬂufivuumaauL‘ﬁaﬂaTsﬂivmuTmaﬂamm Neogen® d1m5un1s
M52V B TNLAET tNTINEILaTianIzlanzasludat s ldSunisidauida ausdad wazlusnatvaindindau
nsruIuNsilsglannsg

‘mwﬂaaumas suluanawal Neogen® ‘l‘ﬁm‘iqummﬂﬂuuuuaﬂmmwﬂmmm (Loop-mediated isothermal amplification) )
LWMﬂﬁﬂUﬂi@uaﬂaanmamﬁmummmmetmumLLazmmhejaNmunumilﬁaoLLa\‘lm\i‘mmWLwammaaumﬁtwmmﬂmmu Wa
nsnadaullasuNnuuiInae 163un1595789 U WU saueinan1sNadauNIuauLULEMINANIEUFIINNTINITNAFUIINATIIFSD

duysaiian wamsmmaauLummumﬂumﬂmﬂmumsuuﬂu‘f,mu‘l‘m5msvwnumuaum‘sva‘sammm‘svuifi‘lusuﬁuuﬁaﬁaﬁwi'm 9
Quitavdud 23

gANAFaY LA luuaasEauluana 2 a3 Neogen aanuuusn T ld lugnnwiadanviavljifnisiagdvinnviasd jiisinis
Nrun1sausumatian1sUiumuluiavilfisinig Neogen &vlilaanvintandisifannunislgnaanauaniiluandivingsuaus
uanINanaIVNgsNaIIsUIaIAavaN fadigu Neogen & li ldaanianaisiiadnunaniauiiidmsunisnadausiaeinge
fnaL1AINE1a N AatnvAAiln WiadlatReINUdnT ganaday imagiaTuiuadassauTuana 2 wad Neogen &y 11650

nsdsaliunundniugiang n1sudsglannng seiivunianadaundu ld lsmauansasudiovuguuaridaonidu ) lensvua

UUSININT 05 LazAMA NI IISEIUSLIRNIUIULTadINIsadIHaNSENUsiaNaN1sNAFdaUN LaLTULAeIAUISN15NA
dauduq uanannil YaFuei1ve 19w In15duLAualate sulisunsnaday n1sn3auflag1e N153gn1suasinaien g luviael fiis
N399I NANTENUGaNANITNAFa LN lesnaiui Neogen waiusinlidsufinisnisnadausiunvaivisiiudiuwiuigalugnin
winaanwav g Ing ldIruiumadwniieywanuasusiacssiauardn1niAMNYiITMgAUN15SIR3 AL TnavAUNZE LWa T
1uladna8nmasnadiuldsuinausnuaaela

Neogen ladsuliuganadayitaldaunidnalsasesauluanauay Neogen 2 - snaluiuaan 1nglgBuffered Peptone Water (BPW)

ISO 1fuarmistiald suiudINuI UL

wavlagmiunadauitanalsaseauuianasay Neogen® H3ayvvinnglunislanuaiadnen laniwnszuiunsTiaiusonlu
I dunaYNIg ladduavnIanadaudy lasunisaanuuunpvavinanaiganiiludiage fadvdelailasuausauadvivnig

dylussrinvaunaunis ladduavaanadauaitafiaintiudrsnatafisuansionndinn was biaslddnld lwedasdiadmsunadau

ianaTlsAssauTulanaual Neogen

Neogen Food Safety 16i5un195U5290111601557U ISO (avAnisssndnlssmddinsianisuinggiu) 9001 sinunisaanuuuiLarnig
WA

YEANAFIU LB 1R WIUAA5EAU AN 2 Vad Neogen Ivivuiua 96 aaanadauniunasune 13 lua157199 1

M5 11 1 dHrulsenausavaanadauidascauluianaual Neogen

518n15 anuaue Fuu ENEED] AUAALIIU
d1savany’ladd Neogen® d1gazanadarunlu 96 naan LS U5u1ew 580 uL ma | 159998 Tui9
(LS) viaan'ld (12 wad wanax 8 raan) naan wazwsanlaniu
YRaAILDLIAUAYNTANAFIL VaaaLan 96 viaan AunNENEIUTUNI5IAY W5au Tau
[ Hau1a THIUAANTEA (12 w2 wanar 8 aan) | VLIBUALNISRFIAVNTY
Tuana 2 Tne3s Neogen® NaT3ALUULIAN)EIYILAIN
TaTan laaian
wadr9ay ARICitdp! 96 " wsaularu
(12 w2 unlax 8 W)

Neogen® Flalaunaaunga viaanlgriaidnn 16 viaan Aunaniinlalan las wsaularu
(RC) AUV (2 o9 gvar 8 vaan) dusuaiuaun DNA nns

LANDENEILAENITATIAN
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305 975 mL, BPW ISO
g (aulannun)
225 mL, BPW ISO
Lo 25g (e 415 10-24
o Infiuun 975 mL, BPW ISO
325g Enlaomin) 415 14-24
o lnguumangn 3259 2,925 mL BPW 1SO 37 18-24
e . 259 225 mL BPW ISO
AT UDTUALUN 37 18-24
) 375¢ 1,500 mL BPW ISO
wWan' s nuduvies finTauudu
U550 LWELINaWNEAUNNIULAITWE 25¢ 225 mL BPW ISO 37 18-24
1walsaman
v v P 30 mL BPW |SO ]
rananilaln 30 ua. (@ulraromun) 415 18-24
v % g 2 50 mL BPW |SO )
waninhaaniialn wWavin 1 Fu QWA 415 18-24
gy AHERHLREIRY 25¢ 225 mL BPW ISO 37 20-24
W TnTn 259 225 mL BPW ISO 37 24-28
&2{’;””"”“”“"“”"“’“a““aﬂﬁ‘“ 100 ua. 900 mL BPW ISO 37 18-24
tsaaunaniilauan 375 ua. 3,375 mL BPW ISO 37 18-24
d e o 259 225 mL BPW ISO
e AiaMIN 37 18-24
375¢ 3,375 mL BPW ISO
ANAREIIY ABNAETILLIN® 10g 90 BPW-ISO 415 28-32




@ (e ) =

v v ' v BPW ISO 2X
(a) - - -
DILNIASALSAILNIYUN 1a-29W 5185 225 1A, © 37 20-26
BPW ISO 2X
1311915 225 ua.
5 5 , 5 UAYNITLANTIUIU
INIATALTINIYN (ATANNLDN ' > i Iuanalau
AULAALTENEF)@ 1a-2aw 1 ua. avlu BPW 37 20-26
ISO 9 ua. i%a
100 pL av’lu BPW
ISO 9.9 ua.) ©9
aUnsouAusiasnd (aThuinau WAL BPW ISO 1511615 41
JOUNUAYBENT WL ol Mg ) L 5 10-24
AMARALEN LHANYAUNNIUNITARLLG) (A 200 1a. (aualenul)
ansaufusaen (Sududanindu | aulialApdiacng BPW ISO 151105 415 10-24
ananITdndv) 1919© 200 1a. (auaranun) '
o - ¥ oz 225 mL BPW ISO
= AaunzauuLdanin Wavin 1 4u (QWlyaremin) 415 18-24
a (C 4 al " =3
G = TudrAthedu 10 mL BPW SO
% mandaulad Fa819 1 Su (@uTra29mu) 41.5 18-24
@G
c & N - ¥ oz 50 mL BPW [SO
= nsuiiianasfinuuuianin Wain 1 fu (QWlaaremin) 415 18-24
~ - o _ anuniuaY _
PO su1nsaruins qmnqu1ums AN AN ) o aINIStNN
SNy 0% : o 2. y . Y q ¥ 2IUINN q y ¥
S UUIARIDEY RN WNIULGa | Iududa FIuuLga . ¥ IuuLbaain
AIaETy Funuda (£1°C) (F2Ta9) nAaNi (Na.) N 1u3utsﬂa idav (1 Tu)
2 N | neand (£1°C)
R-V R10:
ANAULLUNIG 25¢g 225 mL 37 18-24 0.1 mL avlu 415 4-24
BPW ISO 10 mL®

(a) eraTaudsunos 10 pL aaviiadiliamisidavidanad lldwaaadisacsate lagd Tdsagludusnau 4.7 luwida ladd
(b) sanAgyauwie (>0.3% THC) uasnanigyasuiivy (0.3% THC)
(c) w3sNNAMNTNTUFD I

(d) Waguwihasausaswinyniianududuupadongs suludandaananmsmaidmsuiuduuludasidiun 1:10 wda 1:100
TaaanaTaw 1 1ua. avlu BPW ISO 9 ua. (115138379 1:10) %32 100 pL avlu BPW ISO 9.9 ua. (115132319 1:100)

(e) vinlvisiuriausing nBPW Uaunas 25 ua.
NF VALIDATION Tma AFNOR Certification

(RUFICATION

VALIDATION
EN 1SO 16140

3M 01/16 -11/16
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en

WinfaINSTayaliGNINLINLNISAUFAN5IvAL lduaInalaINNITn51dauA N 1 lawavitnis Tusadutandnssusavuad
NF VALIDATION fiwsauTilaerw lanuiu ladnssy 1idnesin

330197 165un155u509 NF VALIDATION sanadasfiuunnsgiu 1SO 16140-2:2016¢2 Taswdauiiiaudiy 1ISO 6579:2017@

YaulunvaINIsA5IAFaUAIN LT leuasISns dgvsaldil: NanAUuNa T NS UNUREINING ADENINTILINTINFIIUNTS
WA (N3udviiativnisnandulsunil) ansdadidaviazainisdnilaadnrinnisnsiadauaiugndasluainisvainuanaaila

ASIAEANAIDETN: AISANTENAIBLAIN EN 1ISO 6579:2017® waz EN ISO 6887(1
najduamanduls: glususas
15797 4 sufiaunisiAusunudaniu 3M 01/16 -11/16 ATluABn1s7imIun1s5usavas NF VALIDATION




