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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.

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

The Negative Control (NC), not provided in the kit, is a sterile enrichment medium, e.g., BPW ISO. 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,
ISO/IEC 17025“, or ISO 7218©),

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

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

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

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

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

e 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.

e For an environmental sample containing neutralizing buffer with aryl sulfonate complex, perform a 1:2 dilution before
testing (1 part sample into 1 part sterile enrichment broth). Another option is to transfer 10 pL of the neutralizing buffer
enrichment into the Neogen Lysis Solution tubes. Neogen® Sample Handling Products which include neutralizing buffer
with aryl sulfonate complex: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB, HS10NB2G
and HS2410NB2G.

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

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

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

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

Dispose of enriched samples according to current industry standards.

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

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

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

To reduce the risks associated with exposure to hot liquids:

e Do not exceed the recommended temperature setting on heater.

e Do not exceed the recommended heating time.

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

| NOTICE |

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

e Change gloves prior to reagent pellet hydration.

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

Use a new pipette tip for each sample transfer.

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

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

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

e Never open tubes post amplification.

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

e Never autoclave reagent tubes post amplification.

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

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

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

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

To help customers evaluate the method for various food matrices, Neogen has developed the Neogen® Molecular
Detection Matrix Control kit. When needed, use the Matrix Control (MC) to determine if the matrix has the ability to impact
the Neogen Molecular Detection Assay 2 - Salmonella results. Test several samples, representative of the matrix, i.e.
samples obtained from different origin, during any validation period when adopting the Neogen method or when testing
new or unknown matrices or matrices that have undergone raw material or process changes.

A matrix can be defined as a type of product with intrinsic properties such as composition and process. Differences
between matrices may be as simple as the effects caused by differences in their processing or presentation for example,
raw vs. pasteurized; fresh vs. dried, etc.

Limitation of Warranties / Limited Remedy

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

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 current industry standards
for the disposal of contaminated waste. Consult the Safety Data Sheet for additional information and local regulations for
disposal.

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

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

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

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

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

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

Tables 2, 3 or 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.

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.

2. Aseptically combine the enrichment medium and sample.

3. 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!%19,

a. For all 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)('*-13),

c. Forlarge 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 pL of the neutralizing buffer enrichment into the
Neogen Lysis Solution tubes.

The recommended size of the sampling area to verify the presence or absence of the pathogen on the surface is at least
100 cm? (10 cm x 10 cm or 4” x 4”). When sampling with a sponge, cover the entire area going in two directions (left to

right then up and down) or collect environmental samples following your current sampling protocol or according to the

FDA BAM®, USDA FSIS MLG® or ISO 18593:2018 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. Homogenize thoroughly by blending, stomaching, or hand
mixing for 2 £ 0.2 minutes. Incubate as outlined in the appropriate protocol table. See Tables 2, 3 or 4.
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. . Enrichment Broth el 2 E Enrichment Sampl.e
Sample Matrix Sample Size Volume Temperature Time (hours) Analysis
(x1°C) Volume (pL)®

Protocol 1
Processed food products (exclud!qg 25g 295 mL BPW 1SO 37 18-26 20
egg powders, and products specified
in the other protocols)®
Protocol 2
Raw and unprocgssed foods, 25g 225 mL BPW ISO 415 18-26 20
egg powders, animal feed, and (pre-warmed)
environmental samples®
Protocol 3
Powdered dairy products .(lncludes 25g 295 mL BPW 1SO 37 20-26 20
infant formula, soy based infant
formula)
Protocol 4 225 mL of sterile
Cocoa based products (powder, 100 g/L non-fat
chocolates, confectionaries, etc.) 259 dry milk with 37 24-30 20

0.002% brilliant

green dye@ef
Protocol 5 235 mL 2X BPW
Other including: spices, aromatic ISO with 0.5%
herbs, concentrates, instant teas and KoSO3 + 240 mL )
coffees, bouillon cubes 259 of sterile 100 g/L 37 24-30 10
non-fat dry
milk@sn

Protocol 6
Walnuts or nut mixes containing
walnuts (this protocol is appropriate 225 mL of sterile
for other nuts including pecans, 25¢g 100 g/L non-fat 37 18-24 20
almonds, pistachios, cashews, dry milk®@
chestnuts, macadamia nuts, Brazil
nuts, soy nuts and peanuts)

(@) 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.

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

salad (lettuce, Batavia).

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

(9) 5 g of K2SO3 per 1000 mL BPW ISO, resulting in a final concentration of 0.5% K2SOs.
(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.

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.
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Specific Instructions for Validated Methods
AOAC?® Official Methods of Analysiss™ 2016.01
AOAC?® Performance Tested®™ Certificate #091501

PERFORMANCE TESTED
. RESEARCH INSTITUTE

LICENSE NUMBER

091501

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

Table 3. Enrichment protocols according to AOAC OMASM 2016.01 and AOAC PTMSM Certificate #091501. Volume of
sample transferred to Neogen Lysis Solution tubes is 20 pL.

. Enrichment - -
Sample Matrix Sample Size Enrnc\l;gﬁ:‘\:eBroth Temperature Ennc?hr:ﬁ:\st)ﬂme
(x1°C)
o5 225 mL BPW ISO
9 (pre-warmed)
Raw ground beef 41.5 10-24
305 975 mL BPW ISO
g (pre-warmed)
25 225 mL BPW ISO 415 10-24
. (pre-warmed)
Raw ground chicken 975 mLBPW 1SO
325¢g m 41.5 14-24
(pre-warmed)
Cooked breaded chicken 325¢g 2,925 mL BPW ISO 37 18-24
Brv dod food 25¢g 225 mL BPW ISO 37 18-24
ry dog fo -
y dogtoo 375g 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
Chicken carcass rinse 30 mL 3&;2'_‘\5;\::6'(81)0 41.5 18-24
Chicken carcass sponge 1 sponge 58)2'_‘\5;\::;3)0 41.5 18-24
Instant non-fat dry milk 25¢g 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 375 mL 3,375 mL BPW ISO 37 18-24
25¢g 225 mL BPW ISO
Creamy peanut butter 37 18-24
3759 3,375 mL BPW ISO
Dried cannabis flower,
dried hemp flower® 10g 90 BPW-ISO 41.5 28-32
S Sealed concrete 1 sponge 22(;?_'\‘,\,3';\::25'0 41.5 18-24
C
[0
€ | Stainless steel 1 swab 10 mL BPW 1SO 41.5 18-24
5 (pre-warmed)
2 Sealed ceramic tile 1 sponge 50 mL BPWISO 41.5 18-24
i (pre-warmed)
Enrichment Secondar SCICE Secondar
Sample . Enrichment Enrichment . y Enrichment . Y
. Sample Size Temperature N Enrichment Enrichment
Matrix Broth Volume o Time (hours) . Temperature .
(£ 1°C) Medium (mL) (£1°C) Time (hours)
. R-V R10:
Ra;” shrimp, 254 225 mL BPW 37 18-24 0.1 mL into 41.5 4-24
ead on ISO 10 mL@

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

6
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For more information about end of validity, please refer to NF VALIDATION certificate available on the website mentioned

above.

NF VALIDATION certified method in compliance with ISO 16140-2" in comparison to ISO 6579%,

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® and EN ISO 6887(1°-19),

Software version: See certificate.

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

n Enrichment n Sample
; Enrichment Enrichment 5
Protocol Sample size broth volume temperature Time (hours) Analysis
(+1°C) Volume (pL)®
Protocol 1:
e Broad range processed food
products, (excluding egg powder,
processed fruits and vegetables
and products specified in the 25¢g 225 mL BPW ISO 37 18- 26 20
other protocols)
e All fish and raw seafood products
e Pet food and animal feed
e Primary production (non-fecal)
Protocol 2:
e Broad range of raw and
unprocessed food (excluding
raw fish and raw seafood, and
e e ’ 25gori 225 mL
S:g?;é:;clss)specmed in the other wipe or 1 pre-warmed BPW 41.5 18- 26 20
e Egg powders swab ISO
e All fruits and vegetables
e Food production environment
samples
Protocol 3: 2 225 mL BPW ISO 37 20- 26 20
e Powdered dairy products 59 om i
Protocol 4: 225 mL non-fat
e Cocoa based products containing UHT milk )
more than 20% cocoa 259 + 0.002% Brilliant 37 24-30 20
green
Protocol 5: 235 mL 2 x BPW
e Spices, aromatic herbs, ISO +
concentrates, teas, coffees, 259 K2S0O3 0.5% + 240 37 24 - 30 10
culinary preparation mL of non-fat
UHT milk
Protocol 6: 225 mL
e Raw meat 25¢g pre-warmed BPW 41.5 10-24 20
ISO
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Protocol 7: 100 mL
e Primary production (fecal) 1 boot sock Tetrathionate
broth
37 22-24 20
225 mL
259 Tetrathionate
broth
Protocol 8:
e Infant formula, infant cereals, 3375 mL
dairy powders without 375¢g pre-warmed BPW 37 20-26 20
probiotics® ISO
Protocol 9: 3375 mL
e Infant formula, infant cereals, pre-warmed BPW
dairy powders with probiotics® 3759 ISO + vancomycin 37 20-26 20
(10 mg/L)

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

(b) Forlarge sample sizes of powders and cereals, add the sample slowly to the liquid with frequent mixing to
avoid clumps.

NOTES:

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

e 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.

e 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.

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

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

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

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

Preparation of the Neogen® Molecular Detection Chill Block Insert

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

Preparation of the Neogen® Molecular Detection Heat Block Insert

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

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

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

2. Turn on the Neogen Molecular Detection Instrument.

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

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

Lysis

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

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

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

3. Remove the enrichment broth from the incubator.

4. One Neogen Lysis Solution tube is required for each sample and 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).

5. Repeat step 4.4 to 4.7 until each individual sample has been added to a corresponding Neogen Lysis Solution tube in
the strip.
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When all samples have been transferred, transfer 20 pL of NC (sterile enrichment medium e.g. BPW) into a Neogen
Lysis Solution tube. Do not use water as a NC.

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

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

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

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

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

00:15:00
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Amplification

1.

One Neogen Molecular Detection Assay 2 - 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 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 of the lysates 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 Cover the 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.

10
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7. Review and confirm the configured run in the Neogen Molecular Detection Software.
8. Click the Start button in the software and select instrument for use. The selected instrument’s lid automatically opens.

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

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

NOTICE: To minimize the risk of false positives due to cross-contamination, never open reagent tubes containing
amplified DNA. This includes Neogen Molecular Detection Assay 2 - 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->, beginning with transfer from the primary Neogen BPW ISO 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.

Well Type | Well Result Symbol Result Interpretation

The sample is presumptive positive for the target

Positive pathogen.

Sample

Sample Negative The sample is negative for the target pathogen.

The sample matrix was inhibitory to the

assay. A re-test may be required. Refer to the
troubleshooting section and the assay kit Product
Instructions for more information.

Sample Inhibited

The presence or absence of the target pathogen
was indeterminate. A re-test may be required.
Refer to the troubleshooting section and the assay
kit Product Instructions for more information.

Sample Inspect

No bioluminescence was detected. A re-test may
be required. Refer to the troubleshooting section
and the assay kit Product Instructions for more
information.

Sample Error

SO L _
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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® 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. To store 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 ok wDd

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.

12
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Explanation of Symbols
info.neogen.com/symbols

13



Neogen Food Safety

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

Neogen Europe Ltd.
The Dairy School
Auchincruive

Ayr, KAG6 5HU
Scotland, UK

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

A98YV29, Ireland

© Neogen Corporation 2024. All rights reserved.

Neogen is a trademark of Neogen Corporation.

iNE[lEEN All other trademarks are the property of their respective companies.
© 2024, Neogen. Tous droits réservés.

Neogen est une marque de commerce de Neogen.

Neogen Corporation Toutes les autres marques de
620 Lesher Place Lansing, MI 48912 USA commerce appartiennent a leur propriétaire respectif.
www.neogen.com FSO0869A



(Frangais) “ﬁ Iﬁ
= Date de parution : 2024-01

SN NEODGEN
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 systéme de détection moléculaire
Neogen® pour la détection rapide et spécifique aprés enrichissement des Salmonella dans des aliments enrichis, des
aliments pour animaux et des échantillons environnementaux d’aliments transformés.

Les kits de détection moléculaire Neogen® utilisent la technique LAMP (amplification isotherme médiée par des boucles)
afin d’amplifier rapidement les séquences d’acide nucléique de fagon extrémement spécifique et sensible, associée a la
bioluminescence pour détecter 'amplification. Les résultats présumés positifs sont visibles en temps réel, tandis que les
résultats négatifs sont affichés a la fin de I’'analyse. Les résultats présumés positifs doivent étre confirmés par la méthode
de votre choix ou en utilisant une méthode conforme aux réglementations locales("-23,

Le Kit de détection moléculaire Sa/monella Neogen version 2 est destiné a étre utilisé au sein de laboratoires, par des
professionnels formés aux techniques s’y rapportant. Neogen n’a pas étudié I'utilisation de ce produit dans des secteurs
autres que 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 I’environnement de I'utilisateur a I’aide
d’un nombre d’échantillons suffisant et avec des charges alimentaires et microbiennes déterminés pour répondre aux
criteres de I'utilisateur.

Neogen a évalué le Kit de détection moléculaire Salmonella Neogen version 2 avec eau peptonée tamponnée ISO.

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

Neogen Sécurité Alimentaire respecte la norme 1SO (International Organization for Standardization) 9001 en matiére 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 pL de LS partube | Placé sur portoir et
tubes transparents (12 barrettes prét a 'emploi

de 8 tubes)

Tubes de réactif du Kit Tubes verts 96 Mélange spécifique Préts a 'emploi

de détection moléculaire (12 barrettes lyophilisé pour

Salmonella Neogen® version de 8 tubes) I’'amplification et

2 la détection

Bouchons supplémentaires Bouchons verts 96 Préts a 'emploi

(12 barrettes
de 8 bouchons)

Contréle de réactif Neogen® | Tubes « Flip-Top » 16 DNA témoin Préts a 'emploi
(RC) transparents (2 poches de lyophilisé, mélange
8 tubes individuels) | pour 'amplification et
la détection

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

Lutilisateur 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 Sa/monella Neogen version 2. Conserver
ces consignes de sécurité pour référence ultérieure.

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

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

A AVERTISSEMENT

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

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

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

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

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

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

e 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.

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

e En cas d’échantillon environnemental contenant un tampon neutralisant avec un composé d’aryle sulfonate, diluer
I’échantillon dans un bouillon d’enrichissement stérile 1:2 avant I'analyse (1 volume d’échantillon pour 1 volume de
bouillon). Une autre option consiste a transférer 10 pL de I'enrichissement du tampon neutralisant dans les tubes de
solution de lyse Neogen. Produits pour la manipulation des échantillons Neogen® comprenant un tampon neutralisant
contenant un complexe d’aryle sulfonate : RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G, HS1ONB, HS1ONB2G et
HS2410NB2G.

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

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

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

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

Eliminer les échantillons enrichis conformément aux normes du secteur actuelles.

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

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

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

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

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

e Ne pas dépasser le temps de chauffe recommandé.

e Utiliser un thermometre étalonné adapté pour vérifier la température du support de bloc chauffant pour systéeme de
détection moléculaire Neogen® (p. ex. thermomeétre & immersion partielle ou thermométre & thermocouple numérique
et non un thermomeétre & immersion totale). Le thermométre doit étre placé a I’endroit indiqué du support de bloc
chauffant pour systéme de détection moléculaire Neogen.
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Afin de réduire les risques associés a la contamination croisée lors de la préparation de I’analyse :

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

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

e Utiliser une nouvelle pipette pour chaque transfert d’échantillon.

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

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

Afin de réduire les risques associés a un faux positif :

e Ne jamais ouvrir les tubes apres amplification.

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

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

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

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

Responsabilité de 'utilisateur
Il incombe aux utilisateurs de prendre connaissance des instructions et des informations relatives au produit. Consulter notre
site 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
I’échantillon lui-méme peuvent influencer les résultats.

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

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

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

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

de matrice (MC) pour déterminer si la matrice peut avoir un impact sur les résultats du Kit de détection moléculaire
Salmonella Neogen version 2. Tester plusieurs échantillons représentatifs de la matrice, c.-a-d. des échantillons d’origines
différentes, au cours de toute période de validation lors de I'adoption de la méthode Neogen ou dans le cadre d’analyses
de matrices nouvelles, inconnues ou ayant subi des modifications de matiéres premiéres ou de processus.

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

Limitations de garanties/Limites de recours

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

de tout produit Neogen Sécurité Alimentaire, Neogen ou son distributeur agréé s’engage, a son entiére discrétion, au
remplacement ou au remboursement du prix d’achat du produit. Il s’agit de vos recours exclusifs. 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 maniére, la responsabilité de Neogen ne sera engagée au-dela du prix
d’achat du produit prétendu défectueux.
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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 I’abri de la lumiéere. Une fois le kit ouvert, vérifier que le sachet en aluminium est intact. Si ce sachet est
endommagé, ne pas utiliser le kit. Aprés ouverture, les tubes de réactif non utilisés doivent toujours étre conservés dans le
sachet refermable, en laissant ’'agent déshydratant a I'intérieur afin de maintenir la stabilité des réactifs lyophilisés. Conserver
les poches refermées a une température comprise entre 2 et 8 °C. Ne pas conserver plus de 60 jours.

Ne pas utiliser le Kit de détection moléculaire Salmonella Neogen version 2 aprés la date de péremption. La date de
péremption et le numéro de lot sont inscrits sur I’étiquette extérieure de la boite. Aprés utilisation, il est possible que

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

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

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

Lutilisateur doit suivre la formation de qualification de 'opérateur (OQ) du systéme de détection moléculaire Neogen,
comme décrit dans le document intitulé « Protocoles et instructions relatifs a la qualification d’installation (IQ)/qualification
opérationnelle (OQ) pour le 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
3M01/16-11/16.

Enrichissement de I’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.

Il incombe & l'utilisateur de valider des protocoles d’échantillonnage ou des proportions de dilution différent(e)s pour

garantir que cette méthode d’analyse est conforme a ses critéres.

Aliments

1. Préchauffer le milieu d’enrichissement BPW ISO pour I'amener a une température de 41,5 + 1 °C selon les matrices
testées. Voir les tableaux 2, 3 ou 4.

2. Meélanger de maniére aseptique le milieu d’enrichissement et I’échantillon.

3. 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(%-19),

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 I'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
lPalpha-amylase stérile a 1 % (w/v) a la BPW (ISO)(10-13),

c. Pour les échantillons de lait en poudre et de céréales de grande taille, ajouter lentement I’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 Lethee. Il est recommandé de désinfecter la zone aprés

I’échantillonnage.

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




garantir que cette méthode d’analyse est conforme a ses critéres.
1.

(FR) (Frangais) ﬁ Iﬁ

La taille minimale recommandée pour la zone d’échantillonnage destinée a vérifier I'absence ou la présence du pathogéne a
la surface est de 100 cm? (10 cm x 10 cm ou 4 po x 4 po). Lors de I’échantillonnage avec une éponge, couvrez toutes la zone
dans les deux directions (de gauche 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 18593:2018,

Il incombe & l'utilisateur de valider des protocoles d’échantillonnage ou des proportions de dilution différent(e)s pour

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

2. Meélanger de maniére aseptique le milieu d’enrichissement et I’échantillon. Homogénéiser soigneusement par
homogénéisation mécanique, homogénéisation péristaltique ou mélange manuel pendant 2 * 0,2 minutes. Incuber
comme précisé sur le tableau du protocole approprié. Voir les tableaux 2, 3 ou 4.

Tableau 2. Protocoles d’enrichissement généraux.

Taille de Volume Température Durée Volume
Matrice de I’échantillon Iéchantillon du bouillon d’enrichissement | d’enrichissement | d’échantillon
d’enrichissement (x1°C) (h) d’analyse (pL)®
Protocole 1
Produits alimentaires
transformés (a I'exception 225 mL de )
des poudres d’ceuf et des 259 BPW ISO 37 18-26 20
produits spécifiés dans
d’autres protocoles)®
Protocole 2
plimerts s et ren
, o> 25¢g BPW ISO 41,5 18-26 20
d’ceufs, aliments pour . .
. 3 . (préchauffée)
animaux et échantillons
environnementaux®
Protocole 3
Produits laitiers en poudre
(dont le lait maternisé et le 254 225 mL de 37 20-26 20
. . 4 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 2 100 g/L )
confiseries, etc.) 259 avec 0,002 % 37 24-30 20
de coloration
vert vif@ef
Protocole 5 235 mL 2X BPW
Autres, dont : épices, ISO avec 0,5 %
herbes arE)matl,ques, ] 254 K28Q3,+ 2,40,mL 37 24-30 10
concentrés, thé et café de lait écrémé en
instantanés, bouillon poudre stérile a
en cube 100 g/L¢oh
Protocole 6
Noix ou mélanges de fruits
a coque contenant des noix
coprtoccl doppive
que,y 25g écrémé en poudre 37 18-24 20

compris aux noix de pécan,
amandes, pistaches, noix
de cajou, chataignes, noix
macadamia, noix du Brésil,
graine de soja et cacahuéte)

stérile 3 100 g/L@

(@) Volume d’échantillon transféré dans les tubes de solution de lyse. Consulter I'étape 4.7 de la section Lyse.

(b) Exemples de produits a tester avec le protocole 1 : repas préparés, salades préparées, créme péatissiére.

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

(d) Le lait écrémé UHT peut remplacer le lait écrémé en poudre.
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(e) 0,45 mL de coloration aqueuse vert vif 8 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 I'autoclave pendant 15 minutes a 121 °C.
Conserver entre 2 et 30 °C®,

(g9) 5gde K2SO3 pour 1 000 mL de BPW ISO, pour obtenir une concentration finale de 0,5 % K2SOs.
(h) 240 mL de lait écrémé en poudre stérile & 100 g/L ajouté & 235 mL 2X de BPW ISO stérilisée avec 0,5 % K2SOs.

Si une deuxiéme 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 pL de I’enrichissement secondaire dans les tubes de solution
de lyse Neogen. Si du bouillon de tétrathionate (TT) est utilisé, transférer 20 pL de I’enrichissement secondaire dans
des tubes de solution de lyse Neogen et ne pas passer au vortex I’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*M certificat n°091501

PERFORMANCE TESTED

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 091501

Dans les programmes OMASM et PTM®M de I’Institut de recherche de ’AOAC, il a été démontré que le Kit de détection
moléculaire Sa/monella 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.

Tableau 3. Protocoles d’enrichissement selon I’étude OMA®M 2016.01 de ’AOAC et le certificat PTMSV de TAOAC n° 091501.
Le volume d’échantillon transféré dans les tubes de solution de lyse Neogen est de 20 pL.

Matrice de I’échantillon

Taille de
I’échantillon

Volume
du bouillon
d’enrichissement

Température
d’enrichissement
(x1°C)

Durée
d’enrichissement

(h)

Boeuf cru haché

25¢g

225 mL de
BPW ISO
(préchauffée)

3259

975 mL de
BPW ISO
(préchauffée)

41,5

10-24

Poulet cru haché

25¢g

225 mL de
BPW ISO
(préchauffée)

41,5

10-24

325¢g

975 mL de
BPW ISO
(préchauffée)

41,5

14-24

Poulet pané cuit

325¢g

2925 mL de
BPW ISO

37

18-24

Aliments secs pour chien

25¢g

225 mLde
BPW ISO

375¢g

1 500 mL de
BPW ISO

37

18-24

Poivre noir, crevette entiére crue,
épinard cru en sachet, fromage
américain transformé pasteurisé

25¢

225 mL de
BPW ISO

37

18-24

Ringage de carcasse de poulet

30 mL

30 mL de BPW ISO
(préchauffée)

41,5

18-24

Eponge passée sur une carcasse
de poulet

1 éponge

50 mL de BPW ISO
(préchauffée)

41,5

18-24

Lait écrémé en poudre instantané

25¢

225 mLde
BPW ISO

37

20-24
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Poudre de cacao 25¢ 2|32|35V:/nllé%e 37 24-28
CEuf entier liquide pasteurisé 100 mL gBOIgV\TILS((jDe 37 18-24
Eau d'irrigation de chou utilisé 375 mL 3270 meSe 37 18-24
225 mL de
259 BPW ISO
Beurre de cacahuéte crémeux 3375 mLd 37 18-24
mL de
3759 BPW ISO
Fleur de cz’ﬂnn?b&? séchée, fleur de 10g 90 BPW-1SO 415 08-32
chanvre séchée
_ 225 mL de
fg Béton verni 1 éponge BPW ISO 41,5 18-24
g (préchauffée)
g Acier inoxydable 1 tampon 10 mL’de BPW IS0 41,5 18-24
S (préchauffée)
E Carreau de céramique verni 1 éponge 50 (r;hégﬁaiﬁfvgel)so 41,5 18-24
Volume du Température Durée Milieu Température Durée d’en-
Matrice de Taille de bouillon d’enricFI,'nissement denrichis- | d’enrichissement de I’enrichis- | richissement
I’échantillon | I’échantillon | d’enrichisse- (1°C) t (h) - sement secon- | secondaire
ment + semen secondaire (m daire (+ 1 °C) (h)
Crevette
225 mL de R-VR10:0,1 mL
cr:Jaet,éat\;ec 259 BPW 1SO 37 18-24 dans 10 mL® 41,5 4-24

(a) Transférer 10 pL d’échantillon enrichi dans des tubes de solution de lyse. Consulter I'étape 4.7 de la section Lyse.
METHODE CERTIFIEE PAR AFNOR CERTIFICATION

RS

\FICATION

Y VALIDATION
EN ISO 16140

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

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

cité ci-dessus.

Méthode de certification NF VALIDATION, conformément a la norme 1SO 16140-27 par rapport & la norme ISO 65799,

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 de I’échantillon : les échantillons doivent étre préparés conformément aux normes EN ISO 6579® et

EN ISO 68871019,
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.

Taille de Volume Température Durée d’é\éz:lr:iflon
Protocole )z = du bouillon d’enrichissement | d’enrichissement )
I’échantillon | ,, "~ "~ o d’analyse
d’enrichissement (+1°C) (h) (uL)®
Protocole 1:
e Nombreux produits
alimentaires transformés
(4 Pexception de la poudre
d’ceuf, des fruits et
Iégumes transformés et
des produits indiqués dans
les autres protocoles) 25¢g 225 mL de BPW 37 18-26 20
- ISO
e Tous les produits de
poisson et de fruits de
mer crus
e Aliments pour animaux
domestiques et d’élevage
e Production primaire
(non fécale)
Protocole 2:
e Nombreux aliments crus et
non transformés
(4 Pexception des
poissons crus et des
fruits de mer crus, et des 25gou
produits indiqués dans les | 1 lingette ou 225 ml,' de BP\,N 41,5 18-26 20
ISO préchauffée
autres protocoles) 1 tampon
e Poudre d’ceuf
e Tous les fruits et Iégumes
e Echantillons
environnementaux de la
production alimentaire
Protocole 3: 225 mL de BPW
e Produits laitiers en poudre 259 ISO 37 20-26 20
Protocole 4: 225 mL de lait
e Produits a base de cacao écrémé UHT
contenant plus de 20 % 259 + 0,002 % de 37 24-30 20
de cacao vert vif
Protocole 5: 235 mLde 2 x
e Epices, herbes BPW ISO
aromatiques, 259 + KoS03 0,5 % + 37 24-30 10
concentrés, thés, cafés, 240 mL de lait
préparations culinaires écrémé UHT
Protocole 6: 225 mL de BPW
e Viande crue 259 ISO préchauffée 41,5 10-24 20
Protocole 7 : 100 mL en
e Production primaire 1 pédisac bouillon de
(fécale) tétrathionate
37 22-24 20
225 mL de
259 bouillon de
tétrathionate
Protocole 8:
e Préparations pour
nourrissons, céréales pour 3759 3375 mL de BPW 37 20-26 20

nourrissons, lait en poudre
sans probiotiques®

ISO préchauffée
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frolg‘:gr?:a?i:)ns pour 3375 mL de BPW
. s ISO préchauffée +
nourrissons, céréales pour 375¢g 37 20-26 20

. ; vancomycine
nourrissons, lait en poudre (10 mg/L)

avec probiotiques®

(@) Volume d’échantillon transféré dans les tubes de solution de lyse. Consulter I’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 fréquemment pour éviter les grumeaux.

REMARQUES :

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

e 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. Lutilisateur doit vérifier que le
préchauffage du bouillon d’enrichissement atteint la température requise avant I'incubation. La durée de préparation
des échantillons, le délai entre la fin de I’étape de préchauffage du bouillon d’enrichissement et le début de I’étape
d’incubation de I’échantillon alimentaire ne doivent pas dépasser 45 minutes. |l est recommandé d’utiliser un
incubateur ventilé durant I'incubation.

e Pour transférer I’échantillon des enrichissements du bouillon de tétrathionate (TT) vers des tubes de lyse Neogen,
ne passer pas au vortex I’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.

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

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

1. Humidifier un chiffon ou une serviette jetable 4 I'aide d’une solution de 1-5 % d’eau de Javel (v:v dans de I'eau) et
nettoyer le plateau de chargement rapide pour systéme de détection moléculaire Neogen®.

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

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

4. S’assurer que le plateau de chargement rapide pour systéme de détection moléculaire Neogen est sec avant
toute utilisation.
Préparation du support de bloc refroidissant pour systéme de détection moléculaire Neogen®
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 'unité de traitement thermique a sec et régler la température afin que le support de
bloc chauffant pour systéme de détection moléculaire Neogen atteigne et conserve une température de 100 = 1 °C.

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

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

2. Mettre Iinstrument de détection moléculaire Neogen sous tension.

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

REMARQUE : I'instrument de détection moléculaire Neogen doit étre prét avant I'insertion du plateau de chargement
rapide pour systéme de détection moléculaire Neogen, dans lequel sont placés les tubes de réactif. Cette étape de
chauffage prend environ 20 minutes ; pendant ce processus, un voyant lumineux ORANGE s’allume sur la barre d’état de
’instrument. Lorsque I'instrument est prét pour ’'analyse, la barre d’état passe au VERT.
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Lyse
Retirer le portoir pour tubes de solution de lyse Neogen avec un tournevis ou une spatule avant de le placer dans le support
de bloc chauffant pour systeme de détection moléculaire Neogen.

w

.

Laisser les tubes de solution de lyse Neogen se réchauffer en plagant le support & température ambiante (20 et

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

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

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

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

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

4.3 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.

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

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

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

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

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

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.

Une fois tous les échantillons transférés, transférer 20 pL 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 systéme de détection moléculaire Neogen est de

100 £ 1 °C.
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8. Placer le portoir non couvert de tubes de solution de lyse Neogen dans le support de bloc chauffant pour systéeme
de détection moléculaire Neogen et chauffer pendant 15 * 1 minutes. Lors du chauffage, la solution de lyse Neogen
passera de rose (froide) & jaune (chaude).

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

9. Retirer le portoir non couvert de tubes de solution de lyse Neogen du bloc chauffant et laisser refroidir dans le
support de bloc refroidissant pour systéme de détection moléculaire Neogen pendant une durée comprise entre 5 et
10 minutes. 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. Une fois froide, la solution de lyse retrouvera
une couleur rose.

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

# Zi
00:05:00

Amplification

1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 5: Sa/monella., 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 dans un portoir vide.

1.3 Eviter d’agiter les pastilles réactives se trouvant au fond des tubes.

2. Sélectionner un tube de controle de réactif et le placer dans le portoir.

3. 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.

4. Transférer chaque lysat dans un tube de réactif du Kit de détection moléculaire Salmonella Neogen version 2 et dans
un tube de contrdle de réactif 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 contrdle de réactif Neogen en dernier.

5. Ouvrir les tubes de réactif du Kit de détection moléculaire Sa/lmonella Neogen version 2 un a un a I’aide de I'outil

d’ouverture/fermeture pour systéme de détection moléculaire Neogen® - Réactif. Jeter le bouchon.

5.1 Transférer 20 pL de lysat d’échantillon prélevé au niveau de la moitié supérieure du liquide (éviter le précipité)
dans le tube de solution de lyse Neogen du Kit de détection moléculaire Sa/monella 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 '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 pL de
lysat de NC dans un tube de réactif du Kit de détection moléculaire Sa/lmonella 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.
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6. Charger les tubes recouverts d’un bouchon dans un plateau de chargement rapide pour systéme de détection
moléculaire Neogen propre et décontaminé. Fermer et verrouiller le couvercle du plateau de chargement rapide pour
systéme de détection moléculaire Neogen.

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

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

9. Placer le plateau de chargement rapide pour systéeme de détection moléculaire Neogen dans I'instrument de détection
moléculaire Neogen et fermer le couvercle pour lancer I’'analyse. Les résultats sont obtenus en 60 minutes ; toutefois,
les résultats positifs peuvent étre détectés plus tot.

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

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

Résultats et interprétation

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

Les résultats présumés positifs doivent étre confirmés selon les procédures standard des laboratoires ou en suivant la
confirmation de la méthode de référence appropriée!>?, en commencant par effectuer un transfert du premier bouillon
d’enrichissement Neogen BPW ISO vers le ou les bouillons d’enrichissement secondaires, puis en effectuant la mise en
culture et la confirmation des isolats a I'aide des méthodes biochimiques et sérologiques appropriées.

REMARQUE : méme un échantillon négatif ne donnera pas de résultat égal a zéro, car le systéme et les réactifs
d’amplification du Kit de détection moléculaire Salmonella Neogen version 2 effectuent une lecture d’unité relative de
lumiére (RLU) « de base ».
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Dans le cas peu probable d’un résultat lumineux inhabituel, I'algorithme considérera I’échantillon comme « A vérifier ».
Neogen recommande & I'utilisateur de recommencer I'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 réglementations locales.

T mbol dsultat . e as
ype Symbo edu.resu a Résultat Interprétation
de puits du puits

Echantillon . Positif Léchantillon est présumé positif pour le pathogéne cible.

Echantillon . Négatif Léchantillon est négatif pour le pathogéne cible.
La matrice de I’échantillon est inhibée pour le dosage. Un

- . . second test peut étre nécessaire. Consultez la section de

Echantillon Inhibé 3 - ; - ; .
dépannage et les instructions relatives au produit du kit de
détection pour obtenir plus de renseignements.
La présence ou I’'absence du pathogéne cible est
indéterminée. Un second test peut étre nécessaire.

Echantillon Inspection Consultez la section de dépannage et les instructions
relatives au produit du kit de détection pour obtenir plus
de renseignements.
Aucune bioluminescence n’a été détectée. Un second test

Echantillon Erreur peut étre nécessaire. Consultez la section de dépannage
et les instructions relatives au produit du kit de détection
pour obtenir plus de renseignements.

Confirmation des résultats selon la méthode de certification NF VALIDATION

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

Option 1 : utilisation de la norme ISO 6579® en commencant par I'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 I'enrichissement en BPW ISO® ou I’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 & Salmonella. Effectuer une agglutination au latex a
I’aide de I"'Oxoid Salmonella Latex Test directement sur des colonies isolées.

Option 3 : utilisation de sondes nucléiques tel que décrit dans la norme EN ISO 7218, a partir de colonies isolées
provenant de gélose XLD ou chromogéne (voir option 1 ou 2). Ce test ne doit pas étre effectué a I'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 I'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 I’'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 wD

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 systéme de détection moléculaire Neogen pendant une durée comprise entre 5 et 10 minutes.

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

Références:
1. US Food and Drug Administration Bacteriological 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. Date d’entrée en vigueur : 2 janvier 2019.

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

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

5. 1SO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance for
microbiological examination.

6. Neogen Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen
Molecular Detection System. Contacter un représentant de Neogen Sécurité Alimentaire pour obtenir un exemplaire
de ce document.

7. 1SO 18593. Microbiology of the food chain — Horizontal methods for surface sampling.

8. 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. ISO 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. 1ISO 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. 1ISO 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.

Explication des symboles
info.neogen.com/symbols
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Z Erscheinungsdatum: 2024-01

SN NEODGEN
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 fiir 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 der Biolumineszenz die Amplifikation von Nukleinsduresequenzen mit hoher Spezifitat, Sensitivitat
und Geschwindigkeit zu bestimmen. Die vorlaufig positiven Ergebnisse werden in Echtzeit erstellt, wéahrend negative
Ergebnisse erst nach Abschluss des Tests dargestellt werden. Die vorlaufig positiven Ergebnisse miissen mithilfe eines
Testverfahrens Ihrer Wahl oder gemaR den jeweils geltenden Richtlinien bestatigt werden(>23),

Der Neogen Molekulare Detektion 2 — Salmonellen Nachweis ist fiir den Gebrauch in Laboren bestimmt und muss von in
Laborverfahren geschultem Fachpersonal angewendet werden. Neogen verfiigt tiber 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 fir alle mdglichen Lebensmittelprodukte,
Lebensmittelverarbeitungsverfahren, Testprotokolle oder alle méglichen Bakterienstamme evaluiert.

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

Neogen hat den Neogen Molekulare Detektion 2 — Salmonellen Nachweis evaluiert mit gepuffertem Peptonwasser (BPW) I1SO.
Das Neogen® Molekulare Detektion — Gerét ist fiir 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 ordnungsgemafR warmebehandelt wurden, stellen moglicherweise ein biologisches Risiko dar und sollten
NICHT in das Neogen Molekulare Detektion — Geréat eingesetzt werden.

