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Product Instructions
Molecular Detection Assay 2 - E. coli 0157 (including H7)

Product Description and Intended Use
The Neogen® Molecular Detection Assay 2 - E. coli O157 (including H7) is used with the Neogen® Molecular Detection
System for the rapid and specific detection of E. coli 0157 (including H7) in enriched food and feed 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 - E. coli O157 (including H7) 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 environmental, pharmaceutical,
cosmetics, clinical or veterinary samples. The Neogen Molecular Detection Assay 2 - E. coli O157 (including H7) 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 - E. coli O157 (including H7) with Buffered Peptone
Water 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 - E. coli 0157 (including H7) test kit contains 96 tests, described in Table 1.
Table 1. Neogen Molecular Detection Assay Kit Components

Item Identification | Quantity Contents Comments
P - - . - -

Neogen® Lysis Solution Pink solution in 96 (12 strips of 8 tubes) 580 pL of Neogen Lysis Solution | Racked and

(LS) clear tubes per tube ready to use

Neogen® Molecular

Detection Assay 2 - E. . . Lyophilized specific

coli 0157 (including H7) Pink tubes 96 (12 strips of 8 tubes) amplification and detection mix Ready to use
Reagent Tubes

Extra caps Pink caps 96 (12 strips of 8 caps) Ready to use
Neogen® Reagent Control | Clear flip-top 16 (2 pouches of 8 Lyophilized control DNA, Ready to use
(RC) tubes individual tubes) amplification and detection mix Y

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

Safety

The user should read, understand and follow all safety information in the instructions for the Neogen Molecular Detection
System and the Neogen Molecular Detection Assay 2 - E. coli 0157 (including H7). 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 - E. coli 0157 (including H7) 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 Use medium pre-warmed to 41.5 = 1°C. Do not allow the medium to drop below the incubation temperature range
during sample preparation.

e Store the Neogen Molecular Detection Assay 2 - E. coli 0157 (including H7) as indicated on the package and in the
product instructions.

e Always use the Neogen Molecular Detection Assay 2 - E. coli 0157 (including H7) by the expiration date.

e Use the Neogen Molecular Detection Assay 2 - E. coli O157 (including H7) 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 - E. coli O157 (including H7) 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 (NB) 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 Neogen® Neutralizing Buffer with aryl sulfonate complex: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, XSLSSL10NB,
HS10NB and HS119510NB.

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.

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

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.

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

To reduce the risks associated with exposure to hot liquids:

e Do not exceed the recommended temperature setting on heater.

e Do not exceed the recommended heating time.

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

NOTICE

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

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

e Use a new pipette tip for each sample transfer.

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

e Use a molecular biology workstation containing germicidal lamp where available.

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.

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, and laboratory technique may influence results.

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

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

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

To help customers evaluate the method for various food matrices, Neogen has developed the Neogen® Molecular
Detection Matrix Control kit. When needed, use the Matrix Control (MC) to determine if the matrix has the ability to impact
the Neogen Molecular Detection Assay 2 - E. coli O157 (including H7) 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 versus pasteurized; fresh versus dried, etc.

Limitation of Warranties / Limited Remedy

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

a product and return it to Neogen. Please contact your Neogen representative or authorized Neogen distributor for any
further questions.

Limitation of Neogen Liability

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

Storage and Disposal

Store the Neogen Molecular Detection Assay 2 - E. coli O157 (including H7) 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 - E. coli O157 (including H7) 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 - E. coli 0157 (including H7) 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.

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

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.

See Section “Specific Instructions for validated methods” for specific requirements:
Table 3 for enrichment protocols according to AOAC® Official Method of AnalysisS™ 2017.01
Table 4 for enrichment protocols according to NF Validation certificate 3M 01/18-05/17

Sample Enrichment

Tables 2, 3 or 4 present guidance for enrichment protocols for food. 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. Pre-warm BPW ISO enrichment medium to 41.5 £ 1°C.

2. Aseptically combine the enrichment medium and sample according to Tables 2, 3 or 4. For all meat and highly
particulate samples, the use of filter bags is recommended.
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3. Homogenize all matrices except leafy produce and fruit, thoroughly by blending, stomaching, or hand mixing for 2 0.2
minutes. Incubate at 41.5 = 1°C for the appropriate time according to Tables 2, 3 or 4.

Table 2. General enrichment protocols

. Enrichment .
Sample Matrix® Sample Size Ennchmen(t BEOth Volume Temperature Enrichment
mL) (£1°C) Time (hours)
975
Raw beef including ground/mince and trim 325¢g BPW ISO 41.5 10-18
(pre-warmed)
Raw meats including raw beef, pork, poultr 225
eet, ports v 25g BPW ISO 41.5 8-18
lamb, and bison (pre-warmed)
450
Leafy produce® 200g BPW ISO 41.5 18-24
(pre-warmed)
Other foods including fruit®, vegetables, 005
fruit/vegetable juices, fresh her[os, raw 25g BPW 1SO 415 18-24
seafood, raw eggs, raw milk, cookie dough, (pre-warmed)
and processed meats P
Walnuts or nut mixes containing walnuts 005
(thls prqtocol is appropriate for. other.nuts 25g reconstituted 415 18-24
including pecans, almonds, pistachios, non-fat dry milk
cashews, and chestnuts, Y

(a) Frozen samples should be equilibrated to 4-8°C before addition to enrichment broth.

(b) Leafy produce and fruit samples should be gently agitated by hand for 5 minutes. Do not blend or stomach.

Specific Instructions for Validated Methods

AOAC® Official Methods of AnalysisS™ 2017.01

In AOAC Official Method of AnalysisS” program, the Neogen Molecular Detection Assay 2 — E. coli 0157 (including H7)
was found to be an effective method for the detection of E. coli O157:H7. The matrices tested in the study are shown in

Table 3.

Table 3. Enrichment protocols using pre-warmed BPW ISO at 41.5 £ 1°C according to AOAC® Official MethodsS™2017.01

. . Enrichment Broth | Enrichment Time .
Sample Matrix Sample Size Volume (mL) (hours) Homogenized
Raw ground beef (73% lean) 325 975 10-18 Manually by hand or by
450 i
225 Gently agitated by hand for 5
Fresh sprouts 259 18-24 minutes, do not homogenize
Frozen blueberries®® 25¢g 225 18-24 (r;n?::tjl'zlezgggt:gtbh);r:g;;oiis

(a) Leafy produce and fruit samples should be gently agitated by hand for 5 minutes. Do not blend or stomach.

(b) Frozen samples should be equilibrated to 4-8°C before addition to enrichment broth.
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NF Validation by AFNOR Certification

“_‘“:\CA'“ON
.

NF

VALIDATION
EN 1SO 16140

3M 01/18-05/17
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en

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

NF VALIDATION Certified method in compliance with ISO 16140-2®in comparison to ISO 16654®)
Scope of the validation: Raw beef meat, raw dairy products, raw fruits and vegetables

Sample preparation: Samples should be prepared according to EN ISO 16654 and EN ISO 6887®
Software Version: See certificate

Table 4. Enrichment protocols using pre-warmed BPW ISO at 41.5 = 1°C according to NF VALIDATION certified method
3M 01/18-05/17

Protocol Sample Enrichment Broth | Enrichment Temperature | Enrichment Time
Size Volume (mL) (x1°C) (hours)
Raw dairy products, raw fruits and 25g 505 415 18-24
raw vegetables
Raw beef meat 259 225 41.5 8-24

NOTES:

e Samples larger than 25 g have not been tested in the NF VALIDATION study.

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 7 in the
Lysis section. The lysate can also be stored at -20°C.

e Short enrichment protocols are sensitive to incubation conditions and the temperatures specified in the protocol must
be followed. The temperature of the waterbath or the incubator where the broths are prewarmed should be verified to
ensure the enrichment broth is reaching the required temperature. The total time for sample preparation, including the
delay between the end of the medium pre-warming step and the beginning of incubation of the food sample, must not
exceed 45 minutes. Using a ventilated incubator during incubation is recommended.

Preparation of the Neogen® Molecular Detection Speed Loader Tray

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

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

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

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

Preparation of the Neogen® Molecular Detection Chill Block Insert

Place the Neogen Molecular Detection Chill Block Insert directly on the laboratory bench: The Neogen Molecular
Detection Chill Block Tray is not used. Use the block at ambient laboratory temperature (20-25°C).

Preparation of the Neogen® Molecular Detection Heat Block Insert

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

Preparation of the Neogen® Molecular Detection Instrument
1. Launch the Neogen® Molecular Detection 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 and maintain temperature of 60°C 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

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 ina 37 = 1°C
incubator for 1 hour or place them in a dry double block heater for 30 seconds at 100°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 the Negative Control (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 Transfer 20 pL of sample into a Neogen Lysis Solution tube unless otherwise indicated in the Protocol Tables 2, 3, and 4.

5. Repeat step 4.3 until each individual sample has been added to a corresponding Neogen Lysis Solution tube in the strip.
6. Repeat steps 4.1 to 4.6 as needed, for the number of samples to be tested.

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

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

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

Samples that have not been properly heat treated during the assay lysis step may be considered a potential biohazard
and should NOT be inserted into the Neogen Molecular Detection Instrument.
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10.Remove the uncovered rack of Neogen Lysis Solution tubes from the heating block and allow to cool in the Neogen
Molecular Detection Chill Block Insert at least 5 minutes and a maximum of 10 minutes. The Neogen Molecular Chill
Block Insert, used at ambient temperature without the Neogen Molecular Detection Chill Block Tray, should sit directly
on the laboratory bench. When cool, the lysis solution will revert to a pink color.

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

00:15:00

il YA

Amplification
1. One Neogen Molecular Detection Assay 2 - E. coli 0157 (including H7) Reagent Tube is required for each sample and the NC.

1.1

1.2
1.3

Tube strips can be cut to desired tube number. Select the number of individual Neogen Molecular Detection
Assay 2 - E. coli O157 (including H7) Reagent Tubes or 8-tube strips needed.

Place Neogen Molecular Detection Assay 2 - E. coli O157 (including H7) Reagent Tubes in an empty rack.
Avoid disturbing the reagent pellets from the bottom of the tubes.

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

3. To avoid cross-contamination, decap one Neogen Molecular Detection Assay 2 - E. coli 0157 (including H7) Reagent
Tube strip at a time and use a new pipette tip for each transfer step.

4. Transfer lysate to a Neogen Molecular Detection Assay 2 - E. coli O157 (including H7) Reagent Tube and Neogen
Reagent Control tube as described below:

Transfer each sample lysate into individual Neogen Molecular Detection Assay 2 - E. coli 0157 (including H7) Reagent
Tubes first followed by the NC. Hydrate the Neogen Reagent Control tube last.

5. Use the Neogen® Molecular Detection Cap/Decap Tool-Reagent to decap the Neogen Molecular Detection Assay 2 - E.
coli 0157 (including H7) Reagent Tube — one tube strip at a time. Discard cap.

5.1

5.2

5.3

5.4

5.5

5.6

Transfer 20 pL of Sample lysate from the upper % of the liquid (avoid precipitate) in the Neogen Lysis Solution
tube into corresponding Neogen Molecular Detection Assay 2 - E. coli O157 (including H7) Reagent Tube.
Dispense at an angle to avoid disturbing the pellets. Mix by gently pipetting up and down 5 times.

Repeat step 5.1 until individual sample lysate has been added to a corresponding Neogen Molecular Detection
Assay 2 - E. coli 0157 (including H7) Reagent Tube in the strip.

Cover the Neogen Molecular Detection Assay 2 - E. coli 0157 (including H7) 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.

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

When all sample lysates have been transferred, repeat 5.1 to 5.3 to transfer 20 pL of NC lysate into a Neogen
Molecular Detection Assay 2 - E. coli O157 (including H7) Reagent Tube.

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. Then close and

latch the lid.
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8. Click the Start button in the software and select instrument for use. The selected instrument’s lid automatically opens.

7. Review and confirm the configured run in the Neogen Molecular Detection Software.

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 Reagent Control, Neogen Molecular Detection Assay 2 - E. coli 0157
(including H7) Reagent Tube, 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
analysed 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?3, beginning with transfer from the primary 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 - E.
coli 0157 (including H7) 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.

In the event of discordant results (presumptive positive with the Neogen Molecular Detection Assay 2 - E. coli 0157
(including H7), 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.

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 - E.
coli 0157 (including H7) must be confirmed by one of the following tests:

Option 1: Using the ISO 16654 standard starting from the buffered peptone water® enrichment.

Option 2: Implementing a confirmation method consisting of the following: Streak 50 pL of the buffered peptone water®
enrichment onto a Cefixime Potassium Tellurite Sorbitol MacConkey (CT-SMAC)® agar plate. Incubate for 24 =3 hours
at 37°C. Streak characteristic colonies onto nutrient agar and perform latex agglutination test directly onto isolated
colonies. If the Neogen Molecular Detection Assay 2 - E. coli O157 (including H7) results are not confirmed, perform an
immunomagnetic separation step and then streak 50 pL onto CT-SMAC.

Option 3: Using nucleic acid probes as described in the EN ISO 7218® standard, performed on isolated colonies (purified
or not) from CT-SMAC (see Options 1 or 2). The nucleic acid probes must be different from those used in the Neogen
Molecular Detection Assay 2 - E. coli 0157 (including H7).

Option 4: Using any other method certified NF VALIDATION, the principle of which must be different from Neogen
Molecular Detection Assay 2 - E. coli O157(including H7). The complete protocol described for this second validated
method must be used. All steps prior to the start of confirmation must be common to both methods.

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

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 samples
1. To store a heat-treated lysate, re-cap the lysis tube with a clean cap (see Lysis section, 4.5)

2. To store an enriched sample, incubate for a minimum of 18 hours prior to storage.
Store at 4 to 8°C for up to 72 hours.
Prepare a stored sample for amplification by inverting 2-3 times to mix.

o prw

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

7. 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.

8. Continue the protocol at the Amplification section detailed above.
References:

1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 4A: Diarrheagenic Escherichia coli.
November 2015.

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 5.09. Detection, Isolation and
Identification of Escherichia coli O157:H7 from Meat Products and Carcass and Environmental Sponges. Effective Date:
15 January 2015.

3. ISO 16654:2001 Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal method for the detection of Escherichia
coli O157.

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

6. 1SO 6887. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension and decimal
dilutions for microbiological examination.

7. Installation Qualification (IQ)/Operational Qualification (OQ) Neogen® Molecular Detection System. Neogen Food
Safety.
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S NEOGEN

Instructions sur les produits
Kit de détection moléculaire 2 - E. coli 0157 (incluant H7)

Description du produit et utilisation prévue
Le kit Neogen® de détection moléculaire 2 - E. coli O157 (incluant H7) est utilisé avec le systéme de détection Neogen® pour la
détection rapide et spécifique d’E. coli O157 (incluant H7) dans des échantillons de nourriture et d’aliments pour animaux enrichis.

Les kits Neogen de détection moléculaire utilisent I'amplification isotherme médiée par les boucles pour amplifier rapidement
des séquences d’acides nucléiques avec une spécificité et une sensibilité élevées, en association avec la bioluminescence pour
détecter I'amplification. Les résultats présumés positifs sont signalés en temps réel, tandis que les résultats négatifs sont affichés
une fois I'analyse terminée. Les résultats présumés positifs doivent étre confirmés a I'aide de votre méthode préférée ou selon les
réglementations locales -3,

Le kit Neogen de détection moléculaire 2 - E. coli O157 (incluant H7) est destiné & une utilisation en laboratoire par des professionnels
formés aux techniques de laboratoire. Neogen n’a pas documenté I'utilisation de ce produit dans des secteurs autres que I’alimentation
ou les boissons. Par exemple, Neogen n’a pas documenté ce produit pour des tests d’échantillons environnementaux, pharmaceutiques,
cosmétiques, cliniques ou vétérinaires. Le kit Neogen de détection moléculaire 2 - E. coli 0157 (incluant H7) n’a pas été évalué avec tous
les produits et processus alimentaires, protocoles de test ou souches de bactéries possibles.

Comme pour 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 la technique de laboratoire, peuvent également influencer les résultats. Neogen recommande d’évaluer la méthode, y compris

le milieu d’enrichissement, dans I’environnement de I’utilisateur en employant un nombre suffisant d’échantillons avec des aliments
particuliers et des défis microbiens pour s’assurer que la méthode répond aux critéres de I'utilisateur.

Neogen a évalué le kit Neogen de détection moléculaire 2 - E. coli O157 (incluant H7) avec de I’eau peptonée tamponnée (BPW) ISO.