@ (e ) =

anuunl 1an o
suflaunis UUIRN Usumsarvsianin | lun1siiu | nsuiiy ?,.,:.11-:—3::{?;:;;1 .
- ANau Fuuga FuuLga | SuuLda (”lu'i;\ r gyl
(+1°C) | (1)
seifigunisi 1:
o WARATUMaIMSUUSTUMAINUE
#ia (Tus W'l fnuasng
w59 waswanduninszy 1l
sufuun)sdu 9) 259 225 mL BPW ISO 37 18- 26 20
o WARNUMUAIEaEaIMITNELR LU AL
nnafile .
o DIMSFARILALILATDIUNTINN
o Mandndiulsunil (LauilAa)
seifiaunisi 2: o
o 2sAUUaraIST luulsguvann
vanawile (lusdarfuuazpiving | 25 N3N wae .
Nelafiy LazWanduningsy 1l ngLEng | 2mnsLagNLEa BPW ISO
suideuni15au 9) 139 v3a | wuuauwlhiareuuidauno 415 18-26 20
o wily n1suenAy 225 ua.
o dnwalunnaiia MauM 1 A%
¢ FNAUINIINFILINADNVDINITHNAR
2715
suifigun1svi 3:
. HARSTATILUNS 25¢ 225 mL BPW ISO 37 20-26 20
suifisunnsn 4: | 5 uNglaTiinsasinme
el . R an g
wasmmm’irginmumuwamao‘inin 25 g ﬁusmayumnsuv;u 37 24 - 30 20
11NN 20% AN 0.002%
3u1eu 225 ua.
suiligynsn 5: o . 2 m15LauLTa 2 x BPW
« %A gyulwsndndunau in ISO Y3u1eu 235 ua.
wa luinou 91 AW JunaEs 25¢g + K;S03 0.5% + uu 37 24 - 30 10
dmsurinamis UHT wsasiuiuai/Buno
240 wa.
suiligunsn 6: a2 msLagaLa BPW ISO
« Liladafiu 25¢g wuvau hawuusuan 41.5 10-24 20
225 ua.
eigunsi 7: SUNIYN 100 mL Tua1us
o MsWAnTUUsNNT (NAA) dusuiy MaIRNIWIULED
fnae19 1 419 Tetrathionate 37 22 .24 20
25 g USRI ANIIUIULED
Tetrathionate 225 mL
suifisunnsi 8: X &
» v a .. a1unsLagNLEa BPW ISO
o UNNIAINSUNNSN SEUNTRIUSY » QN ¥ e
YN WARAII NN T 375 n3u uuuau”l;;;;z‘:nﬂsmm 37 20 - 26 20
Tufidundaniigin® '
suiligunsn 9: a2 m15LagLa BPW ISO
o UNRIEIMTUNISN SeyRAEINSU v wuuaularuudsun
s w7 o 75n : . 7 20-2 2
150 WNARAUNUNTUFUULULNINT 375 n3u 3375 ua. + Vancomycin 3 0-26 0
_AUNFUALFIN® (10 un.madn3)

(@) Y3nassmadremin 181 lunaandsasaaladd Tlsngludunau 4.7 luidialadd
() dmsusmadunnvlassyRaNilZuamIn Aaaq inadwasluvasvallnaaulaay tia Tilidusinwiudau
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NN

« Mg wnidauipunnnan 25 ndulalmiymegaulunis@nw)uas NF VALIDATION sanulussdiounisi 8 uay 9

« suflsunmslpggpTunisasravdatu lpadnizaavnisuuids Jydndunavdjisiamdaunluaaginssy 1 luvadivuag
nvmale ylanainsdadauiuduinnisauainisiadltiiyInuIuLe lauutiuiivasiugaugindviua 1anauvinn1sup
(e 5rpEIaN IUNNSWALNMDLN NATIAD AIINAITITEYPINTINILUITUADUNITAUDIVITIVAUANTIUIULTD 1IanUn
AUTITNEUAUVITUADUNIFUN T UDIAIDLIWIMITUR TIAITUIULAL 45 uii wusih Iuleauuidaniigasssuigainied
eimsumsum‘ﬁa )

. ‘lumsmu‘faumamomﬂmmsmmtwumunuvﬁa Tetrathjonate (TT) ludivuiaanladid Neogen u Wmmumm's
davda TT wiaillulpaainnunaapasidasdaiandnidanlyuinisaraTaunznanla 9 iaraiadula n1sana
Taunznaua1vinlulanaansinlugnaas .

. Aedadezsuiisunisuunindarinandinisdsudarianiaydinisuanaaiugiaatng (sample lysis) 2 nSaLT
Fuauga vda laadagaansafiuine flaamnl 2-8°C lauuiigadunan 72 49T ndininainisimai
JunudaaanINTILAY Iuvinmanadauannaui 1 lumaaladgd vasaniilatmadiaavaananniiiu Tuvinnsneadauann
un 8 luivualadd

m-sLm%ﬂumm‘ldnaaﬂmmaaud'm%uLsﬁ'nﬂ‘%amnaauszﬁuiutanaiﬂgﬁﬁ Neogen®

1. gusdanssamdadiauuuilgdudrnvluiraanan 1-5% (waufiigmudnsndiu) wasdanialduaaanadaudinsuian
I3aanadauszalTulanalnais Neogen®

2. dhihdnaaldvaaanadaudmsidniaiamadaussiiuTuanalagds Neogen it

3. dnseanmdaiiauunldudinidaninldnasanadaudmsuidaiamasaussiiuTanalagds Neogen i

4. asrdaubinilainanldavasanadavdmsuidniaiamedaussauluanalaads Neogen wisaiindauldoiu

nssniiuniseuaunauildayldNeogen Molecular Detection Heat/Chill Block Inserts §1uqu 2 4 vivdav i tunaniousnaiin
WA (sUaEFUA1 700000145) walgadrvisuminniuansnanu

taANgalIuludunaun1sdfifieiu aadmsudunaunisliniusauazizendt aadnudandmiuldavaaanadaulunisnga
WU TUENA Lazaingsudunaun1svinliidulnzonit oedavdandmsyildvaaanadaylun15asianissiuiuana 1ng
n1si3ungaminaidldiiataniazrninnnisvinsuvingu was bilsdvnganuintundnfumuanaini

n15tn3au Neogen Molecular Detection Chill Block Inserts

219 Neogen Molecular Detection Chill Block Inserts uulgifitifianuuasialfitiin1siauns lddaufanitaomnfivia sl fii5
n19 (20-25°C)

n15tn3au Neogen Molecular Detection Heat Block Inserts

719 Neogen Molecular Detection Heat Block Inserts luta3avvinainusauvdanguuuuiiy iiaindasinanusanudaaiuuiniiuas
avanunniltiva‘li Neogen Molecular Detection Heat Block Inserts fiaaunnfitingiuaudia 100 + 1°C

vinnawin: Neogen Molecular Detection Heat Block Inserts faauuinfinnuinitviualaoie 1adseyias 30 unil mytidupeiunig
invuaaiazaginansan lgmas ludinasn lasunisdauiiauaaNimnisay (1Y 1na 3 TNIMaSIULNUNEIL a3 TulnD s
wuuddnaa NulamasTufiwasiuuaumviig) 19 1 luudnaidiue asiadaylvaavniivavinudaadvsuldavaaanaday
seauTaana wad Neogen agi 100 + 1°C

nsn3anAsaviiadisunadauidanalsnseauiuianaual Neogen®

1. @dusumsldnuganaisdmsunadauidanalsassauluanawal Neogen® waiasialdngssuy fnsaniunuuad
Neogen Food Safety aiavanuiialvililainqaudisandiisiasdundlinnddgn

2. damdaviiadvsunedauidanalsassauTuianawal Neogen

3. d@nusaud lananisadaunidayadivsuusaraiage ganagasduaiudinludiian1sldussuunadauidanalsnseny
Tuanaway Neogen

nuag: navaaluiasaviladmiunadauitanalsnseauluanawad Neogen dantusnsanle naunaslgangldviasgnadau
dusulnazawmedaystayTuanawald Neogen dunauaainisvinanusauitlaianlszuin 20 uriinasivdais Idsuuuiay
UaNFNULVDIATDY HDLATITaNTDNNLETNAUNTITINIU LaUUDNFAULAINa1IuIFuuldudige)

Madgd

laf v landaliinnananduavaasiivaisazans ladd Neogen aan faurnwavuudnudandmsuldvaaanadaussauluiana
223 Neogen
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1. ddaaMiaandrsararudasdaiainadsay Neogen audin1ng194u19 1inamsuniivias (20-25 °C) dnu@n (16-18 421x9)
nidandu q lunisdiudunaviaandisaranstasdatsigaauay Neogen Tiatnaauuniiviadfanisianaanvaandisarany
tasdaaaguay Neogen TiuuTazdfiifinnsitluatattas 2 49109 Uuviaaauaandsaraludasdansiaadasad Neogen
Tuduunwisiganiaoannl 37 + 1 °C 1Thunan 1 42T uiav liluiedavinausaunuuudanguiiaiiuiian 30 Juniii
anuni 100 °C

2. wannaunaaanladudiiangy ddinnistunauda lnalu 4 92 Tuenavannannau
3. g NNHIUASIRNITIUIULEDaNNGLN

4. gavlddrsaransdpudaqiuigaavay Neogen nilvviaanausuisazfladtviaziadnnituiiniuauigyay (Negative Control
y3a NC) (ammsidenidalsidainidadmsuiiudnuiuLga)

4.1 unuavvaandisaraiy ladid Neogen dusasnaaniiia Tilidnuiuvaandrsazane lada Neogen aunfains e Laan
Inuuvaandsazaieladid Neogen wsazuaanuzainlinid 8 vaan auaudniu 2maandisazatylads Neogen ad
Tuniwniat

4.2 Wandaniagsnisdwtondn Wiilacvasasndisazatelagds Neogen miuadluasaiied wasldiidandaulusidmsy
dngfadlunsardunan

4.3 ghagmadnitindunudaudr lildaandisazatsladid Neogen anudnadunaauanvil:

angMauNANIUIULTaLAaraIasaY LU luvaandisaraneladid Neogen wnazviaan wuausuusn a1e NC ulu
dusudgane

4.4 Falnsalilladlanviaandisazanaladid 1auis Neogen® lunisitlanmaandisasaislada Neogen 7iazinn

4.5 i vaandsaransladd Neogen — winasfulawsian Ienadaudi Wisi lunausiigzaiaiatinnduun 14
4.5.1 vndavnmsgdiayatianfunisaiiunisiivlace TUsagnianuan A

4.6 nsglvinmsifusnadwiiidnyasuiiomila Whatgeanmnsiivswwdanaufiusiagnaindiududwiniunisnsas

4.7 draTausnatnvludiunm 20 uL ldvwiaand)saranelags Neogen Liuusissy Tiitluadnauluaisnugaesuiaunis
(s=fisunis@natined 5 uazaunstinduuanfonilu RVS waa nsdinisldiiadnainduedauiiimiwasniunai)

20 pl

5. vinahdusau 4.4 §v 4.7 aunszaifiugadiidassnadatlunaandisazantlagd Neogen lullaisinadsadu

6. Wadiudadrmanuaigsagdn Widna NC (@mnsiinduwinidanlaanida wu BPW) Usuia 20 Tulasdans avluvaandisas
ane'ladd Neogen vinnldiniiu NC

7. a9dauinanuniizavinudandivisuidvaaanadaussauluana 1na3s Neogen agi 100 + 1°C

8. aumaunisliniudau: mvanaldvaandisazaieladd Neogen nlifin e avludnudasdmsulduaaanadauszayluana
223 Neogen uavvinarusauituiai 15 £ 1 uai seudnnisvinlisau dsacarslunaaanadauladid Neogen asilasuan
Hatuw (1u) Tudas (5au)