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

Das Testkit fir den Neogen Molekulare Detektion 2 — Salmonellen Nachweis enthélt 96 Testverfahren, die in Tabelle 1
beschrieben werden.

Tabelle 1. Komponenten des Neogen Molekularen Detektionsnachweises

Artikel Kennzeichnung Stiickzahl Inhalt Kommentare
Neogen® Lyselsung Rosafarbene Losung 96 580 pl LS pro Gefal Abgefiillt und
(LS) in transparenten GefaRen (12 Streifen in gebrauchsfertig

8 GefaRen)
Reagenzgefile Grine GefaRe 96 Lyophilisierte Gebrauchsfertig
fir den Neogen® (12 Streifen in spezifische
Molekulare Detektion 8 GefaRen) Amplifikations- und
2 — Salmonellen Detektionsmischung
Nachweis
Zusatzliche Kappen Griine Kappen 96 Gebrauchsfertig

(12 Streifen in

8 Kappen)
Neogen® Durchsichtige 16 Lyophilisierte Kontroll- | Gebrauchsfertig
Reagenzkontrolle (RC) KippgefaRe (2 Beutel mit 8 DNS, Amplifikations-

einzelnen Gefalen) und Detektionsmatrix

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

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

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

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

A WARNUNG

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

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

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

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

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

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

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

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

e Wenn Sie eine Umgebungsprobe haben, die einen Neutralisationspuffer mit einem Acrylsulfonat-Komplex enthélt,
dann miissen Sie vor dem Testen der Probe eine 1:2 Verdiinnung (1 Teil Probe in 1 Teil steriler Anreicherungsbouillon)
vornehmen. Ebenso kdnnen Sie 10 pl Anreicherungsmedium mit Neutralisationspuffer in die Neogen Lysel6sungsgefalle
Ubertragen. Neogen® Produkte zur Probenhandhabung, die Neutralisationspuffer mit Acrylsulfonat-Komplex enthalten:
RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB, HS10NB2G und HS2410NB2G.

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

verbunden sind:

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

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

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

Die angereicherten Proben sind gemé&R Branchenstandards zu entsorgen.

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

Zur Verminderung von Kreuzkontaminationsrisiken bei der Vorbereitung des Tests:

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

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

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

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

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

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

e Wechseln Sie vor Hydratation des Reagenzpellets die Handschuhe.

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

e Verwenden Sie fiir jede Probeniibertragung eine neue Pipettenspitze.

e Wenden Sie die Grundsatze der Guten Laborpraxis bei der Ubertragung der angereicherten Probe auf das 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 ibertragen.

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

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

e Offnen Sie die GefaRe niemals nach der Amplifikation.

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

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

Bei der Auswahl einer Testmethode ist zu beachten, dass externe Faktoren wie Probennahme, Testprotokoll,
Probenaufbereitung, Handhabung, Labortechnik und die Probe selbst die Ergebnisse beeinflussen kénnen.

Es liegt in der Verantwortung des Anwenders bei der Auswahl einer Testmethode oder eines Produkts, diese mit einer
ausreichenden Anzahl von Proben und Kontrollen zu evaluieren, um sicherzustellen, dass die gewéhlte 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 fir
die Qualitat der untersuchten Matricen oder Prozesse dar.

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

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

Haftungsbeschriankungen/Beschrinkte Rechtsmittel B

AUSSER ES WIRD AUSDRUCKLICH ANDERS IM ABSCHNITT DER HAFTUNGSBESCHRANKUNGEN DER

VERPACKUNG DES JEWEILIGEN PRODUKTS ANGEGEBEN, LEHNT NEOGEN ALLE AUSDRUCKLICHEN UND
STILLSCHWEIGENDEN GARANTIEN, EINSCHLIESSLICH, JEDOCH NICHT BESCHRANKT AUF, DIE GEWAHRLEISTUNG
DER 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 mutmaRlichen Defekte am Produkt festgestellt wurden,
dariiber zu informieren und das Produkt an Neogen zuriickzusenden. 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.

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 unbeschédigt ist. Verwenden Sie das Set
keinesfalls bei beschadigtem Beutel. Nach dem Offnen sollten nicht verwendete Reagenzgefalle gemeinsam mit dem
Trockenmittel stets im wiederverschlieBbaren Beutel verwahrt werden, um die Stabilitét der lyophilisierten Reagenzien
sicherzustellen. Wieder verschlossene Beutel kénnen 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 duRReren Etikett der Packung angegeben. Nach dem Gebrauch kénnen
das Anreicherungsmedium und die GefaRBe des Neogen Molekularen Detektion 2 — Salmonellen Nachweises pathogene
Stoffe enthalten. Beachten Sie nach Abschluss der Testverfahren die giiltigen Branchennormen fiir die Entsorgung von
kontaminierten Abfallen. Weitere Informationen sowie die jeweils vor Ort geltenden Richtlinien zur Entsorgung entnehmen
Sie bitte dem Sicherheitsdatenblatt.

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

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

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

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

Fir Anreicherungsprotokolle gemaR AOAC?® Official Method of Analysis® 2016.01 und AOAC® Performance Tested"™
Zertifikat Nr. 091501 in Tabelle 3.

Fir Anreicherungsprotokolle gemaRR NF VALIDATION-Zertifikat 3M 01/16-11/16 in Tabelle 4.

Probenanreicherung
Tabelle 2, 3 oder 4 enthalten Richtlinien zu allgemeinen Anreicherungsprotokollen fiir Lebensmittel-
und Umgebungsproben.

Der Anwender ist selbst fiir die Validierung von alternativen Probennahmeprotokollen oder Verdiinnungsverhaltnissen
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.

2. \Vereinen Sie das Anreicherungsmedium und die Probe gemaf einem aseptischen Verfahren.

3. Homogenisieren Sie griindlich durch Verschneiden, Vermischung oder mischen von Hand fiir 2 £ 0,2 Minuten oder bis
alle Klumpen vollstandig aufgeldst und die Anreicherungssuspension homogen ist('%-19,

a. Bei der Handhabung von Fleisch- und partikelreichen Proben wird die Verwendung von Filterbeuteln empfohlen.

b. Fur Matrices, die in Wasser aufquellen und hochviskés sind (z. B. Zerealien, Starken), wird empfohlen, weitere
Verdiinnungen vorzunehmen (> 1:10), bis die Viskositat ausreichend verringert ist, oder geben Sie sterile 1 %ige
(w/v) Alpha-Amylase zum BPW (ISO)(10-13),

c. GroBe Milchpulver- und Zerealien-Proben sollten unter regelmaRigem Riihren langsam zur Flissigkeit 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 Neutralisierungslésung 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 Hydrierlésung fiir den Schwamm
verwenden, missen 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 fihren kdnnen, zu verringern. Ebenso kénnen Sie 10 pl Anreicherungsmedium
mit Neutralisationspuffer in die Neogen LyselésungsgefaRe libertragen.

Die empfohlene GréRBe des Probenbereichs, mit dem die Anwesenheit oder Abwesenheit des Pathogens auf der
Oberflache tiberpriift werden soll, liegt bei mindestens 100 cm? (10 cm x 10 cm oder 4" x 4"). Decken Sie bei der
Probennahme mit einem Schwamm den gesamten Bereich in zwei Richtungen (links nach rechts oder oben nach unten)
ab oder sammeln Sie Umgebungsproben gemaR lhrem aktuellen Probennahmeprotokoll oder gemaR den FDA BAM®),
USDA FSIS MLG® oder ISO 18593:2018 Richtlinien.

Der Anwender ist selbst fiir die Validierung von alternativen Probennahmeprotokollen oder Verdiinnungsverhéltnissen
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 erwéarmen. Siehe die Tabellen 2, 3 bzw. 4.

2. Vereinen Sie das Anreicherungsmedium und die Probe gemaR einem aseptischen Verfahren. Homogenisieren Sie
grindlich durch Verschneiden, Vermischung oder mischen von Hand fiir 2 + 0,2 Minuten. Inkubieren Sie wie in der
entsprechenden Protokolltabelle beschrieben. Siehe die Tabellen 2, 3 bzw. 4.

Tabelle 2. Allgemeine Anreicherungsprotokolle.

Anreicherungsbouillon- | ANreicherungs- | Anreiche- | o oy ooy ce.-
Probenmatrix ProbengroRe volumen temperatur rungszeit volumen (ul)®
(x1°C) (Stunden)
Protokoll 1
Verarbeitete
Lebensmittelprodukte _
(auRBer Eipulver und Produkte, 259 225 ml BPWISO 37 18-26 20
die in anderen Protokolle
angegeben sind)®
Protokoll 2
Roh und unverarbeitete
Lebensmittel, Eipulver, 25¢g 2%\?0Tle?/!2/rvrr:ts)o 41,5 18-26 20
Tiernahrung und 9
Umgebungsproben®©
Protokoll 3
Pulverisierte Milchprodukte 254 225 ml BPW 1SO 37 20-26 20
(einschlieRlich Sauglingsnahrung,
Sauglingsnahrung auf Sojabasis)
Protokoll 4 225 ml sterile 100 g/I
Produkte auf Kakaobasis fettfreie Trockenmilch mit
(Pulver, Schokolade, 259 0,002 % brillantgriinem 37 24-30 20
StiBwaren usw.) Farbemittel@=
g:)?lts“)tikgoellveie' Gewiirze 235 ml 2X BPW ISO mit
A L ’ 0,5 % KoSO3 + 240 ml B
aromatische Krauter, 25¢g sterile 100 g/ fettfreie 37 24-30 10
Konzentrate, Instanttees und Trockenmilch@sh
-kaffees, Bouillonwiirfel
Protokoll 6
Walniisse oder Nussmischungen,
die Walniisse enthalten (dieses
Protokoll ist auch fiir andere .
Nisse wie Pekanniisse, Mandeln, 25¢g fst%fSr:ii §I}rirclllfe:1r0nc?lgf<!d) 37 18-24 20
Pistazien, Cashewniisse,
Esskastanien, Macadamiandisse,
Paraniisse, Sojaniisse und
Erdniisse anwendbar)

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

(c) Beispiele fiir Produkte, die mit Protokoll 2 getestet werden: rohes Fleisch, gefrorenes Gemiise, alle Kdsesorten,
fermentierte Milch, roher Salat (Kopfsalat, Bataviasalat).
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(d) Fettfreie UHT-Milch kann durch fettfreie Trockenmilch ersetzt werden.

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

(f) Um sterile, fettfreie Milch vorzubereiten, 100 g dehydrierte, fettfreie Trockenmilch in 1 | destilliertem oder gereinigtem
Wasser l6sen. Umriihren, bis alles aufgelst ist. Bei 121 °C fiir 15 Minute autoklavieren. Bei 2-30 °C® lagern.

(g9) 5g K2SO3 pro 1000 ml BPW ISO, was zu einer Konzentration von 0,5 % KoSOs fiihrt.

(h) 240 ml 100 g/I sterile, fettfreie Trockenmilch muss zu 235 ml sterilisierter 2X BPW ISO mit 0,5 % K2SO3
hinzugefiigt werden.

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 pl sekundére
Anreicherung in die Neogen LyselésungsgefaRe libertragen werden. Wird Tetrathionat- (TT) Bouillon verwendet,
Ubertragen Sie 20 pl der sekundéaren Anreicherung in die Neogen LyselsungsgeféaRe und verwirbeln oder pipettieren
Sie nicht aus dem unteren Bereich des Anreicherungsgeféales, um die Ubertragung von Ablagerungen zu vermeiden.

Spezifische Anweisungen fiir validierte Verfahren
AOACY? Official Methods of Analysis™ 2016.01
AOAC?® Performance Tested"™ Zertifikat Nr. 091501

| AOAC
RESEARCH INSTITUTE

LICENSE NUMBER 091501

OMASM- und PTM3M-Programme des AOAC Research Institute erwies sich der Neogen Molekulare Detektion 2 —
Salmonellen Nachweis als wirksame Methode zur Detektion von Sa/monellen. Die in der Studie getesteten Matrices sind in
Tabelle 3 aufgefiihrt.

Tabelle 3. Anreicherungsprotokolle gemaR AOAC OMASM 2016.01 und AOAC PTMS®M Zertifikat Nr. 091501. Volumen der
Probe, das in Neogen Lyselosungsgefalle libertragen wird, betragt 20 pl.

Probenmatrix ProbenaréRe Anreicherungs- Anreicherungstem- | Anreicherungszeit
9 bouillonvolumen peratur (x1 °C) (Stunden)
o5 225 ml BPW ISO
. 9 (vorgewarmt)
Rohes Hackfleisch 41,5 10-24
305 975 ml BPW ISO
g .
(vorgewarmt)
25 225 ml BPW1SO 41,5 10-24
. . (vorgewarmt)
Rohes Gefliigelhackfleisch 975 mi BPW 1SO
325¢ mi Brh 41,5 14-24
(vorgewarmt)
Paniertes Hahnchen 325¢g 2.925 ml BPW ISO 37 18-24
25¢g 225 ml BPW ISO
Hundetrockenfutter 37 18-24
3759 1.500 ml BPW ISO

Schwarzer Pfeffer, rohe ganze

Garnelen, roher Beutelspinat, 254 225 ml BPW ISO 37 18-24
pasteurisierter verarbeiteter

amerikanischer Kase

Hiihnerkérperspiilung 30 ml 3(0 ml BPWISO 41,5 18-24
vorgewarmt)

Hihnerkdrperschwamm 1 Schwamm 50 ml BPW IS0 41,5 18-24
(vorgewarmt)

Fettfreie Fertigtrockenmilch 259 225 ml BPW ISO 37 20-24

Kakaopulver 25¢g 225 ml BPW ISO 37 24-28

Pasteurisiertes fliissiges Vollei 100 ml 900 ml BPW ISO 37 18-24

Verbrauchtes

Bewasserungswasser 375 ml 3.375 mI BPW ISO 37 18-24

fiir Sprossen
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. 259 225 ml BPW ISO
Cremige Erdnussbutter 37 18-24
3759 3.375 ml BPW ISO
Getrocknete Cannabisbliten, 10g 90 BPW-1SO 41,5 08-32

getrocknete Hanfbliiten®

Versiegelter Beton 1 Schwamm 2%5orpglel?,!/:’;/:/mlt8)0 41,5 18-24
. | Edelstahl 1 Tupfer 10 ml BPW ISO 41,5 18-24
5 (vorgewarmt)
2
€ | Versiegelte Keramikfliese 1 Schwamm . BPYV ISO 41,5 18-24
) (vorgewarmt)
Anreiche- Sekundires LTI ST
Anreicherungs- Anreicherungs- Anreiche- Anreiche-

Probenmatrix | ProbengroRe rungszeit | Anreicherungs-

bouillonvolumen | temperatur (+1 °C) (Stunden) | medium (ml)

rungstempera- | rungszeit
tur (1 °C) (Stunden)

R-VR10: 0,1 ml

Rohe Garnele 259 225 ml BPW ISO 37 18-24 .
in 10 ml®

41,5 4-24

(a) 10 ul angereicherte Probe in die LyselésungsgefiaRe libertragen. Siehe Schritt 4.7 im Abschnitt Lyse.
NF VALIDATION gemaR AFNOR Certification

(RUFICATION

EN ISO 16140

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

Fir weitere Informationen zum Ablauf der Validierung sieche NF VALIDATION-Zertifikat unter der oben genannten Website.
Mit NF VALIDATION zertifizierte Methode in Ubereinstimmung mit der ISO 16140-27 im Vergleich zur ISO 6579®.

Einsatzgebiet der Validierung: Alle humanen Nahrungsprodukte, Umgebungsproben aus der Fertigung
(einschlieRlich Primarproduktionsproben), Haustiernahrung und Tiernahrung, indem Validationsnachweise an einer Vielzahl
von Nahrungsmitteln durchgefiihrt werden.

Probenvorbereitung: Die Proben miissen gemaR EN ISO 6579® und EN ISO 6887!%'% vorbereitet werden.
Softwareversion: Siehe Zertifikat.
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Tabelle 4. Anreicherungsprotokolle gemaR NF VALIDATION-zertifizierter Methode 3M 01/16 - 11/16.

Anreicherungs- Anreiche- | Anreiche- | Probenana-
Protokoll ProbengroRe o rungstempe- | rungszeit | lysevolumen
bouillonvolumen | 5y (41°C) | (Stunden) | (ul)®
Protokoll 1:
e Vielzahl von verarbeiteten
Nahrungsprodukten (ausgenommen
Eipulver, verarbeitetes Obst und
Gemise und in den anderen
Protokollen angegebene Produkte) 259 225ml BPWISO 37 18-26 20
e Alle Fischprodukte und Produkte
aus rohen Meeresfriichten
e Haustiernahrung und Tiernahrung
e Primarproduktion (nicht-fakal)
Protokoll 2:
e Vielzahl von rohen und
unverarbeiteten Nahrungsmitteln
(ausgenommen roher Fisch
und rohe Meeresfriichte, und 25 g oder
in den anderen Protokollen 1 Tuch oder 2%5021'6%52?”:30 41,5 18-26 20
angegebene Produkte) 1 Tupfer 9
e Eipulver
e Alle Obst- und Gemiisesorten
e Umweltproben auf
der Nahrungsmittelfertigung
Protokoll 3:
e Pulverisierte Milchprodukte 259 225ml BPWISO 37 20-26 20
Protokoll 4: 225 ml fettfreie
e Kakaobasierte Produkte mit mehr UHT-Milch
als 20 % Kakao 259 +0,002 % 37 24-30 20
Brillantgriin
Protokoll 5: 235 ml 2 x BPW
e Gewiirze, aromatische Krauter, ISO + K2S0O3 0,5 % _
Konzentrate, Tees, Kaffees, 259 + 240 ml fettfreie 37 24-30 10
Kiichenhilfen UHT-Milch
Protokoll 6: 225 ml BPW ISO
e Rohes Fleisch 259 (vorgewarmt) 41,5 10-24 20
Protokoll 7: 1 100 mlin
e Primarproduktion (fakal) Probensocke | Tetrathionatbouillon
37 22-24 20
o5 225 ml
9 Tetrathionatbouillon
Protokoll 8:
e Sauglingsfertignahrung, Zerealien 3375 ml BPW ISO _
fiir Kleinkinder, Milchpulver ohne 3759 (vorgewarmt) 37 20-26 20
Probiotika®
Protokoll 9: 3375 ml BPW ISO
e Siuglingsfertignahrung, Zerealien (vorgewarmt) _
fur Kleinkinder, Milchpulver mit 3759 + Vancomycin 37 20-26 20
Probiotika® (10 mg/I1)

(@) Volumen der Probe, das in LyselésungsgefiaRe iibertragen wird. Siehe Schritt 4.7 im Abschnitt Lyse.

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

e Proben Giber 25 g wurden nicht getestet, auBer in Protokoll 8 und 9 der NF VALIDATION-Studie.

e 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, Verzégerung zwischen dem Ende des Schritts zur Vorwarmung der
Anreicherungsbouillon und dem Beginn des Schritts zur Inkubation der Lebensmittelprobe, darf 45 Minuten nicht
Uberschreiten. Die Verwendung eines belifteten Inkubators zur Inkubation wird empfohlen.

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

e 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 Haushaltsbleichmittellésung (v:v in Wasser) und
wischen Sie die Neogen® Molekulare Detektion — Beladehilfe ab.

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

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

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

Vorbereitung des Neogen® Molekulare Detektion - Kiihlblockeinsatzes

Stellen Sie den Neogen® Molekulare Detektion — 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-Blockheizgerat ein und stellen Sie die Temperatur fir 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 — Gerats

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 tiber die aktuellste
Softwareversion verfiigen.

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

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

HINWEIS: Das Neogen Molekulare Detektion — Gerat muss bereit sein, bevor die Neogen Molekulare Detektion —
Beladehilfe mit den ReaktionsgefaRen eingesetzt werden kann. Dieses Erwdrmungsverfahren nimmt etwa 20 Minuten in
Anspruch und wird durch eine ORANGEFARBENE Leuchte auf der Statusleiste des Geréts angezeigt. Sobald das Gerét
einsatzbereit ist, wechselt die Leuchte der Statusleiste auf GRUN.
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Entfernen Sie die Unterseite des Neogen Lysel6sungstragers mit einem Schraubendreher oder Spatel, bevor Sie ihn im
Neogen Molekulare Detektion — Heizblockeinsatz platzieren.

=2

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

Lyse

2. Mischen Sie die mit Kappen verschlossenen GefaRe liberkopf. Fahren Sie innerhalb von 4 Stunden mit dem nachsten
Schritt fort.

3. Nehmen Sie die Anreicherungsbouillon aus dem Inkubator.

4. Firjede Probe (steriles Anreicherungsmedium) und die Negativkontrolle (NC) wird jeweils ein GefaR mit
Neogen Lyselosung benétigt.

4.1 Die Neogen Lyselosung-GefaRstreifen konnen auf die gewiinschte Neogen Lyseldsung-Anzahl an GefalRen
zurechtgeschnitten werden. Wahlen Sie die Anzahl der erforderlichen Neogen Lysel6sungsgefalie oder 8er
GefaRstreifen aus. Setzen Sie die Neogen LyselosungsgefalRe in einen leeren GefaRtrager.

4.2 Um eine Kreuzkontamination zu vermeiden, &ffnen Sie jeweils nur einen Neogen Lysel6sungs-GeféaBstreifen und
verwenden Sie bei jeder einzelnen Ubertragung eine neue Pipette.

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

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

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

4.5 Entsorgen Sie die Kappen der Neogen Lysel6sungsgefaRe. Wenn noch Lysat fiir weitere Tests (ibrig bleibt,
bewahren Sie die Kappen in einem sauberen Container auf, um sie nach der Lyse wieder aufzusetzen.

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

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

4.7 Ubertragen Sie 20 pl Probe in ein Neogen-LyseldsungsgefaR, 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 Lyselosungsgefal im Streifen
gegeben wurde.

6. Sobald Sie alle Proben ibertragen haben, iibertragen Sie 20 pl der Negativkontrolle (steriles Anreicherungsmedium,
z. B. gepuffertes Peptonwasser BPW) in ein Neogen LyselésungsgefaR. 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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Stellen Sie den Tréager ohne Deckel mit Neogen LyselésungsgefaRen in den Neogen Molekulare Detektion —
Heizblockeinsatz und erwarmen Sie ihn 15 Minuten + 1 Minute lang. Dabei &ndert sich die Farbe der Neogen
Lyselésung von rosafarben (kalt) zu gelb (heiB).

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

Nehmen Sie den Trager ohne Deckel mit den Neogen Lysel6sungsgefiaRen 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.
Wenn die Lysel6sung abgekiihlt ist, nimmt sie wieder eine rosa Farbe an.

Nehmen Sie den Trager mit den Neogen Lysel6sungsgefallen aus dem Neogen Molekulare Detektion —
Kihlblockeinsatz.

00:15:00

=g

Amplifikation

1.

Fir jede Probe und ihre Negativkontrolle ist ein Neogen Molekulare Detektion 2 — Salmonellen Nachweis-
Reagenzgefal erforderlich.

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

1.2 Setzen Sie die Gefalle mit Reagenzkontrolle in einen leeren GefaBtrager.
1.3 Vermeiden Sie es, die Reagenzkiigelchen im unteren Teil der GeféaRe aufzuriihren.
Wabhlen Sie ein Gefall mit Reagenzkontrolle und stellen Sie es in den GeféaRtrager.

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

Ubertragen Sie wie unten beschrieben die einzelnen Lysate in ein ReagenzgefaR fiir den Neogen Molekulare Detektion
2 — Salmonellen Nachweis und ein Gefal8 mit Neogen Reagenzkontrolle:

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

Offnen Sie die ReagenzgefiRe 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 pl des Probenlysats aus der oberen Hilfte der Fliissigkeit (Ablagerungen vermeiden) im
Neogen Lyselésungsgefa in das entsprechende Reagenzgefal fiir den Neogen Molekulare Detektion 2 —
Salmonellen Nachweis. Pipettieren Sie schrég in die GefaRe, um ein Aufriihren der Kiigelchen zu vermeiden.
Mischen Sie anschlieBend den GefaRinhalt, indem Sie ihn 5 Mal vorsichtig auf und ab pipettieren.

5.2 Wiederholen Sie Schritt 5.1, bis Sie jedes einzelne Probenlysat einem entsprechenden ReagenzgefaR fir die
Neogen Molekulare Detektion 2 — Salmonellen Nachweis im Streifen hinzugefligt haben.

5.3 VerschlieBen Sie die ReagenzgefaRe fiir den Neogen Molekulare Detektion 2 — Salmonellen Nachweis mit den
mitgelieferten zusatzlichen Kappen und tiben 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 (ibertragen haben, wiederholen Sie die Schritte 5.1 und 5.3, um 20 pl des NC-Lysats
in ein ReagenzgefaR fiir den Neogen Molekulare Detektion 2 — Salmonellen Nachweis zu tGbertragen.

5.6 Ubertragen Sie 20 ul des NC-Lysats in ein GefaR mit Neogen Reagenzkontrolle. Pipettieren Sie schrig in die
GefaRe, um ein Aufrithren der Kiigelchen zu vermeiden. Mischen Sie anschlieBend den GefaRBinhalt, indem Sie ihn
5 Mal vorsichtig auf und ab pipettieren.
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6. Beladen Sie eine saubere und dekontaminierte Neogen Molekulare Detektion — Beladehilfe mit den mit Kappen
verschlossenen Gefallen. SchlieRen und verriegeln Sie die Klappe der Neogen Molekulare Detektion — Beladehilfe.

20 L

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

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 — Gerét und schliel3en
Sie die Klappe, um mit dem Test zu beginnen. Die Ergebnisse sind innerhalb von 60 Minuten verfigbar, obgleich
positive Ergebnisse mdglicherweise 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 GefaRe, indem Sie sie 1 Stunde lang in ausreichender Entfernung vom
Vorbereitungsbereich in einer 1-5%igen Haushaltsbleichmittellésung (v:v in Wasser) einweichen.

HINWEIS: Um das Risiko eines falsch positiven Ergebnisses infolge einer Kreuzkontamination zu minimieren, 6ffnen Sie
niemals Reagenzgefalle, die amplifizierte DNS enthalten. Dies betrifft Reagenzien fiir den Neogen Molekulare Detektion
2 — Salmonellen Nachweis sowie Geféle mit Neogen Reagenzkontrolle und Neogen Matrixkontrolle. Entsorgen Sie die
verschlossenen Reagenzgefile, indem Sie sie 1 Stunde lang in ausreichender Entfernung vom Vorbereitungsbereich in
einer 1-5%igen Haushaltsbleichmittelldsung (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 anschlieBende
Referenzverfahren(>® bestatigt werden, beginnend mit der Ubertragung aus der Erstanreicherung mit Neogen BPW ISO in
die Zweitanreicherungsbouillon, gefolgt von anschlieRendem Ausplattieren und Bestatigen von Isolaten mittels geeigneter
biochemischer und serologischer Verfahren.

HINWEIS: Selbst ein negatives Ergebnis fihrt nicht zu einem Ergebnis von null, da das System und die Amplifika-
tionsreagenzien der Neogen Molekularen Detektions 2 — Salmonellen Nachweis (ber einen ,Hintergrund“ verfliigen, der
in relativem Verhaltnis zur Lichteinheit (RLU) steht.
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Falls es in seltenen Féllen zu einer ungewéhnlichen Lichtleistung kommt, wird diese vom Algorithmus als ,,Zu tiberpriifen®
gekennzeichnet. Neogen empfiehlt, den Nachweis der so gekennzeichneten Proben zu wiederholen. Falls das Ergebnis
weiterhin als ,Zu Gberpriifen” gekennzeichnet bleibt, bestatigen Sie das Ergebnis anhand Ihres bevorzugten Testverfahrens
oder gemaR den jeweils geltenden Richtlinien.

Vertiefungstyp | Vertiefungsergebnissymbol Ergebnis Interpretation

Die Probe wird vorlaufig positiv fiir das

Positiv Zielpathogen betrachtet.

Probe

Die Probe wird negativ fiir das

Probe Zielpathogen betrachtet.

Negativ

Die Probenmatrix hat den Nachweis gehemmt. Ein
neuer Test ist erforderlich. Weitere Informationen
finden Sie im Problemlésungsabschnitt und der
Gebrauchsanweisung des Testkits.

Probe Gehemmt

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

Probe

Keine Bioluminszenz festgestellt. Ein neuer
Test ist erforderlich. Weitere Informationen
finden Sie im Problemlésungsabschnitt und der
Gebrauchsanweisung des Testkits.

Bestétigung 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 miissen durch einen der nachfolgenden Tests bestatigt werden:

Option 1: Nach ISO 6579® standardm&Rig 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 Sa/monellen-Latextest direkt auf den isolierten Kolonien durch.

Option 3: Verwenden Sie die in der Norm EN 1SO 7218® beschriebenen Nukleinsdure-Sonden, die auf den isolierten
Kolonien des ausgefiihrt werden, von XLD oder chromogenem Agar (siehe Optionen 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 missen alle Schritte fir
beide Methoden allgemein bekannt sein.

Bei abweichenden Ergebnissen (mutmaRlich positiven beim Neogen Molekulare Detektion 2 — Salmonellen Nachweis,

unbestatigten Ergebnissen eines der zuvor genannten Verfahren und insbesondere fiir die Latexpartikel-Agglutination)
muss das Labor die erforderlichen MaRnahmen 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.

Probe Fehler

O 00®
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Anhang A. Protokoll-Unterbrechungen: Lagerung und erneutes Testen von warmeb

ehandelten Lysaten
1. Um ein warmebehandeltes Lysat zu lagern, setzen Sie eine saubere Kappe auf das Lysegefall
(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 wD

Setzen Sie die gemischten Lysatgefae 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 LyselésungsgefaRen aus dem Heizblockeinsatz und lassen Sie ihn maximal
5 bis 10 Minuten lang im Neogen Molekulare Detektion — Kiihlblockeinsatz abkiihlen.

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

Literaturnachweise:
1. US Food and Drug Administration Bacteriological 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. 1SO 6579-1. Microbiology of the food chain — Horizontal method for the detection, enumeration and serotyping of
Salmonella — Part 1: Detection of Salmonella spp.

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

5. 1SO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance for
microbiological examination.

6. Neogen Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen
Molecular Detection System. Eine Kopie dieses Dokuments erhalten Sie tiber Ihren Neogen Food Safety-
Reprasentanten.

7. 1SO 18593. Microbiology of the food chain — Horizontal methods for surface sampling.

8. 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. ISO 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. 1ISO 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. 1ISO 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.

Erklarung der Symbole

info.neogen.com/symbols
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ANEUEEN"
Instrucciones del Producto

Ensayo de Detecciéon Molecular 2 para Salmonella Neogen®

Descripciéon 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 deteccidn rapida y especifica de Salmonella en muestras enriquecidas ambientales de procesos
alimentarios, alimentos y alimento para animales.

Los Ensayos de Deteccién Molecular Neogen® usan amplificacion isotérmica tipo LAMP (por sus siglas en inglés)

para amplificar rapidamente las secuencias de acido nucleico con alta especificidad y sensibilidad, combinadas con
bioluminiscencia para detectar la amplificacién. Los resultados presuntamente positivos se reportan en tiempo real,
mientras que los resultados negativos se revelan una vez terminado el ensayo. Los resultados presuntamente positivos se
deben confirmar con su método de preferencia, o segun se especifique en las regulaciones locales!22,

El Ensayo de Deteccidén Molecular 2 para Salmonella Neogen esta previsto para el uso en laboratorios por profesionales
capacitados en el empleo de técnicas de laboratorio. Neogen no documenté el uso de este producto en otras industrias
que no sean la alimentaria o la de bebidas. Por ejemplo, Neogen no documenté este producto para el anélisis de muestras
clinicas, veterinarias, cosméticas o farmacéuticas. El Ensayo de Deteccion 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
evaluacidn 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 manipulacion y la técnica de laboratorio también pueden afectar los resultados. Neogen recomienda la
evaluacién del método lo que incluye el medio de enriquecimiento usando un nimero suficiente de muestras en alimentos
representativos y con exposicion a ciertas cepas o bacterias desafiantes para garantizar que el método satisface los
criterios del usuario en su propio entorno.

Neogen ha evaluado el Ensayo de Detecciéon Molecular 2 para Salmonella Neogen con Agua Peptonada Tamponada (BTW) ISO.

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

Neogen Food Safety cuenta con certificacién de la Organizacion Internacional para la Estandarizacion (1ISO) 9001 de
disefio y fabricacion.

El kit de prueba para el Ensayo de Deteccidon Molecular 2 para Salmonella Neogen contiene 96 pruebas, que se describen
en laTabla 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 bastidory

en tubos (12 tiras de 8 tubos) lista para usar

transparentes
Tubos de reactivos para el Tubos verdes 96 Mezcla de deteccion Listas para usar
Ensayo de Deteccién Molecular (12 tiras de 8 tubos) y amplificacién
2 para Salmonella Neogen® especifica liofilizada
Tapas adicionales Tapas verdes 96 Listas para usar
(12 tiras de 8 tapas)
Control de Reactivos Neogen® Tubos 16 Mezcla de detecciény | Listas para usar
(RC) transparentes con | (2 bolsas de 8 tubos | amplificacién de control
tapa de bisagra individuales) liofilizado de ADN

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

El usuario debe leer, comprender y proceder con toda la informacion de seguridad incluida en las instrucciones para el
Sistema de Deteccién Molecular Neogen y el Ensayo de Deteccion Molecular 2 para Salmonella Neogen. Guarde las
instrucciones de seguridad para consultas futuras.

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

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

A ADVERTENCIA

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

El usuario debe capacitar a su personal en lo que respecta a las técnicas de prueba adecuadas, por ejemplo,
Buenas practicas de laboratorio, ISO/IEC 17025® o0 1ISO 7218©,

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

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

e Almacene el Ensayo de Deteccidon Molecular 2 para Salmonella Neogen como se indica en el embalaje y en las
instrucciones del producto.

e Siempre use el Ensayo de Detecciéon Molecular 2 para Sa/monella Neogen antes de su fecha de vencimiento.

e 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.

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

e 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 opciodn es transferir 10 pL de la muestra de la solucién amortiguadora
neutralizante enriquecida a los tubos de Solucién de Lisis Neogen. Productos de manejo de muestras Neogen® que
incluyen una solucion amortiguadora neutralizante con el complejo aril sulfonato: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB,
SSL10NB2G, HS10NB, HS10NB2G y HS2410NB2G.

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

e Realice las pruebas de patégenos en un laboratorio debidamente equipado, bajo la supervision de personal capacitado.
El medio de enriquecimiento incubado y el equipo o las superficies que hayan entrado en contacto con el medio de
enriquecimiento podrian contener patégenos en niveles suficientes para provocar un riesgo para la salud humana.

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

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

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

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

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

Para reducir los riesgos relacionados con la contaminacién ambiental:
e Siga las normas de la industria vigentes para la eliminacién de desechos contaminados.

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

e No exceda la temperatura recomendada al configurar el calentador.

o No exceda el tiempo de calentamiento recomendado.

e Use un termdémetro calibrado adecuado para verificar la temperatura del Bloque de Calor para el Sistema de Deteccién
Molecular Neogen® (p. ej., un termémetro de inmersion parcial o un termémetro digital termopar, no un termémetro
de inmersién total). El termdmetro debe colocarse en la ubicacién designada en el Bloque de Calor para el Sistema de
Deteccién Molecular Neogen.
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Para reducir los riesgos relacionados con contaminacién cruzada mientras se prepara el ensayo:

e Cambiese los guantes antes de hidratar los granulos reactivos.

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

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

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

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

Para reducir los riesgos relacionados con un resultado falso positivo:

e Nunca abra los tubos después de la amplificacién.

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

e Nunca ponga en autoclave los tubos de reactivos después de la amplificacién.

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 informacién del producto. Visite nuestro sitio
web en www.neogen.com o péngase en contacto con su representante o distribuidor local de Neogen para obtener
mas informacién.

Al seleccionar un método de prueba, es importante reconocer que factores externos tales como los métodos de muestreo,
los protocolos de prueba, la preparacion de la muestra, la manipulacidn, 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 microbianos y matrices apropiadas para satisfacer al usuario en cuanto a que el método de prueba
cumple con los criterios necesarios.

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

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

Para ayudar a los clientes a evaluar el método de varias matrices, Neogen ha desarrollado el kit de Control de Matriz

para Deteccion Molecular Neogen®. Cuando sea necesario, utilice el Control de Matriz (MC) para determinar si la matriz
puede afectar los resultados del Ensayo de Deteccion Molecular 2 para Salmonella Neogen. Analice varias muestras
representativas de la matriz, es decir, las muestras obtenidas de diferente origen, durante cualquier periodo de validacion
al adoptar el método de Neogen o al analizar matrices nuevas o desconocidas, o0 matrices que hayan sido sometidas a
cambios en el proceso o la materia prima.

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

secos, etc.

Limitacién de garantia/Recurso limitado ) )

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

el precio de compra del producto, a su eleccién. Estos son sus recursos exclusivos. Debera 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. Pédngase en contacto con su representante de Neogen o distribuidor autorizado de
Neogen si tuviera cualquier otra pregunta.
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Limitacion de responsabilidad de Neogen

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

Almacenamiento y desecho

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

No utilice el Ensayo de Deteccién Molecular 2 para Sa/monella 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 Deteccidon Molecular 2 para Salmonella Neogen podrian contener materiales
patégenos. Una vez terminada la prueba, proceda de acuerdo con los estdndares actuales de la industria para el desecho
de residuos contaminados. Consulte la Hoja de Datos de Seguridad para obtener mas informacién y conocer las
normativas locales para el desecho de materiales.