Linstrument de détection moléculaire Neogen® est destiné a une utilisation avec des échantillons ayant été soumis a un traitement
thermique lors de la phase de lyse de I’analyse, qui vise a détruire les organismes présents dans I’échantillon. Les échantillons qui n’ont
pas été traités thermiquement lors de la phase de lyse de I’'analyse peuvent étre considérés comme présentant un risque biologique
potentiel et ne doivent PAS étre insérés dans I'instrument de détection moléculaire Neogen.

Neogen Food Safety est certifiée ISO (International Organization for Standardization) 9001 en termes de conception et de fabrication.
Le kit Neogen de détection moléculaire 2 - E. coli O157 (incluant H7) contient 96 tests, décrits dans le tableau 1.

Tableau 1. Composants du kit Neogen de détection moléculaire

Elément Identification Quantité Contenu Commentaires
Solution rose . .
Solution de lyse (LS) Neogen® | dans des tubes 96 (12 barrettes 580 pL de solution de Sur pc?rt’ow et )
de 8 tubes) lyse Neogen par tube préts a 'emploi
transparents
Tubes de réactif du kit
Neogen® de détection 96 (12 barrettes Mélange d’amplification et de

Tubes roses Prét a 'emploi

moléculaire 2 - E. coli 0157 de 8 tubes) détection spécifiques lyophilisé
(incluant H7)
. . 96 (12 barrettes T .
Bouchons supplémentaires Bouchons roses de 8 bouchons) Prét a 'emploi
N o Tubes o e
Contrdle de réactif (RC) transparents 16 (2 sachets de ADN témoin lyophilisé, mélange Prét a embloi
Neogen® N rabgt 8 tubes individuels) d’amplification et de détection P

Le témoin négatif, non fourni dans le kit, est un milieu d’enrichissement stérile, p. ex. de I'eau peptonée tamponnée I1SO. Ne pas utiliser
de 'eau comme témoin négatif.

Sécurité

Lutilisateur doit lire, comprendre et respecter toutes les consignes de sécurité figurant dans les instructions relatives au systéeme de
détection moléculaire Neogen et au kit Neogen de détection moléculaire 2 - E. coli O157 (incluant H7). Conservez les consignes de
sécurité pour référence ultérieure.

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

MISE EN GARDE : Indique une situation potentiellement dangereuse qui, si elle n’est pas évitée, pourrait entrainer des dommages
matériels.
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Ne pas utiliser le kit Neogen de détection moléculaire 2 - E. coli 0157 (incluant H7) pour le diagnostic de maladies chez des
étres humains ou des animaux.

Lutilisateur doit former son personnel aux techniques de test actuelles appropriées : par exemple, les bonnes pratiques
de laboratoire (BPL), ISO/IEC 17025“ ou ISO 7218,

Pour réduire les risques associés a un résultat faussement négatif entrainant la commercialisation d’un produit contaminé :

e Suivre le protocole et effectuer les tests exactement comme indiqué dans les instructions du produit.

e Utiliser un milieu préchauffé a 41,5 = 1 °C. Ne pas laisser le milieu descendre a une température inférieure a la plage d’incubation
pendant la préparation de I’échantillon.

e Conserver le kit Neogen de détection moléculaire 2 - E. coli O157 (incluant H7) conformément aux indications figurant sur
’emballage et dans les instructions du produit.

e Toujours utiliser le kit Neogen de détection moléculaire 2 - E. coli 0157 (incluant H7) avant la date d’expiration.

e Utiliser le kit Neogen de détection moléculaire 2 - E. coli O157 (incluant H7) avec des échantillons environnementaux de
denrées alimentaires, d’aliments pour animaux et de procédés alimentaires qui ont été validés en interne ou par une tierce partie.

e Utiliser le kit Neogen de détection moléculaire 2 - E. coli O157 (incluant H7) uniquement avec des surfaces, des désinfectants,
des protocoles et des souches bactériennes qui ont été validés en interne ou par une tierce partie.

e Dans le cas d’un échantillon environnemental contenant un tampon neutralisant (NB) avec un complexe de sulfonate d’aryle,
effectuer une dilution 1:2 avant le test (1 portion d’échantillon dans 1 portion de bouillon d’enrichissement stérile). Une autre option
consiste a transférer 10 pL de I’enrichissement du tampon neutralisant dans les tubes de solution de lyse Neogen. Produits de
manipulation d’échantillons Neogen® contenant du tampon neutralisant Neogen® avec un complexe de sulfonate d’aryle :
RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, XSLSSL10NB, HS10NB et HS119510NB.

Pour réduire les risques liés a I’exposition aux produits chimiques et aux risques biologiques :

e Effectuer les tests d’agents pathogénes dans un laboratoire correctement équipé sous le contréle d’un personnel qualifié.
Les milieux d’enrichissement incubés et I’équipement ou les surfaces qui ont été en contact avec des milieux d’enrichissement
incubés peuvent contenir des agents pathogénes a des niveaux suffisants pour présenter un risque pour la santé humaine.

e Toujours suivre les pratiques de sécurité standard en laboratoire, y compris le port de vétements de protection appropriés et d’une
protection oculaire lors de la manipulation d’échantillons contaminés et de réactifs.

o Eviter tout contact avec le contenu des milieux d’enrichissement et des tubes de réactifs aprés I'amplification.

o Eliminer les échantillons enrichis et les déchets contaminés associés conformément aux normes locales/régionales/nationales/
industrielles en vigueur.

o Ne pas dépasser la température recommandée sur I'appareil de chauffage.

e Ne pas dépasser le temps de chauffe recommandé.

e Utiliser un thermomeétre étalonné approprié pour vérifier la température du support de bloc chauffant pour systéme de
détection moléculaire Neogen® (p. ex., un thermomeétre & immersion partielle ou un thermomeétre a thermocouple numérique,
pas un thermométre & immersion totale). Le thermométre doit étre placé a I’endroit prévu dans le support du bloc chauffant pour
systéme de détection moléculaire Neogen.

Pour réduire les risques associés a une contamination croisée lors de la préparation de I’'analyse :
e Toujours porter des gants (pour protéger 'utilisateur et empécher l'introduction de nucléases).

Pour réduire les risques liés a I’exposition a des liquides chauds :

o Ne pas dépasser la température recommandée sur I'appareil de chauffage.

e Ne pas dépasser le temps de chauffe recommandé.

e Utiliser un thermomeétre étalonné approprié pour vérifier la température du support de bloc chauffant pour systéme de détection
moléculaire Neogen® (p. ex., un thermometre & immersion partielle ou un thermomeétre a thermocouple numérique, pas un
thermomeétre a immersion totale). Le thermometre doit &tre placé a I’endroit prévu dans le support du bloc chauffant pour systéme
de détection moléculaire Neogen.

MISE EN GARDE

Pour réduire les risques associés a une contamination croisée lors de la préparation de I’analyse :

e |l est recommandé d’utiliser des embouts de pipette stériles, avec barriére contre les aérosols (a filtre), de qualité biologie
moléculaire.

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

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

e Utiliser un poste de travail de biologie moléculaire équipé d’une lampe germicide, le cas échéant.

Pour réduire les risques liés a un résultat faussement positif :

e Ne jamais ouvrir les tubes aprés I'amplification.
e Toujours éliminer les tubes contaminés en les faisant tremper dans une solution d’eau de Javel ménagére & 1-5 % (v:v dans ’eau)
pendant une heure et a un emplacement éloigné de la zone de préparation de I'analyse.

Consulter la fiche de données de sécurité pour plus d’informations et les réglementations locales en matiére de mise au rebut.

Si vous avez des questions au sujet d’applications ou de procédures spécifiques, veuillez visiter notre site Web a I’adresse
www.neogen.com ou contacter votre représentant ou votre distributeur Neogen local.

2
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Responsabilité de 'utilisateur

Les utilisateurs sont tenus de se familiariser avec les instructions et les informations sur les produits. Visitez notre site Web a I’'adresse
www.neogen.com ou contactez votre représentant ou votre distributeur Neogen local pour plus d’informations.

Lors du choix d’une méthode de test, il est important de comprendre que des facteurs externes tels que les méthodes d’échantillonnage,
les protocoles de test, la préparation des échantillons, la manipulation et la technique de laboratoire peuvent influencer les résultats.

Lors du choix de tout produit ou méthode de test, il est de la responsabilité de I'utilisateur d’évaluer un nombre suffisant d’échantillons
avec les matrices et les défis microbiens appropriés pour vérifier que la méthode de test choisie répond a ses critéres.

Il est également de la responsabilité de I'utilisateur de déterminer si les méthodes de test et les résultats répondent aux exigences de ses
clients et fournisseurs.

Comme pour toute méthode de test, les résultats obtenus par 'utilisation d’un produit Neogen Food Safety ne constituent pas une
garantie de la qualité des matrices ou procédés testés.

Afin d’aider les clients a évaluer la méthode pour diverses matrices alimentaires, Neogen a mis au point le kit de contrdle de matrice
pour systéme de détection moléculaire Neogen®. Si nécessaire, utilisez le contréle de matrice (MC) pour déterminer si la matrice peut
avoir un impact sur les résultats du kit Neogen de détection moléculaire 2 - E. coli O157 (incluant H7). Testez plusieurs échantillons
représentatifs de la matrice, c’est-a-dire des échantillons d’origine différente, pendant toute période de validation lors de I’'adoption
de la méthode Neogen ou lors du test de matrices nouvelles ou inconnues ou de matrices ayant subi des changements en termes

de matiéres premiéres ou de procédé.

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

Limitation des garanties / Recours limité

SAUF MENTION EXPRESSE DANS UNE SECTION DE GARANTIE LIMITEE DE LEMBALLAGE D’UN PRODUIT INDIVIDUEL,
NEOGEN DECLINE TOUTE GARANTIE EXPRESSE OU IMPLICITE, Y COMPRIS, MAIS SANS S’Y LIMITER, TOUTE GARANTIE

DE QUALITE MARCHANDE OU D’ADEQUATION A UN USAGE PARTICULIER. Si un produit Neogen Food Safety est défectueux,
Neogen ou son distributeur agréé remplacera ou remboursera le prix d’achat du produit, a sa discrétion. Ce sont vos recours exclusifs.
Vous devez informer rapidement Neogen dans les soixante jours suivant la découverte de tout défaut suspecté dans un produit et
retourner ce dernier 8 Neogen. Merci de contacter votre représentant ou distributeur Neogen agréé pour toute autre question.

Limitation de la responsabilité de Neogen

NEOGEN NE SERA PAS RESPONSABLE DES PERTES OU DOMMAGES EVENTUELS, QU’ILS SOIENT DIRECTS, INDIRECTS,
SPECIAUX, ACCESSOIRES OU CONSECUTIFS, Y COMPRIS, MAIS SANS S’Y LIMITER, LES PERTES DE BENEFICES. En aucun cas,
la responsabilité de Neogen en vertu d’une théorie juridique ne pourra excéder le prix d’achat du produit prétendument défectueux.

Stockage et mise au rebut

Conservez le kit Neogen de détection moléculaire 2 - E. coli O157 (incluant H7) entre 2 et 8 °C. Ne le congelez pas. Conservez le kit

a I'abri de la lumiére. Aprés avoir ouvert le kit, vérifiez que le sachet en aluminium n’est pas endommagé. Si le sachet est endommagé,
ne l'utilisez pas. Aprés ouverture, les tubes de réactifs non utilisés doivent toujours étre conservés dans le sachet refermable avec le
déshydratant a I'intérieur pour maintenir la stabilité des réactifs lyophilisés. Conservez les sachets refermés entre 2 et 8 °C pendant

un maximum de 60 jours.

N’utilisez pas le kit Neogen de détection moléculaire 2 - E. coli O157 (incluant H7) aprés la date d’expiration. La date d’expiration

et le numéro de lot sont indiqués sur I’étiquette extérieure de la boite. Apres utilisation, le milieu d’enrichissement et les tubes du kit
Neogen de détection moléculaire 2 - E. coli 0157 (incluant H7) peuvent potentiellement contenir des substances pathogénes. Une fois
le test terminé, respectez les normes actuelles du secteur pour I’élimination des déchets contaminés. Consultez la fiche de données de
sécurité pour plus d’informations et les réglementations locales en matiére de mise au rebut.

Mode d’emploi
Suivez attentivement toutes les instructions. Leur non-respect peut fausser les résultats.

Lutilisateur doit suivre la formation de qualification destinée a 'opérateur du systéeme de détection moléculaire Neogen, comme décrit
dans le document « Protocoles et instructions de qualification de Iinstallation (IQ)/qualification opérationnelle (OQ) du systéme de
détection moléculaire Neogen »7,

Décontaminez réguliérement les paillasses et le matériel de laboratoire (pipettes, outils de pose/retrait de bouchons, etc.) avec une
solution d’eau de Javel ménagére a 1-5 % (v:v dans de I’eau) ou une solution d’élimination de ’ADN.

Voir la section « Instructions spécifiques pour les méthodes validées » pour connaitre les exigences spécifiques :

Tableau 3 pour les protocoles d’enrichissement conformément a la méthode d’analyse officielle de TAOAC® Official Method of
AnalysisS™ 2017.01

Tableau 4 pour les protocoles d’enrichissement conformément au certificat NF Validation 3M 01/18-05/17

Enrichissement d’échantillon
Les tableaux 2, 3 et 4 fournissent des indications pour les protocoles d’enrichissement concernant les aliments. Il incombe a 'utilisateur
de valider d’autres protocoles d’échantillonnage ou taux de dilution afin de s’assurer que cette méthode de test répond a ses critéres.
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Aliments
1. Préchauffez le milieu d’enrichissement BPW ISO 4 41,5 £ 1 °C.

2. Combinez de maniére aseptique le milieu d’enrichissement et I’échantillon conformément au tableau 2, 3 ou 4. Pour tous
les échantillons de viande et contenant une quantité élevée de particules, I'utilisation de sacs filtrants est recommandée.

3. Homogénéisez parfaitement toutes les matrices, a I’'exception des produits a feuilles et des fruits, en les mélangeant a la main,
les mixant ou les passant a ’homogénéiseur pendant 2 = 0,2 minutes. Faites-les incuber a 41,5 + 1 °C pendant la durée appropriée
conformément au tableau 2, 3 ou 4.

Tableau 2. Protocoles d’enrichissement généraux

. . Température Durée
. yx . Taille Volume du bouillon Y S e be
Matrice d’échantillon® yx . e s d’enrichissement | d’enrichissement
d’échantillon d’enrichissement (mL) A
(x1°C) (heures)
Viande bovine crue, y compris hachée . .
. 325¢g 975 BPW ISO (préchauffée) 41,5 10-18
et chutes de découpes
Viandes crues, y compris le beeuf, le porc, 25g 225 BPW ISO (préchauffée) 41,5 8-18
la volaille, ’'agneau et le bison crus
Produits a feuilles® 200g 450 BPW ISO (préchauffée) 41,5 18-24
Autres aliments tels que fruits®, légumes,
jus f:ie fruits et de légumes, herbfes fralckles, 25 225 BPW ISO (préchauffée) 415 18-24
fruits de mer crus, ceufs crus, lait cru, pate
a biscuits et viandes transformées
Noix ou mélanges de noix contenant des noix
(ce protocole est approprié pour d’autres noix, 225 lait écrémé en poudre
. X 25¢g Y 41,5 18-24
telles que les noix de pécan, les amandes, les reconstitué
pistaches, les noix de cajou et les chataignes)

(a) Les échantillons congelés doivent étre équilibrés a 4-8 °C avant d’étre ajoutés au bouillon d’enrichissement.

(b) Les échantillons de produits a feuilles et de fruits doivent étre mélangés délicatement a la main pendant 5 minutes. Ne pas mixer
ni passer a ’homogénéiseur.

Instructions spécifiques pour les méthodes validées

AOACO® Official Methods of AnalysisS™ 2017.01

Dans le programme AOAC Official Method of Analysis®V, le kit Neogen de détection moléculaire 2 - E. coli O157 (incluant H7) s’est
révélé étre une méthode efficace pour la détection d’E. coli O157:H7. Les matrices testées dans le cadre de I’étude sont présentées
dans le tableau 3.

Tableau 3. Protocoles d’enrichissement utilisant de I’eau peptonée tamponnée (BPW) ISO préchauffée a 41,5 = 1 °C conformément
a la méthode d’analyse officielle de TAOAC® Official Method of Analysis$2017.01

Taille Volume du bouillon Durée
Matrice d’échantillon ye : d’enrichissement d’enrichissement Homogénéisation
d’échantillon
(mL) (heures)
Boeuf haché cru (73 % de maigre) 325¢g 975 10-18 Manuelleme?t ouavec
un homogénéiseur
) 450 Mélanger délicatement a la main
Epinards crus en sachets® 200g 18-24 pendant 5 minutes, ne pas
homogénéiser
205 Mélanger délicatement a la main
Choux de Bruxelles frais 259 18-24 pendant 5 minutes, ne pas
homogénéiser
Mélanger délicatement a la main
Myrtilles surgelées®® 25¢g 225 18-24 pendant 5 minutes, ne pas
homogénéiser

(a) Les échantillons de produits a feuilles et de fruits doivent &tre mélangés délicatement & la main pendant 5 minutes. Ne pas mixer
ni passer a ’homogénéiseur.