8.1. Aadvdy W ldsuanusauatrgmanzdnlussinvdynaunis ladduavganadavaiafiaintudrsnatafidunsionig
Fan I Lar liasldin Tl luedasiiadmsunadauidanalsnssauuianawad Neogen

9. aumauniIsvinlildu: Ui vnaandsazansladga Neogen nlilatlanraananndnudaauasldasTilduatludaudandmsu
ldviaaanadaussauluiana wad Neogen atinviiae 5 uaiius LitAw 10 urii n1sldvugdavdandmsulaviasanadaussau
Tutana a3 Neogen 1vinv 1inaaviniiviay Tnaaisiavuu laslfifviuaaviaslfjifinisleansy Tluserinvnisvinlidu
dsaransdasdatuiraavay Neogen stasunauiiudauwy

10. U unaandisarattladid Neogen aananndaudandnsuldviaasanadauszauluiana wad Neogen

20-25°C

A=

10
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AsiNEng

1. viaam3lalduauminanadal IEasaluiuadanssauuana 2 1na38 Neogen nilvuaangmsudiatnisasaiiaias NC

1.1 d@ursafauLalIvaIaanaan e TUlFuIUNaaAnINNADINIS 16 LIDNTIIUIUNRDAZDIIUAVNTANAFDY LTaB 1A THIUA
anszeuTuana 2 wad Neogen lsaziaan ialaind 8 naan A1NciaIN1S

1.2 1maunaandisilditludinszvinlijAzanaas Neogen ludfuraan

'
ca v

1.3 UANLALINISSUNIUITASLBLRUATIA UK AaR
2. danviaamilaluanannsarilvaanida’nayluiinn

3. wananidavnistdulaudu Diitlarvavvaandiaunuibuar luudasasauaslgiilandaulnidmsuatasmadnluusas
dunau

4. gadnadsisazd1snnIstagdanuiraaldaluaandsildiiiuginsyindjizenluganedauidagdunidnalsaseey
Tuana 2 - 9 Tuiuaal wilinaan uasvaanfimiuaugWatavdsildiusinssinliizanuay Neogen dnuilaviaan aiuin
asue liATuAN:

angTaulaaunazgliasny il T lunaansaluyusasiasanaully dusuusn sualaganIual (NC) indrsazaiuaslu
viaan Neogen 3lalunaauinsaliu afudanie

5. ldwsasliaia/lanr3anuduasnaneadauidanalsasseuuanasad Neogen® Tlunisilaviaanitalduduasnanaday (o
e luaaIsEauTNana 2 1ad Neogen fiaziad Mvn1ile

5.1 aglannauassiiagvlsuia 20 TuTasans na Uy 1/2 aasuasmal (Mantdavnznau) luraandisazaiy
ladgid Neogen i1l luvaaasialnuauasnanaday iba o1a viuaaseauluana 2 1nads Neogen das |
d1sazargnudiviaan Handnidaenissuniuuinilalauaiiuvaan wanlaaldiule aadiuuazaiun ¢ 5 asv

5.2 vingdunaui 5.1 aundeifyusiaz latgaaiadad U luvaaniialnuduavganaday 15as1a luuaaseay
Tutana 2 w23 Neogen ‘luuniiu

5.3 Uaviaan3ialuduavganaday imasialuiyadnsssuiyana 2 wad Neogen siraddnaunlvinn uasldaitunuuaaniag
fatlaAlarmaannaday vad Neogen naain luaiuiiva T ladnntlaain

5.4 vindrunau 5.1 §9 5.3 sanuanudntugivsudnuiusiadinacnaday

5.5 Wady laiasmadnyivvnaial ivindrdunaun 5.1 §iv 5.3 iadielawa NC Ysuioa 20 lulasans i ldluvaaniie
RUATNAANAFDY LHaoIa Tuuada1seauluEana 2 wad Neogen

5.6 delawnn NC U5u1au 20 TuTasans it ldluvaaa Neogen Slalauinauinsa Uaaadisarangaudiviaan (e
nAnidavnissunmulaslaluaniuvaan ndulealdile gaduuazaiun 9 5 AsY

6. vssvaaanlacudasiuainldvaaanadaudvsuidiaiasnadaussauiuanawal Neogen Ndzanauazadnnistuitlon
ud UauardanninnalduaaanadaudmsuidiiniasagaussauTuianasad Neogen

20 L

7. edauuasfiudunissundivuadn I lusanduisssuunisnsianissauuianadad Neogen
8. maniu Start luaranduls wardaniadaviianazld dritlauavalnsainidanasziilalnadsn Tulié

9. ldanalduaaanadaydnsuidiazamadaussauluianawad Neogen luazasiadvsunadauidanalsassauuanauad
Neogen warilaniaizusiunisnaday sruuasTinanianadaunialuiian 60 ui wiiwaniiuuinanaazns3ul6aiEingn
DUGIRI

10. BiavInNIsaFaYLEsFNYsaidd Liinanalduaaanadaudmiuidninipsnadaussauluianasad Neogen aanannipaay
fadmsunadauiganalsnszauluanawad Neogen uarritdnvaaaiiantiuiniglaaigluiraanennlgluasizauiniiaiu
Wi 1-5% (Tudndidaunaswindu) uwin 1 99709 wazd s livinvanniundaedouganagday

11
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apduinm: liaanANLEey lun1g lernauInaanauiiiavunarnnisduidousu vinudaviaandialauadyussy DNA Aviusang
WA TITINTINRDAIDIUAVNTANAFDY LTaw1aTNIRaaNFenLINENg 2 Uay Neogen, aan Neogen 3lalaunganinga Lag,
viaaaninanannsa Neogen fidniinaansialduandaniaimnasslinoaludisdnnanluaiisauaruanau 1-5% (sa
3ue51n) unan 1 42709 LasnNnUEUe3aunISNadaL

Han1sadauuazni1sulaniuuuig

danadduasiilaanununaidu TAvuavidsnadvaanu1auiunNaNnIINN15A5IAINLNSIANY LN gDaIN5ATIAAEN AaWALLIFALIATIEN
wan1aadauil lnadn Tulsiuazrlinisidnsiadnunain legenand nan1snagaun iatuuinuiaauasiansanadulngnis

AN sVaNEU TAMNTAN T LI NITAITIUIUUTY nan1snadauldavsuiniiuuinarlasuni1s5 1 lunui anenna
nanadauNiuaulasNanitdiduzidaINanIaaIN 1T NAFaULESIdNYS LA

fradnduiivguintuuinaislasunisiuduaudunaunisljinnisaiuuinsgrunivviavl jisinig wiatagUfliiniunis
fuduignrsgmavitnanzau’2d NiguguaianiIsangaInisidaids Usunllddvainisimamfuniniusian1siaavisauuan
asldsgauarn1sfiudunisianidalagldisn1anndiaiilasiastaguingimuisay

vanawin: Magnlunaduauaiuadsnaiwlen iy lgdadudgue asainssuyuagdialnualunisiinsaisdmsuganagay
\ia 218 WiuaakzauuEana 2 1ad Neogen =li"anfiuviay” lunuisudsduins (RLU)

v
aaa o

Tuunasvaranuudn laanmlasgtuiianeaucinlnd aanadsuminainasgniiniuaanuiiniy “‘wamingyds” usum .
Neogen tuninlvigldvinnisnedaviigidisusnadnlinanuiidds vinwanisnadaudnaiumingyds Tivinnnsnadauiiie
fufiu Taaldign1snuisiavn1sudamunszylnamibavungsudoululssind

M5 5. deyansaiuazdiayad isSunaanssee uavnanfuis

UsziAn o - o
deyanaunanisnsIan o -
vaIuan v HANI5MS5I nsudanani1snsiIas1ci
: Taanuaunadau
nadau :
M8 ‘ uan faovitludavaulunaiduuindmsuiganalsaiviung
M8 ‘ au fagwitlrwatduavdmsuitanalsadivung
. . & Wy3nasnasiidn s uiinan15m32931A5I91 919
M8 QNEUEN . v Y
¢ Fndunavvinnanedaudsn
o fimuaauasa luuudaiaidunisiinavisa luilagwavida
H1289 57U ' o . v R v
natsadrnuneg anadndunavvinnnanegaudn
o v TUAFIANLNIFLEDILAININEININ 13T unavinnisg
Ha8v YaRAWAIR ¥
NadgaUE

*Nlsagsruaviduaiufiniiainunagns lusiaviunantaneday uindniu dusadiasavasuauaamas lunisud luigmuila
AnaunuUIMUiauay Neogen Tuiunauaanos

A1snsIvdaviindunanisnadauniniIsn lasunissusavauay NF VALIDATION

Tuvdunaay NF VALIDATION snag1aivvinanssy Iindnaiduuinlun)snadausaganagay 1@aaiaTuiuaassay
Tuana 2 Teeis Neogen diavlsisunisfiuduannuilelunisnadavsialuil:

faann 1: n3lgdunsgiu ISO 65799 Miauduavusinis ldaruisiiudwuwgativiasildiaurasinas®

Yo o o

fdanN 2: N5 lgIgn1a8udundsznausedsnisda Uil draTaudauiar 0.1 mL savamisiinduIuLGa BPW ISO®
1300 M5IadLAeLEa Tetra Thionate (fagn1swandudsyndl) Tl Tuaminsmvatindmiuiga RVS nfidauno

10 mL duigaitluszesinan 24 + 3 drluvnannnil 41.5°C daidaayliuuiu Xylose Lysine Deoxycholate (XLD)® u3aav
Tuuyu Chromogenic Agar lg3mweAy imasaTuinag atiunisaigmaiia Latex Agglutination Taeldyanagay
Oxoid Salmonella LatexTest uuulnanssuulalatinuaniss

fmdann 3: M5l lwsuriinnsaiiieddnauinasuie13Tuninsgiu EN ISO 7218:2024© gesniiunianulalafinuanleann
am1slaaagia XLD waa chromogenic agar (g@atdani 1 waa 2) siav livinnianadauilsnanisldaanaday 1Ha 218 luiuas
seaululana 2 wad Neogen

12
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fdann 4: d135un151935n159UlaN 1A5UN155U98937n NF VALIDATION $iann150a935n1snadauassiailansannuannig,
YavRANAFIL LEaEIa TuuagsseuTLana 2 wad Neogen dsaiay lgasidaunisiuuasyfiuduysainasuie 1idmsuisnisnaan
WIun1sR5IdauAN L LAl dunaunvruafauniIsEuAuNsEuTULFaIVTaUNUNLNIEIENS

nstinan1snadau hidanada (Wan1snadauidavsiunitluuinsonsldyanadauidasiaTuiuadissauuana 2 wad Neogen 7
faldlasunsduduginuitalutasaviianasure lidvdunas Inaawizadvivdrmdunisnagay Latex Agglutination) vavlfjiis
N9zl jiifinudunaundniiniansiadauiinanianadaun lesugneias

vinnvinulidaavdaifaiiunisldurdanssuisnianizianyadles Tusadauauivlafuasisnin www.neogen.com viafinsia
ALUNUITUUIENIaIRIMUNLVaILFEN Neogen Tuviavduwavinn

AANUIN A N1SKEANITNAFAUTIAGII: N1StALSAEILazn1sU lalsaNIMadauTE

1. windanmaiivlaiankiualusaunna) Mvtlanvaangdsazanelagadmanngzana (TUsng ladd Tuda 4.5)

2. fiuliaomni 4 &9 8°C LiiAu 72 42T

3. wiuNdadAL S Taanwanuaanaisazanelada i 2-3 aSaRandusatliidniu

4. darwmaan

5. lduaanlamaiinaudagdhiuudrasludnudandmiuldvasanadaussiuTuana vad Neogen uazliainudaui
100 £ 1°C 1Huian 5+ 1 u1i

6. 1ifirvaandsazattladd Neogen aanandnufaauazldas WiduludaufandmsulavaaanadaussiivTuana Tneds
Neogen atinvilae 5 uiiie liifiu 10 w1

7. dufiumanadaudusialludin nrswnsuauda ausuandoadiuan

GHERELRRLRE

1. USFood and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 5: Salmonella., Section C-24.

November 2018 Version.