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

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

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

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

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

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

Enriquecimiento de la muestra
En las Tablas 2, 3 0 4 se presenta una guia para los protocolos generales de enriquecimiento de muestras de alimentos,
alimento para animales y 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 ISO) alcance un equilibrio en la temperatura ambiente del laboratorio o
a41,5 £ 1 °C segun la matriz analizada. Consulte las Tablas 2, 3 0 4.

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

3. Homogenice completamente en homogeneizador peristaltico o licuadora, o bien mezcle la preparacion manualmente
durante 2 = 0,2 minutos o hasta que los grumos se disuelvan por completo y la suspensidn de enriquecimiento se
vea homogénea('%19),

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

b. Para matrices que aumentan de tamafio en agua y son altamente viscosas (p. ej.: cereales o almidén), 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 1SO)(10-13),

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

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

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

ADVERTENCIA: Si decidiera 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 opcidn es transferir 10 yL de la
muestra de la soluciéon amortiguadora neutralizante enriquecida a los tubos de Solucién de Lisis Neogen.

El tamario del drea de muestra recomendado para verificar la presencia o ausencia del patégeno en la superficie es de
al menos 100 cm? (10 cm x 10 cm o0 4” x 4”). Cuando se toma la muestra con una esponja, cubra toda el drea en dos
direcciones (de izquierda a derecha y 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® o ISO 18593:2018,

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 segun la matriz analizada. Consulte las
Tablas 2, 3 0 4.

2. Combine el medio de enriquecimiento y la muestra de forma aséptica. Homogenice completamente en
homogeneizador peristéltico o licuadora, o bien mezcle la preparacién manualmente durante 2 + 0,2 minutos. Incube
como se indica en la tabla del protocolo que corresponda. Consulte las Tablas 2, 3 0 4.

Tabla 2. Protocolos generales de enriquecimiento.

5 Volumen de
~ Volumen Temperatura de Tiempo de pr—:
o Tamaiio de o r . e F analisis de
Matriz de muestra del caldo de enriquecimiento | enriquecimiento
la muestra A .. o la muestra
enriquecimiento (x1°C) (horas) e
Protocolo 1
Productos alimentarios procesados 995 mL de
(con excepcion de polvos de huevo 25¢g 37 18-26 20
o BPW ISO
y otros productos especificados en
otros protocolos)®
ZT%Zﬁ?LI)z irudos y no procesados 225 ml de
. ’ 259 BPW ISO 41,5 18-26 20
polvos de huevo, alimentos para (
. - © precalentada)
animales y muestras ambientales
Protocolo 3
Productos lacteos en polvo
(incluida la leche maternizada 25¢g 225 mL de 37 20-26 20
. . . BPW ISO
instantanea y la leche maternizada
a base de soya)
Protocolo 4 225 mL de leche
Productos a base de cacao (cacao descremada
en polvo, chocolates, productos de en polvo estéril
confiteria, etc.) 25¢g (100 g/L) con 37 24-30 20
0,002% de
tintura verde
brillante@e
Protocolo 5 235 mL 2X
Otros incluyen: especias, hierbas BPW ISO con
aromaticas, concentrados, tés 0,5% KoSO3 +
y cafés instantaneos, spices, 25¢g 240 mL de leche 37 24-30 10
aromatic herbs, concentrates, descremada
instant teas and coffees, cubos en polvo estéril
de caldo (100 g/L)dgon
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Protocolo 6
Nueces o mezclas de frutos secos

225 mL de leche
con nueces (este protocolo es

apropiado para otros frutos secos 25¢g e:eiﬁ\rgzasfgr" 37 18-24 20
tales como nueces pecanas, (;')00 g/L)®

almendras, pistachos, castanas de
cajl y castafas)

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

(c) Ejemplos de productos que se deben analizar con el Protocolo 2: carnes crudas, vegetales congelados, leche
fermentada, salada cruda (lechuga, Batavia).

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

(e) 0,45 mL de 1% de solucion 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 °C y 30 °C®,

(9) 5gde KaSO3 por 1000 mL BPW ISO, lo que dard como resultado una concentracién final de 0,5% KoSOs.

(h) Debera afadirse 240 mL 100 g/L de leche descremada en polvo estéril a 235 mL 2X BPW ISO esterilizado
con 0,5% KoSOs.

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

Instrucciones especificas para métodos validados
AOAC? Official Methods of Analysis™ 2016.01
AOAC?® Performance Tested™ Certificate #091501

| AOAC
RESEARCH INSTITUTE

LICENSE NUMBER 091501

En los programas OMASM y PTMSM de AOAC Research Institute, se descubrié que el Ensayo de Deteccion Molecular 2
para Salmonella Neogen era un método efectivo para la detecciéon 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 OMASM 2016.01 y AOAC PTMSM,
El volumen de muestra transferido a los tubos de Solucion de Lisis Neogen es de 20 pL.

Matriz de muestra

Tamano de
la muestra

Volumen
del caldo de
enriquecimiento

Temperatura de
enriquecimiento
(=1°0)

Tiempo de
enriquecimiento
(horas)

225 mL de
BPW ISO
(precalentada)

975 mL de
BPW ISO
(precalentada)

25¢g

Carne molida cruda 41,5 10-24

325¢g

225 mL de
BPW ISO
(precalentada)

25¢g 41,5 10-24

Carne de ave molida cruda
975 mL de

BPW ISO
(precalentada)

325¢g 41,5 14-24

2925 mL de

BPW ISO 37 18-24

Carne de ave cocida congelada 325¢g
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o5 225 mL de
, 9 BPW ISO
Alimento para perros seco 1500 mLd 37 18-24
mL de
3759 BPW ISO
Pimienta negra, camarén
entero crudo, espinaca cruda 225 mL de )
empaquetada, queso americano 259 BPW ISO 37 18-24
procesado pasteurizado
Enjuague de carcasa de ave 30 mL 30(,22:3?;':%;)80 41,5 18-24
Esponja de carcasa de ave 1 esponja 50(;;2;:1;(33;:;/!;)80 41,5 18-24
Leche descremada en 225 mL de
polvo instantanea 259 BPW ISO 37 .
Cacao en polvo 25¢g 2§|35V(/nllége 37 24-28
Huevo entero liquido pasteurizado 100 mL gé)F(’)V\TII_Sge 37 18-24
Agua de irrigacion de brotes 375 mL e 37 18-24
225 mL de
, 259 BPW ISO
Mantequilla de mani cremosa 3375 mL d 37 18-24
mL de
3759 BPW SO
Flor de .cannab(lj seca, planta de 10g 90 BPW-1SO 415 08-32
cannabis seca
225 mL de
Hormigén sellado 1 esponja BPW ISO 41,5 18-24
(precalentada)
2 | Acero inoxidable 1 hisopo 10(’“'- de BPWISO 41,5 18-24
& precalentada)
e}
€ | Mosaico de ceramica sellado 1 esponja 50 mL de BPW ISO 41,5 18-24
< (precalentada)
Temperatura | Tiempo de
Matriz Tamaiio Volumen Temperatura de Tiempo de Medio de de enrique- enrique-
de muestra dela del caldo de enriquecimiento | enriquecimiento | enriquecimiento cimiento cimiento
muestra | enriquecimiento (x1°C) (horas) secundario (mL) | secundaria secundario
(x1°C) (horas)
Camaron
225 mL de R-VR10: 0.1 mL
cr;adbcze:;)n 25¢ BPW ISO 37 18-24 en 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.
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ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en

Para mas informacion acerca del final de la validez, consulte el certificado de NF VALIDATION disponible en el sitio web

mencionado anteriormente.

Método certificado de NF VALIDATION en cumplimiento de la norma ISO 16140-2" comparada con la norma ISO 6579,

Alcance de la validacién: 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 validacion de alimentos de alto alcance.

Preparacién de la muestra: las muestras se deben preparar segtin las normas EN 1ISO 6579® y EN ISO 6887019,

Version de Software: consulte el certificado.
Tabla 4. Protocolos de enriquecimiento segun el Certificado NF VALIDATION 3M 01/16 -11/16.

T ~ . Volumen de
amano Volumen Temperatura de Tiempo de anlisis de
Protocolo dela del caldo de enriquecimiento | enriquecimiento la muestra
muestra | enriquecimiento (+1°C) (horas) (L@
Protocolo 1:
e Amplio rango de alimentos
procesados (no se incluyen el
huevo en polvo, las frutas y las
verduras procesadas y productos
especificados en otros protocolos) 25¢g 225 mII_Sc(i)e BPW 37 18-26 20
e Todos los pescados y
mariscos crudos
e Comida para mascota y alimento
para animales
e Produccién primaria (no fecal)
Protocolo 2:
e Amplio rango de alimentos no
procesados (no se incluyen el
pescado crudo y los mariscos 2590 295 mL de
crudos, y los productos 1toallitao|  BPWISO 41,5 18-26 20
especificados en otros protocolos) 1hi lentad
e Huevo en polvo isopo precalentado
e Todas las frutas y vegetales
e Muestras ambientales de la
produccién de alimentos
Protocolo 3: 225 mL de BPW
e Productos lacteos en polvo 259 ISO 37 20-26 20
Protocolo 4: 225 mL de leche
e Productos a base de cacao que descremada
contengan mas del 20% de cacao 259 UHT + 0,002 % 37 24-30 20
verde brillante
Protocolo 5: 235 mL 2 x BPW
e Especias, hierbas aromaticas, ISO + K2SO3
concentrados, tés, cafés, 0,5% + 240
preparaciones culinarias 259 mL de leche 37 24-30 10
descremada
UHT
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Protocolo 6: 225 mL de
e Carne cruda 25¢g BPW ISO 41,5 10-24 20
precalentado
Protocolo 7: 1
e Produccién primaria (fecal) hisopado 100 mL en caldo
de Tetrationato
de botas 37 22-24 20
o5 225 mL de caldo
9 de Tetrationato
frolf‘e)gﬁclaon?;ternizada cereales para 3375 mLde
. ) 3759 BPW ISO 37 20-26 20
bebés, productos lacteos en polvo
. ) precalentado
sin probidticos
Protocolo 9: 3375 mLde
e Leche maternizada, cereales para BPW ISO
bebés, productos lacteos en polvo 375¢g precalentado 37 20-26 20
con probidticos® + vancomicina
(10 mg/L)

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

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

NOTAS:

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

e Estos protocolos de enriquecimiento breve 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 incubacion. 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 ventilada durante la incubacion.

e Parala transferencia de los caldos de enriquecimiento de Tetrationato (TT) a los tubos de Solucién Lysis Neogen,
no utilice un agitador eléctrico ni utilice una pipeta desde el fondo del tubo de enriquecimiento para evitar
transferir algun precipitado. La transferencia de algiin precipitado puede resultar en la obtencién de resultados
invalidos.

e 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 a 2 °Cy 8 °C por hasta
72 horas. Después de extraer el caldo de enriquecimiento del almacenamiento, retome la prueba desde el Paso 1 en
la seccion Lisis. Después de extraer el lisado de muestra del almacenamiento, retome la prueba desde el Paso 8 en la
secciodn Lisis.

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

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

Preparacién del Bloque de Frio para el Sistema de Detecciéon Molecular Neogen®

Coloque el Bloque de Frio para el Sistema de Deteccién Molecular Neogen® directamente sobre la mesa del laboratorio.

Use el bloque a temperatura ambiente del laboratorio (entre 20 °C y 25 °C).

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

Coloque el Bloque de Calor para el Sistema de Detecciéon Molecular Neogen® en una unidad o plancha de calentamiento
seca. Encienda la unidad de calentamiento de bloques seca y ajuste la temperatura para permitir que el Bloque de Calor
para el Sistema de Deteccién Molecular Neogen alcance y mantenga una temperatura de 100 °C £ 1 °C.

NOTA: Segun la unidad de calentamiento, espere aproximadamente 30 minutos para que el Bloque de Calor para el
Sistema de Deteccion Molecular Neogen alcance la temperatura deseada. Con un termémetro calibrado apropiado

(p. €j., un termdémetro de inmersién parcial o un termémetro digital termopar, no un termémetro de inmersion total)
colocado en la ubicacién designada, verifique que el Bloque de Calor para el Sistema de Deteccion Molecular Neogen se
encuentre a 100 °C = 1 °C.
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Preparacién del Equipo de Deteccién Molecular Neogen®

1.

2.
3.

Inicie el software de Deteccion Molecular Neogen® e inicie sesién. Contacte a su representante de Neogen Food
Safety para verificar que tiene la Gltima version del software.

Encienda el Equipo de Deteccién Molecular Neogen.

Cree o edite una corrida con datos para cada muestra. Para obtener detalles, consulte el Manual del Usuario del
Sistema de Deteccidén 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 Deteccion Molecular Neogen con los tubos de reaccion. Este paso de calentamiento lleva
unos 20 minutos y aparece indicado por una luz NARANJA en la barra de estado del equipo. Una vez que el equipo esté
listo para iniciar una corrida, la barra de estado se cambiara a color VERDE.

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

N O

Permita que los tubos de Solucién de Lisis Neogen se calienten colocando la gradilla a temperatura ambiente

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

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

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

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

4.3 Transfiera la muestra enriquecida a los tubos de Solucién de Lisis Neogen como se describe a 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 Encapuchado/Desencapuchado del Sistema de Deteccién Molecular — Lisis Neogen®
para destapar una tira de tubos de Solucién de Lisis Neogen, una tira por vez.

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

4.5.1 Paraver como procesar el lisato conservado, consulte el Apéndice A.

4.6 Cuando trabaje con muestras viscosas, agite la bolsa de enriquecimiento antes de recolectar la muestra del
lado filtrado.
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4.7 Transfiera los 20 yL de muestra a un tubo de Solucién 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 amortiguadora).
ﬁoﬂh<
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10.

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

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

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

Coloque la gradilla descubierta de tubos de Solucion de Lisis Neogen en el Bloque de Calor para el Sistema de
Deteccion Molecular Neogen y caliente durante 15 + 1 minutos. Durante el calentamiento, la Solucién de Lisis Neogen
cambiara de rosado (frio) a amarillo (caliente).

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

Retire la gradilla descubierta de tubos de Solucién de Lisis Neogen del bloque de calentamiento y deje que se enfrie
en la Insercion del Bloque de Frio para el Sistema de Deteccién Molecular Neogen al menos durante 5 minutos y
por un maximo de 10 minutos. Cuando se usa el Bloque de Frio para el Sistema de Deteccidén Molecular Neogen a
temperatura ambiente, debe colocarse directamente sobre la mesa del laboratorio. Cuando esté fria, la solucién de
lisis volvera a tomar un color rosado.

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

# 20-25°C
D ﬂ 000500

Amplificacion

1.

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

1.1 Las tiras de tubos pueden cortarse para obtener la cantidad de tubos deseada. Seleccione la cantidad de Tubos de
Reactivos del Ensayo de Deteccidn Molecular 2 para Salmonella Neogen o tiras de 8 tubos segun sea necesario.

1.2 Coloque los tubos de reactivo 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 por vez y use una nueva punta de pipeta
para cada paso de transferencia.

Transfiera cada uno de los lisados a un Tubo de Reactivo del Ensayo de Deteccion Molecular 2 para Salmonella
Neogen y a un Tubo de Control de Reactivos Neogen como se describe a continuacion:

Transfiera el lisado de cada muestra a los tubos de reactivo primero y luego al NC. Hidrate el Tubo de Control de
Reactivos Neogen al final.
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Use la Herramienta para Encapuchado/Desencapuchado del Sistema de Detecciéon Molecular — Reactivo 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 ¥ superior del liquido (evite el precipitado) en el tubo de Solucién
de Lisis Neogen que corresponde al Tubo de Reactivo del Ensayo de Deteccién Molecular 2 para Salmonella
Neogen. Aplique en un angulo que permita evitar que se muevan los granulos. Mezcle pipeteando suavemente
hacia arriba y hacia abajo 5 veces.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Una vez terminado el ensayo, retire la Bandeja de Carga Rapida para el Sistema de Deteccién Molecular Neogen
del Equipo de Deteccién Molecular Neogen y deseche los tubos sumergiéndolos en una solucién de cloro de uso
doméstico del 1% al 5% (v:v en agua) durante 1 hora y lejos del 4rea en que se prepara el ensayo.

ATENCION: Para minimizar el riesgo de falsos positivos a causa de contaminacién cruzada, nunca abra tubos de
reactivo que contengan ADN amplificado. Esto incluye un Tubo de Reactivo del Ensayo de Deteccion Molecular 2 para
Salmonella Neogen, el Control de Reactivos Neogen y los Tubos de Control de Matriz Neogen. Siempre deseche los
tubos de reactivo sellados sumergiéndolos en una solucién de lejia de uso doméstico al 1% a 5% (v:v en agua) durante 1
hora y lejos del area en que se prepara el andlisis.
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Resultados e interpretacion

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

El software analiza automaticamente los resultados y los expresa en color segun el resultado. Los resultados Positivo o
Negativo se determinan mediante el andlisis de una cantidad de parametros caracteristicos de la curva. Los resultados
presuntivos positivos se informan en tiempo real, mientras que los resultados Negativo e Inspeccionar se muestran una vez
terminado el andlisis.

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 Neogen BPW ISO al secundario, seguido del subsiguiente sembrado
en placay la confirmacidn de aislados, utilizando métodos bioquimicos y serolégicos apropiados.

NOTA: Incluso una muestra negativa no arrojara una lectura de cero, ya que los reactivos de amplificacidén 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 interrupcion inusual del suministro eléctrico, el algoritmo lo sefialara como “Inspeccionar”.
Neogen recomienda al usuario repetir el ensayo para aquellas muestras etiquetadas como Inspeccionar. Si el resultado
sigue siendo Inspeccionar, continle con la prueba de confirmacion usando su método preferido o segun se especifique en
las reglamentaciones locales.

Tipo de | Simbolo del resultado

Pocillo del pocillo Resultado Interpretacién

Se presume que la muestra dio positivo para el

Positivo patégeno estudiado.

Muestra

Se presume que la muestra dio negativo para el

Muestra patégeno estudiado.

Negativo

La matriz de muestra fue inhibitoria al ensay. Puede que
se requiera un nuevo estudio. Consulte la seccion de
solucidén de problemas y las Instrucciones del Producto
del kit de ensayos para obtener mas informacion.

Muestra Inhibido

Es indeterminada la presencia o ausencia del patégeno
estudiado. Puede que se requiera un nuevo estudio.
Inspeccionar Consulte la seccién de solucion de problemas y las
Instrucciones del Producto del kit de ensayos para
obtener mas informacién.

Muestra

No se detectd bioluminiscencia. Puede que se requiera
un nuevo estudio. Consulte la seccidon de solucion de
problemas y las Instrucciones del Producto del kit de
ensayos para obtener mas informacion.

Muestra Error

O 000
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Confirmacion de los resultados segtin el Método Certificado de NF VALIDATION

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

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

Opcidén 2: mediante la implementacion de un método de confirmacién compuesto por lo siguiente: Transfiera 0,1 mL
del enriquecimiento 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 rayado en agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD)®
0 en un agar cromogénico especifico para Salmonella. Realice una aglutinacién de latex con usando la prueba de latex
Oxoid Salmonella directamente en las colonias aisladas.

Opcién 3: mediante el uso de sondas de &cido nucleico tal como se describen en la norma EN ISO 7218, realizado sobre
colonias aisladas de XLD o agar cromogénico (consulte las Opciones 1 o 2). Esta prueba no debe realizarse mediante el uso
de Ensayo de Deteccidon Molecular 2 para Salmonella Neogen.

Opcidén 4: mediante el uso de cualquier otro método certificado NF VALIDATION, cuyo principio debe ser diferente al
Ensayo de Deteccidén 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 confirmacidén deben ser comunes para ambos
métodos.

En caso de resultados discordantes (presuntamente positivos con el Ensayo de Deteccién 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 con calor
1. Para almacenar un lisado tratado con calor, vuelva a tapar el tubo de lisis con una tapa limpia (consulte Lisis,
seccién 4.5).

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

o prwDd

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

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

7. Siga el protocolo en la seccion Amplificacién que se detalla arriba.
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1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 5: Sa/monella., 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. 1SO 6579-1. Microbiology of the food chain — Horizontal method for the detection, enumeration and serotyping
of Salmonella — Part 1: Detection of Salmonella spp.

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

5. 1SO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance for microbiological
examination.

6. Neogen Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen
Molecular Detection System. Péngase en contacto con su representante de Neogen Food Safety para obtener una
copa de este documento.

7. 1SO 18593. Microbiology of the food chain — Horizontal methods for surface sampling.

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

9. ISO 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. 1ISO 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. ISO 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. 1SO 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.

Explicacién de los simbolos
info.neogen.com/symbols
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SNEDGEN

Instrucdes do produto
Neogen® Ensaio para Detecgao Molecular de Salmonella 2

Descrigcao e uso recomendado do produto

O Neogen® Ensaio para Detecgdo Molecular de Sa/monella 2 é usado com o Neogen® Sistema de Detecgdo Molecular
para a detecgéo rapida e especifica de Salmonella em alimentos enriquecidos e amostras ambientais de processos de
racGes e alimentos.

Os Neogen® Ensaios para Detecgédo Molecular utilizam amplificagéo isotérmica mediada por al¢a para amplificar
rapidamente sequéncias de acidos nucleicos com alta especificidade e sensibilidade, combinadas com bioluminescéncia
para detectar a amplificagéo. Os resultados positivos presuntivos sédo relatados em tempo real, enquanto os resultados
negativos sdo exibidos apds a conclusdo do ensaio. Os aparentes resultados positivos devem ser confirmados por meio do
seu método preferido ou conforme especificado pelos regulamentos locais!22,

O Neogen Ensaio para Detecgédo 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 néo 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 Detec¢do Molecular de Salmonella 2 néo 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 formulagao e a qualidade do meio de enriquecimento podem
influenciar os resultados. Fatores como métodos de amostragem, protocolos de teste, preparagdo de amostras, manuseio
e técnica de laboratério também podem influenciar os resultados. A Neogen recomenda a avaliagdo do método, incluindo
o meio de enriquecimento no ambiente do usuario, usando um nimero suficiente de amostras com alimentos especificos e
desafios microbianos para garantir que o método atenda aos critérios do usuario.

A Neogen avaliou o Neogen Ensaio para Detecgido Molecular de Salmonella 2 com Agua Peptonada Tamponada (BPW) ISO.

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 Detecg¢do Molecular.

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

Item Identificacéo Quantidade Conteudo Comentarios
Neogen® Solucéo de Lise Solugao rosa em 96 580 uL de LS Armazenada na rack
(LS) tubos transparentes | (12 tiras de 8 tubos) por tubo e pronta para uso
Tubos reagentes para Tubos verdes 96 Mistura de detecgéo Pronto para uso
Neogen® Ensaio para (12 tiras de 8 tubos) e amplificacéo
Detecgéo Molecular de especifica liofilizada
Salmonella 2
Tampas adicionais Tampas verdes 96 Pronto para uso
(12 tiras de 8 tampas)
Neogen® Controle de Tubos 16 Mistura liofilizada Pronto para uso
Reagentes (RC) transparentes com (2 sacos de de DNA de controle,
tampa articulada 8 tubos individuais) para amplificagdo
e detecgéo

O Controle Negativo (NC), ndo fornecido no kit, ¢ um meio de enriquecimento estéril, por exemplo, BPW I1SO. Nao use
agua como um NC.
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Segurancga

O usuério deve ler, compreender e seguir todas as informagdes de seguranga presentes nas instru¢gées do Neogen Sistema
de Deteccdo Molecular e do Neogen Ensaio para Deteccdo Molecular de Salmonella 2. Guarde as instrugdes sobre
seguranga para consulta posterior.

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

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

A ADVERTENCIA

Nao use o Neogen Ensaio para Detecg¢édo Molecular de Sa/lmonella 2 no diagnéstico de problemas de saiide em
humanos ou animais.

O usuario deve treinar sua equipe com técnicas de testes atuais apropriadas: por exemplo, Boas Praticas de
Laboratério, ISO/IEC 17025“ ou ISO 7218©),

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

e Siga o protocolo e realize os testes exatamente conforme especificado nas instrugdes do produto.

e Armazene o Neogen Ensaio para Detecc¢édo Molecular de Salmonella 2 conforme indicado na embalagem e nas
instrugdes do produto.

e Sempre use o Neogen Ensaio para Detecgédo Molecular de Salmonella 2 antes do vencimento.

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

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

e Para uma amostra ambiental que contém um tamp3ao neutralizador com complexo de sulfonato de arila, faga uma
diluicido de 1:2 antes de testar (1 parte da amostra em 1 parte do caldo de enriquecimento estéril). Outra opgéo é
transferir 10 pL do enriquecimento do tampao neutralizante para os tubos de Neogen Solugéo de Lise. Produtos
Neogen® Manipulagcdo de Amostras que incluem tampé&o neutralizador com complexo de sulfonato de arila:
RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB, HS10NB2G e HS2410NB2G.

Para reduzir os riscos de exposi¢do a produtos quimicos e agentes biolégicos nocivos:

e Execute testes de agentes patogénicos em um laboratério adequadamente equipado, sob o controle de pessoal
bem treinado. O meio de enriquecimento incubado e equipamentos ou superficies que tenham entrado em contato
com o meio de enriquecimento incubado podem conter patégenos em niveis suficientes para apresentar riscos a
saude humana.

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

e Evite o contato com o contetido do meio de enriquecimento e dos tubos de reagentes apds a amplificacéo.

Descarte amostras enriquecidas de acordo com as normas vigentes do setor.

e Amostras que néo 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.

Para reduzir os riscos de contaminagéo cruzada ao preparar o ensaio:
e Sempre use luvas (para proteger o usuério e evitar a introducédo de nucleases).

Para reduzir os riscos associados a contaminagédo ambiental:
e Siga as normas vigentes do setor referentes ao descarte de residuos contaminados.

Para reduzir os riscos associados a exposic¢ao a liquidos quentes:

e Na3o exceda a temperatura recomendada ao ajustar o aquecedor.

e Nao exceda o tempo de aquecimento recomendado.

e Utilize um termémetro calibrado adequado para verificar a temperatura de insergdo do Neogen® Bloco de Aquecimento
para Deteccédo Molecular (por exemplo, um termdémetro de imersdo parcial ou termémetro termopar digital, e ndo um
termdmetro de imerséo total). O termémetro deve ser colocado no local indicado do Neogen Bloco de Aquecimento
para Detecgédo Molecular.
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Para reduzir os riscos de contaminagéo cruzada ao preparar o ensaio:

e Troque de luvas antes da hidratagéo do pellet dos reagentes.

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

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

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

e Utilize uma estagéo de trabalho de biologia molecular contendo Iampada germicida sempre que possivel.
Periodicamente, descontamine as bancadas e os equipamentos do laboratério (pipetas, ferramentas de tampar/
destampar etc.) com uma solugéo de 1-5% (viv em dgua) de dgua sanitaria ou solugdo de remocéo de DNA.

Para reduzir os riscos de um resultado falso-positivo:

e Nunca abra os tubos apds a amplificagao.

e Sempre descarte os tubos contaminados mergulhando-os em uma solucéo de dgua sanitéaria de 1-5% (v:v em agua)
por 1 hora, longe da area de preparacéo de ensaio.

e Nunca submeta os tubos de reagentes a autoclave apds a amplificacéo.

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

Em caso de duvidas sobre aplicagdes ou procedimentos especificos, acesse nosso site www.neogen.com ou entre em
contato com o seu representante ou distribuidor local Neogen.

Responsabilidade do usuario
Os usudrios sdo responsaveis por se familiarizar com as informacgdes e instrugdes do produto. Visite nosso site
www.neogen.com ou entre em contato com o representante ou distribuidor Neogen local para obter mais informacgdes.

Ao selecionar um método de teste, é importante considerar que fatores externos, como métodos de amostragem,
protocolos de teste, preparo de amostras, manipulagéo, 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 nimero suficiente de
amostras com as matrizes e testes microbioldgicos que permitam assegurar que o método escolhido atenda aos critérios
por ele estabelecidos.

Também é de responsabilidade do usuario determinar se o método de teste e os resultados atendem as exigéncias de seus
clientes e fornecedores.

Como em qualquer outro método de teste, os resultados obtidos com qualquer produto da Neogen Food Safety ndo
constituem garantia de qualidade das matrizes ou processos com eles testados.

Para ajudar os clientes a avaliar o método para diversas matrizes de alimentos, a Neogen desenvolveu o kit Neogen®
Controle de Matriz para Deteccdo Molecular. Quando necessério, utilize o Controle de Matriz (MC) para determinar se a
matriz pode influenciar os resultados do Neogen Ensaio para Detecc¢do Molecular de Salmonella 2. Teste diversas amostras
representativas da matriz, isto é, amostras obtidas a partir de diferentes origens, durante qualquer periodo de validagao
quando adotar o método da Neogen, ou quando testar matrizes novas ou desconhecidas ou matrizes que tiverem passado
por mudancas de processo ou matéria-prima.

Uma matriz pode ser definida como um tipo de produto com propriedades intrinsecas, tais como composigéo e processo.
As diferengas entre matrizes podem ser tdo simples quanto os efeitos causados pelas diferengas em seu processamento ou
apresentacéo; por exemplo, cru vs. pasteurizado, fresco vs. desidratado, etc.

Limitagcdo de garantias/recurso limitado 3

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 COMERCIALIZAGCAO OU ADEQUACAO PARA UM DETERMINADO USO. Se ficar
provado que qualquer produto da Neogen Food Safety se encontra defeituoso, a Neogen ou seu distribuidor autorizado
procedera a respectiva substituicdo ou, se assim o decidir, restituira o dinheiro da compra do produto. Estes 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 davidas adicionais.

Limitagdes de responsabilidade da Neogen

A NEOGEN NAO SE RESPONSABILIZARA POR QUAISQUER DANOS, SEJAM DIRETOS, INDIRETOS, ESPECIAIS,
ACIDENTAIS OU SUBSEQUENTES, INCLUINDO, ENTRE OUTRQOS, 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.
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Armazenamento e descarte

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

Nao utilize o Neogen Ensaio para Detecg¢éo Molecular de Salmonella 2 apés o vencimento. A data de validade e o nimero
do lote estdo anotados no rétulo externo da caixa. Apds o uso, o0 meio de enriquecimento e os tubos do Neogen Ensaio
para Detecg¢édo Molecular de Salmonella 2 podem conter materiais patogénicos. Quando o teste for concluido, siga os
regulamentos-padréo da indUstria vigentes para descarte de residuos contaminados. Consulte a Ficha de Dados de
Seguranga para obter informagdes adicionais e informagdes sobre os regulamentos locais para descarte.

Instrugdes de uso
Siga todas as instru¢cdes com atencdo. Caso contrario, pode haver resultados imprecisos.

Periodicamente, descontamine as bancadas e os equipamentos do laboratério (pipetas, ferramentas de tampar/destampar
etc.) com uma solugdo de 1-5% (v:v em dgua) de dgua sanitéria ou solugédo de remogéo de DNA.

O usuério deve concluir o treinamento de qualificagdo do operador (OQ) do Sistema de Detec¢do Molecular Neogen,
conforme descrito no documento “Protocolos e Instrucdes de Qualificacéo de Instalagdo (1Q)/Qualificacdo Operacional
(OQ) para o Neogen Sistema de Deteccdo Molecular”®©,

Consulte a secéo “Instrugdes 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"V.

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 oferecem diretrizes sobre protocolos gerais de enriquecimento para alimentos, racdo e
amostras ambientais.

E responsabilidade do usuario validar os protocolos de amostragem alternativos ou dilui¢des alternativas para garantir que

este método de teste atenda aos critérios do usuério.

Alimentos

1. Deixe que o meio de enriquecimento BPW ISO equilibre a temperatura ambiente do laboratério ou41,5+ 1 °C
dependendo das matrizes testadas. Consulte as Tabelas 2, 3 ou 4.

2. Combine, de forma asséptica, o meio de enriquecimento e a amostra.

3. Homogenize totalmente por mistura, esmagamento ou mistura manual por 2 + 0,2 minutos ou até que todos os grumos
estejam completamente dissolvidos e a suspensdo de enriquecimento esteja homogénea‘%-19,

a. Para carnes 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 diluicdes (> 1:10) até viscosidade diminuir consideravelmente ou adicionar 1% alfa-amilase estéril (w/v)
a BPW (ISO)(0-13),

c. Para amostras grandes de leite em poé e cereais, adicione aos poucos a amostra ao liquido enquanto os mistura
para ndo empelotar.

4. Realize a incubacéo 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 solugdo neutralizante para desativar
os efeitos dos desinfetantes. A Neogen recomenda o uso de uma esponja de celulose livre de biocidas. A solugdo
neutralizante pode ser caldo neutralizante Dey-Engley (D/E) ou Caldo Letheen. Recomenda-se desinfetar a drea apés a
amostragem.

ADVERTENCIA: caso escolha utilizar tamp#o neutralizador que contém complexos de sulfonato de arila como a solugéo
hidratante para a esponja, sera necessério que vocé execute uma diluigdo de 1:2 (1 parte da amostra em 1 parte do caldo
de enriguecimento estéril) da amostra ambiental enriquecida antes de testar, para reduzir os riscos de um resultado
falso-negativo que levaria a liberagédo de produtos contaminados. Outra opgao é transferir 10 pL do enriquecimento do
tampao neutralizante para os tubos de Neogen Solugéo de Lise.

O tamanho recomendado da area de amostragem para confirmar a presenga ou auséncia do patégeno na superficie

¢é de, no minimo, 100 cm? (10 cm x 10 cm ou 4” x 4”). Caso a amostragem seja realizada com uma esponja, toda a

area deve ser coberta em duas diregcées (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 18593:2018 da FDA.
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E responsabilidade do usuario validar os protocolos de amostragem alternativos ou dilui¢des 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, de forma asséptica, o meio de enriquecimento e a amostra. Homogenize totalmente por mistura,
esmagamento ou mistura manual por 2 * 0,2 minutos. Realize a incubacgdo conforme a descrigédo na tabela do
protocolo padrao. Consulte as Tabelas 2, 3 ou 4.

Tabela 2. Protocolos gerais de enriquecimento.

incluindo peca, améndoa, pistache,
castanha-de-caju, castanha-
portuguesa, macadamia, castanha-
do-pard, soja e amendoim)

em pé desnatado
estéril®

Tamanho Volume do Temperatura de Tempo de Volume da
Matriz de Amostra da Caldo de Enriquecimento | Enriquecimento | Analise de
Amostra | Enriquecimento (x1°C) (horas) Amostra (uL)®
Protocolo 1
Produtos alimenticios processados 295 mL
(com excecdo de ovos em pd 25¢g d 37 18-26 20
iy e BPW ISO
e produtos especificados nos
outros protocolos)®
szﬁ?éz ?rus e nédo 225 mL
. ~ 259 de BPW ISO 41,5 18-26 20
processados, ovos em po, ragio e (preaquecido)
amostras ambientais® preaq
Protocolo 3 295 mL
Laticinios em pé (incluindo férmula 259 d 37 20-26 20
. I N . . e BPW ISO
infantil e férmula infantil & base de soja)
Protocolo 4 225 mL de
Produtos a base de cacau 100 g/L de
(chocolate em pd, produtos para leite em po
confeitaria, etc.) 25¢g desnatado estéril 37 24-30 20
com 0,002% de
corante verde
brilhante®s?
Protocolo 5 235 mL 2X BPW
Outros incluem: especiarias, ervas ISO com 0,5%
aromaticas, concentrados, chas KoSO3 + 240 mL
e cafés instantaneos, temperos 25¢g de 100 g/L 37 24-30 10
prontos em tabletes de leite em
pé desnatado
estérildeh
Protocolo 6
Nozes ou misturas de frutos secos
contendo nozes (esse protocolo é 225 mL de
apropriado para outros frutos secos, 254 100 g/L de leite 37 18-24 20

(a) Volume de amostra transferido para tubos de Solucéo de Lise. Consulte a etapa 4.7 da secéo Lise.

(b) Exemplos de produtos para serem testados com o Protocolo 1: refeicbes 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 p6 desnatado.

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

(f) Para preparar leite em p6 desnatado estéril, realize uma suspenséo de 100 g de leite em p6 desnatado estérilem 1 L de
4gua destilada ou purificada. Gire até dissolver. Coloque em autoclave por 15 minutos a 121 °C. Armazene a 2-30 °C®),

(9) 5 g de K2SO3 por 1.000 mL de BPW ISO, resultando em uma concentracao final de 0,5% K2SO3.
(h) 240 mL de 100 g/L de leite em pd desnatado estéril deve ser acrescentado em 235 mL 2X de BPW ISO estéril com

0,5% K2S0Os.
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Caso seja utilizada uma etapa de enriquecimento secundaria opcional, por exemplo, Rappaport Vassiliadis Medium, é
necessério realizar uma diluicédo de 1:2 (1 parte de amostra de enriquecimento em 1 parte de caldo de enriquecimento
estéril) ou simplesmente transfira 10 pL do segundo enriquecimento para os tubos de Neogen Solucéo de Lise. Caso seja
utilizado Caldo Tetrationato (TT), transfira 20 uL do enriquecimento secundério para os tubos de Neogen Solugéo de Lise
e ndo efetue agitagdo em vértice de enriquecimento TT ou aplicagdo em pipeta do fundo do tubo de enriquecimento para
evitar a transferéncia de qualquer precipitado.