(b) Les échantillons congelés doivent étre équilibrés a 4-8 °C avant d’étre ajoutés au bouillon d’enrichissement.
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NF Validation par la certification AFNOR

“_‘“:\CA'“ON
.

NF

VALIDATION
EN 1SO 16140

3M 01/18-05/17
METHODES ANALYTIQUES ALTERNATIVES POUR LAGRO-INDUSTRIE
http://nf-validation.afnor.org

Pour plus d’informations sur la fin de validité, veuillez vous référer au certificat NF VALIDATION disponible sur le site
mentionné ci-dessus.

Méthode certifiée NF VALIDATION conformément a la norme 1SO 16140-2® par rapport a la norme 1SO 16654%

Champ d’application de la validation : Viande bovine crue, produits laitiers crus, fruits et Iégumes crus

Préparation des échantillons : Les échantillons doivent étre préparés conformément aux normes EN ISO 16654 et EN 1SO 6887©
Version du logiciel : Voir le certificat

Tableau 4. Protocoles d’enrichissement utilisant de I'eau peptonée tamponnée (BPW) ISO préchauffée 841,51 °C
conformément a la méthode certifiée NF VALIDATION 3M 01/18-05/17

Taill Volume du bouil Tempé Durée
Protocole arfie olume du bourton . e_mperature d’enrichissement
d’échantillon | d’enrichissement (mL) | d’enrichissement (1 °C)
(heures)
Produits !altlers crus, fruits 254 005 41,5 18-24
et légumes crus
Viande bovine crue 259 225 41,5 8-24

REMARQUES :

e Les échantillons supérieurs a 25 g n’ont pas été testés dans le cadre de I'’étude NF VALIDATION.

e Les points d’interruption de protocole recommandés sont aprés I’enrichissement ou aprés la lyse de I’échantillon. Le bouillon
d’enrichissement ou le lysat d’échantillon peut étre conservé a une température comprise entre 2 et 8 °C pendant 72 heures.
Apreés avoir retiré le bouillon d’enrichissement du stockage, reprenez le test a partir de I’étape 1 de la section Lyse. Apres
avoir retiré le lysat d’échantillon du stockage, reprenez le test a partir de I’étape 7 de la section Lyse. Le lysat peut également
étre conservé a -20 °C.

e Les protocoles d’enrichissement courts sont sensibles aux conditions d’incubation et les températures spécifiées dans
le protocole doivent étre respectées. La température du bain-marie ou de I'incubateur dans lequel les bouillons sont
préchauffés doit étre vérifiée pour s’assurer que le bouillon d’enrichissement atteint la température requise. Le temps total
de préparation de I’échantillon, y compris le délai entre la fin de I’étape de préchauffage du milieu et le début de I'incubation
de I’échantillon alimentaire, ne doit pas dépasser 45 minutes. Il est recommandé d’utiliser un incubateur ventilé pendant
I’incubation.

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

1. Mouillez un chiffon ou une serviette jetable avec une solution d’eau de Javel ménagére & 1-5 % (v:v dans de I’eau) et frottez
le plateau de chargement rapide pour systéme de détection moléculaire Neogen.

2. Rincez le plateau de chargement rapide pour systéme de détection moléculaire Neogen avec de I’eau.

3. Essuyez le plateau de chargement rapide pour systéme de détection moléculaire Neogen a 'aide d’une serviette jetable.

4. Veillez a ce que le plateau de chargement rapide pour systéme de détection moléculaire Neogen soit sec avant de I'utiliser.

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

Placez le support du bloc réfrigérant pour systéme de détection moléculaire Neogen directement sur la paillasse du laboratoire :
le plateau du bloc réfrigérant pour systéme de détection moléculaire Neogen n’est pas utilisé. Utilisez le bloc a température
ambiante de laboratoire (20-25 °C).

Préparation du support de bloc chauffant pour systéme de détection moléculaire Neogen®
Placez le support du bloc chauffant pour systéme de détection moléculaire Neogen dans une unité de traitement thermique

a sec a double bloc. Allumez 'unité de traitement thermique a sec a double bloc et réglez la température de sorte que le support
de bloc chauffant pour systéeme de détection moléculaire Neogen atteigne une température de 100 = 1 °C et la maintienne.
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REMARQUE : Selon 'unité de traitement thermique, attendez environ 30 minutes pour que le support de bloc chauffant pour systéme

de détection moléculaire Neogen atteigne la température. Utilisez un thermometre étalonné approprié (p. ex., un thermométre & immersion
partielle ou un thermomeétre a thermocouple numérique, pas un thermométre & immersion totale) placé a 'emplacement désigné pour
vérifier que le support de bloc chauffant pour systéme de détection moléculaire Neogen est a une température de 100 + 1 °C.

Préparation de I'instrument de détection moléculaire Neogen®

1.

Lancez le logiciel de détection moléculaire Neogen® et connectez-vous. Contactez votre représentant Neogen Food Safety pour vérifier que
vous disposez de la version la plus récente du logiciel.

2. Allumez I'instrument de détection moléculaire Neogen.

Créez ou modifiez une analyse avec des données pour chaque échantillon. Pour plus de détails, consultez le manuel d’utilisation du systeme
de détection moléculaire Neogen®.

REMARQUE : Linstrument de détection moléculaire Neogen doit atteindre et maintenir une température de 60 °C avant d’insérer le plateau
de chargement rapide pour systéme de détection moléculaire Neogen avec des tubes de réaction. Cette étape de chauffage prend environ
20 minutes et est indiquée par un voyant ORANGE sur la barre d’état de I'instrument. Lorsque I'instrument est prét 8 démarrer une analyse,

la barre d’état devient VERTE.

Lyse

1.

Laissez les tubes de la solution de lyse Neogen se réchauffer en laissant le portoir & température ambiante (20-25 °C) pendant la nuit
(16-18 heures). Pour équilibrer les tubes de solution de lyse Neogen a la température ambiante, vous pouvez les placer sur la paillasse
du laboratoire pendant au moins 2 heures, les incuber dans un incubateur a 37 £ 1 °C pendant 1 heure ou les placer dans une unité de
traitement thermique a sec a double bloc pendant 30 secondes a 100 °C.

Retournez les tubes fermés pour mélanger. Passez a I’étape suivante dans les 4 heures.
Retirez le bouillon d’enrichissement de I'incubateur.

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

4.1 Les barrettes de tubes de solution de lyse Neogen peuvent étre coupées selon le nombre de tubes de solution de lyse
Neogen souhaité. Sélectionnez le nombre de tubes individuels de solution de lyse Neogen ou de barrettes a 8 tubes nécessaires.
Placez les tubes de solution de lyse Neogen dans un portoir vide.

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

4.3 Transférez I’échantillon enrichi dans des tubes de solution de lyse Neogen comme décrit ci-dessous :

Commencez par transférer chaque échantillon enrichi dans un tube individuel de solution de lyse Neogen. Transférez le témoin
négatif (NC) en dernier.

4.4 Utilisez l'outil de pose/retrait de bouchons de lyse pour systéme de détection moléculaire Neogen® pour ouvrir une barrette de tubes
de solution de lyse Neogen (une barrette a la fois).

4.5 Jetez le bouchon du tube de solution de lyse Neogen. Si le lysat doit étre conservé pour un nouveau test, placez le bouchon dans
un récipient propre pour le remettre aprés la lyse.

4.5.1 Pour le traitement du lysat conservé, reportez-vous a I'annexe A.

4.6 Transférez 20 pl d’échantillon dans un tube de solution de lyse Neogen, sauf indication contraire dans les tableaux 2, 3 et 4 relatifs
aux protocoles.

X000

5. Répétez I'étape 4.3 jusqu’a ce que chaque échantillon individuel ait été ajouté a un tube de solution de lyse Neogen correspondant dans

la barrette.

6. Répétez les étapes 4.1 a 4.6 si nécessaire, pour le nombre d’échantillons a tester.

7. Une fois tous les échantillons transférés, transvasez 20 uL de NC (milieu d’enrichissement stérile, p. ex. eau peptonée tamponnée ISO) dans

un tube de solution de lyse Neogen. Ne pas utiliser de ’'eau comme témoin négatif.
Vérifiez que la température du support de bloc chauffant pour systeme de détection moléculaire Neogen est a 100 = 1 °C.

Placez le portoir non couvert de tubes de solution de lyse Neogen dans le support du bloc chauffant pour systéeme de détection moléculaire
Neogen et chauffez-le pendant 15 = 1 minutes. Pendant le chauffage, la solution de lyse Neogen passe du rose (froid) au jaune (chaud).

Les échantillons qui n’ont pas été traités thermiquement lors de la phase de lyse de I’analyse peuvent étre considérés comme présentant
un risque biologique potentiel et ne doivent PAS étre insérés dans I'instrument de détection moléculaire Neogen.

6
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10. Retirez le portoir non couvert des tubes de solution de lyse Neogen du bloc chauffant et laissez-le refroidir dans le support de

bloc réfrigérant pour systéme de détection moléculaire Neogen pendant au moins 5 minutes et un maximum de 10 minutes.

Utilisé a température ambiante sans le plateau de bloc réfrigérant pour systéme de détection moléculaire Neogen, le support du
bloc réfrigérant pour systéme de détection moléculaire Neogen doit reposer directement sur la paillasse de laboratoire. Lorsqu’elle
est refroidie, la solution de lyse reprend une couleur rose.

11.Retirez le portoir de tubes de solution de lyse Neogen du support de bloc réfrigérant pour systéme de détection moléculaire Neogen.

Amplification

1.

Un tube de réactif du kit Neogen de détection moléculaire 2 - E. coli O157 (incluant H7) est requis pour chaque échantillon
et témoin négatif (NC).

1.1 Les barrettes de tubes peuvent étre coupées au nombre de tubes souhaité. Sélectionnez le nombre requis de tubes
ou de barrettes a 8 tubes de réactif du kit Neogen de détection moléculaire 2 - E. coli O157 (incluant H7).

1.2 Placez les tubes de réactif du kit Neogen de détection moléculaire 2 - E. coli O157 (incluant H7) dans un portoir vide.
1.3  Evitez d’agiter les granulés de réactif au fond des tubes.
Sélectionnez un tube de contrdle de réactif Neogen et placez-le dans le portoir.

Pour éviter toute contamination croisée, débouchez une seule barrette de tubes de réactifs du kit Neogen de détection
moléculaire 2 - E. coli O157 a la fois et utilisez un nouvel embout de pipette pour chaque étape de transfert.

Transférez le lysat dans un tube de réactif du kit Neogen de détection moléculaire 2 - E. coli 0157 (incluant H7) et un tube
de contrdle de réactif Neogen comme décrit ci-dessous :

Transférez chaque lysat d’échantillon dans un tube individuel de réactif du kit Neogen de détection moléculaire 2 - E. coli O157
(incluant H7) d’abord, et poursuivez avec le témoin négatif. Hydratez le tube de contrdle de réactif Neogen en dernier.

Utilisez l'outil de pose/retrait de bouchons de réactif pour systéme de détection moléculaire Neogen® pour ouvrir le tube de réactif
du kit Neogen de détection moléculaire 2 - E. coli 0157 (incluant H7) (une barrette de tubes a la fois). Eliminez le bouchon.

5.1 Transférez 20 uL de lysat d’échantillon prélevé dans la moitié supérieure du liquide (évitez le précipité) contenu dans le tube
de solution de lyse Neogen dans le tube correspondant de réactif du kit Neogen de détection moléculaire 2- E. coli O157
(incluant H7). Versez de biais pour éviter d’agiter les granulés. Mélangez en pipetant doucement de haut en bas 5 fois.

5.2 Répétez I'étape 5.1 jusqu’a ce que chaque lysat d’échantillon ait été ajouté a un tube correspondant de réactif du kit
Neogen de détection moléculaire 2 - E. coli O157 (incluant H7) de la barrette.

5.3 Couvrez les tubes de réactifs du kit Neogen de détection moléculaire 2 - E. coli 0157 (incluant H7) avec les bouchons
supplémentaires fournis et utilisez le coté arrondi de I'outil de pose/retrait de bouchons de réactif pour systéme de détection
moléculaire Neogen pour appliquer une pression avec un mouvement de va-et-vient afin de vous assurer que le bouchon
est parfaitement en place.

5.4 Répétez les étapes 5.1 a 5.3 si nécessaire, pour le nombre d’échantillons a tester.

5.5 Une fois tous les lysats d’échantillon transférés, répétez les étapes 5.1 a 5.3 pour transférer 20 L de lysat de témoin négatif
dans un tube de réactif du kit Neogen de détection moléculaire 2 - E. coli 0157 (incluant H7).

5.6 Transférez 20 puL de lysat de témoin négatif dans un tube de contréle de réactif Neogen. Versez de biais pour éviter d’agiter
les granulés. Mélangez en pipetant doucement de haut en bas 5 fois.

Chargez les tubes fermés dans un plateau propre et décontaminé de chargement rapide pour systéeme de détection moléculaire
Neogen. Fermez ensuite le couvercle et verrouillez-le.

20 L
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8. Cliquez sur le bouton Démarrer dans le logiciel et sélectionnez I'instrument a utiliser. Le couvercle de Iinstrument sélectionné s’ouvre
automatiquement.

Révisez I'analyse et confirmez-la dans le logiciel de détection moléculaire Neogen.

9. Placez le plateau de chargement rapide pour systéme de détection moléculaire Neogen dans I'instrument de détection moléculaire
Neogen et fermez le couvercle pour commencer I’analyse. Les résultats sont fournis dans les 60 minutes, bien que les résultats
positifs puissent étre détectés plus tot.

10. Une fois I’'analyse terminée, retirez le plateau de chargement rapide de I'instrument de détection moléculaire Neogen et faites
tremper les tubes contaminés dans une solution d’eau de Javel ménagére a 1-5 % (v:v dans I’eau) pendant une heure et a un
emplacement éloigné de la zone de préparation de I'analyse.

MISE EN GARDE : Pour réduire le risque de faux positifs dus a une contamination croisée, n’ouvrez jamais les tubes de réactif
contenant de ’ADN amplifié. Il s’agit notamment des tubes de contrdle de réactif Neogen, ainsi que des tubes de contréle

de matrice Neogen et des tubes de réactif du kit Neogen de détection moléculaire 2 - E. coli 0157 (incluant H7). Eliminez
toujours les tubes de réactif scellés en les faisant tremper dans une solution d’eau de Javel ménagére a 1-5 % (v:v dans I’eau)
pendant une heure et a un emplacement éloigné de la zone de préparation du test.

Résultats et interprétation

Un algorithme interpréte la courbe du signal lumineux résultant de la détection de I'amplification des acides nucléiques. 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 certain nombre de paramétres de courbe uniques. Les résultats présumés positifs sont signalés en temps
réel, tandis que les résultats négatifs et a vérifier sont affichés une fois I’analyse terminée.

Les échantillons présumés positifs doivent étre confirmés conformément aux procédures opérationnelles standard du laboratoire

ou en suivant la confirmation de la méthode de référence appropriée’->3, en commencant par le transfert de I'enrichissement primaire
d’eau peptonée tamponnée ISO vers le(s) bouillon(s) d’enrichissement secondaire, suivi de la mise en culture et de la confirmation des
isolats a I'aide de méthodes biochimiques et sérologiques appropriées.

REMARQUE : Méme un échantillon négatif ne donnera pas une valeur zéro, car le systeme et les réactifs d’amplification du kit Neogen
de détection moléculaire 2 - E. coli O157 (incluant H7) présentent une valeur d’unités relatives de lumiére (RLU) « d’arriére-plan ».

Dans les rares cas ol I’émission de lumiére est inhabituelle, 'algorithme la renseigne comme a vérifier (« Inspect »). Neogen recommande
a l'utilisateur de répéter I'analyse pour tous les échantillons a vérifier. Si le résultat reste a vérifier, procédez au test de confirmation en
recourant a votre méthode préférée ou selon les réglementations locales.

En cas de résultats discordants (positif présumé avec le kit Neogen de détection moléculaire 2 - E. coli 0157 (incluant H7), 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 étapes
nécessaires pour garantir la validité des résultats obtenus.

Confirmation des résultats selon la méthode certifiée NF VALIDATION

Dans le cadre de la méthode NF VALIDATION, tous les échantillons identifiés comme positifs par le kit Neogen de détection
moléculaire 2 - E. coli O157 (incluant H7) doivent étre confirmés par 'un des tests suivants :

Option 1 : Utilisation de la norme ISO 16654® en commengant par I’enrichissement en eau peptonée tamponnée®.