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 4.10. Isolation and identification of Salmonella
from meat, poultry, pasteurized egg, and siluriformes (fish) products and carcass and environmental sponges. Effective Date: 2
January 2019.

3. IS0 6579-1:2017. Microbiology of the food chain - Horizontal method for the detection, enumeration and serotyping of
Salmonella - Part 1: Detection of Salmonella spp.

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

5. 1SO 7218:2024. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance for microbiological
examinations.

CDC Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories (BMLB) 6th Edition. Effective Date: 29 August 2025

ISO 24914:2026 Microbiology of the food chain — Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) for the detection of
microorganisms and associated genetic markers — General requirements and definitions. International Standard Organization
(1SO), Geneva, Switzerland. www.iso.org

8. 1S0 16140-3:2021 Microbiology of the food chain — Method validation Part 3: Protocol for the verification of reference methods
and validated alternative methods in a single laboratory

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

10. ISO 18593:2018. Microbiology of the food chain - Horizontal methods for surface sampling.

11. US Food and Drug Administration - Bacteriological Analytical Manual, Medium M111: Nonfat Dry Milk (Reconstituted). January
2011.

12. 1SO 16140-2:2016. Microbiology of the food chain - part 2: Protocol for the validation of alternative (proprietary) methods against
a reference method.

13. 1SO 6887 (all parts). Microbiology of food and animal feeding stuffs - Preparation of test samples, initial suspension and decimal
dilutions for microbiological examination

14. Cloth Sample Collection Method to Replace N60 Excision Sampling for Beef Manufacturing Trimmings and Bench Trim | Food
Safety and Inspection Service https://www.fsis.usda.gov/policy/fsis-notice/05-23

15. USDA/FSIS Letter of No Objection (NOL) for the MicroTally® Mitt food surface sampler. https://microtally.com/wp-content/
uploads/2025/01/Poultry-Mitt-NOL.pdf

Alasuradayanual

info.neogen.com/symbols
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Neogen’ Molecular Detection Assay 2 - &2 di2}

HEdE % 2
Neogen® Molecular Detection Assay 2 - 2 d2t= SHE AF, AR, AZ HX 2 A 20 42 E2E A&t E0|Ho=
ZAZES}7| 218 Neogen® Molecular Detection SystemI} E7H| AFR EIL|CE.

Neogen® Molecular Detection Assayi= Loop-mediated isothermal amplification(LAMP) &S AF25I0] =2 E0| et P12 3l
HI|ME S LSS ZESH D, SSLL LAOZ ZE R E HELICEL - AH Zot= M2 o

22 El = FA[EL|CHL &8 2 Aut= ZgXte] Mz gha] e X -0 BAIE HHE ALK 2lA 'S o oF &

N
I
Ll
k1

Neogen Molecular Detection Assay 2 - &2 'd2t= A%

UQHE|AELICH Neogen2 2 MIZ2| AFES AE B2 2= LY 01229 200 CH3HA 5
Neogen2 £ H|E2 QIFE SIEE M =2 £:0|3t A|Z A[HE0Z QTSI eogen Molecular Detection Assay 2 -
ARUEt= DEME MENZEZ SHANY IZEESE 22 ZE M @30 chs Wotel 242 opLct.

DE AMeE OXItR| 2, SHiX| ] 32, =8 W EH2 Al Aol TS 0| = JSLICE E5F A= 13 S
Az EH|, g Ud ol A sacet 2 = n

AE U 0UE =S 0|81 ZHHIX| S Zetot 2 Aol 452 Hotd
gtolg A S AL

Neogen Buffered Peptone Water(BPW) ISOE S+ U X| 2 AFE35H0] Neogen Molecular Detection Assay 2 - &2 H2HE HWIHSLIC.
Neogen’ Molecular Detection ZH|= A|=0]| /= O]

AYLICH Lysis EHA| SOt METH HX2| 7t E|X| g2 A 2= EHE HESH e R4 = ZHFE|2 2 Neogen Molecular Detection
ZHH[of| o= M US| ORYA| 2.

Neogen Food Safety= 37| 5! X|Z=0{| 23t 1SO(International Organization for Standardization) 9001 Q152 #A4ELICE

Neogen Molecular Detection Assay 2 - &2 @2} A|& 7| E0l= H 10| HE Hiet 20| 962| A|g20| =0 USLICE

H 1. Neogen Molecular Detection Assay 7|E T+ 24
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n

A, Al =Xt
2 A8 B E0M S22 A2t EF

ZM, 3l SYO| AERIS 7 7|ESE SFS=X
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mjod
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|omy»
r
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=
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a5 2|3 A" 2 4 a4%
Neogen® Lysis Bt EH 967H 2t EEE Lysis Solution | 2{0fl E2HEI HEHZ
Solution(LS) HZI2SMEH | (8 FE AER 127 580uL &R SA A8 ts
Neogen® Molecular SME- 9671 SEUHES ROt EZ ZM A Its
Detection Assay 2 - & 22t (8H FE AEE 127H) HE MG ==
Reagent £ 2
oHE A =M 24 9674 SN A 7ts
(8%H T AEE 127H)

Neogen® Reagent Control(RC, | £E EEE FE 1674 SEUHAES fst ZANME TS
QM THER) (PHE EH g7l I K| 27H) CHZE+ DNAS Zatst

EA AR A% =Tt

/=
7|E0f| MB =X 242 24 CHE(Negative Control, NC)2 B+ ¢ HiX|(0f]: BPW ISO)RILICH 2E 24
OFMAI2.

ot

AF2XH= Neogen Molecular Detection System 3 Neogen Molecular Detection Assay 2 - &2 'd2tet 24 2l X| & Q| oFF ME UM E
XISt watof SL|CH LIS FXg o UES oFd X|& g HasH AL,

= =
A BN LSHK| R B AFTO|LE MZheh B4 Sl/E= MY £61E &g 4 A= 2l 4&= 20
x

ol
I

S —

==}
AL
Fol: WOkx| R FR MAAC| IohS el 4 s AMHOR A MBS oojBiict,




oD =i

OIZt E= S E 9| ME)E FICHSH= O] Neogen Molecular Detection Assay 2 - 2 2'daLE A28 A = QF ElL|CE,

AFEZt= Al B Q1o MASH Al 7™ Choll n|]S WX slof BLICE. 0| S01, Good Laboratory Practices®, 1SO

7218:2024" EE= CDC Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories (BMBL)© S0| si2HEIL|C},

QAE HEe| £1E xelst= 9S4 Zuiet 2HAE IHSE F0[2{H:

- DZEZSS ZF50 MNE HBM0| AE CHE F2tstA| AEE s3oHYAIL.

+ Neogen Molecular Detection Assay 2 - &2 A2tE X I HE AL T M| BA|El =0 2t HSHYA|L.

« Neogen Molecular Detection Assay 2 - &f R d2t= HIEA| R 2 7|7F O[LHO|| AFEBHM AL,

+  Neogen Molecular Detection Assay 2 - LI fE= HI3AF HE0| 22 E AFE AR 5! AE HE 2tF A =00 AFESHYAIL.

+  Neogen Molecular Detection Assay 2 - & 2'd2}0| = LR E= M3X HE0| =l 2td BH, A7H|, Al =Xt 2 M7
T30 BF ALY AI 2.

. O MIU|0|E 2tgh = (aryl sulfonate complex)O| Z8tHEl 2t HIH(Neutralizing Buffer)E AFE 5tz 2H8 A| 22| 32, A|”SH |
Mol 122 S| MSHUAI A ZE S| B S+ X0 @2, AR1+2 7 S+ H{X[1). CIE HHO R = Fot HIH SHH 10uLE
Neogen Lysis Solution §E0f| 21X 2F g £ JIEL|CE
ot MEU|0|E 2tetE0| Z & Neutralizing BufferE AL8%h= Neogen®| Al #5 ME2 Ch22 Z&L|CH 700002040 |
RS96010NB, 700002011 | RS9604NB 700002003 | SSL10NB, 700002004 | SSL10NB2G, 700002213 | HS10NB, 700002002 | HS10NB2G.

SHeHEN Y MBS SIa|R0l0) et o B RS S017| $I5H TS ARHE Z4BHIAIR.

rr

Ir

. SR OIS ABS MHS SIS 2E LA, DS HE o120 Ha|Slo] 2HBHAAIR. BHUE S X U Sl B2
|2} T £ 3t RHH| = TR0 oI 210l IS 5 4 U= 270| SN 00| EAfE £ ASLICY,
. A8l QOfEI A2 2 T ufo = MES HoE 8l Kot A82 maret BE A Al olHAAIS SA FaSHIAR

. BE0|20f|l= 37 HiX| 2 Reagent FEO| |22 22| MEES O|SHYAR
- STE MZR= oS XS S =Tt 3o mEt WY SHA Q. N
. Lysis SHA| SOt M ESHEX 2|7} E|X| 2 AR EHE A2 31 9|3 @A 2 7HEE| D 2 Neogen Molecular Detection EHH]Of

M2 MSHX| Ot A2,
Al® Z=H| 2PHoM Xt el IR S 0[] fldl| CHS AlEtS E6HMA
o AEIES Y 5230 (nuclease) 2 K|S 2IsH SHAF ZH2ES At
2d 2o 2| S £017] fl6ll CH2 M S EotM A 2:
- H7|2 M2t 2HEE s XY 9 F7t ™ g E5HAIL.
D20 A e =2 oIS /S F0]7| 2o CIS A S EFSHMA L.
o HEIIE 2T E XK OHYA L.
o HEIIE AZHE ESEX| ORY A2,

o

oo
of
=
>
to

+  Neogen Molecular Detection 5|2 £5 QAIMEQ| 2 E 20I5t7| |o) MHESHA| n ™ E 2= A E ALESHIAI(0: R &2 AXH
25 Ee ORI S0 224 2 BX|d A= AHESHK| OFYAR). 2 =4 = BHE A| Neogen Molecular Detection 3| &
=25 UME| X El ZA0f HX|SHOF SFLIC.