Instrugées 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 OMASM e PTMSM do Instituto de Pesquisa AOAC, o Neogen Ensaio para Detecgdo Molecular de
Salmonella 2 foi constatado como um método eficiente para a detecgdo de Salmonella. As matrizes testadas no estudo
sdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. Protocolos de enriquecimento de acordo com o Certificado N. 091501 OMASM 2016.01 e PTM®™ do AOAC.
O volume de amostra transferido para tubos de Neogen Solugéo de Lise é de 20 pL.

Temperatura de Tempo de
Matriz de Amostra d:a::::::, a VOIIE::-?eudet::iCma ;::ode Enriquecimento Enriquecimento
a (x1°C) (horas)
225 mL de BPW ISO
25¢ .
] (preaquecido)
Carne moida crua 975 mL de BPW ISO 41,5 10-24
3259 mt-de Br
(preaquecido)
25 225 mL de BEW ISO 415 10-24
] (preaquecido)
Carne de frango moida crua 975 mL de BPW ISO
325g mtde Bt 41,5 14-24
(preaquecido)
Carne de frango 2925 mL
empanada cozida 3259 de BPW ISO 37 18-24
25¢g 225 mL de BPW ISO
Ragédo seca para caes 375 1500 mL 37 18-24
9 de BPW 1SO
Pimenta-do-reino, camaréo
inteiro cru, espinafre ensacado o5 995 mL de BPW 1SO 37 18-24
cru, queijo americano 9
processado pasteurizado
Lavagem de carcaga de frango 30 mL 30(?:;::[18;\(:0')80 41,5 18-24
Escovacao de carcaca de frango 1 esponia 50 mL de BPW ISO 415 18-24
com esponja pon) (preaquecido) ’
Leite em pé desnatado 254 225 mL de BPW ISO 37 20-24
instantédneo
Cacau em pdé 25¢g 225 mL de BPW ISO 37 24-28
Ovo integral liquido 100 mL 900 mL de BPW 1SO 37 18-24
pasteurizado
Agua usada na irrigagdo 3375 mL _
de brotos 375mL de BPW ISO 37 18-24
o q tei 25¢g 225 mL de BPW ISO
reme de manteiga _
de amendoim 375¢ dsg;\s/vn?léo 37 18-24
Flor de cannabis seca, flor de
canhamo seca® 10g 90 BPW-ISO 41.5 28-32
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Concreto selado 1 esponja 225 ml de BP.W ISO 41,5 18-24
(preaquecido)
£ | Aco inoxidével 1 swab 10 mL de BPWISO 41,5 18-24
@ (preaquecido)
2
E Azulejo de ceramica selado 1 esponja S0 mL de BPW ISO 41,5 18-24
(preaquecido)
Matriz | Tamanho Volume do Temperatura de Tempo de .Melo.de Ten‘1pera?ura e Temp? cl
de da Caldo de Enriquecimento | Enriquecimento Enrlquecutu.ento Enrlqueclnl'ne‘nto Enrlquecm"le-nto
Amostra | Amostra | Enriquecimento (x1°C) (horas) ST Secunodarlo AR
(mL) (x1°C) (horas)
Camaréo R-V R10:
cruycom | 25¢g de2I32P5V\r/nILSO 37 18-24 0,1 mL em 41,5 4-24
cabeca 10 mL®

(RUFICATION

EN ISO 16140

3M

01/16-11/16

ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en
Para obter mais informacdes sobre o término da validade, consulte o certificado NF VALIDATION disponivel no
site supracitado.
Método Certificado NF VALIDATION em conformidade com a ISO 16140-2" em comparacdo com a ISO 6579,

Escopo da validagéo: Todos os produtos alimenticios para consumo humano, amostras ambientais de produgéo
(incluindo amostras de producéo primarias), ragdo para animais de estimacgéo e alimentacéo animal, por meio de testes de
comprovagdo em uma grande variedade de alimentos.
Preparo da amostra: As amostras devem ser preparadas de acordo com a EN ISO 6579® e a EN ISO 6887(1%-19),

Versao do software: Consulte o certificado.

(a) Transfira 10 uL da amostra enriquecida para tubos de Solugdo de Lise. Consulte a etapa 4.7 da secéo Lise.

NF VALIDATION da AFNOR Certification
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Tabela 4. Protocolos de enriquecimento conforme o método certificado NF VALIDATION 3M 01/16 -11/16.

Tamanho Volume do Temperatura de Tempo de Volume da
Protocolo da Caldo de Enriquecimento | Enriquecimento Andlise de
Amostra | Enriquecimento (+1°C) (horas) Amostra (uL)®
Protocolo 1:
e Grande variedade de produtos
alimenticios processados
(com excecgdo de ovos em po,
frutas e vegetais processados
e produtos especificados nos
outros protocolos) 259 225 mILS%e BPW 37 18-26 20
e Todos os tipos de peixes e
frutos do mar
e Ragao para animais de
estimacéo e alimentagao
animal
e Producéo primaria (ndo fecal)
Protocolo 2:
e Grande variedade de alimentos
crus e nédo processados
(com excecdo de peixes
e frutos do mar crus e 25gou
produtos especificados nos 1 wipe 225 mL de BPW 415 18-26 20
outros protocolos) oul ISO (preaquecido) ’
e Ovosem pd swab
e Todos os tipos de frutas
e vegetais,
e Amostras ambientais da
produgéo de alimentos
Protocolo 3: 225 mL de BPW
e Laticinios em p6 259 ISO 37 20-26 20
Protocolo 4: 225 mL de leite
e Produtos a base de UHT desnatado +
cacau contendo mais de 259 0,002% de corante 37 24-30 20
20% de cacau verde brilhante
Protocolo 5: 235 mL de
e Especiarias, ervas aromaticas, 2 x BPW ISO
concentrados, chas, cafés, 259 + K2S03 0,5% 37 24-30 10
preparacéo culinaria + 240 mL de leite
UHT desnatado
Protocolo 6: 225 mL de BPW
e Carnes cruas 259 ISO (preaquecido) 41,5 10-24 20
Protocolo 7: 1 meia | 100 mL em Caldo
e Producdo primaria (fecal) cano alto tetrationato
37 22-24 20
o5 225 mLem
9 Caldo tetrationato
Protocolo 8:
° Formgla |nfar’1t!I, cereais 375g 3375 mLde BI"-’W 37 50-26 20
infantis, laticinios em p6 sem ISO (preaquecido)
probiséticos®
Protocolo 9: 3375 mL de BPW
° Formgla |nf.ar’1t!I, cereais 375¢ ISO (preaqu'eg:ldo) 37 20-26 20
infantis, laticinios em pé com + vancomicina
probiéticos® (10 mg/L)

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

(b) Para amostras grandes de leite em pé e cereais, adicione aos poucos a amostra ao liquido enquanto os mistura para
ndo empelotar.
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NOTAS:

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

e Os protocolos curtos de detecgdo sdo sensiveis a condigdes de incubacao. E necessario seguir as condigdes de
temperatura indicadas na especificacao técnica. O usuario deve se certificar de que o preaquecimento do caldo de
enriquecimento alcance a temperatura necessaria antes da incubacgéo. O tempo de preparagcédo das amostras, o atraso
entre o término da etapa de preaquecimento do caldo de enriquecimento e o inicio da etapa de incubagéo da amostra
de alimento ndo devem ultrapassar 45 minutos. E recomendado o uso de uma incubadora ventilada para a incubacéo.

e Para realizar a transferéncia da amostra de enriquecimentos de Caldo Tetrationato (TT) para o Neogen Tubo de
Lise, ndo agite com vértice 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.

e Os pontos de interrupgéo 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
remocao do caldo de enriquecimento do armazenamento, continue o teste a partir da Etapa 1, na secéo Lise. Apds a
remocao do lisado de amostra do armazenamento, continue o teste a partir da Etapa 8, na segéo Lise.

Preparo da Neogen® Bandeja de Carga Rapida para Detec¢do Molecular

1. Umedega um pano em uma solugédo de 1-5% (v:v em agua) de adgua sanitéaria e limpe a Neogen® Bandeja de Carga
Rapida para Detecgdo Molecular.

2. Enxague a Neogen Bandeja de Carga Réapida para Detecgédo Molecular com agua.

3. Utilize uma toalha descartavel para secar a Neogen Bandeja de Carga Réapida para Detecgdo Molecular.

4. Certifique-se de que a Neogen Bandeja de Carga Réapida para Detecgdo Molecular esteja seca antes de utiliza-la.

Preparagdo do Neogen® Bloco de Resfriamento para Detec¢do Molecular

Coloque o Neogen® Bloco de Resfriamento para Detecgdo Molecular diretamente sobre a bancada do laboratério. Utilize
o bloco na temperatura ambiente do laboratério: 20-25 °C.

Preparo do Neogen® Bloco de Aquecimento para Detec¢do Molecular

Coloque o Neogen® Bloco de Aquecimento para Detecgdo Molecular em uma unidade de aquecimento com bloco seco
duplo. Ligue a unidade de aquecimento de bloco a seco e defina a temperatura para permitir que o Neogen Bloco de
Aquecimento para Detecg¢édo 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 Detecgédo Molecular alcance a temperatura. Utilizando um termémetro calibrado adequado

(por exemplo, um termémetro de imerséo parcial ou um termémetro digital de termopares, ndo um termdémetro de
imerséo total) colocado no local indicado, verifique se o Neogen Bloco de Aquecimento para Deteccdo Molecular esta
a100 £ 1 °C.

Preparo do Neogen® Equipamento de Detec¢do Molecular

1. Inicie o Neogen® Software de Sistema de Detecgédo Molecular e faga log in. Entre em contato com o representante
Neogen Food Safety para garantir que vocé possui a versdo mais atualizada do software.

2. Ligue o Neogen Equipamento de Detecgédo Molecular.

3. Crie ou edite uma execugdo com dados para cada amostra. Consulte o Manual do Usudrio do Neogen Sistema de
Deteccao Molecular para obter mais detalhes.

NOTA: o Neogen Equipamento de Detecgédo Molecular deve estar pronto para o uso antes de inserir a Neogen Bandeja
de Carga Rapida para Detecgdo Molecular com os tubos de reacéo. Esta etapa de aquecimento leva aproximadamente
20 minutos e é indicada por uma luz LARANJA na barra de status do instrumento. Quando o equipamento estiver pronto
para iniciar uma execugéo, a barra de status ficara VERDE.
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Lise
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emova o fundo do Neogen Rack de Solugéo de Lise com uma chave de fenda ou espéatula antes de inserir o Neogen
loco de Aquecimento para Deteccdo Molecular.

.

Deixe que os tubos de Neogen Solucéo de Lise cheguem a temperatura ambiente, 20-25 °C, deixando as racks
fora de refrigeracdo de um dia para o outro (16-18 horas). A alternativa para equilibrar os tubos Neogen Solucéo de
Lise a temperatura ambiente é posiciona-los na bancada do laboratério durante pelo menos 2 horas, incuba-los em
uma incubadora de 37 = 1 °C por 1 hora ou coloca-los em um aquecedor com bloco seco duplo por 30 segundos a
1001 °C.

Inverta os tubos com tampa para misturar. Prossiga para a proxima etapa em até 4 horas.

Remova o caldo de enriquecimento da incubadora.

Um tubo Neogen Solucéo de Lise é necesséario para cada amostra e amostra do NC (meio de enriquecimento
esterilizado).

4.1 As tiras de tubos Neogen Solugdo de Lise podem ser cortadas para obter o nimero desejado de tubos. Selecione o
ndmero de tubos de Neogen Solugéo de Lise individuais ou as tiras de 8 tubos necessarias. Coloque os tubos de
Neogen Solugdo de Lise em uma rack vazia.

4.2 Para evitar contaminacgdo cruzada, destampe uma tira de tubo Neogen Solugéo 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 Solugéo de Lise conforme descrito abaixo:

Primeiro, transfira cada amostra enriquecida para um tubo Neogen Solucéo de Lise individual. Por Gltimo,
transfira o NC.

4.4 Utilize a Neogen® Ferramenta de Tampar/Destampar para Detecgdo Molecular — Lise para destampar uma tira de
tubos Neogen Solugdo de Lise — uma tira de cada vez.

4.5 Descarte a tampa do tubo Neogen Solugéo de Lise — se o lisado for mantido para novo teste, coloque as tampas
em um recipiente limpo para reutilizagdo apés a lise.

4.5.1 Para processar o lisado mantido, consulte o Apéndice A.
4.6 Agite a bolsa de enriquecimento antes de coletar a amostra do lado filtrado ao trabalhar com amostras viscosas.

4.7 Transfira 20 pL de amostra em um tubo Neogen Solugdo de Lise, exceto se indicado de outro modo na tabela do
protocolo (por exemplo, protocolo 5 e enriquecimento secundério em RVS na utilizagcdo de amostras secundérias
com tampao neutralizador).

Repita da etapa 4.4 a 4.7 até que todas as amostras individuais tenham sido adicionadas a um tubo Neogen Solucéo de
Lise correspondente na tira.

Quando todas as amostras tiverem sido transferidas, transfira 20 uL de NC (meio de enriquecimento estéril,
por exemplo, BPW) para um tubo Neogen Solugéo de Lise. Ndo use agua como um NC.

Verifique se a temperatura do Neogen Bloco de Aquecimento para Detecgdo Molecular estd a 100 = 1 °C.
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Coloque a rack descoberta de tubos Neogen Solucéo de Lise no Neogen Bloco de Aquecimento para Detecgéo
Molecular e aqueca por 15 = 1 minutos. Durante o aquecimento, a Neogen Solucéo de Lise mudara da cor rosa (frio)
para amarelo (quente).

8.1. Amostras que n&o 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.

Retire a rack descoberta de tubos Neogen Solugéo de Lise do bloco de aquecimento e deixe esfriar no Neogen Bloco
de Resfriamento para Detecgé@o Molecular por pelo menos 5 minutos e no méaximo 10 minutos. O Neogen Bloco de
Resfriamento para Detecgdo Molecular, usado em temperatura ambiente, deve ser colocado diretamente sobre a
bancada do laboratério. Quando resfriada, a Solugéo de Lise voltara a cor rosa.

10. Retire a rack de tubos Neogen Solugéo de Lise do Neogen Bloco de Resfriamento para Detecg¢do Molecular.

00:15:00

20-25°C

il it

Amplificagéo

1.

E necessario um Tubo de Reagente de Neogen Ensaio para Deteccdo Molecular de Salmonella 2 para cada amostra
e para o NC.

1.1 Astiras de tubos podem ser cortadas para obter o nimero de tubos desejado. Selecione o nimero de Tubos de
Reagente individuais ou de tiras de 8 tubos individuais necessarias para Neogen Ensaio para Detecg¢ao Molecular
de Salmonella 2.

1.2 Coloque os Tubos de Reagente em uma rack vazia.
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 contaminagdo 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 um dos lisados a um Tubo Reagente para Neogen Ensaio para Detecgdo Molecular de Salmonella 2 e
tubo Neogen Controle de Reagentes conforme descrito abaixo:

Transfira cada amostra de lisado em tubos de Reagente individuais primeiro e, em seguida, o NC. Por Gltimo, hidrate
o tubo Neogen Controle de Reagentes.

Use a Neogen® Ferramenta de Tampar/Destampar para Detec¢do Molecular - Reagente para destampar o Tubo de
Reagente para Neogen Ensaio para Detecgdo Molecular de Salmonella 2 — uma tira de cada vez. Descarte a tampa.

5.1 Transfira 20 pL de amostra de lisado da Yz superior do liquido (evite o precipitado) no tubo de Neogen
Solugédo de Lise para o Tubo de Reagente para Neogen Ensaio para Detec¢cao Molecular de Salmonella 2
correspondente. Dispense em um angulo que evite a agitagdo 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 Detecgao 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 Detecgdo 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 pL de
lisado do NC para o Tubo de Reagente para Neogen Ensaio para Detecgdo 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
agitacéo dos pellets. Misture pipetando cuidadosamente 5 vezes.
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6. 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 Répida para Detec¢cao Molecular.

20 L

7. Analise e confirme a execugdo configurada no Neogen Software do Sistema de Detecgcao Molecular.

8. Clique no botéo Iniciar do software e selecione o instrumento a utilizar. A tampa do instrumento selecionado
abre automaticamente.

9. Posicione a Neogen Bandeja de Carga Rapida para Detecgédo Molecular no Neogen Equipamento de Deteccéo
Molecular e feche a tampa para iniciar o ensaio. Os resultados sdo fornecidos em 60 minutos, embora os positivos
possam ser detectados ainda mais cedo.

10. Depois que o ensaio estiver concluido, remova a Neogen Bandeja de Carga Rapida para Detecgdo Molecular do
Neogen Equipamento de Detecgdo Molecular e descarte os tubos mergulhando-os em uma solugéo de 1-5% (v: vem
&gua) de adgua sanitaria por 1 hora, fora da érea de preparacéo do ensaio.

AVISO: para minimizar o risco de falso-positivos por contaminagéo cruzada, nunca abra tubos de reagentes que
contenham DNA amplificado. Isto inclui o Tubo de Reagente para Neogen Ensaio para Detecc¢do 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: v em agua) de dgua sanitéria por 1 hora, fora da area de
preparagéo do ensaio.

Resultados e Interpretagdo

Um algoritmo interpreta a curva de saida de luz que resulta da detecgéo da amplificagdo do acido nucleico. Os resultados
sdo analisados automaticamente pelo software e sdo codificados em cores de acordo com o resultado. Um resultado é
determinado positivo ou negativo através da andlise de diversos parametros exclusivos das curvas. Resultados positivos
presuntivos sdo relatados em tempo real, enquanto resultados negativos e resultados de inspecdo serdo exibidos apds a
conclusdo da execucgéo.

As aparentes amostras positivas devem ser confirmadas de acordo com os procedimentos operacionais padrdo de
laboratério ou seguindo o método de confirmacéo de referéncia apropriado!'?®, comegando com a transferéncia do
enriquecimento primario Neogen BPW ISO para o(s) caldo(s) de enriquecimento secundério, seguida do plaqueamento
subsequente e a confirmagéo de isolados usando métodos bioquimicos e sorolégicos adequados.

NOTA: até mesmo uma amostra negativa ndo resultara em leitura zero uma vez que o sistema e os reagentes de
amplificagdo do Neogen Ensaio para Detecgédo Molecular de Sa/monella 2 tenham uma leitura de unidade de luz relativa
(RLU) em "plano de fundo".
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Em casos raros de saida de luz fora do comum, o algoritmo rotula o caso como “Inspecionar”. A Neogen recomenda que o
usudrio repita o ensaio para qualquer amostra Inspecionar. Se o resultado continuar a ser Inspecionar, prossiga com o teste
de confirmagéo utilizando o método de sua preferéncia ou conforme especificado pelos regulamentos locais.

Tipo Simbolo de resultado =
Resultado Interpretacao
de pogo do pocgo
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 necessario um novo teste. Consulte a se¢do de
Amostra Inibido ~ . ~
resolugdo de problemas e o kit de Instrugdes do
Produto do ensaio para obter mais informacgdes.
A presenca ou auséncia do patdégeno alvo foi
indeterminada. Pode ser necessario um novo teste.
Amostra Inspecionar Consulte a secao de resolugao de problemas e o
kit de Instru¢cdes do Produto do ensaio para obter
mais informacdes.
Nao foi detectada bioluminescéncia. Pode ser
necessario um novo teste. Consulte a segdo de
Amostra Erro ~ . ~
resolugdo de problemas e o kit de Instrugdes do
Produto do ensaio para obter mais informacdes.

Confirmacgao de resultados segundo o método certificado NF VALIDATION

No contexto do NF VALIDATION, todas as amostras identificadas como positivas pelo Neogen Ensaio para Detecgéo
Molecular de Salmonella 2 devem ser confirmadas por um dos testes seguintes:

Opcéo 1: Uso da norma ISO 6579@ a partir do enriquecimento de dgua peptonada tamponada®.

Opcéo 2: Implementacéo de um método de confirmacéo que consista em: Transfira 0,1 mL do enriquecimento BPW ISO®
ou enriquecimentos de Caldo Tetrationato (amostras de produgéo primarias) para 10 mL de caldo RVS. Incube por

24 + 3 horas a 41,5 °C. Distribua em &gar Xilose-Lisina-Desoxicolato (XLD)® ou em &gar cromogénico especifico para
Salmonella. Realize uma aglutinagdo em latex usando o teste Oxoid Salmonella diretamente em coldnias isoladas.

Opcido 3: Utilizacdo de sondas de acido nucleico conforme descritas na norma EN ISO 7218®, em colénias isoladas, de
XLD ou &gar cromogénico (consulte as Opgdes 1 ou 2). Esse teste ndo deve ser realizado com um Neogen Ensaio para
Detecgéo Molecular de Salmonella 2.

Opcao 4: Utilizagéo de algum outro método certificado pelo NF VALIDATION, cujo principio seja diferente do Neogen
Ensaio para Detecgdo Molecular de Salmonella 2. Deve ser usado o protocolo completo descrito para esse segundo
método comprovado. Todas as etapas anteriores ao inicio da confirmagédo devem ser comuns a ambos os métodos.

Na ocorréncia de resultados divergentes (positivo presuntivo com o Neogen Ensaio para Deteccdo Molecular de
Salmonella 2, ndo confirmados por um dos métodos acima descritos, em particular para o teste de aglutinagdo em latex), o
laboratdrio deve seguir as etapas necessdrias para garantir a validade dos resultados obtidos.

Em caso de duvidas sobre aplicagdes ou procedimentos especificos, acesse nosso site www.neogen.com ou entre em
contato com o seu representante ou distribuidor local Neogen.
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Apéndice A. Interrupgao de protocolo: armazenamento e refaga o teste de lisados

tratados termicamente
1. Para armazenar 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 wD

Coloque os tubos de lisado misturados no Neogen Bloco de Aquecimento para Detecgdo Molecular e aquega a
100 £ 1 °C por 5 = 1 minutos.

6. Retire arack de tubos Neogen Solugéo de Lise do bloco de aquecimento e deixe esfriar no Neogen Bloco de
Resfriamento para Detecgdo Molecular por pelo menos 5 minutos e no maximo 10 minutos.

7. Continue o protocolo na segdo Amplificagao detalhada acima.

Referéncias:
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. 1SO 6579-1. Microbiology of the food chain — Horizontal method for the detection, enumeration and serotyping
of Salmonella — Part 1: Detection of Salmonella spp.

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

5. 1SO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance for
microbiological examination.

6. Neogen Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen
Molecular Detection System. Contate seu representante da Neogen Food Safety para obter uma copia deste
documento.

7. 1SO 18593. Microbiology of the food chain — Horizontal methods for surface sampling.

8. 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. ISO 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. 1ISO 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. 1ISO 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.

Explicagédo dos simbolos
info.neogen.com/symbols
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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 Sa/monella w prébkach pochodzacych z
przednamnozonego pokarmu, 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 potgczeniu z
bioluminescencjg do wykrywania amplifikacji. Domniemane wyniki dodatnie przekazuje sie w czasie rzeczywistym, zas
wyniki ujemne wyswietlg sie po zakonczeniu testu. Domniemane wyniki dodatnie wymagajg potwierdzenia preferowang
metodg lub metodg wynikajgcg z lokalnych przepisow!" 23,

Molekularny test Neogen do wykrywania 2 — Salmonella jest przeznaczony do stosowania w $rodowisku laboratoryjnym
przez specjalistdw przeszkolonych w zakresie praktyk laboratoryjnych. Firma Neogen nie udokumentowata zastosowania
tego produktu w gateziach przemystu innych niz zywnos$¢ i napoje. Przyktadowo firma Neogen nie udokumentowata
zastosowania tego produktu do badania probek lekéw, kosmetykow, probek klinicznych ani weterynaryjnych.
Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 — Salmonella nie oceniono w przypadku wszystkich mozliwych produktéw
spozywczych, proceséw przetwarzania zywnosci, protokotow testowych ani w przypadku wszystkich dostepnych
szczepow bakterii.

Podobnie jak w przypadku wszystkich metod testowych, pochodzenie, sktad i jako$¢é 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 wptynaé na wynik badania. Firma
Neogen zaleca ocene metody wykorzystujgcej podtoze przednamnazajgce w srodowisku uzytkownika przy zastosowaniu
wystarczajgcej liczby prébek konkretnej zywnosci oraz prébek problematycznych pod wzgledem rozwoju drobnoustrojéw
w celu zapewnienia, ze dana metoda spetnia potrzeby uzytkownika.

Firma Neogen dokonata oceny Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 — Salmonella z zastosowaniem buforowane;j
wody peptonowej wg (BPW) wg ISO.

Urzadzenie Neogen® do diagnostyki molekularnej nalezy stosowac z prébkami poddanymi obrébce cieplnej na etapie lizy,
ktérej zadaniem jest zniszczenie organizméw obecnych w prébce. Prébki, ktére nie przeszty odpowiedniej obrébki cieplnej
na etapie lizy, mozna uzna¢ za potencjalne zagrozenie biologiczne i NIE nalezy ich umieszcza¢ w Urzadzeniu Neogen do
diagnostyki molekularne;j.

Firma Neogen Food Safety zostata wyrézniona certyfikatem ISO (ang. International Organization for Standardization —
Miedzynarodowa Organizacja Normalizacyjna) 9001 w zakresie projektowania i wytwarzania.

Zestaw testow Molekularny test Neogen do wykrywania 2 — Salmonella zawiera 96 testow opisanych w tabeli 1.
Tabela 1. Elementy zestawu testéw Molekularny test Neogen do wykrywania

Element Charakterystyka Liczba sztuk Zawartosé Komentarze
Roztwér lizujgcy Rozowy roztwor 96 (12 tasm 580 ul LS Ustawione
Neogen® (LS) w przezroczystych z 8 probéwkami) na probowke w statywie i gotowe
probéwkach do uzytku
Probowki reagentowe Zielone probowki 96 (12 tasm Liofilizowana swoista Gotowe do uzycia
Molekularnego z 8 probdéwkami) mieszanina do
testu Neogen® do amplifikacji
wykrywania 2 — i wykrywania
Salmonella
Dodatkowe korki Zielone korki 96 (12 tasm Gotowe do uzycia
z 8 korkami)
Kontrola Neogen® Przezroczyste 16 (2 woreczki po 8 Liofilizowane DNA Gotowe do uzycia
reagenta (RC) probdéwki z korkiem | oddzielnych probéwek) | kontrolne, mieszanina
zatrzaskowym do amplifikaciji
i wykrywania

Kontrola ujemna (NC), niebedgca czescig zestawu, to jatowe podtoze przednamnazajgce, np. BPW wg ISO. Nie stosowad
wody jako NC.



(Polski) ‘Ei‘ l}."__"F
Bezpieczenstwo

Uzytkownik powinien doktadnie zapoznac sie ze wszystkimi informacjami dotyczacymi bezpieczenstwa zawartymi
w instrukcji dotyczacej Systemu Neogen do diagnostyki molekularnej oraz Molekularnego testu Neogen do wykrywania
2 — Salmonella i sie do nich stosowac. Instrukcje bezpieczenstwa nalezy zachowac do przysztego wykorzystania.

A OSTRZEZENIE: Oznacza niebezpieczng sytuacje, ktérej skutkiem, w razie braku podjecia $rodkéw
zapobiegawczych, mogg by¢ powazne obrazenia ciata lub $§mier¢ 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 stosowaé do diagnozowania stanu
zdrowotnego ludzi ani zwierzat.

Obowiazkiem uzytkownika jest przeszkolenie personelu w zakresie aktualnych, odpowiednich technik badan:
na przyktad w zakresie dobrych praktyk laboratoryjnych, norm ISO/IEC 17025 lub ISO 7218,

Aby zmniejszyé ryzyko zwigzane z wynikiem fatszywie ujemnym prowadzacym do wydania zanieczyszczonego

produktu:

e Nalezy postepowac zgodnie z protokotem i wykonywac testy zgodnie z zaleceniami podanymi w Informacjach
o produkcie.

e Molekularny test Neogen do wykrywania 2 — Salmonella nalezy przechowywaé w sposéb podany na opakowaniu
i w Informacjach o produkcie.

e Molekularny test Neogen do wykrywania 2 — Salmonella nalezy stosowac¢ wytacznie przed uptywem terminu waznosci.

e 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.

e Molekularny test Neogen do wykrywania 2 — Salmonella nalezy stosowac wytgcznie w potgczeniu z powierzchniami,
§rodkami odkazajgcymi, protokotami i szczepami bakterii poddanymi walidacji wewnetrznej lub przez osoby trzecie.

e W przypadku prébki sSrodowiskowej zawierajgcej bufor neutralizujgcy z kompleksem sulfonianu arylu przed
rozpoczeciem badania nalezy przygotowaé roztwér rozcieficzony w stosunku 1:2 (1 cze$¢ probki w 1 czesci jatowego
bulionu przednamnazajgcego). Inng mozliwoscig jest przeniesienie 10 ul przednamnazajgcego buforu neutralizujgcego
do probdéwek z roztworem lizujgcym Neogen. Produkty firmy Neogen® do postepowania z prébkami, ktére zawieraja
bufor neutralizujgcy z kompleksem sulfonianu arylu: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB,
HS10NB2G i HS2410NB2G.

Aby zmniejszy¢ ryzyko zwigzane z narazeniem na substancje chemiczne i zagrozenia biologiczne:

e Badania patogenow nalezy prowadzi¢ w odpowiednio wyposazonym laboratorium pod kontrolg przeszkolonego
personelu. Inkubowane podtoze do przednamnazania oraz sprzet lub powierzchnie, ktére mogty mie¢ kontakt
z inkubowanym podtozem do przednamnazania, mogg zawiera¢ patogeny na poziomie zagrazajgcym ludzkiemu zdrowiu.

o Nalezy zawsze przestrzegac standardowych laboratoryjnych praktyk bezpieczenstwa, tgcznie z noszeniem
odpowiedniej odziezy i okularéw ochronnych przy pracy z reagentami i skazonymi prébkami.

e Nalezy unika¢ kontaktu z zawartos$cig probéwek z podtozem przednamnazajgcym oraz reagentem po amplifikacji.

Przednamnozone prébki nalezy utylizowaé¢ zgodnie z obowigzujgcymi normami branzowymi.

e Prébki, ktére nie przeszty odpowiedniej obrébki cieplnej na etapie lizy, mozna uznaé za potencjalne zagrozenie
biologiczne i NIE nalezy ich umieszczaé w Urzadzeniu Neogen do diagnostyki molekularne;j.

Aby zmniejszyé ryzyko zwigzane z zanieczyszczeniem krzyzowym podczas przygotowania testu:
e Nalezy zawsze nosié rekawiczki (aby chronié¢ uzytkownika i zapobiegaé¢ wprowadzaniu nukleaz).

Aby ograniczy¢ ryzyko zwigzane z zanieczyszczeniem srodowiska:
e Nalezy postepowac zgodnie z biezgcymi normami branzowymi dotyczacymi utylizacji zanieczyszczonych odpadow.

Aby zmniejszy¢ ryzyko zwigzane z narazeniem na gorace ptyny:

o Nie przekraczac zalecanych ustawien temperatury w bloku grzewczym.

e Nie przekracza¢ zalecanego czasu ogrzewania.

e Stosowac odpowiedni, skalibrowany termometr do potwierdzenia poprawnosci temperatury Wktadki Neogen® bloku
grzewczego do diagnostyki molekularnej (np. termometr zanurzeniowy zanurzany czesciowo lub cyfrowy termometr
z termoogniwem, ale nie termometr zanurzeniowy zanurzany catkowicie). Termometr nalezy umiescié w wyznaczonym
miejscu Wktadki Neogen bloku grzewczego do diagnostyki molekularne;j.
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WAZNA INFORMACJA

Aby zmniejszy¢ ryzyko zwigzane z zanieczyszczeniem krzyzowym podczas przygotowania testu:

e Zmieni¢ rekawiczki przed nawodnieniem probéwek reagentowych.

e Zaleca sie stosowanie jatowych koricéwek pipet do biologii molekularnej z (filtrowang) barierg aerozolowa.

e Do przeniesienia kazdej prébki uzywac nowej koncéwki pipety.

e Przy przenoszeniu przednamnozonych probek do probowki lizujgcej nalezy przestrzega¢ zasad dobrej praktyki
laboratoryjnej. Aby unikng¢ skazenia pipetora, uzytkownik moze zdecydowac sie dodac etap transferu posredniego.
Przyktadowo mozna przenie$¢ przednamnozong probke do jatowe]j probdwki.

e W miare mozliwosci nalezy uzywac stanowiska badawczego biologii molekularnej z lampg bakteriobéjcza. Nalezy
okresowo dezynfekowad stoty i sprzet laboratoryjny (pipety, narzedzia do zaktadania/zdejmowania korkéw itp.)
za pomocg 1-5% (obj./obj., wodnego) roztworu domowego wybielacza lub roztworu do usuwania DNA.

Aby ograniczyé ryzyko zwigzane z wynikiem fatszywie dodatnim:
e Nie otwiera¢ probéwek po procesie amplifikacji.
e Zanieczyszczone probéwki nalezy utylizowaé, namaczajgc je w 1-5% (obj./obj., wodnym) roztworze domowego

wybielacza przez 1 godzine i wynoszac poza obszar przygotowania testow.
e Nie umieszczaé probéwek reagentowych w autoklawie po procesie amplifikaciji.

Dodatkowe informacje oraz lokalne przepisy dotyczace utylizacji zawiera karta charakterystyki produktu.

W przypadku pytan dotyczgcych konkretnych zastosowan lub procedur nalezy odwiedzi¢ strone
www.neogen.com lub skontaktowac¢ sie z lokalnym przedstawicielem lub dystrybutorem firmy Neogen.

Obowiazki uzytkownika

Uzytkownicy sg zobowigzani do zapoznania sig z instrukcjami oraz informacjami dotyczgcymi produktu. W celu
uzyskania dalszych informacji nalezy odwiedzi¢ strone internetowg www.neogen.com lub skontaktowac sie z lokalnym
przedstawicielem lub dystrybutorem firmy Neogen.

Przy wyborze metody testowania nalezy pamietac, ze takie czynniki zewnetrzne, jak metody probkowania, 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 prébek 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 rowniez dopilnowanie, aby zastosowane metody testowania i uzyskane wyniki spetniaty
wymagania klienta i dostawcy.

Podobnie jak w przypadku kazdej metody testowania wyniki uzyskiwane za pomocg produktu firmy Neogen Food Safety
nie stanowig gwarancji jakosci testowanych macierzy ani proceséw.

Aby pomac klientom oceni¢ metode dla réznych typéw macierzy spozywczych, firma Neogen opracowata zestaw
Kontroli Neogen® macierzy do diagnostyki molekularnej. W razie potrzeby nalezy uzy¢ zestawu Kontroli macierzy (MC) do
ustalenia, czy dana macierz moze wptywac na wyniki Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 — Sa/monella. Nalezy
przetestowac kilka probek reprezentatywnych dla danej macierzy, czyli na przyktad prébki pozyskane z réznych zrédet,
podczas dowolnego okresu walidacji przy stosowaniu metody firmy Neogen, a takze podczas testowania nowych lub
nieznanych macierzy albo macierzy, ktére zostaty poddane zmianom (w zakresie procesowym lub surowcowym).

Macierz mozna zdefiniowa¢ jako typ produktu o nieodtgcznych wtasciwosciach, takich jak sktad i proces wytwarzania.
Réznice pomiedzy macierzami mogg by¢ tatwo zauwazalne, jak np. efekty spowodowane réznicami w procedurach
obroébki lub prezentacji, przyktadowo surowe lub pasteryzowane, $wieze lub suszone itd.

Wytaczenia gwarancji / Ograniczone srodki zaradcze

JESLI NIE ZOSTALO TO WYRAZNIE OKRESLONE W ROZDZIALE DOT. OGRANICZONEJ GWARANCJI )
POJEDYNCZYCH OPAKOWAN PRODUKTOW, FIRMA NEOGEN WYLACZA WSZELKIE GWARANCJE WYRAZNE

| DOROZUMIANE, W TYM MIEDZY INNYMI WSZELKIE GWARANCJE ZGODNOSCI Z PRZEZNACZENIEM

| PRZYDATNOSCI DO OKRESLONEGO CELU. W razie wad jakiegokolwiek produktu firmy Neogen Food Safety firma
Neogen lub jej autoryzowany dystrybutor wymieni taki produkt lub, wedle wtasnego uznania, zwréci koszty zakupu tego
produktu. Sg to jedyne przystugujgce $rodki zaradcze. W ciggu 60 dni od wykrycia jakiejkolwiek podejrzewanej wady
produktu nalezy niezwtocznie powiadomi¢ firme Neogen oraz zwrdci¢ 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 2adnym wypadku odpowiedzialnos’é firmy Neogen z mocy prawa nie moze przekroczy¢ ceny zakupu rzekomo
wadliwego produktu.
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Przechowywanie i utylizacja

Molekularny test Neogen do wykrywania 2 — Salmonella nalezy przechowywa¢ w temperaturze 2—-8°C. Nie zamrazaé.
Podczas przechowywania chroni¢ zestaw przed swiattem. Po otwarciu zestawu nalezy sprawdzié¢, czy woreczek foliowy
nie jest uszkodzony. Nie uzywaé zestawu, jezeli woreczek jest uszkodzony. Po otwarciu nieuzywane probowki reagentowe
nalezy przechowywaé w woreczku wielokrotnego zamkniecia z pochtaniaczem wilgoci wewnatrz, co pozwoli zachowaé
stabilno$¢ liofilizowanych reagentéw. Ponownie zamkniete woreczki mozna przechowywaé w temperaturze 2—-8°C
maksymalnie przez 60 dni.