Option 2 : Mise en ceuvre d’'une méthode de confirmation composée des points suivants : étalez en stries 50 pL de I’enrichissement
a eau peptonée tamponnée® dans une boite de gélose MacConkey au sorbitol contenant de la céfixime et du tellurite de
potassium (CT-SMAC)®. Laissez incuber pendant 24 +3 heures 4 37 °C. Etalez en stries des colonies caractéristiques sur la gélose
nutritive et réalisez le test d’agglutination au latex directement sur les colonies isolées. Si les résultats du kit Neogen de détection
moléculaire 2 - E. coli 0157 (incluant H7) ne sont pas confirmés, effectuez une séparation immunomagnétique, puis étalez en stries
50 pL sur de la gélose CT-SMAC.

Option 3 : Utilisation de sondes d’acides nucléiques telles que décrites dans la norme EN ISO 7218®), appliquées sur des colonies isolées
(purifiées ou non) issues de la gélose CT-SMAC (voir option 1 ou 2). Les sondes d’acides nucléiques doivent étre différentes de celles
utilisées dans le kit Neogen de détection moléculaire 2 - E. coli O157 (incluant H7).

Option 4 : Utilisation de toute autre méthode certifiée NF VALIDATION, pour autant que son principe soit différent de celui du kit
Neogen de détection moléculaire 2 - E. coli 0157 (incluant H7). Vous devez appliquer le protocole complet décrit pour cette deuxiéme
méthode validée. Toutes les étapes préalables au début de la confirmation doivent étre communes aux deux méthodes.

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

Si vous avez des questions au sujet d’applications ou de procédures spécifiques, veuillez visiter notre site Web a ’adresse
www.neogen.com ou contacter votre représentant ou votre distributeur Neogen local.

Annexe A. Interruption de protocole : conservation et test répété des échantillons
1. Pour conserver un lysat traité thermiquement, refermez le tube de lyse avec un bouchon propre (voir section 4.5 Lyse)

Pour conserver un échantillon enrichi, incubez-le pendant au moins 18 heures avant de le stocker.
Conservez-le a une température comprise entre 4 et 8 °C pendant un maximum de 72 heures.

Préparez un échantillon stocké pour I’'amplification en retournant le tube 2 ou 3 fois pour le mélanger.

LI S

Ouvrez les tubes.
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Placez les tubes de lysat mélangés sur le support du bloc chauffant pour systéme de détection moléculaire
Neogen et chauffez-les 2 100 = 1 °C pendant 5 = 1 minutes.

Retirez le portoir des tubes de solution de lyse Neogen du bloc chauffant et laissez-le refroidir dans le support de bloc
réfrigérant pour systéme de détection moléculaire Neogen pendant au moins 5 minutes et un maximum de 10 minutes.

Poursuivrez le protocole a la section Amplification détaillée ci-dessus.
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ISO 16654:2001 Microbiologie des aliments — Méthode horizontale pour la recherche des Escherichia coli O157.
ISO/IEC 17025. Exigences générales concernant la compétence des laboratoires d’étalonnages et d’essais.
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S NEOGEN
Produktanweisungen

Molekulare Detektion E. coli 0157 (einschl. H7) Nachweis 2

Produktbeschreibung und Verwendungszweck
Der Neogen® Molekulare Detektion — E. coli 0157 (einschl. H7) Nachweis 2 wird mit dem molekularen Detektionssystem von Neogen®
zum schnellen und spezifischen Nachweis von E. coli O157 (einschl. H7) in angereicherten Lebens- und Futtermittelproben verwendet.

Die molekularen Detektionsnachweise von Neogen verwenden die Loop-vermittelte isothermale Amplifikation zur schnellen
Vervielfaltigung von Nukleinsduresequenzen mit hoher Spezifitat und Sensitivitat, kombiniert mit Biolumineszenz zur Detektion

der Amplifikation. Vermutlich positive Ergebnisse werden in Echtzeit gemeldet, wahrend negative Ergebnisse nach Abschluss des
Nachweises angezeigt werden. Vermutlich positive Ergebnisse miissen mit lhrer bevorzugten Methode bestatigt werden, wie in den
drtlichen Bestimmungen angegeben (23,

Neogen Molekulare Detektion — E. coli O157 (einschl. H7) Nachweis 2 ist vorgesehen fiir die Verwendung in einer Laborumgebung
durch Fachkréfte, die in Labortechniken geschult sind. Neogen hat die Verwendung dieses Produkts in anderen Branchen als der
Lebensmittel- oder Getrankeindustrie nicht dokumentiert. Zum Beispiel hat Neogen dieses Produkt nicht fur die Priifung von Umwelt-,
Pharma-, Kosmetik-, klinischen oder veterinarmedizinischen Proben dokumentiert. Neogen Molekulare Detektion — E. coli O157
(einschl. H7) Nachweis 2 wurde nicht mit allen mdglichen Lebensmitteln, Verarbeitungsmethoden fiir Lebensmittel, Testprotokollen oder
Bakterienstammen gepriift.

Wie bei allen Testmethoden kénnen Quelle, Formel und Qualitdt des Anreicherungsmediums die Ergebnisse beeinflussen. Faktoren
wie Probenahmemethoden, Testprotokolle, Probenvorbereitung, Handhabung und Labortechnik konnen die Ergebnisse ebenfalls
beeinflussen. Neogen empfiehlt die Priifung der Methode einschlieRlich Anreicherungsmedium in der Umgebung des Benutzers

unter Verwendung einer ausreichenden Anzahl von Proben mit bestimmten Lebensmitteln und mikrobiellen Belastungstests, um
sicherzustellen, dass die Methode die Kriterien des Benutzers erfiillt.

Neogen hat Neogen Molekulare Detektion — E. coli O157 (einschl. H7) Nachweis 2 mit gepuffertem Peptonwasser (ISO) gepriift.

Das molekulare Detektionsgerat von Neogen® ist fiir die Verwendung mit Proben vorgesehen, die im Rahmen des Nachweises wahrend
des Lyseschritts warmbehandelt wurden, um die in der Probe vorhandenen Organismen zu zerstéren. Proben, die im Rahmen des
Nachweises wahrend des Lyseschritts nicht ordnungsgema warmebehandelt wurden, sind als potenziell biogefahrlich einzustufen und
dirfen NICHT in das molekulare Detektionsgerat von Neogen eingesetzt werden.

Neogen Food Safety ist gemaR der Norm ISO 9001 der International Organization for Standardization fiir Design und Fertigung
zertifiziert.

Das Nachweiskit Neogen Molekulare Detektion — E. coli 0157 (einschl. H7) Nachweis 2 enthélt 96 Tests, beschrieben in Tabelle 1.

Tabelle 1. Komponenten des Neogen-Nachweiskits fiir molekulare Detektion

Artikel Merkmale Menge Inhalt Kommentare
Rosa Lésung in . . .
.. 96 (12 Streifen mit 580 pl Neogen-Lyselésung pro In Gestell und
Neogen® Lyselosung (LL) th?lr:sp:renten 8 johrchen) Réhrlcl:hen ° Y 9P gebrauchsfertig
6hrchen

®
Neogen® Molekulare Lyophilisierte spezifische

Detektion — E. coli Rosa Réhrchen 96 (12 Streifen mit Amplifikations- und Gebrauchs-
0157 (einschl. H7) 8 Rdhrchen) pim . fertig

- . Detektionsmischung
Nachweis 2-Reagenzréhrchen

I 96 (12 Streifen je Gebrauchs-
Zusétzliche Kappen Rosa Kappen 8 Kappen) fertig
Transparente . . Lyophilisierte Kontroll-

® -
Neogen® Reagenzkontrolle R&hrchen mit 1@ (2 Beutel je 8 einzelne DNA, Amplifikations- und Gek?rauchs
(RC) Réhrchen) fertig

Flip-Top Detektionsmischung

Die Negativkontrolle (nicht im Kit enthalten) ist ein steriles Anreicherungsmedium, z. B. BPW ISO. Verwenden Sie kein Wasser als
Negativkontrolle.

Sicherheit

Der Benutzer muss alle Sicherheitsinformationen in den Anweisungen fiir das molekulares Detektionssystem von Neogen und Neogen
Molekulare Detektion — E. coli 0157 (einschl. H7) Nachweis 2 lesen, verstehen und befolgen. Bewahren Sie die Sicherheitsanweisungen
zur spateren Referenz auf.

A WARNUNG: Weist auf eine Gefahrensituation hin, die zu Tod oder schwerwiegenden Verletzungen und/oder Sachschaden fiihren
kann, wenn sie nicht vermieden wird.

HINWEIS: Weist auf eine mégliche Gefahrensituation hin, die zu Sachschaden fiihren kann, wenn sie nicht vermieden wird.
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Neogen Molekulare Detektion — E. coli 0157 (einschl. H7) Nachweis 2 nicht zur Diagnose von Erkrankungen bei Menschen und
Tieren anwenden.

Der Benutzer muss sein Personal in aktuellen ordnungsgemaRen Testtechniken schulen: beispielsweise Gute Laborpraxis, ISO/IEC
17025@ oder 1ISO 7218®),

Um die mit falsch-negativen Ergebnissen verbundenen Risiken, die zu einer Freisetzung kontaminierter Produkte fiihren kénnen,

zu reduzieren, beachten Sie Folgendes:

e Befolgen Sie das Protokoll und fiihren Sie die Tests genau geméaR den Angaben in den Produktanweisungen durch.

e Verwenden Sie auf 41,5 = 1 °C vorgewarmtes Medium. Lassen Sie das Medium wahrend der Probenvorbereitung nicht unter den
Inkubationstemperaturbereich fallen.

e Lagern Sie Neogen Molekulare Detektion — E. coli O157 (einschl. H7) Nachweis 2 wie auf der Verpackung und in den
Produktanweisungen angegeben.

e Verwenden Sie Neogen Molekulare Detektion — E. coli O157 (einschl. H7) Nachweis 2 immer vor dem Verfalldatum.

e Verwenden Sie Neogen Molekulare Detektion — E. coli 0157 (einschl. H7) Nachweis 2 mit Lebensmitten, Futtermitteln und
Umweltproben aus der Lebensmittelverarbeitung, die intern oder durch Dritte validiert wurden.

e Verwenden Sie Neogen Molekulare Detektion — E. coli 0157 (einschl. H7) Nachweis 2 nur mit Oberflachen, Reinigungsmitteln,
Protokollen und Bakterienstammen, die intern oder durch Dritte validiert wurden.

e Bei einer Umweltprobe, die Neutralisationspuffer (NP) mit Arylsulfonatkomplex enthalt, ist vor dem Test eine Verdiinnung
von 1:2 durchzufiihren (1 Teil Probe in 1 Teil steriler Anreicherungsbouillon). Eine weitere Mdglichkeit besteht darin,
10 pl der Anreicherung mit Neutralisationspuffer in die R6hrchen der Neogen-Lyselésung zu tiberfiihren. Neogen®
Probenhandhabungsprodukte einschlieRlich Neogen® Neutralisationspuffer mit Arylsulfonatkomplex: RS96010NB, RS9604NB,
SSL10NB, XSLSSL10NB, HS10NB und HS119510NB.

Um die mit einer Exposition gegeniiber Chemikalien und Biogefdhrdung verbundenen Risiken zu reduzieren, beachten Sie

Folgendes:

e Fihren Sie Erregertests in einem ordnungsgemaf ausgestatteten Labor unter der Aufsicht von geschultem Personal durch.
Inkubierte Anreicherungsmedien und Gerate oder Oberflachen, die mit inkubierten Anreicherungsmedien in Beriihrung gekommen
sind, kdnnen Krankheitserreger in ausreichenden Mengen enthalten, um ein Risiko fiir die menschliche Gesundheit darzustellen.

e Befolgen Sie immer die Standardsicherheitspraktiken des Labors, einschliellich des Tragens geeigneter Schutzkleidung und eines
geeigneten Augenschutzes bei der Handhabung von Reagenzien und kontaminierten Proben.

e Vermeiden Sie den Kontakt mit dem Inhalt des Anreicherungsmediums und der Reagenzréhrchen nach der Amplifikation.

e Entsorgen Sie angereicherte Proben und entsprechende kontaminierte Abfélle gemaR aktueller ortlicher/regionaler/nationaler/
branchenweiter Standards.

o Uberschreiten Sie nicht die empfohlene Temperatureinstellung am Heizelement.

e Die empfohlene Heizzeit darf nicht Giberschritten werden.

e Verwenden Sie ein geeignetes, kalibriertes Thermometer zur Prifung der Temperatur des Neogen® Heizblockeinsatzes fir
molekulare Detektion (z. B. ein Einstechthermometer oder Digitalthermometer mit Thermoelement, kein Tauchthermometer). Das
Thermometer muss in die vorgesehene Position im Neogen-Heizblockeinsatz fiir molekulare Detektion eingesetzt werden.

Um die mit einer Kreuzkontamination bei der Vorbereitung des Nachweises verbundenen Risiken zu reduzieren, beachten Sie
Folgendes:
e Tragen Sie stets Handschuhe (um den Benutzer zu schiitzen und die Einfiihrung von Nukleasen zu vermeiden).

Um die mit einer Exposition gegeniiber heiRen Fliissigkeiten verbundenen Risiken zu reduzieren, beachten Sie Folgendes:

o Uberschreiten Sie nicht die empfohlene Temperatureinstellung am Heizelement.

e Die empfohlene Heizzeit darf nicht Giberschritten werden.

e \erwenden Sie ein geeignetes, kalibriertes Thermometer zur Priifung der Temperatur des Neogen® Heizblockeinsatzes fiir
molekulare Detektion (z. B. ein Einstechthermometer oder Digitalthermometer mit Thermoelement, kein Tauchthermometer). Das
Thermometer muss in die vorgesehene Position im Neogen-Heizblockeinsatz fir molekulare Detektion eingesetzt werden.

HINWEIS

Um die mit einer Kreuzkontamination bei der Vorbereitung des Nachweises verbundenen Risiken zu reduzieren, beachten Sie

Folgendes:

e Eswird empfohlen, sterile Pipettenspitzen mit Aerosolbarriere (gefiltert) in Molekularbiologiequalitit zu verwenden.

e Verwenden Sie fiir jeden Probentransfer eine neue Pipettenspitze.

e Wenden Sie gute Laborpraxis an, um die Probe von der Anreicherung in das Lyseréhrchen zu tiberfiihren. Um eine Kontamination
der Pipette zu vermeiden, kann der Benutzer einen Zwischentransferschritt hinzufligen. Beispielsweise kann der Benutzer jede
angereicherte Probe in ein steriles Réhrchen tberfiihren.

e Verwenden Sie eine Werkbank fir Molekularbiologie mit einer Entkeimungslampe.

Um die mit falsch-positiven Ergebnissen verbundenen Risiken zu reduzieren, beachten Sie Folgendes:

o Offnen Sie niemals Réhrchen nach der Amplifikation.
e Entsorgen Sie Réhrchen stets durch einstiindiges Einweichen in einer 1-5%igen (v:v in Wasser) Bleichmittellésung abseits des
Nachweis-Vorbereitungsbereichs.

Beachten Sie das Sicherheitsdatenblatt fir weitere Informationen sowie értliche Vorgaben fiir die Entsorgung.

Wenn Sie Fragen zu bestimmten Anwendungen oder Verfahren haben, besuchen Sie bitte unsere Website unter www.neogen.com oder
wenden Sie sich an lhren 6rtlichen Neogen-Verkaufsvertreter oder Handler.
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Verantwortung des Benutzers

Es liegt in der Verantwortung des Benutzers, sich mit den Produktanweisungen und -informationen vertraut zu machen. Besuchen Sie unsere
Website unter www.neogen.com oder wenden Sie sich fiir weitere Informationen an lhren 6rtlichen Neogen-Verkaufsvertreter oder Handler.

Bei der Auswahl einer Testmethode ist es wichtig, zu beriicksichtigen, dass externe Faktoren wie Probenahmemethoden, Priifprotokolle,
Probenvorbereitung, Handhabung und Labortechnik die Ergebnisse beeinflussen kénnen.

Es liegt in der Verantwortung des Benutzers, bei der Auswahl einer Testmethode oder eines Testprodukts eine ausreichende Anzahl
von Proben mit den entsprechenden Matrices und mikrobiellen Belastungstests zu bewerten, um sicherzustellen, dass die gewahlte
Testmethode die Kriterien des Benutzers erfillt.

Es liegt auch in der Verantwortung des Benutzers, festzustellen, ob alle Testmethoden und -ergebnisse den Anforderungen seiner
Kunden und Lieferanten entsprechen.