e
EFOHAIR:

Al ZH) oM AR | 2ES Fol7| FUsH LIS M2t
AEE Alo} B |

o>
>

sE U S 21617| Hojll LS WHISHY A2,
o ERE OMUX X (EHE ) 2XPEESHE T8 Bl AHE2 HERLCH
o ZANZE 2T UioiCt M2 DT B E AMESIHYAIR
- SoHM Lysis REZ ARE 2 M, 2+ H A2 H7|E(Good Laboratory Practices, GLP)= E0HHAIL. TIH 2F S
XSl St 2 THAIE FIIHo e = JSLICELOE S0, 2 S7 AMEE B FEE HA F71 2 AFESHUAIR.
. Ittt 3R 4RI (germicidal lamp)7t &AHE EXPES S ZAHE AFESHIA| Q. EEoH AR 5 ZH|(I|T) /014 &,
Aok £ & 5)&= 1-5%(viy, B) 7MY 8 HUH| 84 == DNA K7 A0 2 FI|XHOZ 2ES MAHSIIAIL
21 Aat UM - S F017] glell CHS M S E55HMA 2!
=

o

Reagent REE HC{ EX| Oy
= A &4 291t 22| E HA0M 1-5%(vv, & 7|1E) 7HE 8 HUMA| U0l 1AI12H S EX|ISH = H7|SHA L.
0|3 2| Reagent FEE MO QLEZ|0|E X2|8HX| OIMAIL,

| 7|0f| et =7t HE 2 X -2 QHHEHXIE(SDS)E HASHIAIL.

THIEQ L HXtof Ciote] St FOo| A AL BALO|E (www.neogen.com)E HE57LE HX| Neogen EE= HHOHHZ
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(=044
AL LS| Aol =

MEZHE MIE AHEEEAM 5l 2t YEE XY MY0| JASLICH 2OF XMeh YE = SFAtel EAOIE www.neogen.comS
8L ¢4X| NeogenO|L f%‘%* CHE|H 2= 2ot AL,
&

Al S MESh ) A= A3 A, Y 22X A= 2], 32 U, 2 S8k 8L AR Ko 22 2 0] 2o Jets

== .
Lot BE A SH 8 20 0 8l SEYNel RFMLE F
=] S

=
[ | | — =
= Al 2ot OFXE7EX| 2, Neogen Food Safety M E2 AHESH] @12 Zat= AR E DHEE]

AFEXEZ I 2 A S AR S Motd s Wote = ULEE, Neogen% Neogen Molecular Detection Matrix Control 7| E
(International Organization for Standardization ISO 24914:2026"0{| A = amplification controlO|2t 11 &= € E JHL S & LICE Matrix
Control2 AFE3H0] RE4 2ol Bl Z4F 30| A Neogen Molecular Detection Assay 2 - &2 A2} ZAtof| O|X|= IHEZ|A 7S
m7f0f*')\|9 Mg dsS Aot A Ll M8 HRE Fo|d mf| HRotHEY U= A= 5 -S| 2I6H 1SO 16140-3:2021@
|:|I/|:|:|_ xIIO| ZiAH=T270 % [[l.EAIMQ MEEW pal 7=5|—| AI'é'-IAIo| pSR=4 H-Io|7|.g|-E_IE|D:| Neogen Molecular Detection

Matrix Control®| H7| X9l Af%% L QK| Q& LICE LA A& B Neogen Molecular Detection Matrix Control2] 2R 02 5l AL
Sl =sig 7|2te SEES T2 [t ARl EE AFSHYA2.

HERIA(matrix)e 28 X HZE ¥ 22 17 5’5‘% IE HIZE fYoz Fold = JUELICL O|E 501, E2IA ZHO| X0
= (raw)2t X247 (pasteurized), 214 (fresh) ME1 Z1Z(dried) MIE Zte| Xto[2F 20| 7t& WA = XM|IF §§EH9| xro|§ ols
it o~ AELCH

S| Mgt/m ety Fx|

JHE HE TR Moty BE &0 HAIEl Z22E FM25t, Neogen2 AEM £ EXN 8 MM Cist 2SS ET&sH UK
HAIX = A2HQ HE M2 HM|BHLICE Neogen Food Safety H|Z0f| Z&H0| /2 AL, NeogenO|Lt 19| ZA| MoK =
XiAl EHEHO] [[fﬂf Xﬂ%é wH[SHHLE 70 FHE =S 4= JYELICE O|= AFSAIL IS & Q= ot 7| HHALICH MS2
%

74°*0| o|MEl= 8%, 012 &t & i 2 60°' 0|l—H01| Z Al NeogenOfl SX|5t11 s MES HHEsH{oF etL|CL It AZ0| AS
A2, Neogen Xt E':'—Neogen 3¢ Ch2|™of| Z2ISHAIZ| HEEfLICE

Neogen X ol o st

Neogen2 0|°I =48 Zosto] o ZFAQl ZHY MOl £ FHol &
oot HA 20| 2fStHE E, Neogen°| 2| Mol Heto| QICtn FAE = g HZe| 10f 2
Neogen?2| M| 2FatS =tolste{ ™ ChE H|0| X E &ESHY Al 2. https://www.neogen.com/en/terms-

B9l o7
Neogen Molecular Detection Assayz ADHELE 2~8°Col|l M HESHYA 2, S| DA,
f”&*'*lg 7IE S 20l= =Y IteX|Ql &4 01'='E SIQISHYA| Q. I X[ 7} —ﬁ-él%' 8% 7
AHESHX| Q42 Reagent EE.‘: %“é,* CHA| 2 7153t T x|l RIS S| ol BRrsio] A= SZE Alofe| Py AS Sx|sHof
LICh ChA| S 3 MIE2 £t 60 E?Jz 8 C01|A1 HESHIAIL.
{3 7|20 X[t Neogen Molecular Detection Assay 2 - &R 'H#2ZH= AFRSHA| ORYUA|L. =73t K= H
7| 4=[0] OIAI—| C}. AtE3t2 h S HiX|2t Neogen Molecular Detection Assay 2 - &2 2} EH0|| = ZTHH
S0 AS = UASLICL A0 2t=EH F H|7| =2 XM2|of 2tet siE X & I7t A8 S EFSHARL
2 WX A2 AHMEAXIE(SDS)E HZSHIAI2.
AL X|H
DEXHS FO| 24 &AL -] o 2=t Zupot Liliet
S 5! FH|(LZ, /01 &, Reagent RE 2 5)= 1-5%(vy, 2 7|1F) 7188 'ﬂ H 8 E=DNANH 8HoZ FI|XC=Z
HE MAHSHAI2.
ArEXH= "X HAY HIH1Q)/Ats HAY HIt Z2EE 3! Neogen Molecular Detectlon System X|&" ZM00] HAE CHE
Neogen Molecular Detection System & Xt M A HIH0Q) wFS O|4=8HOF SL|CE®
S 2040 2= "Rad AT U 24T 4N 2" MM ZRSHUA|L:
H 3. AOAC’ Official Method of Analysis$" 2016.01 S AOAC” Performance Tested™ 13 A #09150101| [[IE 7 TZE
H 4. NF VALIDATION 215 A 3M 01/16-11/160]| [} E 57 T2 E S,

H0i| CH3HA = HRUXIX| 5L E
NS ESHX| QS LT
-Co
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Nz 52

H2,3U4=EAME ANZ U SA A ZE S LutHol S7# TZEZF J10|=EE M3 EL|CH

CHA A2 A3 2 L= 5| H|22 HEots ER, ol Al WHO| AFEXIQ| 7|£2 £&SH=X| ASSHe MU AFZXL0fA|
AU&L|Ct,

él:l::

1. BPWISO S HIXIE AT OHERIA O i2f FH AHAM 2 TE=41511°CE 2 WHS USLICHL HE2,3E=4 &=,

= Hl==
T HiX|2t A28 RPEHE EE5HAIL.
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3. =dY(blending), AEDOHY ( tomaching) £= 5 2% (hand mixing) A S ALESHH 2402828 S E= 2 E SH k]
Eollz| 1 S AEIHO| # RS WK S25| ZEHSSHIA M),
a. ZESF U UKL OHR O|MITH Al 0]l CHoHA = EE 8o AFES HERLICE
b. 20|M 21 MHo| Tlst IJHEE'*(Oﬂ A2, M2)2 32 MIt S| 244 WNX| FIt2 3| MSHALH> 1:10) Bt
1%(w/v) YI}-OLUZIOHR|E BPW (ISO)Ol M7t AS HAEL|CHS),
c. =R Y IR ZOIHER U\|E°| 242, STE Yd2 WUK[SH7| e wESHHM A|RE EHof| MM HIISHYAIL.
4., LS IEZZEZS H(H2,3EE4EX)0| BAIE =20 2 HHLSHL A

g3 M=

Mz MF 7= 3N o Jets S284015t0| 9ot St Mol ZotEl AZX|E AFE = ASLICL Neogeng s M cre
AEZRA AZEX|O| M-S HHYLICL S8t 8MO 2= Dey-Engley(D/E) Neutralizing Broth EE= Letheen BrothE AL & 4
UELICH A2 ®HF 20l= e pHE 7 e As AEELICH

AN AEX|E Bt EAHOZ F"E' %El—‘llolﬁ §f5.=, = (aryl sulfonate complex)0| L&HEl 3} HI{E AtESH= AR, 2E HIE £5I=
5|
(==}

Mo SRE SEANZE 122 SIMAZE SHYEE S i x| o RSN
1+E 7 S o X|1)sHoF BL|CH. Ef% HHHO 2= 3t HIY S 10 uLE Neogen Lysis Solution FEO| X/ & 2F8F £ QI&L|Ct
HHOA HAM 0| HZ 2| =X {2 E 240I517| [ HEE[= AlZ AF| HA2 Z[2A 100 cm?(10 cm x 10 cm EE= 47 x 47) 1L CE
AMX|E AL R, A HAY S F Wak(2 Wek = Aot eh o 2 2R AHF|SHUA|L. L= WX ALE 21 A= ki3] =KL
FDA BAM(1), USDA FSIS MLG(2) EE= 1SO 18593:2018(10) 7tO| E2tR10]| 2t EA A|ZE AW F[SHIA| 2.
CHAl A= xHF| 2 EE= 3|AM HIS 2 MESt= E 2, o AIY WRO| ALEXe| 7|E 2 £FSH=X AEst= MAU2 ALEXIO|A|

UELICE,
1. AlEE oHEZIAQ w2t BPW ISO St HHX|S 41.511°CE O|ESHA| 2. REA|EE

5+ Alste 4
2. H2,3E=40| M2t B HiX[2t A28 FPHOE 2tA BE |F AR X 0 Y7L E2
JUSCRETE e

=2 —Cod
3 %?ﬂ%‘(blendmg) AEDH (stomaching) EE= & =8 (hand mixing)2 AHE3t0{ 2+0.28 S0t Z26| R RSN
O|F st T2 EZ HO| AIE! R0 w2} LS A| 2. XEA[SE AP 2 B 2, 3= 45 EXSHYA2.