Nie stosowa¢ Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 — Salmonella po uptywie daty waznosci. Termin waznosci i
numer partii podano na zewnetrznej etykiecie pudetka. Po uzyciu podtoze przednamnazajace i probéwki Molekularnego
testu Neogen do wykrywania 2 — Salmonella moga zawiera¢ materiaty patogenne. Po zakonczeniu badania nalezy
stosowac sie do aktualnych standardéw branzowych dotyczacych utylizacji zanieczyszczonych odpadéw. Dodatkowe
informacje oraz lokalne przepisy dotyczace utylizacji zawiera karta charakterystyki produktu.

Instrukcja uzycia
Nalezy doktadnie przestrzega¢ wszystkich instrukcji. W przeciwnym razie wyniki moga by¢ niedoktadne.

Nalezy okresowo dezynfekowaé stoty i sprzet laboratoryjny (pipety, narzedzia do zaktadania/zdejmowania korkéw itp.)
za pomocg 1-5% (obj./obj., wodnego) roztworu domowego wybielacza lub roztworu do usuwania DNA.

Uzytkownik powinien ukonczyé szkolenie kwalifikacyjne dla uzytkownikéw Systemu Neogen do diagnostyki molekularnej
(OQ), tak jak opisano to w dokumencie ,Instrukcje i protokoty dotyczgce wymagarn instalacji (IQ) / 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 AnalysisS™ 2016.01 oraz
AOAC?® Performance Tested, certyfikat nr 091501.

Tabela 4 — protokoty przednamnazania zgodnie z certyfikatem NF VALIDATION 3M 01/16 -11/16.

Przednamnazanie prébki
W tabelach 2, 3 lub 4 mozna znalez¢ wytyczne dotyczgce ogdlnych protokotéw przednamnazania prébek zywnosci,
paszy i probek srodowiskowych.
Uzytkownik ma obowigzek przeprowadzi¢ walidacje alternatywnych protokotéw prébkowania lub proporcji roztworéw,
aby sprawdzi¢, czy dana metoda badawcza spetnia kryteria okreslone przez uzytkownika.
Zywno$é
1. Poczekac¢ na zréwnowazenie temperatury podtoza przednamnazajgcego BPW wg ISO do temperatury otoczenia
w laboratorium lub 41,5 £ 1°C w zalezno$ci od badanych macierzy. Patrz tabele 2, 3 lub 4.
2. Potaczy¢ w warunkach aseptycznych podtoze przednamnazajace i prébke.
3. Doktadnie zhomogenizowac¢ przez zmieszanie, wytrzgsanie lub mieszanie reczne przez 2 + 0,2 minuty lub
do czasu catkowitego rozpuszczenia wszystkich grudek i uzyskania homogenicznej zawiesiny podtoza
przednamnazajgcego!'%-19,
a. W przypadku wszystkich prébek produktéw migsnych lub innych o wysokiej zawartosci czgstek statych zaleca
sie stosowanie workéw z filtrem.
b. W przypadku macierzy zwiekszajgcych swojg objetos¢ pod wptywem wody i wykazujgcych duzg lepkosé
(np. ptatki $niadaniowe, skrobia), zaleca sie zastosowaé dodatkowe rozcienczenia (> 1:10) do momentu, az lepko$¢
wystarczajgco spadnie lub dodaé sterylny 1% roztwor (wagowo/objetosciowo) alfa-amylazy do podtoza BPW
(ISO)10-13),
c. W przypadku duzych prébek mleka w proszku i ptatkdw $niadaniowych materiat nalezy powoli wprowadzaé do
ptynu, czesto go mieszajac, by nie powstawaty grudy.
4. Inkubowaé zgodnie z opisem w odpowiedniej tabeli z protokotem (patrz tabele 2, 3 i 4).
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Prébki sSrodowiskowe

Urzadzenia do pobierania prébek moga by¢ nawadniane gagbka z uzyciem roztworu neutralizujgcego w celu
unieszkodliwienia skutkow dziatania srodkéw odkazajgcych. Firma Neogen zaleca stosowanie gagbki celulozowej
niezawierajgcej srodkéw biobéjczych. Roztworem neutralizujgcym moze byé bulion neutralizujgcy Dey-Engley (D/E) lub
bulion z lecytyna. Po pobraniu prébek zaleca sie odkazenie otoczenia.

OSTRZEZENIE: Gdy bufor neutralizujacy z kompleksem sulfonianu arylu ma zostaé uzyty jako roztwér nawilzajacy
gabke, przed rozpoczeciem badania nalezy przygotowaé roztwdr rozcieficzony w stosunku 1:2 (1 cze$é probki w

1 czesci jatowego bulionu przednamnazajgcego) przednamnozonej probki érodowiskowej, aby zmniejszyé ryzyko
zwigzane z wynikiem fatszywie ujemnym prowadzgcym do wydania zanieczyszczonego produktu. Inng mozliwoscia jest
przeniesienie 10 pl przednamnazajgcego buforu neutralizujgcego do probéwek z roztworem lizujgcym Neogen.

Zalecany rozmiar obszaru prébkowania do weryfikacji obecnosci lub braku patogenu na powierzchni wynosi co najmniej
100 cm? (10 cm x 10 cm lub 4” x 4”). W przypadku prébkowania za pomocg gabki nalezy pokryé caty obszar

w dwdch kierunkach (od strony lewej do prawej, a nastepnie z géry do dotu) lub pobraé prébki srodowiskowe zgodnie

z obowigzujgcym protokotem prébkowania lub wedtug wytycznych FDA BAM®™, USDA FSIS MLG® lub ISO 18593:2018.

Uzytkownik ma obowigzek przeprowadzi¢ walidacje alternatywnych protokotéw prébkowania lub proporcji roztworéw,
aby sprawdzi¢, czy dana metoda badawcza spetnia kryteria okreslone przez uzytkownika.

1. Wstepnie ogrzaé¢ podtoze do przednamnazania BPW wg ISO do temperatury 41,5 = 1°C w zalezno$ci od badanych
macierzy. Patrz tabele 2, 3 lub 4.

2. Potaczyé w warunkach aseptycznych podtoze przednamnazajgce i probke. Doktadnie zhomogenizowac przez
zmieszanie, wytrzgsanie lub mieszanie reczne przez 2 + 0,2 minuty. Inkubowac¢ zgodnie z opisem w odpowiedniej
tabeli z protokotem. Patrz tabele 2, 3 lub 4.

Tabela 2. Ogélne protokoty przednamnazania.

Wielkosé Obietosé buli Temperatura Czas Objetosé
Macierz prébki lefkosc Jgtosc bullonu przednamnazania | przednamnazania | analizowanej
rébki | przednamnazajacego a Y
P (x1°C) (godz.) prébki (ul)®
Protokoét 1
Przetworzone produkty
spozywcze (z wyjatkiem 25g 225 ml BPW wg ISO 37 18-26 20
proszkéw jajecznych oraz
produktow okreslonych
w innych protokotach)®
Protokét 2
Surowa i nieprzetworzona
zywnos$é, proszki jajeczne, 25¢g (3\,28? mILiIZ Pc\)Nr\;\;gnleS(g) 41,5 18-26 20
pasza dla zwierzat oraz ep 9 9
prébki srodowiskowe®
Protokét 3
Sproszkowane produkty
mleczne (wigcznie 259 | 225mlBPW wgISO 37 20-26 20
z pokarmem dla niemowlat
i sojowym pokarmem
dla niemowlat)
Protokot 4 225 ml sterylnego
Produkty kakaowe odttuszczonego mleka
(proszek, czekolady, 25¢g w proszku 100 g/I 37 24-30 20
wyroby cukiernicze itp.) z 0,002% zieleni
brylantynowej@ef
Protokot 5
Pozostate produkty, 235 ml 2X BPYV
. wg ISO z 0,5%

takie jak: przyprawy, roztworem K’ SO
ziota aromatyczne, 259 + 240 ml ster 2Ine 30 37 24-30 10
koncentraty, herbaty dtt Y ng
i kawy rozpuszczalne odtruszczonego mieka
kostki rosotowe ’ w proszku 100 /14"
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Protokét 6

Orzechy wtoskie lub
mieszanki orzechéw
zawierajgce orzechy
wioskie (ten protokot jest
odpowiedni dla innych
orzechéw, w tym orzechéw
pekan, migdatow,
pistacji, orzechow
nerkowca, kasztandw,
orzechéw makadamia,
orzechéw brazylijskich,
orzeszkéw sojowych oraz
orzeszkow ziemnych)

225 ml sterylnego
25¢ odttuszczonego mleka 37 18-24 20
w proszku 100 g/I@

(a) Objetosc probki przenoszona do probéwek z roztworem lizujgcym. Patrz krok 4.7 w czesci Liza.
(b) Przyktady produktéw badanych za pomocg protokotu 1: positki gotowe do spozycia, satatki, sos angielski.

(c) Przyktady produktow badanych za pomocy protokotu 2: surowe migso, mrozone warzywa, wszystkie sery,
sfermentowane mleko, surowa satatka (satata, Batavia).

(d) Odttuszczone mleko w proszku mozna zastgpi¢ 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 koncowym 0,002% (0,02 g/I).

(f) Aby przygotowad sterylne odttuszczone mleko w proszku, nalezy zawiesié 100 g odwodnionego odttuszczonego
mleka w proszku w 1 | wody destylowanej lub oczyszczonej. Miesza¢ do momentu rozpuszczenia. Umiescié
w autoklawie na 15 minut w temperaturze 121°C. Przechowywaé w temperaturze 2—30°C®),

(9) 5 g K2SO3 na 1000 ml BPW wg ISO, co skutkuje uzyskaniem roztworu K2SO3 o stezeniu koncowym 0,5%.

(h) 240 ml sterylnego odttuszczonego mleka w proszku 100 g/I nalezy dodaé do 235 ml 2X BPW wg ISO z roztworem 0,5%
K2SOs.

W przypadku stosowania opcjonalnego etapu przednamnazania dodatkowego, np. z uzyciem podtoza Rappaport

Vassiliadis, nalezy wykonaé rozcienczenie w stosunku 1:2 (1 czeéé przednamnazanej prébki w 1 czeéci sterylnego

bulionu przednamnazajgcego) lub po prostu przenieéé¢ 10 pl podtoza do przednamnazania dodatkowego do probéwek z

roztworem lizujgcym Neogen. W przypadku stosowania bulionu tetrationianowego (TT) nalezy przenie$¢ 20 pl podtoza do

przednamnazania dodatkowego do probéwek z roztworem lizujgcym Neogen, przy czym nie wolno wytrzgsa¢ podtoza do

przednamnazania TT ani pipetowac z dna probéwki do przednamnazania, aby unikng¢ przeniesienia osadéw.

Specijalne instrukcje dotyczace zatwierdzonych metod
AOAC?® Official Methods of Analysis*” 2016.01
Certyfikat AOAC® Performance Tested*™ nr #091501

PERFORMANCE TESTED

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 091501

W programach AOAC Research Institute OMASM oraz PTMSM Molekularny test Neogen do wykrywania 2 — Salmonella
okazat sie skuteczng metodg wykrywania bakterii Sa/monella. W Tabeli 3 przedstawiono macierze przetestowane w
ramach tego badania.
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Tabela 3. Protokoty przednamnazania zgodnie z metodg AOAC OMASM 2016.01 oraz AOAC PTMS®M, certyfikat nr 091501.
Objetos¢ probki przenoszona do probéwek z roztworem lizujgcym Neogen wynosi 20 pl.

s Temperatura Czas
Macierz prébki Wielkosé prébki riﬂﬁ;?:ﬁab;:.'o:: o przednamnazania | przednamnazania
P Jaceg (£ 1°C) (godz.)
225 ml BPW wg ISO
259 (wstepnie ogrzanego)
Surowa mielona wotowina 41,5 10-24
975 ml BPW wg ISO
325¢g .
(wstepnie ogrzanego)
25 225 mIBPW wg ISO a5 10-24
Surowy mielony kurczak (wstgpnie ogrzanego)
325 975 ml BPW wg ISO 41,5 14-24
(wstepnie ogrzanego)
Smazony kurczak panierowany 325¢g 2925 ml BPW wg ISO 37 18-24
25 225 ml BPW wg ISO
Sucha karma dla pséw J d 37 18-24
3759 1500 ml BPW wg ISO
Pieprz czarny, surowa cata
krewetka, pakowany surowy 25g 225 ml BPW wg ISO 37 18-24
szpinak, pasteryzowany
przetworzony ser amerykanski
Ptukanka z tusz kurczaka 30 ml 30 ml BPW wg ISO 41,5 18-24
(wstepnie ogrzanego)
Gabka do wymazéw 50 ml BPW wg ISO _
z tusz kurczaka 1 gabka (wstepnie ogrzanego) 41,5 18-24
Bhy: Sk";‘a';f;‘:ziﬂ”“szcz°”e 259 225 ml BPW wg SO 37 20-24
Kakao w proszku 25¢ 225 ml BPW wg ISO 37 24-28
\F,’va;irn’gfwa“e cate jaja 100 ml 900 ml BPW wg ISO 37 18-24
‘é‘(’flfiz [ygacyjna 375 ml 3375 ml BPW wg ISO 37 18-24
25 225 ml BPW wg ISO
Kremowe masto orzechowe 9 9 37 18-24
3759 3375 ml BPW wg ISO
Dried bis fi s
drri': . ﬁ:;gaﬁgwggzer 10g 90 BPW-ISO 41.5 28-32
0 [ Zabezpieczony beton 1 gabka 225 m .BPW wg ISO 41,5 18-24
% (wstepnie ogrzanego)
X
‘é Stal nierdzewna 1 wacik 10 ml BPW wg ISO 41,5 18-24
3 (wstepnie ogrzanego)
he] .
o Zabezpieczona 50 ml BPW wg ISO _
'y | ptytka ceramiczna 1 gabka (wstepnie ogrzanego) 41,5 18-24
Maci . L. Obj?toéé Temperatura Czas przed- Podtoze do Temperatu-ra . e p':ze":l-
acierz | Wielkosé bulionu B - . . | przednamnazania | namnazania
prébki prébki | przednamna- L CLLTT L LR FUE DSl e B T2 L dodatkowego | dodatkowego
E — (x1°C) (godz.) dodatkowego (ml) (1°C) (godz.)
Surowa .
krewetka, | 25g | 2%° mI'SBOPW 37 18-24 RV R:g' OI’; ml 41,5 4-24
z gtowg we wism

(a) Przenies¢ 10 pl przednamnozonej prébki do probéwek z roztworem lizujgcym. Patrz krok 4.7 w czesci Liza.




Certyfikacja NF VALIDATION instytutu AFNOR Certification
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EN ISO 16140
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ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en

Dodatkowe informacje na temat kornca waznosci mozna znalez¢ w certyfikacie NF VALIDATION dostepnym na wskazanej

powyzej stronie internetowe;.

Metoda certyfikowana wedtug NF VALIDATION zgodnie z normg ISO 16140-27) w poréwnaniu do normy ISO 6579®,

Zakres walidacji: Wszystkie produkty zywnosciowe przeznaczone dla ludzi, prébki ze sSrodowiska produkcyjnego
(wtgcznie z probkami z produkcji pierwotnej), karma i pasza dla zwierzat przez wykonanie testéw walidacyjnych na
szerokiej gamie produktéw spozywczych.

Przygotowanie prébki: Probki nalezy przygotowaé zgodnie z normami EN ISO 6579® oraz EN ISO 68871019,

Wersja oprogramowania: Patrz certyfikat.
Tabela 4. Protokoty przednamnazania zgodnie z metoda certyfikowang wedtug NF VALIDATION 3M 01/16 -11/16.

Wielkosé Objetos¢é Temperatura Czas Objetosé
Protokét robki bulionu przed- przednamnazania | przednamna- | analizowanej
P namnazajgcego (+1°C) zania (godz.) | prébki (ul)®
Protokét 1:
e Szeroka gama przetworzonych
produktéw spozywczych
(z wytgczeniem proszku
jajecznego, przetwarzanych
warzyw i owocow oraz
produktéw okreslonych 254 220 m SPW 37 18-26 20
w innych protokotach) w9
o Wszystkie ryby i surowe
owoce morza
e Karma i pasza dla zwierzat
e Produkcja pierwotna
(bez odchodow)
Protokoét 2:
e Szeroka gama surowe;j
i nieprzetworzonej zywnosci
(z wytagczeniem surowych ryb 25 g,
i surowych owocéw morza, 1 225 ml wstepnie
a takze produktow okreslonych | szmatka | ogrzanego podtoza 41,5 18-26 20
w innych protokotach) lub BPW wg ISO
e Proszki jajeczne 1 wacik
o Wszystkie owoce i warzywa
e Probki srodowiskowe
z produkcji zywnosci
Protokét 3:
e Sproszkowane 25¢g zzfvmllngW 37 20-26 20
produkty mleczne 9
Protokét 4: 225 ml
e Produkty kakaowe zawierajgce w odttuszczonym
ponad 20% kakao 25¢g mleku UHT 37 24-30 20
+ 0,002% zieleni
brylantynowe;j
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Protokét 5: 235 ml 2 x BPW
e Przyprawy, ziota aromatyczne, ISO + K2SO3
koncentraty, herbaty, kawy, 25¢g 0,5% + 240 ml 37 24-30 10
dodatki kulinarne odttuszczonego
mleka UHT
Protokét 6: 225 ml wstepnie
e Mieso surowe 25¢ ogrzanego podtoza 41,5 10-24 20
BPW wg ISO
Protokét 7: 1 zestaw -
e Produkcja pierwotna oktadzin 100 ’T" W bulionie
. tetrationianowym
(z odchodami) na buty 37 20_94 20
254 225_ml.bulionu
tetrationianowego
Protokét 8:
e Pokarm dla niemowlat, ptatki 3375 ml wstepnie
$niadaniowe dla niemowlat, 3759 ogrzanego podtoza 37 20-26 20
sproszkowane produkty BPW wg ISO
mleczne bez probiotykéw®
Protokét 9: 3375 ml wstepnie
e Pokarm dla niemowlat, ptatki ogrzanego podtoza
$niadaniowe dla niemowlat, 3759 BPW wg ISO 37 20-26 20
sproszkowane produkty + wankomycyna
mleczne z probiotykami® (10 mg/l)

(a) Objetosc probki przenoszona do probéwek z roztworem lizujgcym. Patrz krok 4.7 w czesci Liza.

(b) W przypadku duzych préobek produktéw w proszku i ptatkéw $niadaniowych materiat nalezy powoli wprowadzaé do
ptynu, czesto go mieszajgc, by nie powstawaty grudy.

UWAGI:

e Probki o wielkosci przekraczajacej 25 g nie byty badane w badaniu wedtug NF VALIDATION z wyjatkiem protokotu 8 i 9.
e Krotkie protokoty detekcji sg wrazliwe na warunki inkubacji. Nalezy stosowacé sie do warunkéw temperaturowych
okreslonych w specyfikacji technicznej. Obowigzkiem uzytkownika jest skontrolowanie, czy po wstepnym ogrzaniu
bulion przednamnazajgcy osiggnie temperature wymagang przed inkubacjg. Czas przygotowywania probek,
czyli opdznienie miedzy korncem etapu wstepnego ogrzewania bulionu przednamnazajgcego a poczatkiem
etapu inkubacji probki zywnosci, nie powinien przekroczy¢ 45 minut. Podczas inkubacji zaleca sie stosowanie
wentylowanego inkubatora.
e Podczas przenoszenia prébki z przednamnazajgcego bulionu tetrationianowego (TT) do probéwek
z roztworem lizujgcym Neogen nie wolno wytrzgsaé podtoza do przednamnazania TT ani pipetowac z dna
probéwki do przednamnazania, aby unikngé przeniesienia osadéw. Przeniesienie osadu moze skutkowaé
uzyskaniem nieprawidtowych wynikéw.
e Zalecane momenty przerwania protokotu wystepujg po etapie przednamnazania lub przed lizg prébki. Bulion
z przednamnozong prébka lub préobke lizatu mozna przechowywac w temperaturze 2—8°C przez maksymalnie
72 godziny. Po wyjeciu bulionu przednamnazajgcego 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 testéw 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 molekularne;j.

2. Sptukac¢ wodg Tace Neogen urzadzenia szybkiego tadowania testéw do diagnostyki molekularnej.

3. Osuszy¢ Tace Neogen urzadzenia szybkiego tadowania testéw do diagnostyki molekularnej za pomoca
jednorazowego recznika.

4. Przed rozpoczeciem uzytkowania nalezy sprawdzié, czy Taca Neogen urzadzenia szybkiego tadowania testéw do
diagnostyki molekularnej jest sucha.

Przygotowanie Wktadki Neogen® bloku chtodzenia do diagnostyki molekularnej

Whktadke Neogen® bloku chtodzenia do diagnostyki molekularnej nalezy umiesci¢ bezposrednio na blacie laboratoryjnym.

Stosowad blok w temperaturze otoczenia w laboratorium (20-25°C).

Przygotowanie Wktadki Neogen® bloku grzewczego do diagnostyki molekularnej

Wktadke Neogen® bloku grzewczego do diagnostyki molekularnej nalezy umiesci¢ w suchym podwdjnym bloku
grzewczym. Wiaczy¢ suchy blok grzewczy i ustawic¢ temperature pozwalajgcg Wktadce Neogen bloku grzewczego do
diagnostyki molekularnej osiggng¢ i utrzymac temperature 100 £ 1°C.

<)
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UWAGA: W zaleznosci od typu bloku grzewczego Wktadke Neogen bloku grzewczego do diagnostyki molekularnej
nalezy zostawi¢ na okoto 30 minut, by osiggneta odpowiednig temperature. Uzywajgc odpowiedniego, skalibrowanego
termometru (przyktadowo czesciowo zanurzanego termometru lub cyfrowego termometru z termoogniwem, a nie
catkowicie zanurzanego termometru) umieszczonego w wyznaczonym miejscu, sprawdzié, czy temperatura Wktadki
Neogen bloku grzewczego do diagnostyki molekularnej wynosi 100 + 1°C.

Przygotowanie Urzadzenia Neogen® do diagnostyki molekularnej
1. Uruchomié oprogramowanie Neogen® do diagnostyki molekularnej i zalogowac¢ sie. Skontaktowa¢ sie z
przedstawicielem Neogen Food Safety, aby upewni¢ sie, ze dysponujg Paristwo najnowszg wersjg oprogramowania.

2. Wiaczy¢ Urzadzenie Neogen do diagnostyki molekularne;j.

3. Utworzy¢ lub edytowac serie z danymi dla kazdej probki. Szczegdtowe informacje sg dostepne w instrukcji obstugi
Systemu Neogen do diagnostyki molekularnej.

UWAGA: Przed wtozeniem Tacy Neogen urzadzenia szybkiego tadowania testéw do diagnostyki molekularnej z
probowkami reakcyjnymi Urzgdzenie Neogen do diagnostyki molekularnej musi osiggna¢ stan gotowosci. Etap
nagrzewania trwa okoto 20 minut i sygnalizuje go POMARANCZOWA kontrolka na pasku stanu urzagdzenia. Kiedy
urzagdzenie bedzie gotowe do rozpoczecia analizy, kolor paska stanu zmieni sie na ZIELONY.

Liza
Za pomocag Srubokretu lub szpatutki wyjg¢ dolng czes¢ stojaka z probédwkami z roztworem lizujgcym Neogen przed
umieszczeniem go we Wktadce Neogen bloku grzewczego do diagnostyki molekularnej.

(S~

1. Umozliwi¢ ogrzanie probéwek z roztworem lizujgcym Neogen, pozostawiajgc stojak w temperaturze pokojowe;j
(20-25°C) na noc (16—18 godzin). Alternatywa dla rownowazenia temperatury probéwek z roztworem lizujgcym
Neogen do temperatury pokOJoweJ jest pozostawienie probowek z roztworem lizujgcym Neogen na stole
laboratoryjnym na co najmniej 2 godziny, |nkubac1a probowek z roztworem lizujgcym Neogen w inkubatorze
nastawionym na 37 = 1°C przez 1 godzine lub umieszczenie ich w suchym podwdéjnym bloku grzewczym na 30 sekund
w temperaturze 100 £ 1°C.

2. Odwrdci¢ probowki zamknigte korkiem w celu wymieszania ich zawartos$ci. Przej$¢ do nastepnego kroku w ciggu
4 godzin.

3. Wyja¢ bulion przednamnazajgcy z inkubatora.

4. Dlakazdej prébki oraz prébki NC (sterylnego podtoza przednamnazajgcego) wymagana jest jedna probéwka
z roztworem lizujgcym Neogen.
4.1 Tasmy z probéwkami z roztworem lizujgcym Neogen mozna docigé do zadanej liczby probéwek z roztworem
lizujgcym Neogen. Zaleznie od sytuacji nalezy dobra¢ liczbe pojedynczych probéwek z roztworem lizujgcym
Neogen lub tasm ztozonych z 8 probéwek. Umiesci¢ probdwki z roztworem lizujgcym Neogen w pustym stojaku.

4.2 Aby unikng¢ zanieczyszczen krzyzowych, nalezy otwiera¢ tasmy z probéwkami z roztworem lizujgcym
Neogen pojedynczo i na kazdym etapie przenoszenia stosowa¢ nowg koricowke pipety.

4.3 Przednamnozong probke nalezy przeniesé do probéwek z roztworem lizujgcym Neogen w opisany ponizej sposob:

Najpierw przenie$¢ kazdg przednamnozong prébke do pojedynczej probowki z roztworem lizujgcym Neogen.
Na koncu przeniesé NC.

4.4 Do zdejmowania korkéw tasmy z probéwkami z roztworem lizujgcym Neogen (po jednej tasmie na raz) nalezy
wykorzysta¢ Narzedzie Neogen® do zaktadania/zdejmowania korkéw probéwek do diagnostyki molekularnej — Liza.

4.5 Zdja¢ korek probéwki 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 Odnosnie postepowania z lizatem patrz Zatgcznik A.

4.6 W przypadku lepkich prébek przed pobraniem prébki od strony przefiltrowanej wymieszac torbe
do przednamnazania.

4.7 Przenies¢ 20 pl prébki do probowki z roztworem lizujagcym Neogen, jesli nie okreslono inaczej w tabeli z
protokotami (przyktadowy protokét 5 oraz przednamnazanie dodatkowe w RVS lub w przypadku stosowania
probek srodowiskowych z buforem neutralizujgcym).
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g

10.

Powtarza¢ kroki od 4.4 do 4.7 do momentu dodania kazdej indywidualnej prébki do odpowiedniej probowki
z roztworem lizujgcym Neogen w tasmie.

Po przeniesieniu wszystkich prébek przeniesé 20 ul NC (jatowe podtoze przednamnazajgce, np. BPW) do probdwki
z roztworem lizujgcym Neogen. Nie stosowac¢ wody jako NC.

Upewnic¢ sie, ze temperatura Wktadki Neogen bloku grzewczego do diagnostyki molekularnej wynosi 100 + 1°C.

Umiesci¢ odkryty stojak na probowki z roztworem lizujgcym Neogen we Wktadce Neogen bloku grzewczego do
diagnostyki molekularnej i ogrzewac przez 15 + 1 min. Podczas ogrzewania roztwor lizujgcy Neogen zmieni barwe z
rézowej (chtodny) na z6tg (goracy).

8.1. Probki, ktére nie przeszty odpowiedniej obrébki cieplnej na etapie lizy, mozna uznaé za potencjalne zagrozenie
biologiczne i NIE nalezy ich umieszczaé w Urzadzeniu Neogen do diagnostyki molekularne;j.

Wyjaé odkryty stojak z probéwkami z roztworem lizujgcym Neogen z bloku grzewczego i umozliwié¢ schtodzenie we
Whkiadce Neogen bloku chtodzenia do diagnostyki molekularnej przez co najmniej 5 minut, a maksymalnie 10 minut.
Whkiadka Neogen bloku chtodzenia do diagnostyki molekularnej, stosowana w temperaturze otoczenia, powinna
znajdowac sie bezposrednio na stole laboratoryjnym. Po schtodzeniu roztwér lizujgcy ponownie przybierze rézowg barwe.

Wyja¢ stojak z probéwkami z roztworem lizujgcym Neogen z Wktadki Neogen bloku chtodzenia do diagnostyki
molekularnej.

# 20-25°C
D ﬂ 000500

Amplifikacja

1.

Dla kazdej prébki oraz NC wymagana jest jedna probéwka reagentowa Molekularnego testu Neogen do wykrywania
2 — Salmonella.

1.1 Tasmy z probéwkami mozna docigé¢ do pozadanej liczby probéwek. Dobraé wymagang liczbe pojedynczych
probowek reagentowych Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 — Salmonella lub tasm ztozonych
z 8 probdéwek.

1.2 Probowki reagentowe nalezy umiesci¢ na pustym stojaku.

1.3 Nie wolno dopusci¢ do wstrzaséniecia granulek reagentowych na dnie probowek.

Wybra¢ jedng probéwke Kontroli reagenta i umiescic¢ jg w stojaku.

Aby unikng¢ zanieczyszczen krzyzowych, nalezy otwiera¢ tasémy z probéwkami reagentowymi pojedynczo i na kazdym
etapie przenoszenia stosowac¢ nowg koncowke pipety.

Przenie$¢ poszczegdlne lizaty do probowki reagentowej Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 — Salmonella
oraz do probéwki Kontroli Neogen reagenta w sposéb opisany ponizej:

Najpierw przenies¢ poszczegdlne probki lizatu do osobnych probéwek reagentowych, a nastepnie przenies¢ probke
NC. Na konncu nawodni¢ probéwke Kontroli Neogen reagenta.

Do zdejmowania korkéw probéwek reagentowych Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 — Sa/monella
nalezy wykorzysta¢ Narzedzie Neogen® do zaktadania/zdejmowania korkéw probéwek do diagnostyki molekularnej —
Reagent, po jednej tasmie na raz. Wyrzucic¢ korek.

5.1 Przenie$é 20 ul prébki lizatu z gérnej 1/2 ptynu (unikaé osadu) w probéwece z roztworem lizujgcym Neogen do
odpowiedniej probéwki reagentowej Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 — Salmonella. Pipetowaé
pod katem, aby nie dopusci¢ do wstrzasniecia granulek. Delikatnie wymieszaé, pobierajac i wypuszczajac
roztwor pipeta 5 razy.
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5.2 Powtarzac¢ krok 5.1, az wszystkie pojedyncze prébki lizatu zostang dodane do odpowiednich probowek
reagentowych Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 — Salmonella znajdujacych sie w tasmie.

5.3 Probéwki reagentowe Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 — Salmonella nalezy zamkna¢ zatgczonymi
dodatkowymi korkami i za pomocg zaokraglonej strony Narzedzia Neogen do zaktadania/zdejmowania korkéw
probowek do diagnostyki molekularnej — Reagent wywotaé¢ nacisk ruchem w przéd i w tyt, aby upewnicé 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.

5.6 Przenies¢ 20 pl lizatu NC do probéwki Kontroli Neogen reagenta. Pipetowac pod katem, aby nie dopusci¢ do
wstrzgsniecia granulek. Delikatnie wymieszaé, pobierajac i wypuszczajgc roztwor pipetg 5 razy.

6. Zamkniete korkiem probdéwki nalezy umiesci¢ na czystej i odkazonej tacy Neogen urzgdzenia szybkiego tadowania
testéw do diagnostyki molekularnej. Zamkna¢ i zablokowaé pokrywe tacy Neogen urzadzenia szybkiego tadowania
testéw do diagnostyki molekularnej.

7. W oprogramowaniu Neogen do diagnostyki molekularnej sprawdzi¢ i potwierdzi¢ konfiguracje analizy.

8. Klikng¢ przycisk Start w programie i wybra¢ uzywane urzadzenie. Nastgpi automatyczne otwarcie pokrywy
wybranego urzadzenia.

9. Aby rozpoczaé¢ analize, nalezy umiesci¢ Tace Neogen urzadzenia szybkiego tadowania testéw do diagnostyki
molekularnej w Urzadzeniu Neogen do diagnostyki molekularnej i zamkng¢ pokrywe. Na wyniki trzeba poczekaé 60
minut, cho¢ wyniki dodatnie mozna uzyska¢ wczesniej.

10. Po zakonczeniu testu nalezy wyjgé Tace Neogen urzadzenia szybkiego tadowania testéw do diagnostyki molekularnej
z Urzadzenia Neogen do diagnostyki molekularnej i zutylizowaé probéwki, namaczajgc je w 1-5% (obj./obj., wodnym)
roztworze domowego wybielacza przez 1 godzine i usuwajgc z obszaru przygotowywania testéw.

WAZNA INFORMACJA: Aby zminimalizowaé ryzyko otrzymania wynikéw fatszywie dodatnich w zwigzku

z zanieczyszczeniem krzyzowym, nie nalezy otwieraé probéwek reagentowych zawierajgcych DNA po amplifikaciji.
Dotyczy to probowek reagentowych Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 — Salmonella, probéwek Kontroli
Neogen reagenta, probéwek reagentowych oraz probéwek Kontroli Neogen macierzy. Zanieczyszczone uszczelnione
probéwki reagentowe nalezy utylizowac, 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 krzywag strumienia swietinego powstatego w wyniku wykrycia amplifikacji kwasu nukleinowego.
Oprogramowanie prowadzi automatyczng analize wynikéw oraz koduje je odpowiednimi kolorami. Wynik dodatni lub
ujemny okresla sie przez analize wielu okreslonych niepowtarzalnych parametréw krzywej. Domniemane wyniki dodatnie
przekazuje sie w czasie rzeczywistym, natomiast wyniki ujemne wyswietlg sie po zakonczeniu testu.

Domniemane wyniki dodatnie prébek nalezy potwierdzi¢ zgodnie ze standardowymi procedurami operacyjnymi
laboratorium lub stosujgc odpowiednig referencyjng metode potwierdzajgca->?, rozpoczynajgc od transferu z gtéwnego
podtoza przednamnazajgcego Neogen BPW wg ISO do drugorzedowych bulionéw przednamnazajgcych, a nastepnie
izolujgc i potwierdzajgc izolaty za pomocg stosownych metod biochemicznych i serologicznych.

UWAGA: Nawet probka ujemna nie da odczytu zerowego, poniewaz system i odczynniki do amplifikacji Molekularnego
testu Neogen do wykrywania 2 — Salmonella charakteryzujg sie swoistym poziomem tta w RLU.

W rzadkich przypadkach, przy wystgpieniu nietypowego strumienia swiatta wychodzacego, algorytm opisze je jako
~Sprawdzi¢”. Firma Neogen zaleca powtérzenie testow dla wszystkich prébek oznaczonych jako ,,Sprawdzi¢”. Jezeli
utrzymuje sie wynik ,,Sprawdzi¢”, nalezy przej$¢ do testu potwierdzajgcego z zastosowaniem preferowanej metody lub
zgodnie z lokalnymi przepisami.
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Typ Symbol wyniku . . o
studzienki | dla studzienki Wynik Interpretacja wynikéw

Prébka Dodatni Domniemanie wyniku dodatniego prébki pod katem
docelowego patogenu.

Prébka . Ujemny Wynik ujemny prébki pod katem docelowego patogenu.
Macierz probki byta niedostepna dla testu. Konieczne moze

Prébka Blokada by¢ chV\{torzen'le testu.‘ Wiecej |nff)rmaCJ| mozna znalgzc
w czesci Rozwigzywanie problemdw oraz w Informacjach
o produkcie.
Brak mozliwosci oznaczenia obecnosci lub braku patogenu

Prébka Sprawdzié f:locelowc.a'go. Komeczne: moze byc powtgrzenle tgstu. WIQC’ej
informacji mozna znalezé w czeéci Rozwigzywanie problemoéw
oraz w Informacjach o produkcie.
Nie wykryto bioluminescencji. Konieczne moze byé

Prébka Btad powtdrzenie testu. Wiecej informacji mozna znalezé w czesci
Rozwigzywanie probleméw oraz w Informacjach o produkcie.

Potwierdzenie wynikéw zgodnie z certyfikowang metodg NF VALIDATION

W kontekscie walidacji NF VALIDATION wszystkie probki okreslone jako dodatnie w badaniu Molekularnym testem
Neogen do wykrywania 2 — Salmonella nalezy potwierdzié¢, wykonujac jeden z nastepujacych testow:

Opcja 1: Zastosowanie normy ISO 6579®, poczgwszy od podtoza przednamnazajgcego w postaci buforowanej
wody peptonowej®.

Opcja 2: Wdrozenie metody potwierdzajgcej, ktéra polega na wykonaniu nastepujacych czynnosci: Przenie$¢ 0,1 ml
podtoza przednamnazajgcego BPW wg ISO® lub tetrationianowych bulionéw przednamnazajacych (prébki produkcji
pierwotnej) do 10 ml bulionu RVS. Inkubowaé przez 24 + 3 godziny w temperaturze 41,5°C. Umieéci¢ na agarze XLD
(ksyloza, lizyna, deoksycholan)® lub na agarze chromogenicznym specyficznym dla bakterii Salmonella. Wykonaé
aglutynacje lateksowg za pomocy testu lateksowego Oxoid Sa/monella bezposrednio na wyizolowanych koloniach.