Wie bei jeder anderen Testmethode stellen die mit einem Produkt von Neogen Food Safety gewonnen Ergebnisse keine Garantie fiir die
Qualitat der getesteten Matrices oder Prozesse dar.

Um Kunden bei der Evaluierung der Methode fiir unterschiedliche Lebensmittelmatrices zu unterstiitzen, hat Neogen das Kit Neogen®
Matrixkontrolle fiir molekulare Detektion entwickelt. Verwenden Sie bei Bedarf die Matrixkontrolle (MC), um zu ermitteln, ob die Matrix die
Ergebnisse des Neogen Molekulare Detektion — E. coli 0157 (einschl. H7) Nachweis 2 beeinflussen kann. Testen Sie mehrere Proben, die
fur die Matrix représentativ sind, d. h. Proben unterschiedlichen Ursprungs, wahrend eines beliebigen Validierungszeitraums bei Einfiihrung
der Neogen-Methode oder beim Testen unbekannter Matrices oder Matrices, deren Rohmaterial oder Verfahren sich geéndert hat.

Eine Matrix kann definiert werden als Produkttyp mit intrinsischen Eigenschaften wie Zusammensetzung und Verfahren. Unterschiede
zwischen Matrices kdnnen einfache Auswirkungen von Unterschieden in Verarbeitung oder Prasentation sein, wie roh oder pasteurisiert,
frisch oder getrocknet usw.

Beschriankte Gewahrleistung/Beschrankter Rechtsbehelf

SOFERN NICHT AUSDRUCKLICH IN EINEM ABSCHNITT ZUR BESCHRANKTEN GEWAHRLEISTUNG AUF DER VERPACKUNG
INDIVIDUELLER PRODUKTE ANDERWEITIG ANGEGEBEN, SCHLIESST NEOGEN JEGLICHE AUSDRUCKLICHE UND
STILLSCHWEIGENDE GEWAHRLEISTUNG AUS, EINSCHLIESSLICH UNTER ANDEREM DIE GEWAHRLEISTUNG DER
MARKTGANGIGKEIT ODER EIGNUNG FUR EINEN BESTIMMTEN ZWECK. Wenn ein Produkt von Neogen Food Safety defekt ist,
wird Neogen oder sein autorisierter Vertriebspartner nach eigenem Ermessen das Produkt ersetzen oder seinen Kaufpreis erstatten.
Dies sind lhre ausschlielRlichen Rechtsbehelfe. Sie miissen Neogen unverziiglich innerhalb von sechzig Tagen nach Entdeckung
vermuteter Méangel an einem Produkt benachrichtigen und das Produkt an Neogen zuriicksenden. Bei weiteren Fragen wenden Sie
sich bitte an lhren Neogen-Verkaufsvertreter oder autorisierten Vertreter fir Neogen.

Haftungsbeschriankung fiir Neogen

NEOGEN SCHLIESST DIE HAFTUNG FUR ETWAIGE VERLUSTE ODER DIREKTE, INDIREKTE, BESONDERE, ZUFALLIGE ODER
FOLGESCHADEN AUS, EINSCHLIESSLICH UNTER ANDEREM ENTGANGENE PROFITE. In keinem Fall tibersteigt die Haftung von
Neogen nach einer beliebigen Rechtstheorie den Kaufpreis des Produkts, das mutmaRlich fehlerhaft ist.

Lagerung und Entsorgung

Lagern Sie Neogen Molekulare Detektion — E. coli O157 (einschl. H7) Nachweis 2 bei 2—8 °C. Nicht einfrieren. Lagern Sie das Kit dunkel.
Uberprﬁfen Sie nach dem Offnen des Kits, ob der Folienbeutel unbeschadigt ist. Bei beschadigtem Beutel nicht verwenden. Nach dem
Offnen miissen unbenutzte Reagenzréhrchen immer im wiederverschlieBbaren Beutel mit dem Trockenmittel aufbewahrt werden, um
die Stabilitat der lyophilisierten Reagenzien zu erhalten. Wiederverschlossene Beutel maximal 60 Tage lang bei 2-8 °C lagern.

Verwenden Sie Neogen Molekulare Detektion — E. coli O157 (einschl. H7) Nachweis 2 nicht nach dem Verfalldatum. Das Verfalldatum
und die Losnummer sind auf dem auBeren Etikett des Kartons vermerkt. Nach Gebrauch kénnen das Anreicherungsmedium und die
Réhrchen mit Neogen Molekulare Detektion — E. coli O157 (einschl. H7) Nachweis 2 potenziell krankheitserregende Materialien
enthalten. Wenn die Tests abgeschlossen sind, befolgen Sie die aktuellen Branchenstandards fiir die Entsorgung kontaminierter Abfalle.
Beachten Sie das Sicherheitsdatenblatt fir weitere Informationen sowie értliche Vorgaben fiir die Entsorgung.

Gebrauchsanweisung
Befolgen Sie alle Anweisungen sorgfaltig. Andernfalls kann es zu ungenauen Ergebnissen kommen.

Der Benutzer muss die Bedienerqualifikationsschulung fir das molekulare Detektionssystem von Neogen absolvieren, wie im Dokument
sinstallation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen Molecular Detection System”™?
beschrieben.

Dekontaminieren Sie Laborwerkbinke und Gerate (Pipetten, Capper/Decapper usw.) mit einer 1-5%igen (v:v in Wasser)
Bleichmittellésung oder Lésung zur DNA-Entfernung.

Spezifische Anforderungen sind dem Abschnitt ,,Spezifische Anweisungen fiir validierte Methoden“ zu entnehmen:
Tabelle 3 fiir Anreicherungsprotokolle gemaR AOAC® Official Method of Analysis$ 2017.01
Tabelle 4 fir Anreicherungsprotokolle gemaR NF Validation Zertifikat 3M 01/18-05/17

Probenanreicherung

Tabelle 2, 3 oder 4 bieten Anleitungen fiir Anreicherungsprotokolle fiir Lebensmittel. Es liegt in der Verantwortung des Benutzers,
alternative Beprobungsprotokolle oder Verdiinnungsverhéltnisse zu validieren, um sicherzustellen, dass diese Testmethode den Kriterien
des Benutzers entspricht.
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Lebensmittel
1. BPW ISO-Anreicherungsmedium auf 41,5 + 1 °C vorwarmen.

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

3. Alle Matrices mit Ausnahme von Blattgemiise und Obst griindlich 2 = 0,2 Minuten lang mit einem Mixer, Stomacher
oder Handmixer homogenisieren. Uber die in Tabelle 2, 3 oder 4 angegebene angemessene Zeitspanne bei 41,5+ 1 °C

inkubieren.
Tabelle 2. Allgemeine Anreicherungsprotokolle
Volumen Anreicherungs- Anreiche- Anreiche-
Probenmatrix® ProbengroRle bouillon (ml) rungstempe- | rungsdauer
ratur (1 °C) (Stunden)
Rindfleisch roh, einschl. Hack und 975 BPW ISO
Muskelfleisch 325¢ (vorgewarmt) 41,5 10-18
Rohes Fleisch einschlieBlich rohes
Rindfleisch, Schweinefleisch, Gefliigel, 25 225 BPWISO 41,5 8-18
; (vorgewarmt)
Lamm und Bison
Blattgemiise® 200 g 450 BPW ISO 41,5 18-24
(vorgewarmt)
Andere Lebensmittel einschlieRlich Obst®),
Gemiuse, Obst-/Gemisesafte, frische o5 225 BPW ISO 415 18-24
Krauter, rohe Meeresfriichte, rohe Eier, rohe 9 (vorgewarmt) ’
Milch, Keksteig und verarbeitetes Fleisch
Walnisse oder Nussmischungen mit
Walnissen (dieses Protokoll eignet sich fiir o5 225 rekonstituiertes 415 18-24
andere Nisse wie Pekanniisse, Mandeln, 9 Magermilchpulver >
Pistazien, Cashews und Kastanien)

(a) Gefrorene Proben miissen vor der Hinzugabe in die Anreicherungsbouillon auf 4-8 °C gebracht werden.

(b) Blattgemiise- und Obstproben miissen 5 Minuten lang sanft per Hand geriihrt werden. Keinen Mixer oder Stomacher
verwenden.

Spezifische Anweisungen fiir validierte Methoden

AOAC® Official Methods of Analysis* 2017.01

Im Programm AOAC Official Method of AnalysisS hat sich Neogen Molekulare Detektion — E. coli O157 (einschl. H7)
Nachweis 2 als effektive Methode fiir die Detektion von E. coli O157:H7 erwiesen. Die in der Studie gepriften Matrices
sind in Tabelle 3 aufgefiihrt.

Tabelle 3. Anreicherungsprotokolle mit vorgewarmtem BPW ISO bei 41,5 + 1 °C gemaR AOAC® Official MethodsS"
2017.01

Volumen Anrei- | 5/ herungs-
Probenmatrix ProbengroRe | cherungsbouillon dauer (Stundgen) Homogenisiert
(ml)
Rohes °R|nderhack 325¢g 975 10-18 Manuell oder via Stomacher
(73 % mager)
450 I
Roher verpackter Spinat® 200g 18-24 5Rumh'rr;‘:]t'ﬁfcshiahngrﬁgg”;f]’i‘s‘;g:f:
. 225 5-minitiges sanftes manuelles
Frischer Rosenkohl 259 18-24 Rlhren, nicht homogenisieren
Gefrorene Blaubeeren®® 25g 225 18-24 5R-umh :_';l:]t'?\;Shiahng::(i;i?;::f:

(a) Blattgemiise- und Obstproben miissen 5 Minuten lang sanft per Hand geriihrt werden. Keinen Mixer oder Stomacher
verwenden.

(b) Gefrorene Proben miissen vor der Hinzugabe in die Anreicherungsbouillon auf 4-8 °C gebracht werden.
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NF Validation by AFNOR Certification

“_‘“:\CA'“ON
.

NF

VALIDATION
EN 1SO 16140

3M 01/18-05/17
ALTERNATIVE ANALYSEMETHODEN FUR DIE AGRARWIRTSCHAFT
http://nf-validation.afnor.org/en

Weitere Informationen zum Giiltigkeitsende finden Sie im Zertifikat fir NF VALIDATION, das auf der oben genannten
Website verfligbar ist.

NF VALIDATION zertifizierte Methode in Ubereinstimmung mit ISO 16140-2®im Vergleich zu ISO 16654®
Umfang der Validierung: Rohes Rindfleisch, rohe Milchprodukte, rohes Obst und Gemiise
Probenvorbereitung: Proben miissen gemaR EN ISO 16654 und EN I1SO 6887 vorbereitet werden®
Softwareversion: Siehe Zertifikat

Tabelle 4. Anreicherungsprotokolle mit vorgewarmtem BPW ISO bei 41,5 + 1 °C gemaR NF VALIDATION zertifizierter
Methode 3M 01/18-05/17

Protokoll Proben- Volumen Anreiche- | Anreicherungstempera- | Anreicherungs-
groRe rungsbouillon (ml) tur(x1°C) dauer (Stunden)
Rohe Milchprodukte, rohes Obst 25 g 005 41,5 18-24
und rohes Gemise
Rohes Rindfleisch 25¢g 225 41,5 8-24

HINWEISE:

e Proben Giber 25 g wurden in der Studie mit NF VALIDATION nicht getestet.

e Die empfohlenen Protokollunterbrechungspunkte liegen nach der Anreicherung oder nach der Probenlyse.
Anreicherungsbouillon oder Probenlysat kénnen bei 2—-8 °C bis zu 72 Stunden lang gelagert werden. Nach Entnahme
des Anreicherungsbouillons aus der Lagerung wird die Testung ab Schritt 1 im Abschnitt Lyse fortgesetzt. Nach
Entnahme des Probenlysats aus der Lagerung wird die Testung ab Schritt 7 im Abschnitt Lyse fortgesetzt. Das Lysat
kann auch bei -20 °C gelagert werden.

e Kurze Anreicherungsprotokolle reagieren empfindlich auf Inkubationsbedingungen, und die im Protokoll
angegebenen Temperaturen miissen eingehalten werden. Die Temperatur des Wasserbads oder des Inkubators, in
dem die Bouillons vorgewarmt werden, muss tiberpriift werden, um sicherzustellen, dass die Anreicherungsbouillon
die erforderliche Temperatur erreicht. Die Gesamtzeit fiir die Probenvorbereitung, einschlieBlich der Verzégerung
zwischen dem Ende des Vorwarmschritts des Mediums und dem Beginn der Inkubation der Lebensmittelprobe, darf
45 Minuten nicht Giberschreiten. Die Verwendung eines beliifteten Inkubators bei der Inkubation wird empfohlen.

Vorbereitung des Neogen® Schnellladefachs fiir molekulare Detektion

1. Ein Tuch oder Einwegtuch mit 1-5%iger (v:v in Wasser) Bleichmittellésung befeuchten und das Neogen-Schnellladefach
fir molekulare Detektion abwischen.

2. Neogen-Schnellladefach fir molekulare Detektion mit Wasser abspiilen.

3. Neogen-Schnellladefach fiir molekulare Detektion mit einem Einwegtuch trocken wischen.

4. Vor Gebrauch sicherstellen, dass das Neogen-Schnellladefach fiir molekulare Detektion trocken ist.

Vorbereitung des Neogen® Kiihlblockeinsatzes fiir molekulare Detektion

Neogen-Kihlblockeinsatz fiir molekulare Detektion direkt auf der Laborwerkbank platzieren: Das Neogen-Kihlblockfach
fuir molekulare Detektion wird nicht verwendet. Block bei Umgebungstemperatur im Labor (20-25 °C) verwenden.
Vorbereitung des Neogen® Heizblockeinsatzes fiir molekulare Detektion

Neogen-Heizblockeinsatz fir molekulare Detektion in einem Doppel-Heizblock platzieren. Den Heizblock einschalten und
die Temperatur so einstellen, dass der Neogen-Heizblockeinsatz fiir molekulare Detektion eine Temperatur von 100 = 1 °C
erreichen und halten kann.
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HINWEIS: Je nach Heizgerat ca. 30 Minuten warten, bis der Neogen-Heizblockeinsatz fiir molekulare Detektion die vorgesehene
Temperatur erreicht hat. Mit einem geeigneten, kalibrierten Thermometer (z. B. ein Einstechthermometer oder Digitalthermometer
mit Thermoelement, kein Tauchthermometer) an der vorgesehenen Position sicherstellen, dass der Neogen-Heizblockeinsatz fiir
molekulare Detektion eine Temperatur von 100 = 1 °C erreicht hat.

Vorbereitung des molekularen Detektionsgerits von Neogen®

1. Neogen® Software fiir molekulare Detektion starten und anmelden. Wenden Sie sich an einen Verkaufsvertreter von Neogen Food
Safety, um sicherzustellen, dass Sie liber die aktuell Version der Software verfligen.

2. Das molekulare Detektionsgerat von Neogen einschalten.

3. Einen Durchgang mit Daten fiir jede Probe erstellen oder bearbeiten. Einzelheiten siehe Benutzerhandbuch fiir das molekulare
Detektionssystem von Neogen®.

HINWEIS: Das molekulare Detektionsgerat von Neogen muss eine Temperatur von 60 °C erreichen und halten, bevor das Neogen-
Schnelladefach fiir molekulare Detektion mit Reaktionsréhrchen eingesetzt wird. Dieser Heizschritt dauert ca. 20 Minuten und wird
durch eine ORANGEFARBENE Anzeige in der Statusleiste des Gerats angezeigt. Wenn das Gerat bereit ist, einen Durchgang zu
starten, wird die Statusleiste GRUN.

Lyse

1. Fach mit Réhrchen mit Neogen-Lyselésung liber Nacht (16—18 Stunden) auf Raumtemperatur (20-25 °C) aufwarmen lassen.
Alternative Méglichkeiten zur Temperaturangleichung der Neogen-Lyselosung: Neogen-Lysel6sung auf die Laborwerkbank stellen
und mindestens 2 Stunden belassen, R6hrchen mit Neogen-Lyseldsung in einem Inkubator bei 37 = 1 °C 1 Stunde lang inkubieren
oder Réhrchen fiir 30 Sekunden in ein Doppel-Heizblock bei 100 °C geben.

2. Die verschlossenen Réhrchen zum Mischen umdrehen. Innerhalb von 4 Stunden mit dem nachsten Schritt fortfahren.
3. Die Anreicherungsbouillon aus dem Inkubator nehmen.
4. Fir jede Probe und die Negativkontrollprobe (NC) (steriles Anreicherungsmedium) ist ein Flaschchen Neogen-Lyseldsung erforderlich.