1. HE20|8%t A= ®F[2] AL, “Cloth Sample Collection Method to Replace N60 Excision Sampling for Beef Manufacturing
Trimming and Bench Trim”(14)0ll HA| =l Food Safety and Inspection Service X| & 0f| (2t S A2 S0 IIEZIA S 90% S0t
(2 HE45X) KHFSHUAI2.

2. DO|E(Mitt, ¥ZY A= ®MF =) E 0|82t Al = X F[2| B2, USDA Agricultural Research Service No Objection Letter(15)01] EA|El
PESLo] [[fﬂf IJI E= = nBPW 25mLE O|2| MA 2 ot HE ALESHH O ERZIA S 15X 7t EX|EYA|L. O|EE T FIIE 15

A7 SRS, 0|ES #HO2 F2 = ChA| HFOE Ho| Al Ho| FO MA@,

3. BPWISO B HiX|E 41.5+1°CE HFHA|L.
4. ANz MF =47t S29| &V|EF ot STt A EE FREHOE 2YSIHAL.
5. HEARE &0|LI AEDRA M2|5H0] XA 30K 0|4 O MA|R AlE xHF| 7} BHX| LHOI| 2tXS| E2I AEf=E ol SHEHR ||
QXGHEE 3t 7, oY ZRESD H(H 2 i 3 MX)0 HAIE Z7iof w2t sAsAlL.
H2 UUtEF IEES
57 2 MNE 25
A2 IHERA M= S x| 2 Ti °C) Fa Mzk(hr) I ™ )fa')_°
OT2EEE1
718 AME(EL HHEZ 2 V|Ef Z2E S0 25g BPW 1SO 225mL 37 18~26 20
BAIE HZE H <)
O2EE2
M(Raw) A H|7I3 A E HES, 5= 25g Bpw'a?ofzsmL 41.5 18~26 20
AR S 24 A2 ( E)
O2EE3
22U FHZ(ZorE A4 2 HE 7|8t 25¢g BPW 1SO 225mL 37 20~26 20
FHorE =N|A )
D2EZ4 0.002% brilliant
IFO0L R NS (2L, X2, Xt S reen dyeZt H7tEl
7 AS(ES, 228 ) 25g % 5 EE*)?/(I%% 201 37 24~30 20
(100 g/L) 225mL=f




@=onfir =

OTZ2EZs5 0.5% K2S037}
Bt M E: FU R, SHF, SEHF, HIbEl 2 BPW
QIAEE X9l #I|, 1% =0|= 25g ISO235mL+Hz 37 24~30 10
AE Iz X 2R 8A

(100 g/L) 240 mLeh
OIZ2EZ6
g%%g%%%%iﬂf&ﬂrﬁﬂl'*r I o .
(2 Z2EZ2 0|7t 02 E, O AEHK| L, Hr X 2R 8N 5
44, B, DIFICIO[OHA &, HatELE, %8 (100 g/L) 225 mL® 3 18724 20
h 73 3 w2 e Zefst 7|t
AR = ME ItsE)
IZES7
Dk AFA e 1Ze-8X 0
E X AA (Boot socks, A& XHFE EX 2 2X BPW 1SO 225mL 37 20-26 10
7{H &)
OIZEES 2X BPW 1SO 225mL
BRAMADNSELUE SR AR ol . =% (B ZF, 1mLE BPW

12 27HT_ ISO 9mLOf| EE= 100uL 37 20-26 10
EBPWISOO9. 9mL01I
27|)(i,j)
20 O
O2EZ9 %
N 117 E=

INERSES IE?(* A7 HHs, WaEF “DllEHl H BPW ('a(l)offomL 415 10-24 20
Hotg MII22 TH| MEiX| 07| HHE]) - =

S
a) Lysis Solution SEHZ F7I A|Z22| . Lysis MM, 4, 7CHA| &=,
b) IZEZ1HE A X E olAl: MM F A E(ready-to-use meals), 22| M2{E, HAEE
) ZEES2ME A HIZ oAl 17|, ds A, BE XZF, LR, MAiA M= (a3, HIEH|O}).
d) RX[Y UHT R R= HXZ2RE AT & JASLICH

)

225mLo| 2X|g 220] 1% =24 brilliant green dye £ 0.45mLE H7}5t0] £|Z 5E710.002%(0.02g/L) 7t = =2
gt

(f) SX2R 100gE SF4 E£= X4 1L0| HEISIMA| 2. 2t 5| Sl & m7tX| 28st =, 121°CHA 1527t QLEZ 0|2
ME2|SHUAIR2. 0% 2-30°COf| A H2HSHAA| 00

(g) BPW ISO 1000mLY K,S0; 5g2 E71510{, & =& 0.5% K:S037t =| =5 gL|Ct.

(h) =l 0.5% K2503 &5 2X BPW 1SO 235mLo| & XI—E% 82%H(100g/L) 240mLE H7t5H{0f EFL|CL.

(i) 2} SE2 EHSHIAIL.

(

)
j) 5= Z50| ZRE 22X Ago| H2 F7 HYX|0fA 1:10 = 1:100 3|A40| HQBIL|CH S+ HiX| ImLE BPW ISO 9mLE
$7 11092 |MsiALY, 100uLE BPWISO 9.9mLE §7 1:1002 & 3|MEHIA|L.

MEHH X} Bt THA| (o] Rappaport Vassiliadis BHX|) & ZI&list= AR 122 S|M (AR SHHS %OF | 27 S HX[o| €2, A=
§E°—.Hl+”é'?_1‘ S HiX|1)S StALL ZHEtS| 2Kt Bt lOuLE Neogen Lysis Solution £E 2 FZIL|C}. Tetr. athlonate(TT) BrothE
A8t & 27<f SN 20uLE Neogen Lysis Solution FEZ £7|1 AHE =2 WX|817| I8 TT SZAL2 vortex H2|SHX|
EéFJ—l_, =4 E |-E|"='01|A-| ]IlII-IlEIol-Il nl-AIAlg

AT WY B A oY
AOAC’ Official Methods of Analysis*” 2016.01
AOAC’ Performance Tested™” 215 M #091501

PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 091501

mjo
do
o

AOAC Research Institute OMAS™ S PTMsM L2 T1240]| A, Neogen Molecular Detection Assay 2 - A2 'dlet= MDAz A=
SR AYHO = ARUE|AUSLICEH 2 HF0M HIHE HERIAE= T 30 HA|I=[0] UAELICE

— ==



@=onfir =

H 3. AOAC OMA® 2016.01 5! AOAC PTMS" QIZ A #09150101| [}E Z ZEEZ. Neogen Lysis Solution FEE F7|= AR 2

20uL(FE X AFA F|Ql)IL|CH

—_—|=

A2 jE=A NEE, =3 x| S 2k =3 A7}
=52 = om =] (il°C) Sm ||_(hr)
BPW ISO 225mL
258 (o)
MATI| B S 41.5 10~24
35 BPW 1SO 975mL
& (01%)
25g BPW ('(5)1?03)25 mt 415 10~24
Wi 2248 =
BPW ISO 975mL
325g ) 415 14~24
HWILEE ol x2[E H1n7| 325¢g BPW IS0 2,925mL 37 18~24
25g BPW ISO 225mL
A HEX AR 37 18~24
375g BPW 1SO 1,500mL
SSX MM, EEE MA|ZK]
=T T, O T, o - o [ ) -
S07| £ 2IAH 30mL BPW '52:.3°mL 41.5 18~24
(1=))
S| SR AZX| AZX| 10 BPW&O@%OM 415 18~24
=
QAAAHE EXER 25g BPW ISO 225mL 37 20~24
ZIoF 2 25g BPW ISO 225mL 37 24~28
X2 At Tkl 100mL BPW ISO 900mL 37 18~24
MM A KHHY ZHH 22 375mL BPW IS0 3,375mL 37 18~24
25g BPW 1SO 225mL
320 B3 HE 37 18~24
375g BPW IS0 3,375mL
12 tOotZX(Cannabis and hemp) 2 10g BPW ISO 90mL 41.5 28-32
BHX AtA@ 128 - 52X 271 2X BPW SO 225mL © 37 20-26
2X BPW 1SO 225mL
HX ALA (TS 2 B9 A2 O (B2 Z,1mLE
o ° = 12 -8X 270 | BPWISO 9mLOi| EE= 37 20-26
100uLE BPW ISO
9.9mLOf| F&)ed
ANE P = (d2 07| Y= % BPW 1SO 200mL
'S ST, q () -
MERK| 17| HEi2) M 17K o) 415 10-24
M=z ®HF =R (MIFF EEs BPW ISO 200mL
< =1 Ol (e) _
M7122 TH)) |E 174 of[Z) 415 10-24
FEE 23R E AZR| 174 BPWIS0 225mL 415 18~24
o)
AH[QI2|A AE SERP BPW IS0 10mL 415 18~24
(1))
R0 | FeEl Aate) ep AZR| 14 BPW 150 S0mL 415 18~24
ol (0:” =)




oD =i

=7 25 K ZER K] | 2k =S 2 | 2K =2 A|ZH
Al OjjE=IA Al 22k =1 HHokoH2E o= = =33 A7 o L= o MU
= == 22| BEWIAT | oo | BN | 7T (£1°0) ()
R-V R10 10mL
MM (HE
< HE";(:)H | 25g BPW 1SO 225mL 37 18~24 Ol 1X} S H 41.5 4~24
B 0.1mLEZ

a) 3 A& 10uLE Lysis Solution FE 2
Ax

(

(b)H

(c) 28 SEZ ZTH|SHAAIL.
(

d|

SULICE Lysis

MM 4 75 R,

CHOtx % (Cannabis, >0.3%THC), 22! chotzx 2(Hemp, <0.3%THC)

d) IsE Z&0| ZStEl 22X Ao AQ = HYX|0|A 1:10 EE= 1:100 3] A0| HRSHL|CE 7 HYX| 1mLE BPW ISO ImMLE &
1:102 2 |4 8t7Lt, 100uLE BPW IS0 9.9mLE &4 1:1002 £ | MSIMA|L,

(e) nBPW 25mLZE O|2| MM FHA|2.

AFNOR Certification0| 2|t NF VALIDATION

(RUFICATION

EN ISO 16140

3M01/16-11/16

ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS

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

Fr 7|2t 2tEct HM 2= ¢710] AISE & AO[E0] L= NF validation 21 AM S HISHIAIL.