Opcja 3: Wykorzystanie sond kwasu nukleinowego w sposéb opisany w normie EN ISO 7218® zastosowanych na
wyizolowanych koloniach z agaru XLD lub chromatycznego (patrz opcja 1 lub 2). Tego badania nie mozna wykonywagé za
pomoca Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 — Salmonella.

Opcja 4: Zastosowanie innej metody zgodnie z certyfikatem NF VALIDATION, ktorej zasada musi sie rézni¢ od
Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 — Salmonella. Nalezy stosowaé kompletny protokét opisany dla tej drugiej
metody poddanej walidacji. Wszystkie kroki poprzedzajgce rozpoczecie potwierdzania muszg by¢ wspdlne dla obu metod.

W przypadku niezgodnoéci wynikéw (domniemany wynik dodatni w badaniu Molekularnym testem Neogen do
wykrywania 2 — Salmonella, brak potwierdzenia jedng z powyzszych metod, a w szczegdlnosci w przypadku testu
aglutynaciji lateksowe;j) laboratorium musi wykonaé czynnosci niezbedne do zapewnienia waznosci uzyskanych wynikéw.

W przypadku pytan dotyczgcych konkretnych zastosowan lub procedur nalezy odwiedzi¢ strone
www.neogen.com lub skontaktowac sie z lokalnym przedstawicielem lub dystrybutorem firmy Neogen.
Zatacznik A. Przerwanie protokotu: Przechowywanie i ponowne badanie lizatéw poddanych

obrébce 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.
Przygotowaé przechowywang prébke do amplifikacji przez odwrécenie 2—-3 razy w celu zmieszania.

Otworzy¢ probdwki.

o r 0D

Umieéci¢ mieszane probdwki lizatu we Wktadce Neogen bloku grzewczego do diagnostyki molekularnej i ogrzewac
w temp. 100 = 1°C przez 5 £ 1 min.

6. Wyjac stojak z probéwkami z roztworem lizujgcym Neogen z bloku grzewczego i umozliwi¢ schtodzenie we Wktadce
Neogen bloku chtodzenia do diagnostyki molekularnej przez co najmniej 5 minut, a maksymalnie 10 minut.

7. Kontynuowaé protokét od etapu Amplifikacji wyszczegdlnionego powyze;j.
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JLF7=15FDA BAMW, USDA FSIS MLG@ F£7=1ZI1S0 18593:2018M it > CIRIER A ZFFEL £ 9%
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ZOkalLs 0.5% KpSO3 & & E2X
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I FIIVIWZHEUIVIRFYY
(CoZObId . E—=h>FHv I T7— 25 WE L72100 g/LD RS 37 18~24 20
EVREREZFF AT a—FvU BT & | B#IILE225mLo
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— VR DTy VEEICHER)
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0.002% (0.02 g/L) &% &7,

(f) REEEMIILIZRE T BIC13.100 gDEKEAEAISIL V1 g2l LOZKE K I IIERKICRESE T T, 8E I3
FTRERICHEHLET121°COF— I L—TTISHUIEL £9,2~30°CTHREFEL FTE,
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(h) & L720.5% K,SO3% S L IHE L722X BPW ISO 235 mLIC. 100 g/LDERERA#3 )L 2240 mLERINT DREHLHD £,

FTa D REHEER Ty R ER Y 35 E1CIE (Rappaport VassiliadisiE 22 ¥) ( 120 &R EIHEERALICN LiREpE
H7OX]) Z1T5h\ BICZTRIBEIRIAL0 ulzNeogen 71 S RARF 21— BT EDMMRBERD T TRFFAR—K (TT)
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.. PERFORMANCE TESTED
LICENSE NUMBER 091501

AOAC Research Institute OMAME KUPTMM I OIS LICHE LT Neogen D FARE 7212 - YILEZ IS YL ERSDIE
HICEBAETHZ DR INTUVE Y, LERERICEVWTRAEDHR EBTCEBE ZR3IIBHLET,

£%3.A0AC OMAS" 2016.015 &K TFAOAC PTMSMEEREFE#091501ICED<IEE 7O )L NeogenZ1 S BB F 21— 1B T1%
K220 LTI

REEEH REE miEEJOXE (* 1°C) B = B RS (BFRE)
L DFEVEHR 41.5 10~24
325¢ 975 mL BPW ISO
(IEEH)
25 g 225(7'3‘5%5;]"!)'50 415 10~24
EOIFF 975 mL BPW ISO
325¢g ) 41.5 14~24
FIEEAFFNY 325¢ 2,925 mL BPW ISO 37 18~24
RS [T |t 25¢g 225 mL BPW ISO 37 18~24
E 375¢ 1,500 mL BPW 1SO
BOrau EoIreEk aitcn
TEDRIL Y ARERE LTJk 25¢g 225 mL BPW ISO 37 18~24
EEF—X
R 30 mL BPW ISO N
FE R 30 mL () 41.5 18~24
R on as 50 mL BPW ISO N
AURB NERSRESILY 25¢g 225 mL BPW ISO 37 20~24
a7 98— 25g 225 mL BPW ISO 37 24~28
EERERIR20D 100 mL 900 mL BPW ISO 37 18~24
ERBAR T NERRK 375mL 3,375 mL BPW ISO 37 18~24
25¢g 225 mL BPW ISO

JV)—LIRE—FYNEZ— 37 18~24

375g 3,375 mL BPW ISO
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32( /I /,
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(f= 25¢g 1SO 37 18~24 mL"/&\l(g mL 41.5 4~24

(a) 10 ULOFIBERAZ 1 RBRF 21— T ST AT 23> DRTYv T4 125,
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ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en
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900 PN — 1) O i
0.002%
7Okl 5: 2 x BPW
o ANARFBEN—TEEFHRLZ. SO 235 mL
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+ EREAFUHTEL
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ZERALEST. COFE2ONIT—MEADAEICOVWTERRINTVWRZEA AL EXTER L TIZ IV BEERRRICT
UDATYIIIRT AADAEICHBLTVWBIHENLNHDET,

ERA—BLARVGE (NeogenEREIRE 7 vt 12 - YL ERSTHRECHESNIDDOD. LEEDAEFFIISTYIRE
RETIIEE TIRH 15 E) I REEIINEBERIATY IR CURONIBROEWMZERLAITNISAD FE A

B ARSCFIEICOVWTIEMAHDE LIS HEDTTTH T~ (www.neogen.com) & ZE L\ - 72<H\ Neogeniik 5518
HERTIEBOJRVIRFE I TERVWEHEIZTW
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1'.T§§A 7O J)LORER: IMBNIBESA ST E— FOREFECBRE
AR EA ST E— b RETBICIE A RAFa—TITFRBX v T Z2HmOFT (S A 03 45%80),

4~8°CTRAT2FBFRELE T,

RIFSNIREZ2-3EREBESETEELIBEBAE L TERBLEY,

Fa—TDF vy TEZALET

BELETMIRFa—T%ZNeogenD FRHEE—FTOY I H—MMIES 100 + 1°CT5 £ 1 HMEAL £,

E—rJOvohBNeogenZ 1 RAFa—T v 07BN L Neogen FHEHFIL IOy I 1 — AT REIM E (RK
1092f8) BHL £,

7. LEROEEEIIaVICEERIhTWA 7O Zl s L XS,
**%Szﬁik

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
Salmonellafrom meat, poultry, pasteurized egg, and siluriformes (fish) products and carcass and environmental
sponges. Effective Date: 2 January 2019.

3. I1SO6579-1. Microbiology of the food chain - Horizontal method for the detection, enumeration and serotyping of
Salmonella - Part 1: Detection of Salmonella spp.

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

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

6. Neogen Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen
Molecular Detection System.COXZEDIE—HDRELIHEICIF NeogenEmET & MIBUEICTERIZTV

7. 1S0 18593. Microbiology of the food chain - Horizontal methods for surface sampling.

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

9. IS0 16140-2:2016. Microbiology of the food chain - part 2: Protocol for the validation of alternative (proprietary)
methods against a reference method.

10. 1SO 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. 1SO 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. 1SO 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. 1SO 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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Neogen® IV 1KE S FIEM3Hr 2 - A TRE

PRI RIS \ \

Neogen® DI 1 ERE 73 FH2MAHT 2 - 2/ TEES Neogen® D FIMAZ—HE (A, AFIRE. B NS E G R &, mRl

BN IINEE R L TEH.

Neogen® 53 FALM DR AR SEFET EIRARRET LA SR MM S SR RIZEREY, ESEREMR R

I8 I R 4 SRES R S R E PRIE L5 R, IR A RN ED T Fei G B . N EREENR 75 A SRR S A IS E RV A HIA

BREPAMLERS23),

Neogen YW JERE D FHM D 2 - A/ TREZ HRI KR ERAFYIN T W A RIEKRIEIFE FER N FEREmICIREHAL

M9 Tk R ER L 5R, Neogen B R B ZER BIIE, 40, 3+ TG UL ma A THUNIFIZY, ok, e PREUER & ¥ am, Neogen &K

E i;iﬂ;i[%ftf%@ikﬁﬁﬁﬁﬁﬁlﬁ‘éﬁ’ﬂﬁﬁfzﬁm BT A7 225 XIPRA Fl RERV AR 2K B Td Neogen DI 1RE 2 F1oill 5
=20 JEEH

IEFREIENA E—1%, ERIESFENRR, iR S MREM I S RIME R IUF 5 £ NS R A mbE MENLEERA

FERREAIRE RTINS R, Neogen EINIE A PR AR EHENHF AU EN B RMBEY SR IR QIEE ST

BEERWN G E#TIHE, BREN AR S AP AR,

Neogen BEiEid & HE HRK (BPW) 1ISO Xt Neogen I TERE S FAMAHT 2 - 21 JERE#IT T i,

Neogen® 23 F X 28 & AT E DT RIED Brp2id RUMERIE @, 2T B SR PR ERMAEY RED T RBS R

T IE SRR RE RSN EEREEYREN, FRGHEIEAN Neogen 73 FHIMNES,

Neogen Food Safety F=maVi&it 14 ™= B4 5k15 1SO (EFFrAELE4R) 9001 A,

Neogen M TERESD FRMAH 2 - X/ JRENHAFIZEE 96 MENKRNE, I0F 1 ik,

& 1. Neogen W ]KE D FHONDTAFI 2L

e ¥R nE RE i
Neogen® AR (LS) | EPRE, HLIAR 9% (12#, S8 E) | &% 580 uL NAR B2 22, BNFENA
Neogen® )| JEE %3 FeE 96 (12 HE, S48 &) | 1Y 1A MIRXFIRY BPFFENA
FREMDH 2 -2 TEE e 3

Rl VA=

NS BFEEF 96 (12 #, S 8 1) BNFFENA
Neogen® iR 7R EREIEE 162 %, 588%) DNA. ¥ & #0485 BVFFENER
(RC) B RFITER S

FAMESTER (NC) KA EILEEFE (30 BPW-1SO) , RIERMIAFI &R ME. 157 K BE NC,
ze
FA P R2iZisi%. IR 8T Neogen 73 FHUM R4 Neogen I EKE 2 FIM DM 2 - A TREHBFRIFMB R 2ER. %
ERTFR2WAE, UEAREN.
AEE. REBRER, MRFTEIRRSR, AIBE M S ERNA S HEN /M=%,
AR JRBENERIER IRTEEER, FIRESE Rk,

BMEAN SR Z TSP ER Neogen iV I RE S FEMN SR 2 - 2 TFEE,

B P SR 2 A& B AR M AR X H A G2 T3E0), 5140 : (R R 238 =46 ISO/IEC 17025 5 1SO 72180,

AT BEESERBYE REXBI XL, BRFEREZER= N, IR U TEN:

o EFIRERIEHIZIR RIS EHIRMEI G ARITICN,

BRI EEM M5 B PSR E7F Neogen W IRE D FIMDH 2 - 21 TR E,

ARERTEITHAH EAZ BIfEA Neogen DI JEE 2 FHUM M 2 - 2 TS

3§ Neogen I TEKE D FHMNDH 2 - X TRERTAERNEHE = A RIS & AR | S0 TIFE# .

SR Neogen I IERE R FHEN ST 2 - 2 JERERTFENZHE = FIIERIRE.ES . HRME .

S FEFRMNEDRINFEBRIEES SYNIF SR, NERNEHE 1.2 B HIETHRE 1 MOFER 1 HEEIEE
W37) o B—FNER R 10 ul BIhFIE HIEFFREETEE Neogen HBARE N B PME RS BEREES 5N
Neogen® ¥ =135 RS96010NB. RS9604NB. SSL10NB. SSL10NB2G.HS10NB. HS10NB2G #1 HS2410NB2G,
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ATRESHERNEYRERZHXHRIE, HESUATER:
o MIIGBEENITEAGHNIEET, TEERENLREPRITEORERN, G RIEFE U IEMS I FIEARENGENRE
ATRES B BURE , & LT A AR RS A XL,
YALLETINE RN E L 2T, BIEE MR Z 544 M S EE HaIBhIFRFIIFIREE,
BRI RIS AR RN 8 HiRF R M BRI A E Y.
RIBIITIT AR AT RIS 1 E AR i 1T R A1,
FEDMRBLTBRETELFRVIENERATEIWAANEEBEEYREY, FEEEIEN Neogen 73 FHMMYES.
AT EEE D IIRESZSHAXBIRPE, 1§ ES AT EM:
o WERBFE (RIFAPMBALLESINKELES) o
AT RRSFRSEEXHRE, T ES A TH:
o BRBEMITITIARERERISRNER.
NTRESERREEEHEXHNIE, HFEEUTEM:
o AEBUHENHMMAZBEERE,
o RERWEINAIINFBTIEL
o ERIFMMNLIRAERREITINIE Neogen® 2 FAUMINIFVEIREVEE (G180, B2 RETHABBHFTRELT, MIELREE
i) o RE AT E F Neogen 73 FHuMINFUEIRBPBIEENM B,
AR
AT EEE D IIRESZSHAXBIRE, 1§ ES AT Em:
o EHITIAFNRKUZEIEBRFE,
o BIWFERILTEMN. & ARERRE FHIST) MO FEMERIZRER kK,
o FREBIFMIERIIRL,
o BHERMIBFRERBERREINEREINE RIFIRENE. AT BRBRETE, BRI LUEFIgIN— N eSS R,
B0, AP LS METIS R RS E LR E .
o FRARBERENND FEYITIEL WIRTT) oA 1-5% (5KEEFRALL) RAZRA KR DNA ERFARER #ERIN=E
TEEMLE BRE. F&EH .
AT RS RS REXHRE, EEE U TED:
o IEFIMITHRAE,
o WIBEZTRMNHAERN, NI EBITRE N 1-5% (5KNERLL) WRAZEEARTIRA 1 VN, BB EEX,
o EMEV EENRAFIRNEFHITEENE,
BEE “REFER THRETCE BN EMHNFE LM,
g@%gg?ﬁiﬂ’ﬂﬁiﬁﬁ RIEFEELER, TR EAIBIM L www.neogen.com, A 51&23HY Neogen KRR R L
RIFEH,

BR&EE
FE);' BRERES REEMREIEHNEANIAIMIEL www.neogen.com EX R T HhH) Neogen ARILEHR, U THES

‘ngfﬁiﬂﬂﬁ AR, SNREIRMIMIREE QOB A KIS 2R RIS MR R ERANERE ) # g7
P EEFN S AR MY, N B{TH INERSENERMAMEBLIRINRT B 0% 2 BV S T, U FRMEZRRN
FEIREI P RARE

RMAERERESHER R RMENANERBAF 15,

BIFRE N7 55—, £ B Neogen Food Safety = ®FFSRINE R H R ERIIS R ERHIZEFNEHEE,
NEPEFPITHEEZMHBRERE, Neogen FF& T Neogen® 5 FHME BT RIAFIE EERT, a] UEREFRFTER (MC) K
EEREE =M Neogen YITTRE D FIMOH 2 - X TERERLE R E5% A Neogen A ER NI A MERHE R
MBI T ZRETENEFRIEMEIERRIE, 3 & FRENERERFITRN, BhEE RRFFRENAIE fo

BRI EXA—MASNFEFEN~ G EERI T L) ARENERERNIHIMNINAREMSHNES, GISAREEM
£33 B ECHBME BN ESUNRFENTIRZENER.

B PRFIE/ B PR#D R FE i

BRAES N m B E RRIEES 2 BRHARR, BN, NEOGEN AR HIEMBARSENTRIE, BEERRTIERMETITERAIZE
M RIE. S0RIEBA{E(T Neogen Food Safety 7= m1F1ETRFE, Neogen R EIZINA A A LU BT RE IR, X2 M
HITIRR X B M TR B ME— 35 5, I8 A AT & T == nfF TR (R T AT SR ERFERY 60 RAIZENEAN Neogen, HF %= miB iR LS
Neogen, i85 Efa%EIR], 5B & Neogen 1X3R3K Neogen IRINEZ .

Neogen ={E[RHF!

SRR IR E, TIEBE R, TR 57K (BANIFEIRRRER RIS, NEOGEN SR #ZBEAI SR, B ERRTFE
BUR IR AR, Neogen XYFMBEFERME R MAEA A B ™~ mBE LN 18,
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S

7EF Neogen IV TEKE 9 FiM9 1 2 - 2 TREEIETE 2-8°C IR T 872 Fo B MEFIRFI & T RF &G, NIAERE
LRE DR WNRIDTARIIR, BN ER ST Z 5, RMERBIAGI R N E MG EEFEAEHA TR R EREHRERT,
UGRERAT IR RRE M. B EMBHVRARMETE 2-8°CRE T, (EfEFIE R 88T 60 Ko

B0 SRR Neogen IV IERE 2 FH2M 2 2 - 0/ TR F. S H B AN S EPRE R ERIMIBIITE L. ERZIE, IEEE
FrEM Neogen D JKE 73 FHMNDH 2 - A7 T EEE FIRES A BURYIR. SThiel /G, MERIMITIITIANER ER 5 RIE
FH.BSE "ReRER THREEEEMEBNFEEN,

fs£ A5t EA
BIFREEFIEIRE. SN, AR SEER T ER,
fEF 1-5% (57K AFALL) RAREARY DNA RERAREMFUERETFENIRE BRE FEHEH) .

FAF R 88 “6tXF Neogen 2 FIUNARAN LR G (1Q)/ARIEEHE (0Q) A EMIHEA” M IHOHMFIERER Neogen 73 F14
MARGHRIER BRI (0Q) 1l

BEN WIEREERRR D, TRISEERK:
& 3:3888 AOAC® Official Method of Analysis 2016.01 #1 AOAC® Performance Tested™™ i+ #091501 SCHEAYILE 75 %=,
3R 4.3&83 NF Validation JE4 3M 01/16-11/16 SZFERVIEE 5=,
HRigE
R 23 F A4 RETHNER AR RN — LR A RIES.
BRFERERIESEBEBEARIEHRE, BRSNS AR S B PR,
LT
1. RIENAAIER, 1k BPW ISO EEFEFHELREIMFEET 41.5 = 1°C. MK 2.3 4
2. EEEWE MSERIEFENERHITRES.
3. BTRSWRRERFIRES 2 + 0.2 oHHEIFIBERRYT 28 ERESF RIS, RIHIEKIRY,
a. XTFEREREMBNEE R, BINERTIER.
b. NWFEEKFEKEMERSHNER FIMIAEER) , BIGHTH PR (> 1:10), EEMEEH TE,
FAETLXE 1% (wW/v) a-EMESIIN BPW (1SO)10-13),
c. NWFAEVPMASLER, BEERBIBMNREFH LIRS, LUBRHIILER,
4. RBERARERPMRHITIER FBENR2.R3TKD,
23
PR ET A IR APMARK T (I 2R ERESTIRER) 897848, Neogen BIERREEYREFINALES
48, PFA R AT A Dey-Engley(D/E) RFNRZENZ ECAY 7, 2N BN R X BN X# TIHE.

BE NREERERHS S EEREES SYNRME PREBEEIKIER, W STERN 2 7% 1:2 B9ELE) (1 7 mxd
1 P THRIEE A7) BRI ENIMEE S, LR RS SR SRR RIAM LS R XX, 5 —MiEEE i 10 uL B9
L hIEFFRIETSE Neogen HEAREW.

BFRIIRE RS FEREANEFEXIFINZEINRTELDH 100cm2(10cm x 10 cm 3 47 x47) . X /48BN,

BN AE (MERA, AEMEEIT) BEEANXI, iR E Y aipIENE 5 ZaiE1E FDA BAM®, USDA FSIS MLG® 5

ISO 18593:2018" 155 /5 N EIFIE I T

BRERENIEEREEAREEHRRE, LRGN S ERS B PR,

1. RIENISAER, ¥ BPW ISO EEIEFEFME 41.5 £ 1°C.M&E 2.3 8 4,

2. EEREVFE TFTEEREAENERBITRES BTRES IRIRERFINES 2 £ 0.2 DMLY R ZRER A RER
PR T 75, W& 2.3 5% 4o




@D (T M =

®2. —MRIEEHE

o o z= WERE | EEE | FRoE
HEER K HENTE 10 | ohed) | quLye
FER1
T ER REEESHUREMS | 25¢ 225 mL BPW ISO 37 18-26 20
ZHPHERIF5R) ©
B2 225 mL BPW ISO
EHMAMIHEY. EM. 54 | 25¢ ) 415 18-26 20
LRI G o
FE3
MRELEI G (BIEEE) LES A 1. 25¢g 225 mL BPW ISO 37 20-26 20
KEEHE) LB I)
EL] &
R y 225 mL F& 100 g/L BiBEY%,
gg;ﬁ*‘thﬂﬂ (*ﬁ;kx 153-'37]\*)? 25 g E 0 0020/0 Qi@*ﬂadef 37 24'30 20
£5 235 mL 2X BPW ISO,
Hith, 4% ARl EAERIE 25¢g % 0.5% K,S03 +240 mL 37 24-30 10
) RGERIRA A INME, RZIR FE 100 g/L BRAseyssden
FE6
S EEZNN RRER M (25
RIEATFHMEBR, SELZE. 25¢g 225 mL & 100 g/L BiAEim#p @ 37 18-24 20
= 1—\ F’LJ‘% ﬂgix *%\ I:tIJ\H %
R EARR ATRREMEE)

a) BBRIRMRENFRIETRIFSH “RF oS R 4.7,

b) BEAAE 1 WA~ &G e 'am. BRE VL IR,

o) BEMA SR 2 MR mn Bl £ KRR FrE Bk KBTI £ AL (BRBTESR) .

d) BiBsEB =B REF Y] IERBBET.

e) & 225 mL BRSS9 ANN 0.45 mL BY 1% SEFREIKER, FRIRLRET 0.002% (0.02 g/L) M=LZEZE

f) EXIELTHEBAETH, 5§ 100g Bk BAETRIR0FTE 1 L R IBKI AWK RV EEIEMR 7 121°C TREKXE 15 9.
£ 2-30°C® i1z,

(g) 7£4 1000 mL BPW ISO HIIA 5 g B9 K2SOs, 1R EIREIRE A 0.5% B K2S030
(h) #4704 240 mL 100 g/L EE ARSI AR INEIE 0.5% K2SO3 B 235 mL 2X BPW ISO BEAR&RH.

NRFEFARNERN _IEE PR, BI40 Rappaport Vassiliadis &7, MRE#H1T 1:2 18 (F 1 HEFERIEERK 1 HLEIEE
7)) SEHER 10 ul ZRIEE %15 2] Neogen RARKE . WNREAEIFRERE (TT) U7, MIHF 20 uL B RIEE SR
Neogen RFRE R, FEISH TT IBENMIEREREER, URFEBIERITUEN.

IR R R{FiER
AOAC® Official Methods of Analysis*” 2016.01
AOAC® Performance Tested*™ ;iE$ #091501
.. PERFORMANCE TESTED
LICENSE NUMBER 091501

AOAC Ht53FR OMASM 71 PTMS" 31+ 27R, Neogen IV JERE D FAEM D 2 - 2/ I = — BB A TRER N 7E R
PN EBU 2 RTER 3 Fo

(
(
(
(
(
(
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& 3.J85% AOAC OMA®" 2016.01 1 AOAC PTMM JEH #091501 SKHERVIE I /5252, #4155 Neogen REBRERIIE MIATR 20 pLo

gza .
HAER PN R e HATAE] ()
25 225 mLBPW 15O
TR
TR 415 10-24
R 25 975 mL BPW ISO
& (FFR)
225 mL BPW ISO
325¢g IO mLEEW IS0 415 14-24
ZHIERSH 325¢ 2,925 mL BPW 1SO 37 18-24
259 225 mL BPW ISO
; 37 18-24
TR 375g 1,500 mL BPW ISO
AN, E 0T, ERETH R BER
it N 258 225 mL BPW ISO 37 1824
RS btk 30 mL 0 maay >0 415 1824
e eley 2 15548 om0 415 18-24
ARSI 25¢ 225 mL BPW ISO 37 20-24
ATATH 259 225 mL BPW ISO 37 24-28
EERE2ER 100 mL 900 mL BPW ISO 37 18-24
REERK 375 mL 3,375 mL BPW 1SO 37 18-24
259 225 mL BPW ISO
TR 37 18-24
et 375g 3,375 mL BPW SO
TIREIR AL TIRBVNRRIE® 10g 90 BPW-1SO 41.5 28-32
BEERT 1554 2o men )V 1S0 415 18-24
_ | FE 1 Ri%iE 1O Dby 150 415 18-24
i
© |mHE 15548 o mmay 150 415 18-24
- - o= | MEBE | MEME | SREESR | CAEEEE | CREERE
*¥nn§ﬁ *¥nn*lj\ igﬁlﬁ ;Z'E (i loC) (lJ\HT]) E (mL) (i loc) (IJ\HTJ)
R-VR10:0.1
HESLAE AT 2%5g 225 T;%DBPW 37 18-24 mL A 10 415 4-24
mL®

(a) ¥ 10 pL HBEHFmIBIIRERE BB "RF BINTE 4.7,
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AFNOR Certification iAJERY NF Validation

e““f\CATION

Y VALIDATION
EN ISO 16140

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

BXREMEE L BEBIEAER, 1551 LR LI 4AY NF VALIDATION iE+,

54 1SO 16140-20 B9 NF VALIDATION SAIEF 3% (5 1SO 65799 #8LEL) o
ISVESBHE FrE AL e m £ HERR (BEAEF#R) BEYE SRR, BTN S e mRITRIED .
BFREIE N5ER EN 1ISO 65793 F1 EN 1SO 68871015 &I+ S

PRRRAS . 2 IEH,

2% 4.3853 NF VALIDATION FAIEA7E 3M 01/16-11/16 SEHERVIE E 5 2=,

a e EERE &Y HFRoihE
BE BamAD IERNHE ( +:E) ('\H‘.T) lz:lu_)(a) =
BFE1:
S EHITRS (REHEEY, MTKR
. R TR 25¢ 225 mL BPW ISO 37 18- 26 20
o EYIBRmMaEE
o MREF (JEH(F)
BFE2:
THstammeaer
BRMERE, UNE ZhHlE :
fr o ’ 25gH 1T 225 mL,
. S1KHE | mABPWISO | 41O 18-26 20
o FTBEKEMER
o BmEFSHIEER
BE S e 25g 205mLBPWISO | 37 20-26 20
HE4: 225 mL BEEX
o FIRIE BN 20% WETEREES, 25g Hﬂﬂ‘a@é 0002% | 37 24-30 20
FE Sﬂ:eﬂ — ' 235mL 2 x BPW
o JALREL SABRIEY. R, 25 IS0 + K505 0.5%
M. =S, 25¢ omimeay | 37 24-30 10
ERRASI
?i‘% 25 ¢ ﬁéfglgnvh . 415 10-24 20
BRT: s 100 mL, T PU5R
. AR ) LEEEH | g
\ 37 22-24 20
o5 225 mL EPURE
& the9%
BExRS8:
o RAEEEMLLESTH. BILA 375g 3375 mlL 37 20-26 20
) FiiF BPW ISO
FER9: 3375 mL ik BPW
o SWMEREME)LEH M. Z) LY. 375¢g ISO+ FhE&H 37 20-26 20
a5 e (10 mg/L)

(a) HIBZIHBRENE R BSARBHINTE 4.7,
(b) X FAREMRNE XM, FREFRIBEBIMANRERHZRES, IR HILEIR,
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o %F 25g WUFEMERTE NF VALIDATION BRZRAH#1THN (752 8 F1 9 BRIM o

o IR SRR S A BUR M ILETERANE FMERRE 5. A R O IEHE RPN A RIMERE, A
BFHIAIEST . a6 B LR TAD BERE RmiFmigs TS BB ZBIRERASIET 45 775, 1557 Hi8],
BINEAEN RIFRIEFFIRE,

o XFMIEMFRELE (TT) RFAIEER Neogen REZRERIET, FEMRS TT IEEXMIERERBBR, URRBEMITE
M, BB TEMRIRESHEREY,

o HEFMSRPUTRNIEREWIFMAREG B ERZIFmAFERAE 2-8°C MEF&RK 72 /i, MEFLEHIEER
7l MMREE D BD R 1 EFFAIRRIN. MEFAE A RRERE, MMRBE DD R 8 EFFIRIN,

Neogen® 73 F&MREFLIBIERMESZT TIE

1. B—RFHEF—RELEMNA 1-5% (5KBERRLL) RERARZE, ARER Neogen® 73 FALMIRIRZ BT R

2. HEKETE Neogen 9 FIOMIRERZZITE,

3. EA—XRMERMNIET Neogen £ FHMIREHFETZITR,

4. {EAFIHR Neogen 2 FHoMITREBITRFIFTIR,

Neogen® 73 FASMSENERRESE TIF

¥ Neogen® R FHMAENEEHZETFLRETFA L, ELREINFRE (20-25°C) FERAEREHR,

Neogen® 73 FA& M ANFAISEIR AV A T

ﬁ{gg%%%@ _zj\lféﬁiﬂﬂbﬂiﬂﬁiﬁﬁﬂl)\ﬂ:l:‘l’a“%ikbﬂ9“?&%%EF'oFE?i’%’fﬁﬂbﬂH&%ﬁ#iﬁii&lﬁ, i Neogen 43 F M ANFAMERIXE

AR IRIERERIINAES, 721F Neogen 13 FHUMINPMRIRIE ALY 30 DX TIERE EAMEIEE AL ER. [EHR. 2

iEB?)&E’\J*}EFEi‘I' (nEREEITHABRBERFREET, MIFRREET) I Neogen 7 FRINMNFARIREVEE B EIXE 100
T 1°C

Neogen® 73 FS X EZ TIE
1. B5h Neogen® 2 FIMEHHE R IBEX R B Neogen Food Safety 143K, MR IEFE RS RIARAVERME

2. ¥TFF Neogen 93 FHoMIY 28
3. FASMERNEEAHEZBHFERSITRN.IEEE “Neogen B FRMNAKRAFRFM 7 HRIFHAEE,

AR BT RIER Neogen 73 FHMIRRFE ST FI, Neogen 73 FH2MINYBZ IR FRALERTS LIRS BABRE 20
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Safety iNauadnsadvdunanius Tisafinsadinu Neogen aavnumniandndiviuig Neogen 7 lsisuauniauinidnaiuiiaiiy

daulunANSUAATauuas Neogen

NEOGEN azLisuRawausiani1sgaidansaniudanislag mTnuasy Taudan Audaasunie Anaduiiiasainnisindounn
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wAnNuMNFvnavdaunwav lidnsdileg Anau
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mu‘mmmaau \a 214 TmuaakysuTana 2 Tae3s Neogen Mifiaauinil 2-8°C adhuzuds ifunalnsalliviuuaelyssninenis
Ausn uavaniilaaealnsaiudn ‘lnms’:aﬂamnmﬂaua”lwm‘smﬁumu mnmv\laua‘msmﬁﬂmu mu‘[%wamnmmuu UAYAN
augn m'5Lm.l5ﬂmmaamLaLaummm'Lu”lm‘lfﬁ”h‘lummeﬁaﬂmsm”lmimﬂumiﬂﬂmm‘ﬁu‘ldaﬁmﬂ‘lmwa‘lmmLaummmummaﬂ
udoudraguaniizasa usnugeiidatlnanudn ifaomal 2-8°C duar litiu 60 Su
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amm51Ju;ﬂauuuim:ﬂaummuuazaﬂngm‘luwaqﬂgumms @hale w3assiadlailani va4) addinauagimiraWanulelu
AFNFaunTaMULNTUL 1-5% (WENAUUIAINERSIEIL) WIad1TarauitdnfilEaula

WlgarsHunIsinausuauaNtfid Ul {Isn (OQ) stuunadauidanalsnssauluianalangids Neogen auinsyylutandns
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danAdavAuLnU VDI T

21115
1. Tiamsiinduiuida BPW ISO Ysuduaaldinnuamuniitagsauluiavljiifinns wiaaauvniisseu 41.5 £ 1°C gediuagliiy
wundngimaday TUsagn1519 2, 3 waa 4

2. waua msiiindwuLganusiaddgnaauInaldidnisiuulaanita

3. wanbidhmutuagefidiedsnistuman nisiedn ¥3p nswansaliailuszazian 2 £ 0.2 ufl u3a Iunimneg Aaudzarane
AUNUALAzAISILBIUFaLUIFITaMNsHAN MUz T uLaLfiaI U019

a. amsudadwlssinniiladainauaniidnsasiiiuazaavauninuuialdn wusinlildoensas
b.  dwmSuwmandsineeg Narumluiuazinnuniiags (1w Seyie wilveneg) wusiniriidaaraim (> 1:10) Jundiau
nilnazanavlussaunuisauniaiiuuaanas luadlaanida 1% Taoura/lsuinsaslu BPW (ISO)10-1)

c. amsudatuuriLassiianllduniaunn Aaae wudlatvaslusasnallaaauaae tia il lidusndwiiubau
4. e limnasuia i lunnseisnisiinadday (9a19192 3 ¥da 4)
flatNINFINInAaN
aUnsalifudiadaryifunaniguaisararaminliifupaaunadudignsuavdrssiniga Neogen uuzinMilgwavinaagladin i
Tlula'le drsazarenvinbildunavaratuamisidasidanilunany Dey-Engley (D/E) waaamisiasaida Letheen A15vinnns
gintgra luiunuavannIsLAuaaLNg

Anfiau: ynagudaniialatiiasdmsuvinludunans (NB) Salsznaupmussidsaauuadadadatviuaiudsaraisiis
nlunaviingudu #991i1n151309196208NUAIRNIUIULTaULF TUdRF1dIU 1:2 (A298719 1 &IUlua1msiatiuInyIuIga |
Nagaua) 1 d7u) naunsnadaulnaNazanmuidaiauinargasnunaauitdugiagnin ldgnislasananiauminlwidouaang
mauanla dnuiledndanfanativinasiidunannfinisiinigalsunn 10 wb i lldvnaandnsazaneladid Neogen

uniuAivaatiuusitiiansdauiudunisfiaguianis hilagduasganalsauuiuiifauuinatnviias 100 cm?
(10 @51, x 10 @5, w3a 47 x 47) Wavinn1siiusmadisanpnin asauaquituiTagsumgasndniy (nanda ndeld
277 LALAINUUAVEN) UIFaLAuIatNIINTIIAIauaNTUnaUNSIALAIatNIlagTuIavAL WianuNIRIg1U FDA BAM®™,
USDA FSIS MLG® si3auuinesnuuinsgiu ISO 18593:2018M

Wlaiminsuinaaulunisnsiddausaiiounisguaiadtanidaansidiunisiiaavuuuduiniale tlalituladindsnsnadauil
danAdavAuinauIUadn 1

1. duadmstiudruiulda BPW ISO Tinauanuniinssauannnil 41.5 + 1°C ddiuatdnuunandineday Tisagn1519
2,3u30 4

2. wanamsiindwngaiuamadwdmaiulng lgisn1suuudaanda nanliidnmutiuadtdisnadsnistiunan nnsiaen
yada nswaudlafiaifiuszazian 2 £ 0.2 unii tnga lisvnasuna 13 lunnsisnisitnaadias Tusegense 2, 3 waa 4

M15191 2 szifisunisvavarvinstiind wIueEan

. anuni 1Al Uau1msnas
B T UUIRN Usumsavsianin | Tlun1sian | 1Sy AASIEU
LINSATEIAETN fnaey duuLda dIuuda | Irurba fnaey
(1°C) (@) | (WTAsans)®

suiigunisn 1
WARNUNDINITNRIUATFL 551
(W5 TR uarnanAumna q N5z 25g 225 mL BPWISO 37 18-26 20
Tusziiaunisdu 9)@
seiliaunisi 2 o
21M5AUUAZA IS TIRIUNS 225 mL BPW SO
w551 lany a1u1sdn uasslaae 259 (aulanvu) 41.5 18-26 20
N&IINAAN©
suifisunnsn 3 o
WARAUNUNTTANY (Taln UNRIEISY
15N uNRIEIMIUNISNUSELANTIYINRIN 259 225 mL BPWISO 37 20-26 20
Andav)
suilisunnsn 4 3 upNInsayluueLLUlaan
WNAaRAUNTININTNIN iwaauNun 100 Ajua
(Afiony Famlnuan gnnm “a4) 25¢ ansUaunu 225 ua. Ngayd 37 24-30 20

UZALRLUANIUAUL TN

0.002% >
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seiaunsi 5 o 2X BPW ISO 235 ua. il
au 9 laun p3pand duulnsniingu KoSO3 0.5% + uupInsay
vian WA lalanuu guaznILnngay 259 Jupugiuylaanigdaniny 37 24-30 10
a9 qlnau luaw 100 nSunadng
Uauau 240 na./Le2)

suiliaun1sn 6 , ,
2parmudanFanudymnee Nna

AEIDAUN (TupauIFimunzdrsum SUARE RN TIRTE TR

waanudvrtindua lawn Auau danau 259 e ANt 100 NEX 37 18-24 20
A NN WANLNNANNIUA LNIAA Maan5 Usuno 225 ua.©