4.1 Rohrchenstreifen mit Neogen-Lysel6sung kénnen auf die gewiinschte Anzahl von Rohrchen mit Neogen-Lyselésung
zugeschnitten werden. Erforderliche Anzahl einzelner R6hrchen Neogen-Lyseldsung oder Streifen zu 8 R6hrchen auswahlen.
Rohrchen mit Neogen-Lysel6sung in einem leeren Gestell platzieren.

4.2 Um Kreuzkontaminationen zu vermeiden, immer nur einen Réhrchenstreifen Neogen-Lyselsung 6ffnen und fir jeden
Transferschritt eine neue Pipettenspitze verwenden.

4.3 Angereicherte Probe wie nachstehend beschrieben in die R6hrchen mit Neogen-Lyselésung lberfihren:

Zuerst jede angereicherte Probe in ein einzelnes Rohrchen mit Neogen-Lyselosung liberfiihren. Die NC zuletzt tiberfiihren.

4.4 Den Neogen® Capper/Decapper fiir molekulare Detektion — Lyse zum Offnen eines Réhrchenstreifens mit Neogen-Lyselésung
verwenden. Immer nur einen Streifen 6ffnen.

4.5 Kappe des Rohrchens mit Neogen-Lyselsung entsorgen. Wenn Lysat fiir einen erneuten Test aufbewahrt werden soll, Kappen
in einen sauberen Behalter legen und nach der Lyse erneut aufsetzen.

4.5.1 Verarbeitung des aufbewahrten Lysats sieche Anhang A.

4.6 20-pl-Probe in ein Réhrchen mit Neogen-Lyselosung tiberfiihren, sofern sich in Protokolltabellen 2, 3 und 4 keine anderweitigen
Angaben finden.

5. Schritt 4.3 wiederholen, bis jede einzelne Probe in ein entsprechendes Rohrchen Neogen-Lyselésung im Streifen gegeben wurde.
6. Schritte 4.1 bis 4.6 nach Bedarf fiir die Anzahl der zu testenden Proben wiederholen.

7. Wenn alle Proben umgefiillt wurden, 20 pl NC (steriles Anreicherungsmedium, z. B. BPW I1SO) in ein R6hrchen mit Neogen-
Lysel6sung Uberfiihren. Kein Wasser als NC verwenden.

8. Sicherstellen, dass die Temperatur des Neogen-Heizblockeinsatzes fiir molekulare Detektion bei 100 = 1 °C liegt.

9. Das nicht abgedeckte Gestell mit Rohrchen mit Neogen-Lyseldsung im Neogen-Heizblockeinsatz fiir molekulare Detektion platzieren
und 15 £ 1 Minuten lang aufheizen- Beim Aufheizen wechselt die Farbe der Neogen-Lyseldésung von rosa (kiihl) zu gelb (warm).

Proben, die im Rahmen des Nachweises wahrend des Lyseschritts nicht ordnungsgemaR warmebehandelt wurden, sind als potenziell
biogefahrlich einzustufen und dirfen NICHT in das molekulare Detektionsgerat von Neogen eingesetzt werden.
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10. Das nicht abgedeckte Gestell mit Rohrchen mit Neogen-Lyselésung aus dem Heizblock nehmen und mindestens 5 Minuten und
maximal 10 Minuten lang im Neogen-Kihlblockeinsatz fiir molekulare Detektion abkihlen. Der Neogen-Kiihlblockeinsatz fir
molekulare Detektion muss bei Verwendung bei Raumtemperatur ohne das Neogen-Kiihlblockfach fiir molekulare Detektion direkt
auf der Laborwerkbank stehen. Nach dem Abkiihlen nimmt die Lyselésung wieder eine rosa Farbe an.

11.Das Gestell mit Rohrchen mit Neogen-Lyselésung aus dem Neogen-Kihlblockeinsatz fiir molekulare Detektion entnehmen.

00:15:00

Amplifikation
1. Ein Neogen Molekulare Detektion — E. coli O157 (einschl. H7) Nachweis 2-Reagenzréhrchen ist fiir jede Probe und die NC
erforderlich.

1.1 Rohrchenstreifen kdnnen auf die gewiinschte Anzahl an Réhrchen zugeschnitten werden. Die erforderliche Anzahl einzelner
Neogen Molekulare Detektion — E. coli 0157 (einschl. H7) Nachweis 2-Reagenzréhrchen oder Streifen zu 8 Réhrchen
auswahlen.

1.2 Neogen Molekulare Detektion — E. coli 0157 (einschl. H7) Nachweis 2-Reagenzréhrchen in einem leeren Gestell platzieren.
1.3 Die Reagenz-Pellets unten in den Réhrchen nicht in Bewegung bringen.
2. Ein Réhrchen mit Neogen-Reagenzkontrolle auswahlen und im Gestell platzieren.

3. Um Kreuzkontaminationen zu vermeiden, immer nur einen Neogen Molekulare Detektion — E. coli O157 (einschl. H7)
Nachweis 2-Reagenzrohrchenstreifen 6ffnen und fir jeden Transferschritt eine neue Pipettenspitze verwenden.

4. Das Lysat wie nachstehend beschrieben in ein Neogen Molekulare Detektion — E. coli 0157 (einschl. H7)
Nachweis 2-Reagenzrohrchen und ein Rohrchen mit Neogen-Reagenzkontrolle iberfiihren:

Jedes Probenlysat in ein eigenes Neogen Molekulare Detektion — E. coli 0157 (einschl. H7) Nachweis 2-Reagenzrohrchen
Uberfiihren. Dies erfolgt als erstes, bevor die Uberfiihrung in die NC folgt. Das R6hrchen mit Neogen-Reagenzkontrolle zuletzt
hydrieren.

5. Mit dem Neogen® Capper/Decapper fir molekulare Detektion — Reagenz immer ein Rohrchenstreifen Neogen Molekulare
Detektion — E. coli 0157 (einschl. H7) Nachweis 2-Reagenzréhrchenstreifen 6ffnen. Kappe entsorgen.

5.1 20 pl Probenlysat aus der oberen Hilfte der Fliissigkeit (Ausfillungen vermeiden) im R6hrchen mit Neogen-Lyselésung in
das entsprechende Neogen Molekulare Detektion — E. coli 0157 (einschl. H7) Nachweis 2-Reagenzrdhrchen iiberfiihren.
Abgewinkelt einfiillen, um die Pellets nicht in Bewegung zu versetzen. Fiinf Mal sanft Auf- und Abpipettieren, um zu mischen.

5.2 Schritt 5.1 wiederholen, bis jedes individuelle Probenlysat in ein entsprechendes Neogen Molekulare Detektion — E. coli O157
(einschl. H7) Nachweis 2-Reagenzréhrchen im Streifen tiberfiihrt wurde.

5.3 Die Neogen Molekulare Detektion — E. coli 0157 (einschl. H7) Nachweis 2-Reagenzréhrchenstreifen mit den bereitgestellten
zusatzlichen Kappen verschlieBen und durch Hin- und Herbewegen der runden Seite des Neogen-Capper/Decapper fir
molekulare Detektion — Reagenz Druck auf die Kappe ausiiben, damit sie dicht verschlief3t.

5.4 Schritte 5.1 bis 5.3 nach Bedarf fiir die Anzahl der zu testenden Proben wiederholen.

5.5 Wenn alle Probenlysate tiberfiihrt wurden, Schritte 5.1 bis 5.3 wiederholen, um 20 ul NC-Lysat in ein Neogen Molekulare
Detektion — E. coli 0157 (einschl. H7) Nachweis 2- Reagenzrdhrchen zu liberfiihren.

5.6 20 pl NC-Lysat in ein Rhrchen mit Neogen-Reagenzkontrolle iiberfithren. Abgewinkelt einfiillen, um die Pellets nicht in
Bewegung zu versetzen. Fiinf Mal sanft Auf- und Abpipettieren, um zu mischen.

6. Verschlossene Réhrchen in ein sauberes und dekontaminiertes Neogen-Schnellladefach fiir molekulare Detektion einsetzen. Danach
die Klappe schlieBen und verriegeln.

20 L
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7. Den konfigurierten Durchgang in der Neogen-Software fiir molekulare Detektion priifen und bestétigen.

8. In der Software auf die Schaltflache ,Start” klicken und das zu verwendende Gerat auswéhlen. Die Klappe des ausgewahlten Geréts
offnet sich automatisch.

9. Das Neogen-Schnellladefach fiir molekulare Detektion in das molekulare Detektionsgerat von Neogen einsetzen und Klappe
schlieRen, um den Nachweis zu starten. Die Ergebnisse liegen innerhalb von 60 Minuten vor, wobei positive Ergebnisse auch friher
erkannt werden kénnen.

10.Nach Abschluss des Nachweises das Neogen-Schnellladefach fiir molekulare Detektion aus dem molekularen Detektionsgerat von
Neogen entnehmen und die Réhrchen durch einstiindiges Einweichen in einer 1-5%igen (v:v in Wasser) Bleichmittelldsung abseits
des Nachweis-Vorbereitungsbereichs entsorgen.

HINWEIS: Um das Risiko falsch-positiver Ergebnisse aufgrund von Kreuzkontamination zu minimieren, niemals
Reagenzréhrchen 6ffnen, die amplifizierte DNA enthalten. Das umfasst Neogen-Reagenzkontrolle, Neogen Molekulare
Detektion — E. coli O157 (einschl. H7) Nachweis 2-Reagenzréhrchen und Réhrchen mit Neogen-Matrixkontrolle.
Versiegelte Reagenzrohrchen stets durch einstiindiges Einweichen in einer 1-5%igen (v:v in Wasser) Bleichmittellésung
abseits des Nachweis-Vorbereitungsbereichs entsorgen.

Ergebnisse und Interpretation

Ein Algorithmus interpretiert die Lichtausgabekurve der Detektion der Nukleinsédureamplifikation. Die Ergebnisse werden von der
Software automatisch analysiert und basierend auf dem Ergebnis farblich gekennzeichnet. Ein positives oder negatives Ergebnis wird
durch die Analyse einer Reihe eindeutiger Kurvenparameter bestimmt. Vermutlich positive Ergebnisse werden in Echtzeit gemeldet,
wahrend negative und zu priifende Ergebnisse nach Abschluss des Durchgangs angezeigt werden.

Vermutlich positive Proben miissen gemaR Standardbetriebsverfahren des Labors oder durch Befolgung der geeigneten
Referenzmethode!'2? bestitigt werden, beginnend mit der Uberfiihrung von der primaren BPW-ISO-Anreicherung in sekundare(s)
Anreicherungsbouillon(s), gefolgt von Stempeln und Bestatigung von Isolaten anhand geeigneter biochemischer und serologischer
Methoden.

HINWEIS: Selbst negative Proben geben keinen Wert von Null aus, da das System und die Neogen Molekulare Detektion — E. coli
0157 (einschl. H7) Nachweis 2-Amplifikationsreagenzien einen RLU-,Hintergrundwert” (relative Lichteinheiten) aufweisen.

Im seltenen Fall einer ungewéhnlichen Lichtausgabe kennzeichnet der Algorithmus diese als ,,zu priifen”. Neogen empfiehlt Benutzern,
den Nachweis fur auf diese Weise gekennzeichnete Proben zu wiederholen. Wenn das Ergebnis weiterhin ,zu priifen” lautet, erfolgt ein
Bestatigungstest mit der bevorzugten Methode oder wie in den 6rtlichen Bestimmungen angegeben.

Im Fall abweichender Ergebnisse (vermutlich positiv mit Neogen Molekulare Detektion — E. coli 0157 (einschl. H7) Nachweis 2,
nicht bestétigt durch eine der oben angegebenen Methoden und insbesondere fiir den Latex-Agglutinationstest) muss das Labor die
erforderlichen Schritte unternehmen, um die Giiltigkeit der erhaltenen Ergebnisse sicherzustellen.

Bestitigung der Ergebnisse gemaR NF VALIDATION zertifizierter Methode

Im Kontext der NF VALIDATION miissen alle von Neogen Molekulare Detektion — E. coli O157 (einschl. H7) Nachweis 2 als positiv
identifizierten Proben mit einem der folgenden Tests bestatigt werden:

Option 1: Anwendung der Norm ISO 16654® ab Anreicherung mit gepuffertem Peptonwasser®.

Option 2: Implementierung einer Bestatigungsmethode, die aus Folgendem besteht: 50 ul der Anreicherung in gepuffertem
Peptonwasser® auf eine CT-SMAC-Agarplatte® ausstreichen. 24 + 3 Stunden bei 37 °C inkubieren. Charakteristische Kolonien auf
Nahragar ausstreichen und Latex-Agglutinationstest direkt auf isolierten Kolonien durchfiihren. Wenn die Ergebnisse von Neogen
Molekulare Detektion — E. coli 0157 (einschl. H7) Nachweis 2 nicht bestatigt werden, erfolgt ein Schritt zur immunomagnetischen
Separation, woraufhin 50 pl auf CT-SMAC ausgestrichen werden.

Option 3: Verwendung von Nukleinsiduresonden wie in der Norm EN I1SO 7218® beschrieben, durchgefiihrt auf aus CT-SMAC isolierten
Kolonien (gereinigt oder nicht) (siehe Option 1 oder 2). Die Nukleinsduresonden miissen sich von denjenigen in Neogen Molekulare
Detektion — E. coli O157 (einschl. H7) Nachweis 2 unterscheiden.

Option 4: Verwendung einer beliebigen anderen NF VALIDATION zertifizierten Methode mit anderem Prinzip als Neogen Molekulare
Detektion — E. coli 0157 (einschl. H7) Nachweis 2. Es muss das vollstandige Protokoll verwendet werden, das fiir diese zweite validierte
Methode beschrieben wurde. Alle Schritte vor dem Beginn der Bestatigung miissen fiir beide Methoden gleich sein.

Im Fall abweichender Ergebnisse (vermutlich positiv mit der alternativen Methode, nicht bestétigt durch eine der oben angegebenen
Methoden) muss das Labor die erforderlichen Schritte unternehmen, um die Giiltigkeit des erhaltenen Ergebnisses sicherzustellen.

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

Anhang A. Protokollunterbrechung: Lagerung und erneuter Test von Proben
1. Um warmebehandeltes Lysat zu lagern, das Lyserdhrchen mit einem sauberen Kappe verschlieRen (siehe Abschnitt 4.5 Lyse)

Um eine angereicherte Probe zu lagern, vor Lagerung mindestens 18 Stunden inkubieren.
Bis zu 72 Stunden lang bei 4 bis 8 °C lagern.

Durch Mischen mittels 2—-3-maligem Invertieren eine gelagerte Probe fiir die Amplifikation vorbereiten.

S S S

Réhrchen 6ffnen.
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Die gemischten Rhrchen mit Lysat im Neogen-Heizblockeinsatz fiir molekulare Detektion platzieren und 5 = 1 Minuten
lang bei 100 * 1 °C aufheizen.

Das Gestell mit R6hrchen mit Neogen-Lyselosung aus dem Heizblock nehmen und mindestens 5 Minuten und maximal
10 Minuten lang im Neogen-Kiihlblockeinsatz fiir molekulare Detektion abkiihlen.

Das Protokoll im obigen Abschnitt Amplifikation fortsetzen.
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JNEOGEN
Istruzioni del prodotto

Test di rilevamento molecolare di seconda generazione -
E. coli 0157 (compreso H7)

Descrizione del prodotto e destinazione d'uso
[l Test di rilevamento molecolare di seconda generazione Neogen® - E. coli 0157 (compreso H7) & utilizzato con il Sistema di rilevazione
molecolare Neogen® per il rilevamento rapido e specifico di E. coli 0157 (compreso H7) in campioni alimentari e di alimenti arricchiti.

| Test di rilevamento molecolare Neogen utilizzano I'amplificazione isotermica mediata sul ciclo per amplificare rapidamente le sequenze
di acido nucleico con elevata specificita e sensibilita, combinata con la bioluminescenza per rilevare I'amplificazione. | risultati presunti
positivi vengono riportati in tempo reale, mentre i risultati negativi vengono visualizzati al termine del test. | risultati presunti positivi
devono essere confermati utilizzando il proprio metodo preferito o come specificato dalle normative locali (23,

Il Test di rilevamento molecolare di seconda generazione Neogen - E. coli O157 (compreso H7) & destinato all'uso in un ambiente di
laboratorio da parte di tecnici adeguatamente formati nelle tecniche di laboratorio. Neogen non ha documentato I'uso di questo prodotto
in settori diversi da quelli alimentare e delle bevande. Ad esempio, Neogen non ha documentato questo prodotto per testare campioni
ambientali, farmaceutici, cosmetici, clinici o veterinari. Il Test di rilevamento molecolare di seconda generazione Neogen - E. coli O157
(compreso H7) non & stato valutato con tutti i possibili prodotti alimentari, processi alimentari, protocolli di analisi o con tutti i possibili
ceppi di batteri.