ISO 6579:20173 2} H]
B e 2 E Al

T —
2aeto] gol

=
WSt 1SO 16140-2:2016122 =3
I AALSHA K|S (1K AL A|

SH= NF VALIDATION 215 &
Zoh)UtHsSE MR R S

A& ZH|: A|== EN1SO 6579:2017@ 3L EN ISO 6887130]| [t} ZEH|SHYA| 2.

ATDEL0 HM: QIS M £,

H 4. NF VALIDATION QI5 4 3M01/16-11/16 2 S7 TZEXS.

o
=
=

HLICt
Atz CHet 4]

=0l tis 45 AMES

=3 =3 AE BM2
_EE'Z'- AIEEOr HH;O,FOEEO* ‘:(:10C) %E‘ AI?_I'(hr) (“L)(a_)l i
O2EEE1
o ZHS IS AE(T HHEY,
IS 2t 9l kA, 7|Ef TR E S0

HAIE HE A 2) 25g BPW ISO 225mL 37 18~26 20
. BEOFR L UME
. HIHSE MRS SE AR
o 1Xp A AIE(2H ML)
OZ2EZE2
o ZHQISHM(Raw) U H|7IE AE

(T U A2 HQ, 7|EL 25g E= oig|

D= EZ0| AE M E H <) oto[m 17H OIZ2E BPWISO 41.5 18~26 20
. uEgy e HE 1Y 225mlL
o BENASMA
o AZMMSAANE
T2EEE3:
. moroxm 25g BPW 1SO 225mL 37 20~26 20
OZ2EE4 0.002% brilliant
. 20% O|AM BTOIE etQst A0} 25¢g green+2 X2 UHT 37 24~30 20

MNE 25 225mL




oD =i

DIZEEs: 2X BPW ISO
. SRE FER SZME, A AHD 235mL+0.5%
E_El%’zf_ﬁ@%, S » My ) 25¢g K, SO+ S X8t 37 24~30 10
UHT &5 240mL
T2ES6: G| &l BPW ISO
YRS 25¢g 25 41.5 10~24 20
D2ES7: BEX MA | Tetrathionate Broth
o 1K M A Z(BH) 1Zg 100mL
37 22~24 20
25 Tetrathionate Broth
& 225mL
DZ2E=S:
. YHol2 THA dojg 2= Al o=l BPW ISO
o o | o (=2 T B B | =1 ~
L2HO|QE|A O[] QH|E 375¢ 3375mL 37 20~26 20
2 2e)
O=EES 9 Vancomycin
o FoI8 M4 Fotg ZF/A| 375g (10mg/L)+0d[Z =l 37 20~26 20
L ZHIO|RQEIA 3R RKE S0 BPW 1SO 3375mL

Lysis Solution REZ F7Z! A|22| &, Lysis MM
=

) = , 4 7EHA &,
(b) 27 Y ZF 20| HEH A 52 E2,STE S

ALS YXI5H7| I8l nHSHHM A ZE Mo HHS| 75k

- — O

A2,

o2
K

« 25g2 X3I5H= A|E= NF VALIDATION A0l T2 EE 81t 95 M6t ASE[X| AUSLICH

o B HEDERES2S HIY ZA0| DIHSLICE 7|& A0l BAIE 2 ZHE HHEA| E560F YLICEH AL XtE B+
iRt S O|2| 7tESHe] i M J|&E 20| =2/ =X 2QIsHof StLIC A= FH| AlZF 9 S+ HiX| o8 S AT RE
A= BHF AIZF AIETERIQ] A|ZE 2EA 2 452 S XS M= o ElL|CH HiFoll= 8t7| FX|7t U= Hi 7| At8S #EeLIC.

« Tetrathionate(TT) broth 372 Neogen Lysis REZ 5 mjoll= TT 2 HUS vortex X2|stX| 21, 5
SHEHROIM mIBIElSHA] OpHA|R. HHE =€ Al BE{ghet 2ot LS o~ ASLICH

o HEIODZEZ FC X2 B 2 = AR Lysis SYULICH SN L= AR lysate= ZCH 72A|ZH7EK] 2~8°COj| A H2tet
T UASLICE B2t S A™HE WY B2, B2H2 Lysis ITHAIRE, A& Lysate= Lysis 8THAIRE Al S THIHSHYA| 2.

Neogen® Molecular Detection AI|= 2 E2{|0] ZH|

1. 1~5%(viv 2) 7188 B 8HZ M =128 EFEO| M Neogen® Molecular Detection AL|E 20 E2|0|E H&LIC

2. =2 Neogen Molecular Detection AL|E 20 E2||0|E§ dZL|Ct,

3. 138 EFE S AFE38H0] Neogen Molecular Detection AL|E 2 E&|0|S SORA] ZHRILICE,

4., AH83t7| Mol Neogen Molecular Detection AI|E 2 Ej|0|7f OFE AE{QIX| 20l

= I_-é- .
0| ZX}0i| = Neogen Molecular Detection 3|2l/& 2 22 2IME 2747t ZQIL|CE F QIMEE S8t M E(700000145)0| X[ 2F M2
CIE S 2 AFEL|CEH
HAA HEE S 2ol 7FE A Of| AFE E[= Q1M E = Molecular Detection 3|2 25 QUM E, HZt thA|0f| AL E[= Q1M E= Molecular
Detection 22 25 QIMEZD X[AEL|CE O|2{ot HAS AL S 26| 2let ALY #o|H, Ho| M| E S 2[0|6HX|= &Lt
Neogen® Molecular Detection E2 28 QME FH|
Neogen® Molecular Detection 2 £5 QIMEE Mo £ AFERL|CE MM A2(20~25°C)0|M S5 AFEELICEL
Neogen® Molecular Detection 5|2 £5 QIME ZH|
Neogen® Molecular Detection 3|& S5 AMEES 214! 5|8 FX|of| TERILICt 244! 5|% X|IZE 71 Neogen Molecular Detection
5|2 8 QIMETF100E1°CE RAIE 5=

EN
4m
[is




Xb4: 5|Ef ZX|0ff h2t, Neogen Molecular Detection |& & 2E0| =Eot= O 2 3020| 22 4 AUSLICH HHSH
WHE 2EA|(0: 22 XY 227 = CX| Y EXof 27, 28 HX[H 2EA|= AR OHYAIR)E K- E 2IX|0f| &0}
(o]

Neogen Molecular Detection 5|2 £5 QIMEQ| 2E71100£1°CQIX| 2HQlgtL|Ct,

Neogen® Molecular Detection ZH| FH]|

1. Neogen® Molecular Detection 2 EQ||0{E AaHst T 2 QIBIL|CH Neogen Food Safety EHEF X[ H| 22|56t O] AZEQ| 017t
E| A HFQIX| ZlstH AR,

Neogen Molecular Detection ZH|E ZLICt
Zt A =01l it HIO|EE =50 rund ‘M StHLE HESHY A XtM|TH LI Neogen Molecular Detection System AHE
HIME HXSHARL.

=2
T

sz
i

a1 Aok Wal S 93 A|ZI EE S Neogen Molecular Detection AI|E 2 E2{|0|& &5t7| H0fl Neogen Molecular Detection
| 7F ZH| HEjof| = ESof efL|CE, O] 7HE HHAl= 9F 2020] AREH, §tRE|H J[7|2| ME{ HA|IE0| T2 S0 HEL|CE
71717} AlE FH|

7t = JE EA|E0| MO 2 HRIL|CH

Lysis
Neogen Molecular Detection 5|8 £ QUME| £%16t7| Mo AFZEZ0|HLE AI|ZE2{ 2 Neogen Lysis Solution 22| 5ttHS

M7t

1. Neogen Lysis Solution FEE &2(15-25°C)0]| 5t3=7| 2|6l 2Hoj| ‘D10 16-18A7t St A2 HHX|SHY A[ 2. Neogen Lysis Solution
b

SHE M202 k7| 93t

o o
WS T FHE FIZO| THOHIAIR. TS T 4AIZHO|Lfo] TS B2 TISBHA

B S B X)) Neogen Lysis Solution S E 1717t Z QBtL|CL,

is Solution RE AEZ S Qs 0tE HEtM AL8Y £ US

H|EtL|C}. Neogen Lysis Solution S EZ 1 2H0j| F=0{ AL}

XS] fIsH o Hoj| ot Z4 Neogen Lysis Solution T2 AEZIQ| S HI7|1 23 mjOiCt ME2 T[T

o —

t. Neogen Lysis Solution §£E2| +5 st
|

N
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mlo
0x
o
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Il
E
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2
LY}
s
MY @
|
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|

N
N
mEl 2
mo >+ o

02 ofnf
[am|

el g 11
=
>
to

43 ofzi & HZ, 5% A|ZZ Neogen Lysis Solution FEZ fZIL|Ct.

Ct.

ZH
(=

Zt Z7El A|22 71 Neogen Lysis Solution S22 HA 2F¢tL|Ct 24 HZZS 71 OpX|2tof] 238t
S o

— =
4.4 Neogen® Molecular Detection Lysis /|2 & ALE3I0] Bt HH0i| SHLIC| Neogen Lysis Solution FE AEEIQ]

HASHIA 2.
4.5 Neogen Lysis Solution 5 242 H| 7|5 A| 2. THA|R S I8l lysateE IHE & S S RS 7|0 F0{ T AR S
2l lysateE E2t6HoF = 2R, U2 MRS 870 E25t = lysis 0|2 THAIE S 4= JEE SHUA|R. = CHA| AHE S &
U= Lt
4.5.1 H2El Lysate A 2[0f| CHSHAM = B E AE &
4.6 BHO| Y= ARE FFt= B2, (UtE ZHOM AR E MF(SH7| Holl T )
47 T2ES HO| B2 YA X| L2 B2 (0: TZEZ 5, RVSHIAN Q| 2K B+ = Tt HHE AESH= ot E A|22 E ),
Neogen Lysis Solution £E0{| 20uL2| A|ZE EFSHUA|L.
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10.

= oo

@=onfir =

D= BEXE K] 4.4~4.7 THA|I S HHESIMA| 2.
of

2t A 27t 8 Neogen Lysis Solution & 2lof
H |: BPW)Z 20uL $|5t04 Neogen Lysis Solution SEZ EFIAAIQ. 24

EHAEE
EE AR 2Rt AREH SYUHEZ(FZ S HIX,
xR0 22 AI25HA| TAIA|D.
Neogen Molecular Detection 3|2 £ AMECS| 27} 100£1°CQIX| 2tolgtL|Ct.
7t EHA|: S A K| 90’8 Neogen Lysis Solution FE £ 240i| '20{ Neogen Molecular Detection 5|8 £5 °._|*1§
¢t 3?*'“9 7tE & Neogen Lysis Solution 842 EZM('4Zt ME)0l|l M 2t (7t Ef) 2= o] HEtL|Ct
8.1. Lysis THA| St MESt X 2|7t E|X| §i2 AlE2= EE HESH e R4 2 ZHEE|2 2 Neogen Molecular Detection

IH:”O” X—iEHE AI‘Olol.xl Dl.AlAIQ
H2ZE CHA|: HE M 2K 242 Neogen Lysis Solution FE2| 2HE 5|8 =5 QIMEO0]| A X712, Neogen Molecular Detection & &
=S2E QMEZ A %2 520X Z|CH 1027HK]| L”’*Ala'l-“:f Neogen Molecular Detection &! *'E' EEQAMEE TN MQOﬂA-I
A2BIE 2 ATIAl HIX| 2/0] OCHZ FAIA|Q. W2t 10l A Neogen Lysis Solution EMI E%*—”.QE “4°”—|Ef.