LA VT DAY uay

ARdY)

(n) Pauasmadminll1ld1ilunaandsazanealadd Tusagludiunau 4.7 luvdalagd
(1) sadnaasRAnNu Mt adaulussdiounisin 1: aaviswsansulseniu daanaglusue LasAdgn15n

(@) satnaasndnfusMminnmadaulusafiounisi 2: lilafu fnugdudy waudemnaiia uulsan inddndiu (Knniava,
wWnniaviauilanniie)

(9) unglasFwsaviuugauIsauiu lunuuurIws e 16

(3) Y3unew 0.45 ua. wavddanvialdaudnduagiiminniidiaduidngu 1% sauunsavduiuaaunn 225 ua. soliainudiududu
gavingvavAdanvdalduuaniunszay 0.002% (0.02 n3usinans)

(2) WaesaNuNaynsaIduuaLuylaanida Tiuaiuassuurywsaviniuayauin 100 niu NewnszuInN15vinTiuie 1y
Tutinnaunaainuagnsluddunn 1 8as auldurauninazarany veingaiiuinan 15 urvinanuunnil 121°C daAau’lin
anuuni 2-30°C®

(%) K2SO0s3 Yauau 5 n3u slaamnsiasaida BPW ISO 1000 ua. w89 $asvin I larnanuidindudugavinaaay
K2SOstsenu 0.5%

(1) fipvdnumIngaRTuILa L UUlaaaITa NIAMNLTNTL 100 n3N/an5 Uanna 240 ua.adluaimisiaaviada 2X BPW I1SO 1o
235 ua. Neinun1agingainid KoS03 0.5%

vanldiunaunisiindnuividanfianliuyiRaigan 1@y aaistiuduwiuiga Rappaport Vassiliadis nsalitdnfusavvinnns

Wawludnsidiy 1:2 (BincmadaIvisiaada 1 duasluaimismaiiudnwiuiganginigauad 1 d8u) s iianaaeTan

amsiaNIwnITandunilugdsunn 10 pL ludmaandrsazatelaga Neogen vinnldarvisivaliinduiuiga, Tetrathiopate

(TT) Wiarwamnstindnuiuttandaniilulauan 20 uL lddwaandisaraneladga Neogen ugzvinuniuaivistivnadnuiutga TT

vaatlula@annduraanaimisiiudnuudaiiaranidavilominisanaTauscnauis 9 Nanaiadula

Auusianizdmsuisnisnadauiiinunisnsradaunin e duasia
AOACY® Official Methods of AnalysisS" 2016.01
AOAC® Performance Tested®" Certificate #091501

PERFORMANCE TESTED

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 091501

37n1A5IN15 OMASM Lar PTMSM asaednniiuide AQAC Research Institute wuinaavnaday (a8 uiuaaneaulauana 2 1aa35
Neogen {u3sn15nldszansninlunisnsiavn iFaea iuaar wnandgn lasunisnaday lun1sfnegisminaniugans 13 lun1319i 3

f1519% 3 fumauﬂﬁﬁﬁ‘lumjLﬁwﬁwuauL‘”ﬁam'\ummgﬁu AOAC OMAS™ 2016.01 wazanlususay AOAC PTMSM Certificate
#091501 Usumswuavsadmin 1813 Tunaandrsaraneladga Neogen @a 20 lulnsans
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. T o sumnsarvinswian amqqﬁ‘lungstﬁu 1IAINISIANTIUIU
N3N WUINAIDELT TAnsUaEs m(:_r;zté‘)’n‘a i (2 Ta9)
o5 225 mL BPW ISO
PR 9 (aulannun)
HaNmnuun 41.5 10-24
305 975 mL BPW SO
9 (aulannun)
225 mL BPW ISO
. 25¢9 (@ulraemtin) 41.5 10-24
Hialnfiuue 975 mL BPW ISO
325g (e laoming 415 14-24
e lnguumangn 3259 2,925 mL BPW 1SO 37 18-24
. . v 25¢g 225 mL BPW ISO
DIMTFUALUALUN 37 18-24
37549 1,500 mL BPW ISO
wan'nasin nediuias fnTusdu
155909 LWL dNaWEAUNNIUAITNE 259 225 mL BPW ISO 37 18-24
1aa’lseuan
¥ v P 30 mL BPW [SO
ananiialn 30 ua. (@wliarmun) 415 18-24
¥ ¥ & y 50 mL BPW [SO
wWavindhasnidia’ln wWavii 1 U (@wliar0mi) 415 18-24
Eumwsaouummmuwmmu 25 g 295 mL BPW ISO 37 20-24
SENIU
N\‘iTﬂTﬁ 25¢ 225 mL BPW ISO 37 24-28
12?””'"”3""“"“mﬁw"a"aaﬂw 100 ¥. 900 mL BPW ISO 37 18-24
rsaaunailasuad 375 ua. 3,375 mL BPW ISO 37 18-24
¢« - 4 259 225 mL BPW ISO
waaITinnau 37 18-24
375¢ 3,375 mL BPW ISO
ADNAEIALIN MDNAEYIUAE 109 90 BPW-1SO 41.5 28-32
j R . 225 ml, BPW ISO ]
2 paundsuuudaniln Wavin 1 Tu (Qwlianomi) 415 18-24
a (c 4 al K =3
G = Tudddhedy 10 mL BPW |SO
% andunuLagd F0819 1 5 (@ulraremun) 41.5 18-24
-G
c o - - S 50 mL BPW |SO )
€ nsudavasfinuuudaniin Wavun 1 Tu (QuWhamun) 415 18-24
- - _ _ amuaiuag _
lN‘VI%ﬂ‘I; » , ﬂiu‘lﬂ‘iaj“‘ﬁ qgm'qu‘lun;ﬁ l‘{a"lﬂ'l‘il'!lu a.ﬁwmwvu 21UISUAN .nmmsvtwy
R UMDY a2y WuIUIULTD IuIuLBa IuULba . y InuruLBaUU
FIAE Fmuda (£1°C) (2 Tu) nAaNN (Na.) L idav (F1Tu9)
= T 7| naani (£1°C)
R-V R10:
NIRLULLYTIE 25g 225 mL 37 18-24 0.1 mL avlu 415 4-24
BPW ISO 10 ML

(n) anglaut/aunas 10 pL waviiadwinliarvwisiagadganad ldvviaandrsazane

lagd Tsaaludunau 4.7 lunida ladd
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ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en

WnFaINstayaliNLANIAEIAUNISAUEAN15IAL TFuaInadINN190 51U 1T ldaavitnis Tusnauand1siusasuay
NF VALIDATION fiwsanTitlaoulanuniu laangsy 1idnasiu

38n157 1850N195U5a9IRs5UaY NF VALIDATION enusnasgau 1SO 16140-20 anl3uuiiiauriu ISO 65799

YauAUaINI5MIAFauANIN T s uavisnis figesia llil: nanAuca1MIsEUSUNUYENIUNA FIDENINNFILINIDNFIUNTT
Wan (N5t 1sHandulgunll) aruisdadidsiuazaisdnilagdnrinn1sasiradauanugnsadluaimisuainuataaila

AMSLA3EUAIEN: AISIOEENAIBENMNNINGFIU EN ISO 65799 Lias EN ISO 6887(10-19)

nastumandwds: olususas

M1591 4 sufiaunsiinsuIuLEan I 3M 01/16 -11/16 AEluAsn1sAKuA55usavaas NF VALIDATION

anuunil nan -
saflaunis aun ﬂ%mm?mmstya‘uﬁu ‘!umstﬂu NSy 3;:\]:'?;52‘?;;'1 .
Aau Fuuga Jnulda [ S [ v, aloa 0
(+1°C) | (dTug) | (WIA5903)

seifigunisi 1:
o wanAUMaIMISHUsTUUaINUGIY

e (10590 Wl Jdnuarng lu

w9 waswanduningyy 1 lu

sudaun)sdu «) 25¢g 225 mL BPW ISO 37 18-26 20
o WANAUNUAIAZDIMITNEEUUUAY

nnada B
e MMSHMIALIULAZDINITHRN
e N1SHARIULSNAT (LaUNAR)
suiligunsn 2: o
e DMMSAVLAzIMIST luls5Uuan

vananiie (lusiudarfuuazpivng | 25 N3N wae ..

Neladiy LasWanduningzy 1 lu ngiEng | 9MnsLagvLEa BPW ISO

sutdeuni15du 9) 139 v32 | wuuawliarevuidaunon 415 18- 26 20
o wily nnsueAy 225 ua.
o dnwalunnaila fnaee 1 A%
e FDUNIMNFILINIINVDINITHAR

2715
seifiaunisi 3:
o WARRLTILING 25¢ 225 mL BPW ISO 37 20 - 26 20
suifiaunisi 4: | 5 uNgaaingaiuiueg
. Nﬁmﬁmfnigiﬂﬁﬁmuwawﬂaﬂﬂn 25g + ﬁu%aitﬁyumﬂ%uﬁlﬁ 37 24 -30 20

11NN 20% AuLnNw 0.002%

Uaunauw 225 wa.

suiiaunsn 5: o 5 am15LauLTa 2 x BPW
e LAFWA dyulwsniinduman Un ISO UFu1ew 235 wa.

wa Lo 91 nuw §unan 25¢ + K2803 0.5% + ungia 37 24 -30 10

dmsinamns arfiwsaviuueEune

240 ua.
suiligunsn 6: a2 m15LagLTa BPW ISO
e Liladn Ay 25¢g wuvaularuudsun 415 10-24 20
225 1a.
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suiliaunsn 7: FINIYN 100 mL luamns
e MaWAndUlsUNN (RAR) fusuiy AN IUIULT
M9 1 U Tetrathionate 37 22 .24 20
25 g TR ANIUIULED
Tetrathionate 225 mL
suifisunisi 8: X
o N o amsiagNga BPW ISO
®  UNNIRINTUNIGN DeYNTEIUSL . e vl
150 HARAnE I gULLIRT 375 n3u uuuau“l;g;;z‘:ﬁﬂsmm 37 20 - 26 20
Tufiadunzaniigin® '
seiiiaunisi 9: ainsiagaa BPW ISO
o UNWNIEIMSUNISN SeYNTRINS " wuuau hanuunlauin
190 WARAUNUN TUFULUDNINT 375 na 3375 ua. + Vancomycin 37 20-26 20
AUNFLNTTEING (10 un.adn5)

(n) Ysuesemadmin Tl &1 lunaandisarareladgd Tusasludunan 4.7 luvindaladsd
() msudatuurdLassyRT UGN Aaaq Wudlataslusasnallnaauaag tia ldlidusnawiiudan

uuELa:
o sMagniivunauInn 25 ndu i leimedaulunisdneuas NF VALIDATION annulussidiounsi 8 uay 9

e sufisunislpggalunisnsianidaiu lsadnzaasnisunida Jydndusavdifeutowluaunniinssy I lusaiivius
NRMALA §lEnaIn5I9daUEULIUINNITAUDIMIFURWANITUIULTD e WUuItUiivaEauaUuRRmmua 1InauinN15UN
e 5rpEIaN IUNNSWILNMDLN NATIAD AIINAITITEPINTINILUNTUADUNITAUDIVITIVAURNTIUIULTD 1IFKUN
AUTITNEUAUVITUADUNITUN D UDIAIDLWDIMTUR TIAITUIULAL 45 Uil wusih Inleguuidaniiaasssuigainied
ﬁﬁmumsum‘na

° ‘lumsmu‘faumamomnmmsma'uwummulﬁa Tetrathjonate (TT) ludvuaan’ladid Neogen i mumumms
daaida TT wsaﬂLﬂmmmnnuuaammwmamL‘ﬂatwanamamﬂfgmmsmuTaumvnau‘lm q vimnaindula n1sana
Taumcnaua1avinlulanaansinlugnanas

o Andindamrsaiisunisiuuninfarenioudin)iasdanianiuydvnisuandatadinagn (sample lysis) MmN
e vda laladageannsafuine iaaumall 2-8°C lauudigaduna 72 F21Taus ndntinapunsuadiin
JuugasanIniitiy Tuvinnisnadauannaui 1 lumaaladd vavanninlasndiaawaananiiiiiy Iuinnnsnagauann
dui 8 luviualadd

n1smsauaaldvaaanadaudivisuldiniadasnadaussauuianalaais Neogen®

1. aupudanszawgadiawuuldudineluwiramanan 1-5% (Wauiuiiiaiudnsndiu) wasiganinlduaaanadavudiiiuign
isasnadaussauTulanalaads Neogen®

2. ldhihdanaaldvaaanadaudivisuidniaiasnagausseuuianalneis Neogen i
3. ‘dnszamdaliauuuldudinudanialdnaaanadaudnsudinadasadaussauluanalnaids Neogen il
4. a5daubildlainoialduaaanadaudmiuidiadamadaussauluanalagds Neogen wivdiinnauladviu

nsimssudaudandisuldvaaanadauszauTuiana 1na3s Neogen®

MvFavdandniuldvaaanadaussiuTuana 1na35 Neogen® uulsivlflifvuaavviaslfjiisinisinonsy ldgauaannauunl
vanlfjiiiinis (20-25°C)

n1simsaudnudandisuldvaaanadauszauiuiana 1nais Neogen®

vEnvdangmsuildasanadaussiuTuiana 1na35 Neogen® lulazavvinaudauudanauuuny atasaninausauudan
wuuwiatazsnaanliia idnudaadmsuldunaaanadaussauuana 1na33 Neogen Saauunlifnduauds 100 + 1°C

vanawin: Iudnudaadisylavaaamadayssauuang 10g35 Neogen fanuvnlsnunfiiualasnglidseyios 30 uaii nit
TuagNUNISYNIULDILAFVINAYTAY lanas TNTWasN lesuN)SEaUAL LD NWMNITEN (LU IND5 INTHDSUULNUNEIL
waslulieasiuuidsaa N Nlanas liwasiuuqunavin) 19 1 luudnandiue asvdauvaamgivavinudandmiu’ld
Viaaanadauszauluiana 1nais Neogen agi 100 + 1°C

nsn3aaAsaviiadisunadauidanalsnssauTuanalnais Neogen®

1. @dusiunsladnugandusdmvsunadauidanalsnssauluanalagds Neogen® uaiavdaldngssuy fnsiasunuaad
Neogen Food Safety aavanutiaTvinilainaauiiaanailrsinasdunmlinnaign

2. damdavdiadmsunadauidganalsnssauluianalnais Neogen

3. d@5mdaud luganisnedaunidayadivsuusiazeadn garuavdaaiiudnlugiianisldussuunadauidanalsnseeu
Tuanalneds Neogen

vungwin: aavsaluiaiaviiadvisuneadauidanalsnssauluanalagis Neogen Januswsanly naunasldninldaviaagnadau
dusunesamadauszauluanalanels Neogen dunauvainisvinainusanitlaaiilssanos 20 wiiinaruedag IWdauun
uauyandnIuzuaILAZad alA3aviiansaNavlanaun1sivIn Lnuuandaiusavna st fouiiudiden




@D (amna) =
ladid

laflunrv landa Liwiananduanuasinngisazaty ladd Neogen aan faurvasuudnudanadvisuldvasanadaussauluana
Tme35 Neogen

.

1. salvivaandrsaransladid Neogen dudinlnanuninnssavuamnniiviay (20-25°C) urudinudn (16-18 421uv) n1uidan
auq uanmilaannnisrvuaandlsazate ladid Neogen Tiluanmvniiviavlsinn N1 T iuuTdzwasiavlfiiin1sadias 2
219 Nsuvaandlsarane ladid Neogen lihinlunshiudanagamnagil 37 + 1°C Thnan 1 42709 w3aamaaadisazaiy’la
GduulAZavinausauLuuLiIiunan 30 Auniinanunl 100 £ 1°C

2. wanvaaadsazant ladanilanat tlanauTitdnau diiunissialudiuda ldlnalu 4 42Tue
3. nasiuaitiudNuwuLEaaanINNELNLED
4. ‘ldvaandisazandladid Neogen wilinaansiasinadnaazsia NC (aamstiinduiuidanlaanida)

4.1 umvaiiaand1saraiy ladd Neogen dnnsadnaaniia Tilldnuiuvaandisaransladd Neogen muisiavnis e ldan
IuunaandIsarat ladgd Neogen usiazuaaaniaunini 8 uaan auauInu 1Mivaand1sazatylagd Neogen av
Tunaninvag

4.2 wWwananidavnistultlaudu iiladvasvaandisazansladid Neogen maadluasaian uaslgiiandaulviddmiu
dngdnad N luisazdunan

4.3 anadatiinduIugaud ldwiaandisazana’ladid Neogen audnasuiasinuanvil:

angfaa NN LIULTaLaasiaaNaY T lunaandisazate ladid Neogen nazuaan wluduauusn a1e NC wlu
uAUFANIE

4.4 lgansalile/llanvaandisaraneladidlnais Neogen® lunsitlanvaandisaraie’ladd Neogen fiavin

4.5 i viaanaisaransladd Neogen — vinnaufiulawgaan Mtianagaug Whn lunsusiiazaraiiiatinndunnlgEn
4.5.1 vndasn1sgdayaiiaafunissniiunisiivlae Tlsagnianuan A

4.6 nsglvinnisiAusiatniiidgnsasmilaniis Diatrgsannsiinsnudataufudatnaindiududefidiunisnsas

4.7 araTausnadnvluliunn 20 uL lifinaand)sasaneladid Neogen iusisyy Tiitluatnduluaisnugmsaiounis
(surfizun5inaEn 5 uaramisiindnuuidananiilu RVS vda nsdinisldatadnainfuiadaniiitiinasniunanv)

Q000

5. vinahaueau 4.4 §3 4.7 aunssvifiudadnudazdiadnalunaandisazaidladid Neogen lulaisvnaniigsadiu

6. WadiafmadinualEsagd) Tiana NC (@msiinduiuidamlaaaida 1w BPW) Yauia 20 Tlasans avlunaandisas
ane’'laga Neogen vinuldinilu NC

7. a9dauitaaunliuavEnudandmsuldviasanadauszauluiana 1nais Neogen agi 100 + 1°C

8. 2Mmaldviaandisaraiyladd Neogen Nhifid e avludnudandmiuilduaaanadaussauuang 1035 Neogen uas
vinaugawtlunan 15 £ 1 Ul szninnisvinlisau dsazanalunaaaneadauladas Neogen asilaauaindauwy (1u) T
(iaav (5au)

8.1. fnad1dy W lasuarusauadmuzal lussuindynaunis ladduavganadavuaiaiiainiudrsnatafisunsioniy
Fanw uar binsldid Tl luedavliadmsunadauidanalsassiuTuanalngds Neogen

9. hwvaandisaransladid Neogen Nl latlanaananndnudanuanldasMilduayludavdandmiuldviaaanadausse
Tuana Tne5 Neogen atnvvad 5 urfiue ldifiu 10 uaii nslavnugavdandmiuldvaaanadaussiuTuana Taa3s

Neogen 1 Tinaavniivias Tnaalsimvavuu Tzl fusiusasiavljiifinis Tnans Walduasual dsazanglagddiae
wasundutludamuwy
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10. UrmMIvaand1saraiy ladd Neogen aandaindavdanadmsuldaviaaanadauszauluiana 1ne35 Neogen

20-25°C

WA=

ASLANUENE

1.

naanslalauauaanadal 1Ea 218 TmuadrmeauTuana 2 Tnaia Neogen rilinaandmsusinadisasaiiauas NC

1.1 @u19aaaLaITaIaanaan 1 NI IUIUNRDAMINNADINTT 16 LANTIUIUNRDAZLDIAUAVDIYANAFDL L0 71A LA
anrsomTuana 2 1ne33 Neogen Lsiazuiaan w3aund7il 8 uaan Ausiavng

1.2 1Mvnaanluinieiiivat
1.3 uanLagIN19suNIUIRBLaLRUANINUaan
Ranraansialuanaulnsariinaanidlrdvadluinnig

wiavaniaenistwdaudnn Wiiadvasmaandialunviiualluisdazasiuas ldiidandauluddmsuanaaadelusiay
YUNDU

anelalausiazinadine llfinaanitaludiazuaan Neogen Slaldunnau nsauavganadal 14Ha o718 iuaaszauuana 2
T35 Neogen amNAID5UNEATUAN:

anglanlatainazinganv il hluvaan3alununasuaannauiiu ausuusn aualaraaIual (NC) iindsazataaylu
viaan Neogen 3lalaunmauinsaiiu afudania

laindasiiala/tan 3lalauauavranadauidanalsnssauluanalngds Neogen® lunisillavaaniialduauaiganagay 14
218 lmuaanzauluana 2 1na35 Neogen fiaziinn Min1ile

5.1 aglamnuassiat1lauin 20 uTasans 3nauuy 1/2 wavuasual (Maniaasnznau) luraandisazaiy
‘ladid Neogen 1ainldlunuaansialauauavaannday iha 21a Iviuaa seauiuEana 2 1nai5 Neogen daaa |
d1sazatgaudivvaan INananiaavn1ssuniIuuindialuaniuvaan Nanlaaldiula gadiuuazasiun 9 5 ase

5.2 vingndunaui 5.1 auninvzdnugaz laiasaday lluraandialuduavganagay 190 218 Tiuaa 15em
Tuana 2 Teais Neogen luunaiiu

5.3 Uanaan3ialufuainanaday LEa 218 uaameayugna 2 1ne35 Neogen snardnaunlvinn uacldiuuuuad
w3avladlaAlanmasanaday 1na35 Neogen naain luguiia Tt laindtasiin

5.4 ingraunau 5.1 &3 5.3 snuarudndudrnsudniusiadviiasnaday

5.5 WadglaamadyNuuaud) Tivingduaaun 5.1 §9 5.3 wadrglawgsn NC U3 20 ulasans i ldlunaansia
RUATNAANAFDL L3a 218 TmuaaszauTulana 2 1nais Neogen

5.6 anglawmn NC Usna 20 uiasans inldluraan Neogen Slalauinauinsa daagansaraiasudviaan liva
nandan1ssuNIULIndalauaniunaan nanlagladiila aadulazaun g 5 a5

ussvaaantlandrasluanldvaaanadaudmsuidnaiasadaussauluanalnuis Neogen Nazarnuazadanisiuilan
ud UauardaanninnaldnasanadaudsuidndanadaussauTuanalngids Neogen

RsuIMUMIBLaziuduniIsdniunsidviuaat IilugsanairsnadauidanalsassauTuanalna3s Neogen
aanilu Start luzranduds udndaniedaviianazld drilaaavalnsalfidanaziaTnaan Tuls
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9. ldanalduasanadaudiuidiadaiadaussauluanalangis Neogen luinzasliadmsunadauidanalsnssauluanalng
33 Neogen udqlaniazusiunisnaday sruuaslinanisnagaunisluian 60 ui wiwaiiuuina13azas233ul6iE)
ATUUARIN

10. viavannNIsnadaylasadNysaind) Tiihaaldavaaanadaudivsuidniaiaynadaussauuianalnais Neogen aanainipzad
TadmsunadauidanalsnssiuTuianalaneids Neogen ualnitdavaaniuaituiy ingualutitaiwanannldluasizauind
AT 1-5% (TwinnddFunasminnw) w1 62709 wazd s Tiinanniundaesanganagay

apdunm: laanANLEeY luNTT lenauInaauauiiiaviiarnnisduidausu vinudaviaandialauadyuss3 DNA Aiiuwang
WA TITINTINRDAIDIIUAUNLEANAFDY 1T 274 Wt uaa L INEang 2 1035 Neogen, naan Neogen 31alaunaaunga LWay
viaaansnanannsa Neogen fdniinaansialduandaniaimnasylinaanludisdnnanluaiisauaiuanau 1-5% (na
3u1a51n) unan 1 4709 uasuNnuEUe3aunIsnagaL

wamsvadavuazmsulaninang .
danadtudzulganunnaidulavauaiudinadvaanuiduunaniainnisnsanunlIstinuaiauavnsaiinndan sandnIsasinsiei
wan1aadauiilnadn TwiRiarqsiinisinsiddanunan laaunan nansnagaunlianiuuinvdaauariaisaundndulnegnis
ATt du INIaN A WIziIIUIUUTY Nan1snadaullavsiuiitluuinazlasun1551ev U Tuiui sousing
nanadauNuauiasNanuiaIduazudnInan 1uuaIN1sNAdaULESIFNYS LA

fadnduiirgruinduuinas lasunisiudumuaunaunisdfiifinisanuninsgruniaiadfiicinis ialeadfiifiaiunis
Enfiuldn1sadedsnivnneay 29 NBuduman1saagmisiasata Neogen BPW ISO Uguaii lévanvnsiainfsgiiniusianis

ya ol

IReldga U USRI aLaznsEudunisuanida Tnalaian1sndaiilasiasi g guinaniiuisau

vangwin: MagnTinaduauaudinau lafd luladiadudgue ipsanszuuigsdianualunisiinasisdmsuganaday
Lita 2r1a luiuaarsauluana 2 Taa3d Neogen asii"aiunay” luvuiaidsduing (RLU)

Tuyvasvatanududn laginuiseniuiidanyasinlnd danaddusinaniazgniinauaanuirinty “‘waiuindyde” usEm Neogen
wunir Wi lavinnanedavildrdmsusinadnTinamingsds uinwanisnadaudvaitluniidds Tivinnisnadauiiadudu 1ne
14A3n1saNidaIn1susanufissy Taavinaviungsadioululsand

Uszinn o - o
dauanaunan1snsIAN o -
vaIran o HaN1I5M573 n1suldanan1snsiaIiasizu
: Taa1nraunaday
naday :
fae . 7N faavitludavaunlunaduuindvsuitanataalviung
fae . au faaviilvraiduavdvsurtanalsadviung
wnsngalaaWiliansurduinan1snSINATIEN 819
o . & mLﬂummmmimmaueﬁﬁ zimausnaual,wmmu Tsaglu
H2879 QNEuEN
¢ mummamsLm'l‘nﬂmmu,aumuuvmms‘lmmwammm
YNAANAFDL
fauaquinia lunudaiainunisiiaguia luliaguaida
o ﬂaTsﬂLﬂmmﬂ mamtﬂumaommﬁmmaaum shmu‘uaua
fMae 57U
memu Tﬂ5ﬂﬂ‘lumummam5uﬂ‘l,mﬂzumuaumuuumms
‘l‘ﬁmuwamnmmmawmmmaau
. 3 ‘lum’:awumslﬁaﬂLLaovm‘mmw mamLﬂummmms
#ae ANANAR NaFaLT mmumauatwmmu Tﬂﬁmm‘lumummamﬁuﬂh
ﬂzymLLavmLmemﬁ‘lsﬁmuwamnmmmmqgmmmgu

n1snsIdauduLdUNANITNAFaLAINISN LASUNI155u5avuay NF VALIDATION
Tuvsunaad NF VALIDATION smadnminuainszyliinfinaitluuiniunisnadausiaganadau ida 218 uiuagseeu
Tutana 2 Tae35 Neogen siavl@sunisiuduainuilylunisnadausia Tl

sdann 1: n3lgunsgiu 1ISO 65799 Mldusuavusinisladaristindnuuigdaivinasihlisulrasinas®

fdann 2: N15lansn1studundsznaussdsnissig il draTaudsuno 0.1 mL wavarviistiinduiuida BPW ISO® wia |
2MmsuallasILga Tetra Thionate (sadnisnandulsunil) T 13 Tuarvsimarinduiuiga RVS fildauia 10 mL unga
Huseaenan 24 + 3 g Tuenannnil 41.5°C daigaaylduuiu Xylose Lysine Deoxycholate (XLD)® w3aaylduuiu
Chromogenic Agar N lg3nwieiy (Fagia luuas adiunissmamaiia Latex Agglutination Taglgganaaay Oxoid Salmonella
LatexTest wuylnansiuulalatinuanids

fidann 3: n3ldinsuinnsafiiaddnainadune1iluninsgiu EN ISO 72189 gvdniiun1suulalaiinlauanidanain
Ju XLD u3aju Chromogenic Agar (adaidanii 1 w3a 2) siav bivinnnsnadauiisnansldaanaday 1da 218 luiuaaszau
Tuana 2 Teui5 Neogen
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fmdani 4: d13un151995n150Ulan lasun195u5a937n NF VALIDATION “ann1suadisn1snaaatsfiavilansdainiannig
VavANAFIY Liia 718 Wiuaa eaulNEana 2 10835 Neogen dsdiay ldssidaunisuuuasuipduysainasune 1idmsudsnien
dauirinun15as1FauA Nl Leiil dupaunvuuanaunisiansunsiudulrdauiiaunuiunidgasisnis

natinan1snadavhidanadpd (wan1snagauidavsiuntuuindiunisldyanadaurda o1a uuaa e uana 2 Tna3s Neogen
Nl lssun1sdudyanuily luindasiianasuie Tidvduias Tnaanizadnivdimiunisnagay Latex Agglutination) viavdfjiis
n1szfavlfiifnutunaundntuiiansiadauiinanianadaun lasugnead

vinnvinulidiaavdeifannunisldviunianssuisiianizlanyadlae Tusadauauiuladuaisii www.neogen.com uiafnsia
AMUNUIMUIEUIaNINIMUNEUDILZEN Neogen Tuviasdiusavvinu

AANUIN A N1SKEANITNAFAUTIAGII: N15LALSAEILazn 15U lalgaNIadausE

1.

winsiavnsiAv latanniuausaunud) Witlandvaaadisavanalagdmanngzana (TUsngladd luda 4.5)

2. \fiulifaouuai 4 89 8°C Litiu 72 42T

3. w3snsateiiAuls Tnewanuaandisazans lada it 2-3 asafanansiadge Widndu

4. dadviaan

5. lduaanlaainaustadiadndundiatiuinuiandmsuldnaaanadaussiuTaana Tneds Neogen warlinnnusaudi
100 = 1°C 11lwnan 5 £ 1 uni

6. 1infavaandsazasladd Neogen aananimudanuasldos Wifuludavdond miuldvaaanadaussiuTiana Tneds
Neogen atinvuae 5 urite biiAu 10 w1

7. sdiunisvedaudusialdludru answnsmuda ausisandoasiuans

land15a19a9:

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. 1S0O 6579-1. Microbiology of the food chain — Horizontal method for the detection, enumeration and serotyping of
Salmonella — Part 1: Detection of Salmonella spp.

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

5. 1SO 7218 Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance for microbiological
examination.

6. Neogen Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen Molecular
Detection System. Tisn@nsiadunuaay Neogen Food Safety 1iiasutandnsil

7. 1SO 18593 Microbiology of the food chain — Horizontal methods for surface sampling.

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

9. 1S0O 16140-2:2016. Microbiology of the food chain - part 2: Protocol for the validation of alternative (proprietary) methods
against a reference method.

10. ISO 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. 1SO 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. ISO 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. ISO 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. ISO 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.

Alasuradayanual

info.neogen.com/symbols
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Neogen® Molecular Detection Assay 2 - 472 d/2f

AE MY Y 8

Neogen® Molecular Detection Assay 2 . AFYAI= Neogen® Molecular Detection SystemE AF25I0 SRE AIZ I AlZ
JHZ B A|2O|A AtDaiE AASH D wetstA| AESH|C)

Neogen® Molecular Detection Assay._ 12|07 S2 TE WAOoE ZX UX|E ot MA|L2o| A= 0o, =2 £0[|dxt

DIZEE 2t it HY| MEE HEAH SZAZLICE FH 24 its AR =

EME"—lEf xx o 2t 940}': E‘Jté.*; AHESHALE HX| ™ol XIHE CH
X

z 2 2 .
Neogen Molecular Detection Assay 2 - &2 22h= & 7|H0j| Cisf Aot WS 22 MEILS0| £ 3.:. SHE0M ALBSHES
1O RAELICH Neogen2 A ZEO0|LE =71 OfLl CHE M0 A2 O] HIE AHEE EAM2ASHK| ARUELICEH &, Neogen2 A E,
SHAE OIM = -¢-9|°F AZ Aol i M= O] HIZS 2M3ISHR| 2URtELICE Neogen Molecular Detection Assay 2 -
“_-‘:_’”'Ef'_ Jtstt 2E AE, AR 713, Alg ZEEE L= JHst 2 gH(2[oF o WItE|X| = USLICE

e

DE AN UHMH S iX|e| gls, MXH U E42 Ao FSFS 0|H + JSLICL A= FE2 LY ANYH ZZEES AR &),
A S MY 1Y ok Aol Yok 0| 5= USLICH Neogen2 SESH ¢9| 5% AZED OHE Y AYES 0|80 AHEX}2
2HHolM ALEXIS| 7| EE SFSH=X] &elsty| Qs = XIS Zetot sie WHo| WIS ;qxran__m

Neogen2 HEAlH 2tz (BPW) ISOZ Neogen Molecular Detection Assay 2 - &f2 222 T & LIC

Neogen® Molecular Detection &H|= Al 20| = R7|ME Tto|st7| 2ot ys s THA| B0l GME|E HE A =2t STH A5t |
2|5t LI} Lysis THA| S0t ,A;apﬂ ™27 2| X A2 A 2= BIHEQI MESHH Ao 2 ZtFE|D 2 Neogen Molecular
Detection ZH|0f| HCi= “?:.5} | OFMAI2.
| =]

I ®|Z=of| 2t ISO(International OrganlzatlonforStandardlzatlon)900 QB S HUASLICE

JHD

Neogen Food Safety= &4

Neogen Molecular Detection Assay 2 - &fZ /2f A|& 7| E0= H 10] 2HE Hie 20| 962 A|Y 20| ZetE|0] USLICE
H 1. Neogen Molecular Detection Assay 7|E #4824
a8 ID 2 &= 49
Neogen® Lysis FEggt RH| 9674 EHZ580uLS| LS 20l 25 A0 HEZ
Solution(LS) =AM gl (871=0| A8 7tsdt
EH 127 AER)
Neogen® Molecular - =2 9671 SEUZE EE SZ Y| HZ ME s
Detection Assay 2 - &/ 22f (871=0| dE =g=
Reagent §2 EH 1271 AEZ)
oj[b| 2 =M 24 967 HIZ A8 Jtsd
(871=0]
#1274 AEE])
Neogen®Reagent ZIEE(RC) | £ E&E 5= 1674 SA UZE HEE HIZ M8 7tsd
(871 =0l DNA,ZZ 8 H&
7 £ 27 I K|) ==

F1E0] HZE A 92 84 (IER(NC)S 22 B2 B (0l: BPW 1SO)lLICH 22 NCZ Af
ors

00

SHA| DY AL,

A XH= Neogen Molecular Detection System S Neogen Molecular Detection Assay 2 - &/ 2/2fet Zt#A =l X|Xl9| ot HE
UM E SX[St wtof SL|Ch LIS FXE o UES ot X[ &g Ha5HAIL.
Mato] 26HE Xale o Ues fIY &S QO|ghL|Ct

= —
AZD: TSHX| & AR AtZO|Lt MZtst BAF 8l/E = T A
=

Fof: msHX| R 2 Mt mshE



QIZt E= S E 9| ME|E FICHSH= O Neogen Molecular Detection Assay 2 - &2 Y2[E A2sHAl= oF ElLC},
AR XHz HEEA] AT XM AlE 7| Mo o] Bt Zlo| mKS MAsof SLICt. of: 24 YA 7|F, ISO/IEC 17025¢

EE=1SO 72180,

QAE HEe| £1E xelst= 2124 Zuiet 2HAE IHS Fol2{H:

D2EES &5t HE HBM0| BAE CHE F2otA| A2 tJSHIAL.

Neogen Molecular Detection Assay 2 - &2 42/E B2te M= & 9l N AYAM0l| BA[E HHE THELICE

Neogen Molecular Detection Assay 2 - & 22f= % 7

Neogen Molecular Detection Assay 2 - &2 4/2f= Lf2 X

ArEgfL|Ct.

e Neogen Molecular Detection Assay 2 - &2 4/2f0]|= L
B0 ALESHYA| L.

o OIRAEU|O|E otStE0| & El Neutralizing BufferE /5= 28 Al22| 22 AIRSH7| Mol 1:22 S|MSHYAUAZ 1S
SO B 3¢ iYW 10| '2). Neutralizing Buffer S 10uLE Neogen Lysis Solution FEZ &7|= HHE U&ELICE
Ot M |0|E otE 3t &7 Neutralizing BufferE 2R 5t= Neogen® A2 HMF| X|E: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB,
SSL10NB2G, HS10NB, HS10NB2G %! HS2410NB2G.