Come con tutti i metodi di analisi, la fonte, la formulazione e la qualita del mezzo di arricchimento possono influenzare i risultati.
Anche fattori come i metodi di campionamento, i protocolli di analisi, la preparazione del campione, la manipolazione e la tecnica

di laboratorio possono influenzare i risultati. Neogen raccomanda la valutazione del metodo, ivi incluso il mezzo di arricchimento,
nell'ambiente dell'utente, utilizzando un numero sufficiente di campioni con alimenti particolari e test microbici per garantire che

il metodo di analisi scelto soddisfi i criteri richiesti dall'utente.

Neogen ha valutato il Test di rilevamento molecolare di seconda generazione Neogen - E. coli O157 (compreso H7) con acqua
peptonata tamponata ISO.

Lo strumento di rilevamento molecolare Neogen® & destinato all'utilizzo con campioni che sono stati sottoposti a trattamento
termico durante la fase di lisi del test, progettata per distruggere gli organismi presenti nel campione. | campioni che non sono
stati adeguatamente trattati termicamente durante la fase di lisi del test possono essere considerati un potenziale rischio biologico
e NON devono essere inseriti nello strumento di rilevamento molecolare Neogen.

La sicurezza alimentare Neogen & certificata dall'lSO (International Organization for Standardization) 9001 per la progettazione
e la produzione.

Il kit di prova del Test di rilevamento molecolare di seconda generazione Neogen - E. coli 0157 (compreso H7) contiene 96 test,
descritti in Tabella 1.

Tabella 1. Componenti del kit Test di rilevamento molecolare Neogen

Elemento Identificazione Quantita Indice Commenti
. - ® Soluzione rosa 96 (12 strisce 580 pl di soluzione di lisi Travasata
Soluzione di lisi (LS) Neogen® | in provette . '
. di 8 provette) Neogen per provetta e pronta all'uso
trasparenti
Provette di reagente
per il Test di rilevamento 96 (12 strisce Miscela specifica di amplificazione

molecolare di seconda Provette rosa Pronta all'uso

: ® di 8 provette) e rilevamento liofilizzata
generazione Neogen® -
E. coli O157 (compreso H7)
. . 96 (12 strisce ,
Cappucci extra Cappucci rosa di 8 cappucci) Pronta all'uso
Controllo reagente (RC) Provette con 16 (2 buste di 8 Miscela di amplificazione

e rilevamento di controllo Pronta all'uso
DNA liofilizzata

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

tappo a ribalta

®
Neogen trasparenti

provette singole)

Sicurezza

L'utente deve leggere, comprendere e rispettare tutte le informazioni sulla sicurezza contenute nelle istruzioni per I'uso del Sistema

di rilevamento molecolare Neogen e nel Test di rilevamento molecolare di seconda generazione Neogen - E. coli O157 (compreso H7).
Conservare queste istruzioni sulla sicurezza per riferimento futuro.

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

AVVISO: indica una situazione potenzialmente pericolosa che, se non evitata, potrebbe causare danni materiali.
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Non utilizzare il Test di rilevamento molecolare di seconda generazione Neogen - E. coli 0157 (compreso H7)
per la diagnosi delle condizioni su persone o animali.

L'utente deve istruire il suo personale in tecniche di analisi corrette e aggiornate: ad esempio, Buone pratiche
di laboratorio, ISO/IEC 17025“, 0 ISO 7218®),

Per ridurre i rischi associati a un risultato falso negativo che porta al rilascio di prodotto contaminato:

e Seguire il protocollo ed eseguire i test esattamente come stabilito dalle istruzioni del prodotto.

e Utilizzare un terreno preriscaldato a 41,5 = 1 °C. Non lasciare che il terreno scenda al di sotto dell'intervallo
di temperatura di incubazione durante la preparazione del campione.

e Conservare il Test di rilevamento molecolare di seconda generazione Neogen - E. coli 0157 (compreso H7) come indicato
sulla confezione e nelle istruzioni del prodotto.

e Utilizzare sempre il Test di rilevamento molecolare di seconda generazione Neogen - E. coli O157 (compreso H7) entro
la data di scadenza.

e Utilizzare il Test di rilevamento molecolare di seconda generazione Neogen - E. coli 0157 (compreso H7)
con campioni di cibo, alimenti e processi alimentari che siano stati convalidati internamente o da terze parti.

e Utilizzare il Test di rilevamento molecolare di seconda generazione Neogen - E. coli 0157 (compreso H7) solo con superfici,
disinfettanti, protocolli e ceppi batterici che siano stati convalidati internamente o da terze parti.

e Per un campione ambientale contenente tampone neutralizzante (NB) con complesso arilsolfonato, eseguire una diluizione
1:2 prima del test (1 parte di campione in 1 parte di brodo di arricchimento sterile). Un'altra opzione & quella di trasferire
10 pl dell'arricchimento del tampone neutralizzante nelle provette della soluzione di lisi Neogen. Prodotti di trattamento dei
campioni Neogen® che includono il tampone neutralizzante Neogen® con complesso arilsolfonato: RS96010NB, RS9604NB,
SSL10NB, XSLSSL10NB, HS10NB e HS119510NB.

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

e Eseguire test sugli agenti patogeni in un laboratorio adeguatamente attrezzato sotto il controllo di personale qualificato.
I mezzi di arricchimento incubati e le attrezzature o le superfici che sono venute a contatto con i mezzi di arricchimento
incubati possono contenere agenti patogeni a livelli sufficienti a causare rischi per la salute umana.

e Seguire sempre le pratiche di sicurezza standard di laboratorio, incluso indossare indumenti protettivi e protezioni per
gli occhi adeguati durante I'utilizzo di reagenti e campioni contaminati.

e Evitare il contatto con il contenuto dei mezzi di arricchimento e delle provette dei reagenti dopo I'amplificazione.

e Smaltire i campioni arricchiti e i relativi rifiuti contaminati nel rispetto delle norme locali/regionali/nazionali/di settore
in vigore.

e Non superare la temperatura raccomandata sul riscaldatore.

e Non superare il tempo di riscaldamento consigliato.

e Utilizzare un termometro calibrato appropriato per verificare la temperatura dell'Inserto per blocco di raffreddamento
di rilevamento molecolare Neogen® (ad es., un termometro a immersione parziale o un termometro a termocoppia digitale,
non un termometro a immersione totale). Il termometro deve essere inserito nel punto indicato sull'inserto per blocco
di raffreddamento per rilevamento molecolare Neogen.

Per ridurre i rischi associati alla contaminazione incrociata durante la preparazione del test:
e Indossare sempre guanti (per proteggere I'utente e prevenire l'introduzione di nucleasi).

Per ridurre i rischi associati all'esposizione a liquidi molto caldi:

e Non superare la temperatura raccomandata sul riscaldatore.

e Non superare il tempo di riscaldamento consigliato.

e Utilizzare un termometro calibrato appropriato per verificare la temperatura dell'Inserto per blocco di raffreddamento
di rilevamento molecolare Neogen® (ad es., un termometro a immersione parziale o un termometro a termocoppia digitale,
non un termometro a immersione totale). Il termometro deve essere inserito nel punto indicato sull'inserto per blocco di
raffreddamento per rilevamento molecolare Neogen.

AVVISO

Per ridurre i rischi associati alla contaminazione incrociata durante la preparazione del test:

e Si consiglia I'uso di una barriera aerosol sterile (filtrata) e di puntali per pipette per uso biologico molecolare.

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

e Utilizzare le Buone pratiche di laboratorio per trasferire il campione dal mezzo di arricchimento alla provetta di lisi.
Per evitare la contaminazione del pipettatore, |'utente puo scegliere di aggiungere una fase di trasferimento intermedia.
Ad esempio, I'utente puo trasferire ogni campione arricchito in una provetta sterile.

e Utilizzare una stazione di lavoro per biologia molecolare contenente una lampada germicida, se disponibile.

Per ridurre i rischi associati a risultati falsi positivi:

e Non aprire mai le provette dopo I'amplificazione.
e Smaltire sempre le provette contaminate immergendole in una soluzione di candeggina per uso domestico all'1-5%
(v:v in acqua) per 1 ora e lontano dall'area di preparazione del test.

Consultare la Scheda dati di sicurezza per ulteriori informazioni e le norme in materia di smaltimento in vigore localmente.

In caso di domande su applicazioni o procedure specifiche, visitare il nostro sito Web all'indirizzo www.neogen.com oppure
contattare il rappresentante o il distributore locale Neogen.
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Responsabilita dell'utente

Gli utenti sono tenuti a familiarizzare con le istruzioni e le informazioni sul prodotto. Per maggiori informazioni,
visitare il nostro sito Web all'indirizzo www.neogen.com o contattare il rappresentante o il distributore Neogen locale.

Quando si seleziona un metodo di prova, &€ importante riconoscere che fattori esterni come metodi di campionamento,
protocolli di prova, preparazione dei campioni, manipolazione e tecniche di laboratorio possono influenzare i risultati.

E responsabilita dell'utente, nel selezionare qualsiasi metodo di test o prodotto, valutare un numero sufficiente di campioni con
le matrici e i test microbici appropriati per convincere lo stesso che il metodo di test scelto soddisfi i criteri richiesti.

E inoltre responsabilita dell'utente determinare che tutti i metodi di prova e i risultati soddisfino i requisiti dei propri clienti e fornitori.

Come con qualsiasi metodo di test, i risultati ottenuti dall'uso di qualsiasi prodotto per la sicurezza alimentare Neogen non
costituiscono una garanzia della qualita delle matrici o dei processi testati.

Per aiutare i consumatori a valutare il metodo per diverse matrici alimentari, Neogen ha sviluppato il kit Controllo matrice

di rilevamento molecolare Neogen®. Quando necessario, utilizzare il Controllo matrice (MC) per stabilire se la matrice ha la
capacita di influire sui risultati del Test di rilevamento molecolare di seconda generazione Neogen - E. coli O157 (compreso H7).
Testare diversi campioni, rappresentativi della matrice, vale a dire campioni ottenuti da origine differente, durante ogni periodo
di validazione quando si adotta il metodo Neogen o quando si testano matrici nuove o sconosciute o matrici che abbiano subito
modifiche di materie prime o di processo.

Una matrice pud essere definita come un tipo di prodotto con proprieta intrinseche come composizione e processo.
Le differenze tra le matrici possono essere semplici come gli effetti causati da differenze nel trattamento o nella presentazione
come, ad esempio, grezzo rispetto a pastorizzato, fresco rispetto a essiccato, ecc.

Limitazione delle garanzie / Rimedio limitato

ECCETTO QUANTO ESPRESSAMENTE STABILITO NELLA SEZIONE GARANZIA LIMITATA DELLA CONFEZIONE DI UN
SINGOLO PRODOTTO, NEOGEN DECLINA TUTTE LE GARANZIE ESPRESSE E IMPLICITE, INCLUSE MA NON LIMITATE A,
OGNI GARANZIA DI COMMERCIABILITA O IDONEITA PER UN USO PARTICOLARE. Se un prodotto per la sicurezza alimentare
Neogen & difettoso, Neogen o il suo distributore autorizzato, a sua discrezione, sostituira o rimborsera il prezzo di acquisto del
prodotto. Questi sono i rimedi esclusivi per I'utente. L'utente & tenuto a notificare tempestivamente a Neogen entro sessanta
giorni dalla scoperta di eventuali difetti sospetti di un prodotto e a restituirlo a Neogen. Per ulteriori domande, contattare

il rappresentante Neogen o il distributore autorizzato Neogen.

Limitazione di responsabilita Neogen

NEOGEN NON E RESPONSABILE PER PERDITE O DANNI, DIRETTI, INDIRETTI, PARTICOLARI, INCIDENTALI

O CONSEQUENZIALI, INCLUSA MA NON LIMITATA A, LA PERDITA DI PROFITTI. In nessun caso la responsabilita
di Neogen ai sensi di qualsiasi teoria legale superera il prezzo di acquisto del prodotto presunto difettoso.

Stoccaggio e smaltimento

Conservare il Test di rilevamento molecolare di seconda generazione Neogen - E. coli 0157 (compreso H7) a 2-8 °C.

Non congelare. Tenere il kit al riparo dalla luce durante lo stoccaggio. Dopo aver aperto il kit, verificare che la busta di alluminio
non sia danneggiata. Se la busta & danneggiata, non utilizzare il prodotto. Dopo I'apertura, le provette dei reagenti non utilizzate
devono essere sempre conservate nella busta richiudibile con I'essiccante all'interno per mantenere la stabilita dei reagenti
liofilizzati. Conservare le buste risigillate a 2-8 °C per non piu di 60 giorni.

Non utilizzare il Test di rilevamento molecolare di seconda generazione Neogen - E. coli O157 (compreso H7) dopo la data
di scadenza. La data di scadenza e il numero di lotto sono riportati sull'etichetta esterna della scatola. Dopo l'uso, le provette
del mezzo di arricchimento e del Test di rilevamento molecolare di seconda generazione Neogen - E. coli 0157 (compreso
H7) possono potenzialmente contenere materiali patogeni. Al termine del test, seguire gli attuali standard del settore per

lo smaltimento dei rifiuti contaminati. Consultare la Scheda dati di sicurezza per ulteriori informazioni e le norme in materia
di smaltimento in vigore localmente.

Istruzioni per l'uso
Seguire attentamente tutte le istruzioni. In caso contrario, potrebbero ottenersi risultati imprecisi.

L'utente deve completare il corso di qualifica come operatore del Sistema di rilevamento molecolare Neogen, come descritto
nel documento “Protocolli di Qualifica dell'installazione (IQ)/Qualifica operativa (OQ) e Istruzioni per il Sistema di rilevamento
molecolare Neogen”™.

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

Per i requisiti specifici, consultare la sezione “Istruzioni specifiche per i metodi di validazione™:
Tabella 3 per i protocolli di arricchimento secondo AOAC® Metodo ufficiale di analisi® 2017.01
Tabella 4 per i protocolli di arricchimento secondo certificato di validazione NF 3M 01/18-05/17

Arricchimento del campione

Le Tabelle 2, 3 e 4 contengono indicazioni per i protocolli di arricchimento per alimenti. Lutente ha la responsabilita di validare
protocolli di arricchimento o rapporti di diluizione alternativi al fine di garantire che questo metodo di test soddisfi i criteri dell'utente.

3



@ (Italiano) ‘ﬁ H

Alimenti
1. Preriscaldare il mezzo di arricchimento BPW ISO a 41,5+ 1 °C.

2. Combinare asetticamente il mezzo di arricchimento e il campione secondo le Tabelle 2, 3 o 4. Per tutti i campioni
di carne e di particolato elevato, si consiglia I'uso di sacchetti filtranti.

3. Omogeneizzare accuratamente tutte le matrici, ad eccezione dei prodotti a foglia e della frutta, frullando, sciogliendo
o mescolando a mano per 2 = 0,2 minuti. Incubare a 41,5 = 1 °C per il tempo appropriato secondo le Tabelle 2, 3 0 4.

Tabella 2. Protocolli di arricchimento generali

Dimensioni Volume brodo di Temperatura di Tempo di
Matrice campione® del arricchimento (ml) arricchimento | arricchimento
campione (x1°C) (ore)
Carne cruda macinata/tritata e a pezzi 325¢ (gZeS-r?sF;\gugg) 41,5 10-18
Carni crude di manzo, maiale, pollame, o5 225 BPW ISO 415 8-18
agnello e bisonte 9 (pre-riscaldato) ’
Prodotti a foglia® 200 g (3?33;\210';8) 41,5 18-24
Altri alimenti tra cui frutta®, verdure, succhi
di frutta/vegetali, erbe fresche, frutti di mare o5 225 BPW ISO 415 18-24
crudi, uova crude, latte crudo, impasto per 9 (pre-riscaldato) ’
biscotti e carni lavorate
Noci o mix di frutta secca contenente noci 295 ricostituito
(questo protocollo & appropriato per altra 254 con latte liofilizzato 41,5 18-24
frutta secca tra cui noci pecan, mandorle, scremato
pistacchi, anacardi e castagne)

(a) | campioni congelati devono essere equilibrati a 4-8 °C prima dell'aggiunta al brodo di arricchimento.

(b) | campioni di prodotti a foglia e di frutta devono essere delicatamente agitati a mano per 5 minuti. Non mescolare
o sciogliere.

Istruzioni specifiche per i metodi convalidati

AOAC® Metodi di analisi ufficiali*¥ 2017.01

Nel programma AOAC Metodo di analisi ufficiale®V, il Test di rilevamento molecolare di seconda generazione
Neogen - E. coli 0157 (compreso H7) si & rilevato un metodo efficace per il rilevamento di E. coli O157:H7.
Le matrici testate nello studio sono mostrate in Tabella 3.