Neogen Lysis Solution £ E2| 2Z Neogen Molecular Detection 22 =5 QM EO0f| A M| gfL|C,

20-25°C

I

2t A2 3 S tiEZ S Neogen Molecular Detection Assay2 - & A2} Reagent £ 2 1707 ZQBIL|CE

1.1 58 AEZIS Qs o= Aty AfR%* 2= AUELICH 7HE Neogen Molecular Detection Assay 2 - Neogen Molecular
Detection Assay 2- & 2 'd!2} Reagent §E 2| £+5 TPt 0tF E2f Z=H|fL|Ct,

1.2 Neogen Reagent SEZ tl 2H0f| Q4L 2,

1.3 EE 3}tHE0|| Q1= Reagent W2lI0| SERX|X| %A SHMAIL.

Reagent Control FE 17/ E MEASI 240]| FHAI2.

Wit RS gx[sty| I8l st o StLtS| Reagent FE AERIQ| S 78t 2t EF ChAOICH MZL I 8

A5,

CHS 2t 20| Zf lysateS Neogen Molecular Detection Assay 2 - &2 22} Reagent FE 3! Neogen Reagent Control §E 2
H X SEAl
ERSIMAL.

Zt A& LysateE 7i'H Reagent FEE HA 230t 5S4 tHEZE 2FLICEH OFX|2H0il Neogen Reagent Control REE
-r9f°”—||:f

Neogen® Molecular Detection Reagent Z1/C|Z{ E2 AFESI0] ot HO|| AEZ! SHLI Neogen Molecular Detection Assay 2 -
A2} Reagent FECO| TS HALICH W2 HT7[SHYAIL.

5.1 Neogen Lysis Solutlon EB0M 9-‘1'.'2| ME 150M AR Lysate 20uLE XHE|X| R E 5104 ‘H':* Neogen Molecular
Detection Assay 2 - & 'd2} Reagent FEZ FZLICt L7H0|7} SIMO{X 4o|X| REE 7|20 ZELICE fI0F2H=
784 st S mTEsto] =gt AR,

5.2 0¥ A|Z LysateO] AEZ!9| i Neogen Molecular Detection Assay 2 - & 222} Reagent S 20| Z=ItE! W7HX] 5.1EHAE

HEESH|C}
5.3 Neogen Molecular Detection Assay 2-H42A2} Reagent FEHE O{E U =11, Neogen Molecular Detection Reagent 2/
Ll 22| S2 TS A8t %52 LHS JI6to] s AN 2E Hé.AIQ

5.4 AAE AR 40 M2} 5.1~5.3 THAH S BHESHUA|I2.
55 EEARS Lysatei 235t % 51~530AHE BE510] 4 CHEZ Lysate 20uLE Neogen Molecular Detection Assay 2 -
M2} Reagent FEHE EFSL|CE

5.6 NC lysate 20uLE Neogen Reagent Control EHZ FZIL|Ct LZH0|7} 3K 40|X| A5 7|20 ZELICH fIot2H=
7HEA sHE mESHo A&LCt
=

40| Erol FEE 20| M7 El Neogen Molecular Detection AI|= £ E2{|0[0f| Lf2{Z&LICt Neogen Molecular Detection
AI|E 20| E3|0| =4S b 2 AFEHZ TESHAA|S.
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7. Neogen Molecular Detection A| AR AT EQO{O A H™HEIHS HES
AZEQO0M AZF HES S2I6t0 AH8Y TH|IE MEHStL|CH MEdot ZH|o| 40| XAt

9. Neogen Molecular Detection AI|E 2 E2{|0|E Neogen Molecular Detection &H|0|| 11 54
A= 60 O|LHol| ®MIS=H, 2 Zih= O WEA| 2elE = AUSLICH

10. AlO| 2t |} 2SH Neogen Molecular Detection ZH| 0| 4| Neogen Molecular Detection AI|E 2 E&|0|E HLiD
1~5%(viv =) 7Y 8 B 80| 1A|ZH SOt BZUCH L 24 FH| SHoM 22[E ZA0M H7|[SHYA 2.

-1 o

o
Hu

o g
oo
r

o

O™ Al0] A|ZHELICY,

FO|: wk QA Q1% 2L o| Y S X A5I2{H SEE DNAS XDt Reagent FEE HH EX| OHYAIR. ®§7]0ll=
Neogen Molecular Detection Assay 2 - &' '212} Reagent, Neogen Reagent Control %! Neogen Matrix Control(I{E2|A CHZEF)
FE7I TSELICL S El Reagent FEE= 1~5%(viv 2)2| 7ML E HHH|0f| 1A|ZH S BIF SRICHL 7| E &4 790t e
HO{Zl |X[of m|7|ghL{Ct.

EREEE
SAF S 212 Tl SIS W(light output) TMS Yma|F0f o) B ELIC Fohs AT ELojof o8 (=02
S Ne] 0 Zitof J[uretof MO ARHLICE S S ZutE Cofet 19 =M TiRtn|E BA2 Sof ZRELICH 1
obl FIHE MAZICZ R E|H, 24 o ZAHinspect) Zo= B4 ER $ BAHLITH

S o4 NZE ABA EE 29 FA(SOP)Ol T2} £ HAet X ADAIMA(1,2,3)0] T} HoIAIRS 23eof it
S0l \|Z2 1A} ZR0A 24 B HHXI2 B30t EARE] AISfol, 0l ot tfer 'Y Amst Moters  Huets wis
0|83 7 SHOZ AHFLICS

Z A2 "HiE" RLUS 7HXIEZ 24 A9 2t= 022

0

E11: A|ABID Neogen Molecular Detection Assay 2 - & &2 i}
HA|=|X| et&LCE

E=27 Hl’giél’ﬁ.?_' 2 Mot frlists 2, EE[E2 0|E "HAM(Inspect)" 2 2 FELICE Neogen2 2= HAL *|§.01| CH3
NS vi=ot 212 ARSI 2 A|d 20IS 23071 A% ZAHinspect)® LIEHLI= 29,712 BHE WHS S 8I%]
01 ife} 291 S TASHIAIL.
£ 5. Closet AESof Zajol et 7| % B
e TR 2% o]
Az ‘ s o A ot g ool o oz
Tod .
NE ‘ =¥ NZ o wels ool oo SselLct
Az " AE SHEZIA7 Alol Cish M E Loz
RiAIE0l TR 4 gUgLirt.
= i i Wel s DSl EX GIE Hol & gisLTh
. XiAZol Bag + s,
=z o W NS5t ZEEIR ASLIC Aol Bad
T S

>

*ZA kol 2ol XhMISt LY
22|57 HEZHLICE.

NF VALIDATION 2IZ tHoj| 2 Z 3} 2y

Nf \{Alli_II?ATFIOINf-l B2 Neogen Molecular Detection Assay 2 - &2 HA2I0|M SO = MEE BE 2= CHS F ofLte| Algof wat
gtolsf{of gfL|Ct:

4k 1: Buffered Peptone Water® S HEE] 1SO 65798 EE ALE.

o
rlo
>
0%
HT
=
x
uin
o2t
o
ot

AR, EH| s 20| =20] 2RStLtH #X| 1|27 (Neogen) B S XHOI|A|

I
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FYA|2: BPW1SO(3) St = Tetrathionate B X| S U (1A} M4 A =2)S 0.1mL #5106 RVS

3A|ZH SO FBHL|CE Xylose Lysine Deoxycholate(XLD)(3) H HYX| EE= At diatof] MEHAM S
= 222 A O 2 Oxoid A2 A2t 2HEl A HALS 0| 86l 2tElA ST AI- S S-SHIA|2.

LD SEi= A SHEMBHX|0f| M £H EI2Hoi| CHEH EN 1S0 7218:2024 EFEO| S FE M D2 tO{ =

CHEM 1 E= 2 & X). 0] A|&2 Neogen Molecular Detection Assay 2 - & 222 0|8l A= QF ElLICH

en cular Detection Assay 2 - &f&2'dl2te} CHE 22| Z JHEI NF VALIDATION Q152 22 CHE &t
O oKt B WiHof| ol MEE MA| Z2ESS AFE6HOF SHLICE SHQIAI™ A O™ THAMEX|S] ZE BHE
1t 3SCE XM EE|0{of gfL|Ct.

7} ELX|SH= Z 2 (Neogen Molecular Detection Assay 2 - AR UEE AL Al 28 QM AT
ST ZAAto]| CHelf), MM 2 T TAE ui2t S5 2otel Rads

=
A =H
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US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 5: Salmonella., Section C-24.
November 2018 Version.
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US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 4.10. Isolation and identification of Salmonella
from meat, poultry, pasteurized egg, and siluriformes (fish) products and carcass and environmental sponges. Effective Date: 2
January 2019.

3. IS0 6579-1:2017. Microbiology of the food chain - Horizontal method for the detection, enumeration and serotyping of
Salmonella - Part 1: Detection of Salmonella spp.

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

ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs - General requirements and guidance for microbiological examination.

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

ISO 18593. Microbiology of the food chain - Horizontal methods for surface sampling.

US Food and Drug Administration - Bacteriological Analytical Manual, Medium M111: Nonfat Dry Milk (Reconstituted). January
2011.

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

10. I1SO 6887-1:2017. Microbiology of the food chain - Preparation of test samples, initial suspension and decimal dilutions for
microbiological examination - part 1: General rules for the preparation of the initial suspension and decimal dilutions.

11. ISO 6887-2:2017. Microbiology of the food chain - Preparation of test samples, initial suspension and decimal dilutions for
microbiological examination - part 2: Specific rules for the preparation of meat and meat products.

12. 1SO 6887-3:2017. Microbiology of the food chain - Preparation of test samples, initial suspension and decimal dilutions for
microbiological examination - part 3: Specific rules for the preparation of fish and fishery products.

13. ISO 6887-4:2017. Microbiology of the food chain - Preparation of test samples, initial suspension and decimal dilutions for
microbiological examination - part 4: Specific rules for the preparation of miscellaneous products.

14. 1SO 6887-5:2017. Microbiology of the food chain - Preparation of test samples, initial suspension and decimal dilutions for
microbiological examination - part 5: Specific rules for the preparation of milk and milk products.

15. I1SO 6887-6:2013. Microbiology of the food chain - Preparation of test samples, initial suspension and decimal dilutions for
microbiological examination - part 6: Specific rules for the preparation of samples taken at the primary production stage.
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