U HESHY Qo 2F E 2 2 S Sol2{H:

o2 wE H3XI7} ASE AIE ALR @ AIZ 2 kA A|29} S|
H

ir
il
|0
Hu
|_l'|

E= MI3Zt A5 #H, 47K, T2 EZ 5! HE[2|0f

° lot
Jot
1]
A

W2 2h2 ALO| SH|SH0| MESH| FH|E MMM MESH AHS $AHSHHUA L HIYE S K| 5! ZH| = HLE
S HiX|0f| HETH BHO|= QK| 7120 @[S Xelie = U2 HEQ| MAF=EH0| S0 US 5 AUSLICH
o AU RHE AZECIE = AT Ho S0 HotF 283 H|R610] et BE Al o RS E45tHA R
o 5E 2 37 HiX| B! Reagent FEO| LIS} FESHK| L= StHAR
o ST ANZE W A BEX0f w2t m7[stAAL.
o Lysis BHA| SOt MHESHA| EX 2|7t £[X| 42 A== A WESHH Qo= 7HFE|2 2 Neogen Molecular Detection
|

ailofl Zri2 4rlet| oHIA 2.
AZE EHSHs S9t @At Qent B 913 Hol
o (A8RE mzstn F2ool HES o ¢
27 oY} BuE 9IHS Soj2:

o % Mo EZ0| U2t O HIISS 7 [SHIAIR,
2 AR =HE FP JHs AR Sol2:

rir
ofn

o HEIIE 2T E E1IStX| OMAIR.

o HZE JIA AZFS X1ISHK| ORYA| L.

o HESHH wH™E 27 |E AL Neogen® Molecular Detection |8 25 QME 28 SQISHUA(0: 22 X[ 2=
e OX|" EHEO) 24| A X 224 ¢HE). 2 =74|= BHEA| Neogen Molecular Detection 5|2 =5 QINEQ|
XIS & ZA0|| F0toF L|Ct

e

AEE EH|ol= St wit @Gzt 2HHE IHS F0|2H:

e Reagent H3l 2} HOf| LS WHSHYA|IL.

o O|M|YUXIE KICHSt= (EEH AL) B E 2Xt M= 552 I S 0|835h= 0| ZE&LICE

o ZI A= 0|E Al A O[T Bl S ALY A2,

o 23 MHAM A2 T|EZ2 MBS0 SHE AZE Lysis FEZ S7|MAL. IH @S WX|st2{H 7t 23 thA|E £Its{o &
T JYELICLOE S0 AL 8Xt= S7E 2 ARE B FEHE 2 5 USLICL

o SYE|=ZR AT HMII = EXHYEES FIAH|O|ME ABSHYAR. FIHOE 1~5%(viv 2)2 7IEE HEA| £= DNA
HH 8oz MY HIX|et ZH|(msl, /01 £ §)2 LAES HAHSHIAI2.

Y Zapp e 9ledS Sol2H:

o ZE 20|= M FEE IX| OIYA 2.

o FE FEE= A 1~5%(viv =) 7EE HUH|0f| 1A|ZH St EIF FRUCHL 7| E F=H| 73 Ha| Hoxl @Kol | 7| C,

o 5E 2 Reagent RE= H LEZ|0|E6HX| ORYA|L.

o|7|off cist =7t FHE S WX #E2 ATEUXIZ(SDS)E HESHIAIL.

FHIHRl L EA0]| ot S5 FO| ASH AL A0 E(www.neogen.com)E HESH7LE 91X| Neogen E£= HTIIZHH| 2
ZOSHAI2.
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AMEXH= HE HEA QA YHE X[ MRI0| JELICH 2Ot XMt M E = FAte] EAIO|E www.neogen.comS £ 116HLL
%AX| NeogenO|Lt F CHE|HMOZ

x=H

]

ANE Z2EZ AZ FH|, 35, &Y 7', A= XtHlet 22 2/X glS0| Z2utol| IS

Al SRS MEe O], A= 5 WY, , ,
0jE £ ASS A= 20| St
Aled oI HIZES MEde m MEHEI Al SHHO| ALBXIC| 7|FEE $FY = ULE Mot (1EZALL OME | AlS
AHE5H EE20t 2| AR E HI6h= A2 AFEXIe| M lL|Ct.
CESH AL BE Al EE 8 2t 02 8l X0 R ARYE SFSH=X| Bk MQlo| QELICH
CHE AR 20t OFX7HX[ 2 Neogen Food Safety ME2 ALESH0] 22 2Vt AR El OHERIAL T2 M|AL| ERE HASH=
A2 opLct
NeogenOll A= Ctfot A F DHEZA Bt WILo| =83 E2|7| 2|5 Neogen® Molecular Detection Matrix Control 7|EE
=

HEASLICH 2Rt L HHEZA HEE(MC)S 0|8310 0EZ| AT} Neogen Molecular Detection Assay 2 - &2 2/2/9)
x| A ©

Aol &2 0|E 5 UK ol 5~ JUSLICH HERIAE CHESH= 02| A|ZE AYSHYAI2(0: Neogen HHE M ESHAHLE
HE s TENA0 Hepot JJE AMF/0|X|S] BHERIAE A|Rst= FRH AB2 7|7t S, LS JIMAA 22 AlR).
HE2lA= M 7S 22 AN EX S Eatt XEe S22 Holg & JSLICH IERA 7to| XIo|™ 2 IHE=IA Q| X2
HieH CL= DKo HI A vs. M2 M3, MHIE vs. ZIZHZE S)0| O|X|= A7 ZteretL|ct,

39| stA| /|t H|
JHE HE ZEO NotH EZ 20| A2 HLE H|Q5t, NEOGEN2 AEM = EXN 2 HotMof| chet 252 Tatst o
HA|HO|AHLE =Xl HEE HESIL|Ct Neogen Food Safety XM Z0| Z&0| U2 AR, NeogenO|Lt 12| ZA THO{ K| = KbA|
metof Wt MES WA|SHALE o) 2HS ShEsl ERILICEH CHS2 st ST 71A| WHALICH MISoAM 2 M= 2ol

o
HAZ|H UHAJAZHE 602 O|LH0 Neogen@ Z ZA| EX|5t12, M ZS Neogen2 2 HHESHOF BHL|CE 7t ZE20| YO A|H
Neogen B Xt EE=Neogen 32! CH2|&0f| 22[SHA|7| HEZFLICE,
Neogen X Q!2| |5t
NEOGENZ 29| 4 & Zotsto] ofE ZIFE ol 7Rl EESH 240l AupXol &Ll &2 M0)| CHi A = HHAX|X]|
9| 2

=]
=
S4ELICE B Ol 20| hE Neogen2| M2 0t FR0|= 20| ATt FFE MF ESUCINR: = IE S

sz 8 mo]

Hu

. 7| g
A= AR 7|EE E0l B S MK 7t &4 E|X| AU=X] SRIBL|CE I X| 7t &4 E A2 AFESIXA| DA 1S =,
AH2SHX| 42 Reagent FE = T4l CHA| & Jtsot IR X[0f| AZXH|QL EH 'Eo] Hatsto] AX SAE Al otHMHE FX[BHOF
SLICE CHAl 283t HE2 £t 60 S0 2~8°COHIA] EHSHMAIL.,
2% 7|Zt0| K|t Neogen Molecular Detection Assay 2 - &2 Y2f= AF2SIX| OtMA|Q. K2 7|3t E2 Ho = AKX o2
2o 7| &[0 ASLICH AR B+ HiX|2F Neogen Molecular Detection Assay 2 - 242 EH0|= A HOZ HAN
=20| S0 JUS = ASLICE Ao| == x| LA HEE0f| 2t @F W7 [S2 w7 [t A 2. T 7|0l chet =7t HE 5 34X

THE oM E XL (SDS)E A XA,
A x| H
DEXES o HAE
FIIMOE 1~5%(v:v 2)29| 7Y HUX| L= DN
HHSHMA2.

AFEXHE "MK MAM HIHIQ)/AHS MAM HIHOQ) ZEE S 8! Neogen Molecular Detection System X|£|" 2A{©0f HA| =
CH= Neogen Molecular Detection System X A d H7HOQ) WSS 2t=sH0F SLICt.

EX oo i "gad H3 dH 2 MM dE" MM
H 3. AOAC?® Official Method of Analysis*™ 2016.01 5! AOAC® Performance Tested™ 215 X #0915010]| (2 S+ IZE
H 4. NF VALIDATION Q!5 A 3M 01/16-11/160]| [ E SZ TZEZ,
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HX|F FH|(TZ, H/C1Y =7 )2 RFS
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T




NEE-=
H2,3 EEE 4= MNE MR U HE A RE Uut 7 T2 EZ0f cieh otLflL|Ct

CIE AR =25 TZEZ = 5N HE2 ASo10] 0] A& SHHO| AFEXIS| 7|E 2 S5 E She 22 AFEXIS| AMUIL|CH
AlZX
1. BPWISO S HiX|E A|EE DHERIAQ| M2t FTH MHAM 2L L=41511°CE 2 HES UELICL H2,3E=E4 5T
2. 57 XLt A|RE B WAlOZ =8etL|Ct

o [
3. 240287 28, ASOIY EE £0Z 26| SBIILL DE Hoj2|7t 2G| S0t B2 HEUO| FHSHH B UK
SRt cfios),

BE SF I YA 0L OMISE A Z0]| i3l A= EE WS AEdt= 20| S5LIC

b. SO0 2E1 MAM0| ZIst IIEZIA(0]: A|2|Y, ME)Q| AR Mt MtstH| SIS WX £ItE 3| MEtAHLH>1:10)
3 19 (w/v) 2I}-OtLLOFH| 2 BPW (1SO)0f H0{Z g HetL|CHio o),

o

c. ANEZO| B2 2R A2 B2 SKIX| AEE Xt ACHM A|RE HMS| X0 Ho{FLICE
4, NMESIOIZEZR H(E2,3E=4Ex)0| MHo| w2t HiFeHL|CY,
2E Al
ANE $ HKls 470 20E HIgH55Hs B2t 8HOE 2340t AEX|Y 4= USLICEH Neogen H7H|7L gl= HEERA
AEX|Q AHE S HEELICEH B3t M2 Dey-Engley(D/E) Neutralizing Broth LEE= Letheen Brothd &= JUSLICEAIZ FE 2 O
THE MHot= A0| FEELICE
Z: AEX|E £51 8HOZ OFZME|0|E 2tetE2 B/ ot= Neutralizing BufferE AF26H7|2 MESH=E 22, QEE HE
E1E Xefste 9IS Autet 2HE (S S0(2{H Al Moj| SHE &F A|RE 1: 22 3| Moo} E*LIEHAIE 12 &9
T S B 10f| '22). Neutralizing Buf'fer Z M 10uLE Neogen Lysis Solution FEZ &7|= BT JUESLICH
HHO| AZSER QTE slolgy| 93t A2 $§ FHo| HE 37|= 0| 100cm?(10cm x 10cm E=4” x 4”)JL|CH AZEX| 2
NEE FESIE 82, F YL (B0 RLEZ, 0|0{A 2Z0i|M Ol2iF) 22 MA| FHE FHIHLE M| Mg T2 ZEZEE 22
FDA BAM™, USDA FSIS MLG® &= ISO 18593:2018! 7 7to|E2telof w2t 2hA AIEE A SfLIC,
CIE ME F&E I2EES £ 3|M HIE2 3510 0| A|E HO| AA8Xte| 7|ES EFSHEE Sh= A2 ALBXIe MAQULICE

= X E 41 5+1° £ 02| 7tggL |:r H2,3E=4%x,
HetLICE 21+ 0.287F =8, AEDI = 202 S3tot0] 2™ RSkt HE St
CHHE?2 ,3EEt4§£.

1. A& ojE2|A0 2t BPW ISO S
2. ST HIXIQt A|RE B HAoz2 =
DIZ2EZ Fo| M| 2} sf L



@ @z =

=3 ISPSET
A HEZA NEE, szugar | TEEE | sawae | NEEDE
O2EZ1
78 ME(LIR S CIE T2 E | 25g 225mL BPW I1SO 37 18~26 20
HAIE HE 7<|52|)<b
O2EZ2
<24 9l H|7LZ N E, IR, S8 AR 25g R s 415 18~26 20
93 N2 (B121 7FE)
O2EZE3
2 FHEF(RoIE 27 % fote 25g 225mL BPW ISO 37 20~26 20
Z2ER)
O2EZ4 225mLe| H#
IIAOHA HE (B, X231, oX 5) 100g/L 2 X|¢ 4=
259 2521 0.002% 37 24~30 20
HaZlg|E
JEI_| %:IE(d,e,f)
O2EZS5 235mL2| 2X
7|Ef: gl E WEkd SlE 55, BPW ISO2} 0.5%
QUAHE Xt 3 7I|, 28 RE 25g KoSO3 +240mL2o| 37 24~30 10
H# 100g/L £X|gt
?_-I_D,E_ _<|3_.|<.>r(d,g,h>
O2EZ6
SEOSEE ZEst Antz alA
5 225mLe| EF
(OI Eéiag Jllif, Ol2E, | AEHK[R, D | tb 74 5 R
741}2 U= HI%EP 7|Et Ant=o = o
xwrsruq)

AN=z2| & Lysis MM, 4.7CHA F=x.

a) Lysis Solution EEZ F7I
s ®MZQf of: ZHH 2| AAL "HE| M E, HAHE
o

(

(b) ZZES 12 olge A

(c) TRES 28 0lSf AL MBS of: 4 17|, Y5 OH, DE KX, WHR, WM2{S (A%, HERH[O} &%),

) FX2 UHT RRE FAY AT LR LT A

(e) XL 27 225mLY 1% =4 HEZ|AE 12l = 0.45mLE H7I510, £1F 5k 0.002%(0.02g/L) ERE|AE O2 =T}
ERENS

(f) Y2 DX/ AT 228 Fu[s}7| Ao} Y 2x|

4t AX 2R 10092 37 E= A4 1L0M ERFAIZLICHL =2 W7HX]|
3IX 0 FLICE 121°COIM 1527 LEZS2||0|2gfL|C}, 2~30 COi|AM E2tetL|CHe),

(9) BPW ISO 1000mLY K2SO3 5g2 75104, 2| Z =& 0.5% K2SO37t || LT

(h) 100g/L B 22X X 27 240mL= 0.5% K2SO37t M7HEl 235mL 2X BPW ISO0|| 'H0{0F L|Ct.

MEHX 2K B THA|(Cll: Rappaport Vassiliadis HiX|)E 0|2 HR 1:2 5 M(AE S7A 12 B S iU 10 ‘%%)%
ZHEES| 2} 01_1‘0'* 10uLE Neogen Lysis Solution §EZ FZIL|C|. Tetrathlonate(TT) BrothE AIE5t= E2 24} %E 20uL
£ Neogen Lysis Solution REZ §7|11 MM E0| FAHKXIX| ALETT WS vortexdt7 Lt B FE Hf”OﬂH ojZiglstx
OFLAI2.
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AOAC?® Official Methods of Analysis* 2016.01

AOAC Research Institute OMASM 5! PTMSM IL 2 T12H0{| A, Neogen Molecular Detection Assay 2 - &5 Z/2f
QI HHO|2H= HO| BHMELICE o] Ao HYE HE

A= E2 20pLYLICE

AOAC® Performance Tested™" Q1= M #091501

PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE

LICENSE NUMBER

091501

2A = B 30| Lot J&LICE
H 3. AOAC OMAS™ 2016.01 % AOAC PTMSM Q1Z M #0915010] 12 S T2 E=. Neogen Lysis Solution FEZ £7!

= &2det 4 E0

MM, 47 H =,

=11 2
NE HEZA L 52 vz ey 53 MzH(hr)
o5 225mL BPW ISO
e 9 (0]2] 7+)
e 41.5 10~24
3254 975mL BPW ISO
(ol2l 7t+E8)
259 22%?;‘% )'SO 41.5 10~24
el =S 975mL BPW ISO
m
3259 0121 7h2) 41.5 14~24
Ze2|E WILE 2l 17| 3259 2,925mL BPW ISO 37 18~24
7 A 25g 225mL BPW ISO o 16-24
= 3759 1,500mL BPW ISO
de =% M ENS, THE
MA|ZX|, K2 A7 Hz|E 0]2At 259 225mL BPW ISO 37 18~24
x| =
St17| XIS Ml 30mL i 415 18~24
=
S17| X|§ AZR AZR| 1) Ohia oty 415 18~24
OIAEE DX X 29 259 225mL BPW ISO 37 20~24
EEEE 25g 225mL BPW ISO 37 24~28
xe Atz HatoH 100mL 900mL BPW ISO 37 18~24
AHEEl HOtAIE 2HE 375mL 3,375mL BPW ISO 37 18~24
25 225mL BPW ISO
2|0] W2 B g 37 18~24
375g 3,375mL BPW ISO
o2l chopx 2, 92l chop 2@ 109 90 BPW-1SO M5 28-32
TFYE 232|E AE 17f ey > 415 18~24
AH|ol2|A A B2 1) e oty 415 18~24
=
0 50mL BPW ISO _
RO | mate ke ety AZX| 191 o of) 415 18~24
=3 ex 2kt Z2 WIX| | 2%t B2 2% | 24 B2 Mz
I E = N = !
AIE “HEE.¢ AIEF'IO o'_ﬂl HH%O_IF_'O (i.loc) OE AI?_(l"ll') (mL) (i1°c) (hl‘)
R-V R10:
H
aX H;FIH 3 25g 225mL BPW 37 18~24 0.1mLE 41.5 4~24
2) SO 10mLE"
(a) S A= 10uLE Lysis Solution FEZ R ZILICt. Lysis




AFNOR Certification0l| 2|t NF VALIDATION

e““f\CATION

Y VALIDATION
EN ISO 16140

3M01/16-11/16

oD =i

ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS

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

TR 7[2tat 2Ec dM| 2= &7(of SAlet 8 ALO|E0]| L= NF Validation 215 ME H5HHAL,

ISO 6579¢ CHH| ISO 16140-2"0]| =t NF VALIDATION

Zzo| Wl 2ol AlZo i3t REA

—

Mz Bl S= M=

A& FH|: A|Z= EN I1ISO 6579® 2! EN ISO 6887(0-190]| [r}2} Z=H|8HOF SFL|CY.

2DE0of HM: ASM 1.

—e L-O

= -d AHS
R RS

|= dptd
o o

|'O

ofm

H 4. NF VALIDATION 9/ 2 3M 01/16-11/16 2 E7 T2EZ,

H.
o ZE QIZho] AZE, MM B AR (A M4 AR EB), OfA5S

- =2 Z22E | x Mz BNz
ez NED. o SREr | sRMmemm | MEETE
OZEZ1:
o ZHRISH 1T ME(UIIR, 7t
0t 8l Ofxff, CHE T2 EZ0|
HAIZE HE Q) 25g 225mL BPW ISO 37 18~26 20
o = MM gl Mg{AtE
o OfAZE AR Bl B AR
o UK MA(EEHO| OFL)
OZEE2
o ZHQISHIZ Sl HIZIE A E
(MM 5l MsjArE CHE 259 E= 0 oig|
T2Ezo| HYAIE XZ Fel) ofom 174 225”[;'5\,\}%;*2 = 415 18~26 20
o V2 = mHE 17
o = 12l 5l OfAY
o AE MMBA AR
II =2
T 25 225mL BPW ISO 37 20~26 20
La— e =
DZEE4 225mL £ x|
e 20% 0| 2HOLE Y7 ZIOMA UHT 2% .
HZE 259 +0.002% 37 24~30 20
22| E T2l
O2EES5 235mL 2 x BPW
o TMZ WEM SH 5XE, AL, ISO +
71|, 22| FH|Z 25g K2SO030.5% + 37 24~30 10
240mL £ X|gt
UHT 2%
OZEE6 225mL 0|2| 71 &l 5
. 17| 259 BPW ISO 41.5 10~24 20
_EE_Z_ 7: =~ ofgr 100mL
o UK} MAH(FEH) e Tetrathionate
122 Broth
37 20~24 20
225mL
25¢g Tetrathionate
Broth




oD =i

O2EZSSG:
o RO0IE ER, F0IE Al2|H 3375mL
O ZHIO|QEIAE SIR6HK| 2 3759 oj2| 7tE =l 37 20~26 20
QHE 226 BPW ISO
O2EZO: 3375mL
o ROI2 ER ROIE Al2|Y, ol2| 7IE &l BPW _
T20}0|QEAS B3 SH|E 3759 | |50+ ur=ntolAl 37 20~26 20
S22 (10mg/L)
(a) Lysis Solution REZ F71 A|22| . Lysis MM 4. 7CHA FE.
(b) A|ZE0| T2 it A|2[Yo| AR SK|X| ULE XIF HOHM A|RE MM A0 do{FLICH
Sk
e 25g2 ZX6t= A|E= NF VALIDATION S 0lAM Z2EE 81t 95 H|2(St A[YE|X| AUSLICE.
o [ AZE T2EZ2 i | CIZTILICE 7|5 A0 HAIE 2= XS w2tof BL|Ct AFEXt= S iU S 02|
7tE5H0] B M LR 20| TESt=X] BHEA| 2HRISHOF BHLICH S HHX| AFE 7+ ThA| OFX| 2t AlE A 29| B QF THA|

AIZFALO|Of K| A|ZHS 8T A& EH| A|ZH0] 452 8 Eutsi A= oF ElLICE o= 27| &X[7t s iY77 E AH8ste
20| HEELICE

M2 E Tetrathionate(TT) Broth 3 H0j|A] Neogen Lysis Solution REE F7|=
SHHE vortexstZLl S FE HIEOAM D|HWEISIX| OpYA L, EH
HY IZ2EZ FH M2 B =2

29 MHE0| SAHKIX YESTT
£2 27| 29 ZRE AW L2 5 YALILL,
S 3 AR Lysis SRILICH 32 I S AR lysatel= #/0H 72A1247HX] 2-8°COf A
RS 2 ALICH B2 H{FHS HEACA ' 2 Lysis 440 1CHHRE] AlES CHAl AISSHIAIS. Al lysateS
2 EA0) M T S Lysis 4M2| BEASE AIES CIA| AIrsHiAl 2.

o =
Neogen® Molecular Detection AI0|E £ E2{|0] Z=H|
1. 1~5%(viv 2) 71H 8 B U2 M = 13|2 EFEo| 2 M Neogen® Molecular Detection A= 20 EZ|0|E H&

LIct.

2. == Neogen Molecular Detection AI|E 2 E&j|0|E dFLILCE.

3. 188 EIE 2 A5t Neogen Molecular Detection A= 2 E&|0|E HOFA| ZHEIL|C,

4. AF25}t7| M0ofl Neogen Molecular Detection AL = ZC{ E2f|0|7f OF2 ME{QIX| EQISHA| 2,

Neogen® Molecular Detection '#Zt 22 QIME ZH|

Neogen® Molecular Detection ‘&2t £ QA EE HIZ A A #IX|0f| EOIOF BfL|Ct, AEM A2(20~25°C)0IM 252

AL C.

Neogen® Molecular Detection 5|2 £ 2IME ZH|

X 0|F =5 |H &X|0 Neogen® Molecular Detection 5|% 25 2IMEE s&LICL X 25 S|H HX|E HI Neogen

Molecular Detection 8|8 =5 2IME7H100£1°CE |X[E = U} = LI
F1: 5| EX|0f 2t Neogen Molecular Detection 3|8 £ QIMETJ 2=0| TEst= O 2F 3020 22 & JSLICHL
HES WHE 2A (0 B2 AX| 2=A = CIX|E SN 24 MA| X 2=A = ofH)E XI-E ?1X|0l Z0F Neogen
Molecular Detection 3|% &% IMES| 27t 100£1°CIX| =lgtL|Ct.

Neogen® Molecular Detection ZH| ZH|
1. Neogen® Molecular Detection 2T EQ|0{E AlgHst 1
ATEQ0{7} 2[4 HTQIX| SISt AL,

20IILICt Neogen Food Safety B At | 22|5t0q O]

2. Neogen Molecular Detection ZH|E ZiL|C}.
3. ZH A|=20f Ch$t HIO|EE Zotots A g aHEAHLE HEIBILICH XEAISH LH2 2 Neogen Molecular Detection System A
MHNME BZSHHAL.

Ao Ht2 EHE TS Neogen Molecular Detection AL E 2 Eg|0|E 4218t7| 0| Neogen Molecular Detection
EHH| 7} ZH| &Efol| EoHof BLICE O] 7t thA|l= 2 2020| ZE2|H 2tzE|™ 7[7|2] e HA|Z0| &M S0| HTLICL
71717t Mg ZFH|7t =|H MEf BAE0| MO = HHL|C

Lysis

Neogen Molecular Detection 5|2 & M EN| E%t617| Mof| AR =EL0|HLE ATHE2FE Neogen Lysis Solution 242

SIS A gL
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1. S H2(20~25°C)0ll M S S2H(16~18AI2F) 01 Neogen Lysis Solution FEE M ELICt. Neogen Lysis Solution
SHE MAROE HHA|F|= & CHE EH 2 XA 24|2H SF AE A HIX|0l Neogen Lysis Solution §EHE F7{Lt, 37+ 1°C
HH 7|0l 1A]ZH St Neogen Lysis Solution £E & H{¥SHHLE 100 1°C2| 7A=3t 0|F £ 8|E0f 30X 7t F= ZYLICEH

2. 2 M EEE F[ZXI0] AJELICH 4A|ZH O|LHOf| CHS THAIS TISHSHAMAIR,

3. HiZZ|0M B+ HHYAHS T LT

4. Zt N 22} NC AZ(B# S HiX])0ll Neogen Lysis Solution £E 1717t ZQBL|C}.

2
4.1 Neogen Lysis Solution F2 AE&/= 5ti= Neogen Lysis Solution 2 25 XHE + ASL|CH B0t 7
Lysis Solution £E E=87H50| 2 AEZ| ~Z MEISILICL Neogen Lysis Solution FEE Bl 20| 5L

4.2 Wkt LHEES 2X|St7| [8l $F Hoj| $F Z4 Neogen Lysis Solution £2 AEZIO| S H17|1 2F 23 chAlof| Af ool &l
AtggtLct,

4.3 Of2l MHE 2, S 7= A|ZE Neogen Lysis Solution §E 2 SZILIC}.

| Zt 575 A|2E ¥ Neogen Lysis Solution £ 22 HA ZIL|Ct. NCE OIX|2tC 2 KZIL|Ct.

4.4 Neogen® Molecular Detection Lysis Cap/Decap Tool2 AtESI0] T HO| AEE! SHLIM Neogen Lysis Solution £

AER 1749|248 HLIC,

4.5 Neogen Lysis Solution £ 5 2 | 7| - AR E 2I5H lysateE IUE & &
& JUEE ot

4.51 HZE Lysate M2[0fl LM = 8 AS HESHIAIL.
4.6 0| A= MEZ2 ZYSt= 32 HoHAM AIZE [MF[6H7| Tol| S S MOFLIC
47 TEZEE B0 ECE EAI7F ¢QH(M: ZEEE 5 % RVSO|M 2Kt Z7 EE= Neutralizing Buffer@t &1 &t8 A2 E

S TR 8710 =0 83l = CHA| ALEE

Ho

=
CC
-

A8 AL) A& 20uLE Neogen Lysis Solution §E 2 FZIL|C},
ﬁo—h

4

5. Zt A|27t AEZIO| 8liE Neogen Lysis Solution §E0| 25 FItE Ui7HX] 4.4~4. 7HAH E BH=BHL|CE,

6. REANEE FZ2 W NC(EZ 3 HiX|, 0fl: BPW) 20uLE Neogen Lysis Solution FEZ FZLICH S2 NCE ALE5HX|
OFMAI2.

7. Neogen Molecular Detection 5|2 25 QINEQ| 2=7} 100+ 1°CQIX| &hQlgtL|Ct,

8. HHIHE X 2X| %42 Neogen Lysis Solution £E2| 212 Neogen Molecular Detection 5|8 £Z CIMEQ £ 15£12 SO
7tgtL|Ct, 7tE & Neogen Lysis Solution 222 A(XE7F2) Ol M 2t (EEAH 2) 2 2 HEELICE
8.1.Lysis THA| SO MHSIA| X 2|7t =[X| 2 A EEl HESHM o= 7t 52 E Neogen Molecular
Detection ZH|0f| HCiZ &S| OHYA| 2.
9. EHIHME XX 22 Neogen Lysis Solution FE2| 22 5|& SZ0{A X751 Neogen Molecular Detection 'HZt 2=
QIMEO] %2 52, Z|CH 102 HZHAIZILICH Neogen Molecular Detection d2f £ QIMEE 420 M HIZ A HIX[of
£O0}OF gHL|C}, A/O ™ Lysis Solution0| 2= O Z CHA| HHEL|CY,

10. Neogen Lysis Solution 22| 212 Neogen Molecular Detection 'dZt 25 Q1A E0f| A H|7{EL|CH.
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# 20-25°C
D ﬂ 000500

2I3H 17H2] Neogen Molecular Detection Assay 2 - /2 2/2f Reagent 27 ZQEIL|LC},
=3

1.1 RE AEERIZ ot BEE 2 KE 5 USLICL 7H'E Neogen Molecular Detection Assay 2 - &/ 22 Reagent T &
T UQBtgIfE0| BEE AER 45 MEighL|C

1.2 Reagent REE ¢l 20| &

1.3 FE U o2l Ajof LAO|E 2HX| OHYAIL.

StLIC| Reagent ZIEE S EHE MEfSID 2lfof| =&LICEH

WA QES WR|SE7| 2|oH 3t HO| SHLHY Reagent T2 AERC| S 17|10 2F 2 CHAlofl Af I|T B2 AFSEILIC

=
OteH MHEl CHZ Z} LysateE Neogen Molecular Detection Assay 2 - 22 2/2f Reagent £E 3! Neogen Reagent ZIEE
EdZz 27IL|C}
T — 20 | .

=
=

12

| 2 A2 LysateS 7H'8 Reagent 522 HA| £71 £ NCE £Z A2, OFX|9}ol Neogen Reagent ZIEE £E2 $3i3iL|Ct. |

Neogen® Molecular Detection Reagent Cap/Decap Tool2 AHE3SH0] ot HHO|| AEZ] LI Neogen Molecular Detection
Assay 2 - &2 92} Reagent FE2| 12 HZILICL S HE|HA|L.

5.1 Neogen Lysis Solution FEO0j|A 20| AEL140{|A] A| & Lysate 20uLE AT E|X| 2= E 510] sHE Neogen Molecular
Detection Assay 2 - &/ 42 Reagent RHE FZILICt. L740|7} 2|X0{X A0|X| LA F 7|20] ZSLICL floI2H=
7184 s S mHiElsto] dSLICt

5.2 748 A|Z LysateO| AEZ!O| T Neogen Molecular Detection Assay 2 - &/2 22} Reagent S E 0| 272! W7tX] 5.1
CHA E gt Ct

=2 -

5.3 HSE {22l 072 Neogen Molecular Detection Assay 2 - &22/2} Reagent FEE H11, Neogen Molecular
Detection Reagent Cap/Decap Tool2| S HE ALE5H0] AFE S 715H0] o[ BHES| B J=X| 2lSHA 2.

5.4 N&gg A= 0] CHel|, Rt PtE 5.1~5.3¢CHA I E g gtL(CE

5.5 2E A2 LysateE &7! £ 5.1~5.3H £ EH5510{ NC Lysate 20uLE Neogen Molecular Detection Assay 2 - &2 4/2f
Reagent REZ SZILICL.

5.6 NC lysate 20uLE Neogen Reagent ZIEE FHZ SZIL|Ct LZH0|7t 3K AJ0|X| A== 7|20] Z&LICE
2lotef = 7HEA| 58 S m[TIEsto] A SLICE

ZH0| ATl EHE MRt LA E|X| &2 Neogen Molecular Detection AI|= 2 E2f|0|0f| Li2{=&LICt Neogen

Molecular Detection AL|= 2 E2|0| 5742 0 HA[Z EFL|CH

Neogen Molecular Detection 2 X E0{0f|A] LM E AMHS HE
AZEQO0M AZF HES 226t AL 77|

Neogen Molecular Detection AI|= 2 E2j|0|E Neogen Mo
AZHEILICE A= 602 O|LHo MIS = X2 2 2= O LN A

10. A|&0| 2tZ £[} SH Neogen Molecular Detection ZH|0{| A Molecular Detection AI|= 2 E2f|0|& L
1~5%(v:iv 2)°| 7188 Tl MU0l 1A[ZH SOt HUCHH 24 FH| SGo M Ho{Zl 2ol T 7|5y A 2.
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oD =i

HE Hof EX| O A 2. §7]0ll=
enEEIA HEE BEHT}
7|E Z=H| 1t He| oz

FO: ikt LECE QIS Mo oS X A%5IHH SEE DNAE &R%tRe =
Neogen Molecular Detection Assay 2 - &2/ 2/2f Reagent, Neogen Reagent ZIEZ 3! Neo
ZSEL|CH U2 2l Reagent SEE 1~5%(viv B)2| 7HH 2 EEA[0f 1A|2F SOt Bt £ACt
2|X|ol| m|Z[gL|ct.

QO

«Q

(0]

3

o~
——Q

UT2|F2 M SES X ) WYE|S U S TMS SAFLICE Bt ATEL0{0] s AHSOR A& T Zatof
J|5tolo] Ao = REEILICE A 24 ATt Chst 19 TM OifHA0l N0 HEEILICL 27 oY ATt
MAjZtoE B IE|s Hol, SN A= Uo| 2R E = EAELIC

UMOZ AFE|S AZE Neogen BPW ISO SZU0A 24} 57 BIQHOR 27| ZH0M AISfel0] 0| HTBH Motstx
SEs wHOD 2a|F slol 3l Z20|=S AASHs 5 MM EX o A EE MESH AT W 2010292 Sa 2Helefof
'6'H_| |-

=]

& : A|AEIDE Neogen Molecular Detection Assay 2 - #2425 E A|F2 "HIA" RLUE 7HXIEE 24 A|IZZ 02
712U E MSSHX| A&LICE
Ol2f|MQl 8l 20| LIEtLH= AR, YNE|E2 0|2 "HAHInspect)"Z EFELICE Neogen2 ZE AAL A|Z0| CHol EM 2
HE5H= WS HEYLICHL 2ot AL AR 22, 7|2 dXe WHE AESHALL HX| -0 w2 &8 Al S THSHIAIL.
/Y & d3 7|= - i A4
A= . e N2 Y AFS=ER0| ofe o= =H™ELICH
NI . 24 Nz Y AS=EH0| Cfs SdL(C
A= HEZIATE Al CHSH X{SHE LT SLICt.
A& X9 THAIRO| e & ASLICH XtAst LHE2 2X
SHE MM Al F|E ME HEME HESHIAR
CHA AS =70 ZX R E 2ol + &L
K= @ AAt AR e =~ JAGLICH XtAet LHE2 ZX
SHA MM Al 7| E HE HEME HESHIAR
XIE EHLZo| ELICE HAIHO| Y
NE F USLICE Xt LHE2 22X sHE MMat Al F|1E
HE dEME HESHAIR

NF VALIDATION oI 0 uf= Zzf =3
NF VALIDATIONZS| B Neogen Molecular Detection Assay 2 - /2 20| FHO = AlHE
Aol w2t =elsof gLt

W 1 BEAGASHE) ZHFHLE 1SO 65790 HE ALE.
Ut 2: CSO 2 A 2ol ube Asll: BpW ISO® S 0.1mL K= Tetra Thionate Broth 2l (X} M A A|2)S RVS Broth
B X

H
rin
=
Hu
rir
il
dlo
OfM
o
i
lo

10mLE SZLICH 41.5°COj| A 24+ 3A|ZH SOt HHFBFLICE Xylose Lysine Deoxycholate(XLD)® o4 Hf
Estel 32 DAL sHH B X|of] 2SN AL, Oxoid A2 Y/2f2tEIA HALS 0|28l £2|8 T2k

x
|
W 3: 22|E T(XLD E= 222 A o BiX|)ofl & E EN ISO 7218© HZ0H| HAE CHE it T2H A (Y

2 & X). 0] A|&l2 Neogen Molecular Detection Assay 2 - &2 Z2/E 0| &3 sl A= o ElL|Ct.

4HH 4: Neogen Molecular Detection Assay 2 - &2 Z2fet CHE @ 2|2l 7|E} NF VALIDATION QIS 2 ALS. i 24t HE
2HEHO)| CHol B E A ZEEZS ALE0HOF LICEH & 7HX| 20| A 2ol A|ZF H o = THAIF BHEA| S UsHOF ghL|Ch
Zot7t 2LX|IS5H=E A2 (Neogen Molecular Detection Assay 2 - &2 E/ZFAIE Al £H AN A7 i = 31 71X 2 &l 27+ 5
E3| 2telA ST ZAtol| Chll), ABA2 He THAIE met F S35 2o R4S HQlsof Lot

TR =Lt "ALo| CHst] S23 MO JAOH TrAL ZALO|E (www.neogen.com)E ESHHLE 8X| Neogen & THOINHK 2
ZOISHHAIR

B2E A MNE A”IM Stk SX2|E Lysate Bt U TAIE

1. EXN2|El LysateE HESI2{H THR2SH HOZ 2ol FEE CHA| X FL|CHLysis MM 4.5 & =X),

2. 4~8°COl|M Z|CH 72A|2F SOF H2ketL|Ct.

3. 2~3H FEOA =etste] HE AR E SESHEE FH|BLICL

4. SHo| g HZLCt

5. Neogen Molecular Detection 5|2 25 QM EO| 22 El Lysate FEE £11 100 1°COl|AM 5127 7FF L Ct,



Neogen Lysis Solution £E22| 242 5|8 SZ0i|A| H|7{5t2 Neogen Molecular Detection 'd4Zt 25 QA E0]| X4 52, Z[CH

6.

102 WZA[ZLICE

7. 20IM M5 HESH S MM T2EZS A&TLICL

HOXE:

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

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

5. 1SO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance for microbiological
examination.

6. 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.

7. 1SO 18593. Microbiology of the food chain — Horizontal methods for surface sampling.

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

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

10. ISO 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. 1ISO 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. 1ISO 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. 1ISO 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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