Tabella 3. Protocolli di arricchimento con I'uso di BPW ISO pre-riscaldato a 41,5 = 1 °C secondo AOAC®
Metodi ufficiali*®2017.01

Dimensioni Volume brodo Tempo di
Matrice campione del di arricchimento arricchimento Omogeneizzato
campione (ml) (ore)
Carne cruda di manzo (73% 3254 975 10-18 Manualmente a mano
magra) o scioglimento
450 i i
Spinaci crudi imbustati® 200 g 18-24 5A9'tar? delicatamente per
minuti, non omogeneizzare
225 i i
Germogli freschi 25¢g 18-24 5Ag!|tar_e dellcatamentg per
minuti, non omogeneizzare
Mirtilli congelatie® 25 g 225 18-24 5 Sitare delicatamente per
minuti, non omogeneizzare

(a) | campioni di prodotti a foglia e di frutta devono essere delicatamente agitati a mano per 5 minuti. Non mescolare
o sciogliere.

(b) | campioni congelati devono essere equilibrati a 4-8 °C prima dell'aggiunta al brodo di arricchimento.
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Validazione NF secondo certificazione AFNOR

“_‘“:\CA'“ON
.

NF

VALIDATION
EN 1SO 16140

3M 01/18-05/17
METODI DI ANALISI ALTERNATIVI PER AGROALIMENTARE
http://nf-validation.afnor.org/en

Per ulteriori informazioni sulla fine della validita, fare riferimento al certificato NF VALIDATION disponibile sul sito
Web sopra menzionato.

Metodo certificato NF VALIDATION in conformita con ISO 16140-2®in confronto a ISO 16654%
Ambito della convalida: carne di manzo cruda, prodotti caseari crudi, frutta e verdura crude

Preparazione del campione: i campioni devono essere preparati secondo EN ISO 16654 ed EN ISO 6887®
Versione software: vedere il certificato

Tabella 4. Protocolli di arricchimento con 'uso di BPW ISO pre-riscaldato a 41,5 = 1 °C secondo metodo certificato
NF VALIDATION 3M 01/18-05/17

Dimensioni Volume brodo di Temperatura di Temr?o di
Protocollo del . L o arricchimento
. arricchimento (ml) arricchimento (1 °C)
campione (ore)
Carne di manzo cruda, prodotti )
caseari crudi, frutta e verdure crude 259 225 41,5 18-24
Carne di manzo cruda 25¢ 225 41,5 8-24
NOTE:

e Campioni di dimensioni superiori a 25 g non devono essere testati nel corso dello studio NF VALIDATION.

e | punti di interruzione del protocollo raccomandati sono dopo l'arricchimento o dopo la lisi del campione. Il brodo
di arricchimento o il lisato campione possono essere conservati a 2-8 °C per un massimo di 72 ore. Dopo la rimozione
del brodo di arricchimento dallo stoccaggio, riprendere il test dalla Fase 1 della sezione Lisi. Dopo la rimozione del
lisato campione dallo stoccaggio, riprendere il test dalla Fase 7 della sezione Lisi. Il lisato puo essere conservato
anche a -20 °C.

e | protocolli di arricchimento brevi sono sensibili alle condizioni di incubazione e devono essere rispettate
le temperature specificate nel protocollo. La temperatura del bagnomaria o dell'incubatrice in cui vengono
preriscaldati i brodi deve essere verificata per garantire che il brodo di arricchimento raggiunga la temperatura
richiesta. Il tempo totale per la preparazione del campione, compreso il ritardo tra la fine della fase di
preriscaldamento del mezzo e l'inizio dell'incubazione del campione alimentare, non deve superare i 45 minuti.
Per I'incubazione, si consiglia I'uso di un'incubatrice ventilata.

Preparazione del vassoio per caricamento rapido per rilevamento molecolare Neogen®
1. Inumidire un panno o una salvietta monouso con una soluzione di candeggina domestica all'1-5% (v:v in acqua)
e passarlo sul vassoio per caricamento rapido per rilevamento molecolare Neogen.
2. Sciacquare il vassoio per caricamento rapido per rilevamento molecolare Neogen con acqua.
3. Utilizzare una salvietta monouso per asciugare il vassoio per caricamento rapido per rilevamento molecolare Neogen.
4. Verificare che il vassoio per caricamento rapido per rilevamento molecolare Neogen sia asciutto, prima dell'uso.

Preparazione dell'inserto per blocco di raffreddamento per rilevamento molecolare Neogen®

Sistemare l'inserto per blocco di raffreddamento per rilevamento molecolare Neogen direttamente sul banco
da laboratorio: il vassoio per blocco di raffreddamento per rilevamento molecolare Neogen non viene utilizzato.
Utilizzare il blocco a temperatura ambiente di laboratorio (20-25 °C).

Preparazione dell'inserto per blocco di riscaldamento per rilevamento molecolare Neogen®

Sistemare l'inserto per blocco di riscaldamento per rilevamento molecolare Neogen in un'unita riscaldatore a doppio
blocco a secco. Accendere |'unita di riscaldamento a secco e impostare la temperatura per consentire all'inserto a blocco
di riscaldamento per rilevamento molecolare Neogen di raggiungere e mantenere una temperatura di 100 = 1 °C.
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NOTA: a seconda dell'unita di riscaldamento, attendere circa 30 minuti affinché l'inserto del blocco di riscaldamento per rilevamento
molecolare Neogen raggiunga la temperatura. Utilizzando un termometro calibrato appropriato (ad es., un termometro a immersione
parziale o un termometro a termocoppia digitale, non un termometro a immersione totale) sistemato nel punto prestabilito, verificare
che l'inserto per blocco di riscaldamento per rilevamento molecolare Neogen siaa 100 = 1 °C.

Preparazione dello strumento di rilevamento molecolare Neogen®

1. Lanciare il software di rilevamento molecolare Neogen® ed eseguire I'accesso. Contattare il rappresentante locale Sicurezza
alimentare Neogen per assicurarsi di disporre della versione software piu aggiornata.

2. Accendere lo strumento di rilevamento molecolare Neogen.

3. Creare o modificare una sessione con i dati per ogni campione. Per i particolari, fare riferimento al Manuale dell'utente del sistema
di rilevamento molecolare Neogen®.

NOTA: lo strumento di rilevamento molecolare Neogen deve raggiungere e mantenere una temperatura di 60 °C prima di inserire

il vassoio di caricamento rapido per rilevamento molecolare Neogen con le provette di reazione. Questa fase di riscaldamento richiede
circa 20 minuti ed ¢ indicata da una luce ARANCIONE sulla barra di stato dello strumento. Quando lo strumento € pronto per iniziare
una sessione, la barra di stato diventa VERDE.

Lisi

1. Lasciare riscaldare le provette di soluzione per lisi Neogen impostando il rack a temperatura ambiente (20-25 °C) durante la notte
(16-18 ore). Alternative per equilibrare le provette di soluzione per lisi Neogen a temperatura ambiente consistono nel lasciare le
provette con la soluzione per lisi Neogen sul banco del laboratorio per almeno 2 ore, incubare le provette con la soluzione per lisi
Neogen in un'incubatrice a 37 £ 1 °C per 1 ora o sistemarle in un riscaldatore a doppio blocco a secco per 30 secondia 100 °C.

2. Capovolgere le provette tappate per mescolare. Procedere alla fase successiva entro 4 ore.
3. Rimuovere il brodo di arricchimento dall'incubatrice.

4. Per ogni campione & richiesta una provetta di soluzione per lisi Neogen il campione per controllo negativo (NC)
(mezzo di arricchimento sterile).

4.1 Le strisce di provette della soluzione di lisi Neogen possono essere tagliate in base al numero di provette della soluzione di lisi
Neogen desiderato. Selezionare il numero di singole provette di soluzione per lisi Neogen o di strisce da 8 provette necessarie.
Sistemare le provette di soluzione di lisi Neogen in un rack vuoto.

4.2 Per evitare la contaminazione incrociata, stappare una striscia di provette di soluzione di lisi Neogen alla volta e utilizzare
un nuovo puntale per pipetta per ogni fase di trasferimento.

4.3 Trasferire il campione arricchito nelle provette di soluzione di lisi Neogen come descritto sotto:

Trasferire prima ogni campione arricchito in una singola provetta di soluzione di lisi Neogen. Trasferire I'NC per ultimo.

4.4 Utilizzare lo strumento per tappare/stappare le provette per rilevamento molecolare Neogen® - Lisi per stappare una striscia
di provette di soluzione di lisi Neogen, una striscia alla volta.

4.5 Scartare il tappo della provetta di soluzione di lisi Neogen. Se il lisato verra trattenuto per ripetere il test, posizionare i tappi in
un contenitore pulito per la riapplicazione dopo la lisi.

4.5.1 Per il trattamento del lisato trattenuto, vedere I'Appendice A.

4.6 Trasferire 20 ul di campione in una provetta con soluzione di lisi Neogen, se non diversamente indicato nel Protocollo,
Tabelle 2, 3 e 4.

s
00000

5. Ripetere la fase 4.3 fino a quando ogni singolo campione non & stato aggiunto a una provetta corrispondente della soluzione di lisi
Neogen nella striscia.

6. Ripetere le fasi da 4.1 a 4.6 secondo necessita, per il numero di campioni da testare.

7. Quando tutti i campioni sono stati trasferiti, trasferire 20 pl di NC (mezzo di arricchimento sterile, ad es. BPW ISO) in una provetta
per soluzione di lisi Neogen. Non utilizzare acqua come NC.

8. Verificare che la temperatura dell'inserto per blocco di riscaldamento per rilevamento molecolare Neogen sia di 100 = 1 °C.

9. Sistemare il rack scoperto delle provette di soluzione di lisi Neogen nell'inserto Neogen per blocco di riscaldamento per
rilevamento molecolare Neogen e riscaldare per 15 £ 1 minuti. Durante il riscaldamento, la soluzione di lisi Neogen virera dal
rosa (fredda) al giallo (calda).
| campioni che non sono stati adeguatamente trattati termicamente durante la fase di lisi del test possono essere considerati
un potenziale rischio biologico e NON devono essere inseriti nello strumento di rilevamento molecolare Neogen.
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10. Rimuovere il rack scoperto di provette di soluzione di lisi Neogen dal blocco riscaldante e lasciarlo raffreddare nell'inserto per
blocco di raffreddamento per rilevamento molecolare Neogen per almeno 5 minuti e un massimo di 10 minuti. L'inserto per blocco
di raffreddamento molecolare Neogen, utilizzato a temperatura ambiente senza il vassoio per blocco di raffreddamento per rilevamento
molecolare Neogen, deve essere posizionato direttamente sul banco del laboratorio. Una volta raffreddata, la soluzione di lisi tornera
a un colore rosa.

11. Rimuovere il rack delle provette della soluzione di lisi Neogen dall'inserto del blocco di raffreddamento per rilevamento molecolare Neogen.

Amplificazione
1. Per ogni campione e per NC & richiesta una provetta di reagente per il Test di rilevamento molecolare di seconda generazione Neogen - E.
coli 0157 (compreso H7).

1.1 Le strisce di provette possono essere tagliate in base al numero di provette desiderato. Selezionare il numero di singole provette
di reagente per il Test di rilevamento molecolare di seconda generazione Neogen - E. coli 0157 (compreso H7) o le strisce da
8 provette necessarie.

1.2  Sistemare le provette di reagente per il Test di rilevamento molecolare di seconda generazione Neogen - E. coli O157 (compreso H7)
in un rack vuoto.

1.3 Evitare di smuovere le pastiglie di reagente dal fondo delle provette.
2. Selezionare una provetta di controllo reagente Neogen e sistemarla nel rack.

Per evitare la contaminazione incrociata, stappare una striscia di provette di reagente per il Test di rilevamento molecolare di seconda
generazione Neogen - E. coli 0157 (compreso H7) alla volta e utilizzare un nuovo puntale per pipetta per ogni fase di trasferimento.

4. Trasferire il lisato in un provetta di reagente per il Test di rilevamento molecolare di seconda generazione Neogen - E. coli 0157
(compreso H7) e in una provetta di controllo reagente Neogen come descritto sotto:

Trasferire ogni campione di lisato prima in ogni singola provetta di reagente per il Test di rilevamento molecolare di seconda generazione
Neogen - E. coli 0157 (compreso H7) e poi nell'NC. Idratare infine la provetta di controllo reagente Neogen.

5. Utilizzare lo strumento per tappare/stappare le provette per rilevamento molecolare Neogen® - Reagente per stappare la provetta
di reagente per il test di rilevamento molecolare di seconda generazione Neogen - E. coli O157 (compreso H7), una striscia di provette
alla volta. Gettare via il tappo.

5.1 Trasferire 20 pl di lisato campione dalla 'z superiore del liquido (evitare il precipitato) nella provetta con la soluzione di lisi
Neogen nella corrispondente provetta di reagente del test di rilevamento molecolare di seconda generazione Neogen - E. coli
0157 (compreso H7). Erogare ad angolo per evitare di disturbare le pastiglie. Mescolare delicatamente pipettando in su e in
giu per 5 volte.

5.2 Ripetere la fase 5.1 fino a quando ogni singolo campione di lisato & stato aggiunto a una corrispondente provetta di reagente
del Test di rilevamento molecolare di seconda generazione Neogen - E. coli O157 (compreso H7) della striscia.

5.3 Chiudere le provette di reagente del Test di rilevamento molecolare di seconda generazione Neogen 2 - E. coli O157
(compreso H7) con i tappi supplementari in dotazione e utilizzare il lato arrotondato dello strumento per tappare/stappare
le provette per rilevamento molecolare Neogen - Reagente per applicare pressione in un movimento avanti e indietro per
assicurarsi che il tappo sia saldamente inserito.

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

5.5 Dopo che tutti i campioni di lisato sono stati trasferiti, ripetere le fasi da 5.1 a 5.3 per trasferire 20 pl di lisato NC in una provetta
di reagente per il Test di rilevamento molecolare di seconda generazione Neogen - E. coli O157 (compreso H7).

5.6 Trasferire 20 pl di lisato NC in una provetta di controllo reagente Neogen. Erogare ad angolo per evitare di disturbare le pastiglie.
Mescolare delicatamente pipettando in su e in giu per 5 volte.

6. Caricare le provette tappate in un vassoio di caricamento rapido per rilevamento molecolare Neogen pulito e decontaminato.
Quindi, chiudere e bloccare lo sportello.
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Riesaminare e confermare il test configurato nel software del sistema di rilevamento molecolare Neogen.

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

9. Posizionare il vassoio di caricamento rapido per rilevamento molecolare Neogen nello strumento di rilevamento molecolare Neogen
e chiudere il coperchio per avviare il test. | risultati vengono forniti entro 60 minuti, sebbene i positivi possano essere rilevati prima.

10. Al termine del test, rimuovere il vassoio di caricamento rapido per rilevamento molecolare Neogen dallo strumento di rilevamento
molecolare Neogen e smaltire le provette immergendole in una soluzione di candeggina per uso domestico all'1-5% (v:v in acqua)
per 1 ora e lontano dall'area di preparazione del test.

AVVISO: per ridurre al minimo il rischio di falsi positivi dovuti alla contaminazione incrociata, non aprire mai provette di
reagenti contenenti DNA amplificato. Questo comprende la provetta di controllo reagente Neogen, la provetta di reagente
del Test di rilevamento molecolare di seconda generazione Neogen - E. coli O157 (compreso H7) e le provette di controllo
matrice Neogen. Smaltire sempre le provette di reagente sigillate immergendole in una soluzione di candeggina per uso
domestico all'1-5% (v:v in acqua) per 1 ora e lontano dall'area di preparazione del test.

Risultati e interpretazione

Un algoritmo interpreta la curva di luce risultante dal rilevamento dell'amplificazione dell'acido nucleico. | risultati vengono analizzati
automaticamente dal software e sono codificati a colori in base al risultato. |l risultato positivo o negativo viene determinato dall'analisi
di una serie di parametri univoci della curva. | risultati presunti positivi vengono riportati in tempo reale, mentre i risultati negativi e da
verificare vengono visualizzati al termine del test.

| campioni presunti positivi devono essere confermati secondo le procedure operative standard di laboratorio o in base all'appropriato
metodo di conferma di riferimento‘->%, iniziando con il trasferimento dal brodo di arricchimento BPW ISO primario a quello
secondario, seguito dalla strisciatura e successiva conferma degli isolati con I'ausilio degli appropriati metodi biochimici e sierologici.

NOTA: anche un campione negativo non dara un rilevamento nullo poiché il sistema e i reagenti di amplificazione del Test di
rilevamento molecolare di seconda generazione Neogen - E. coli O157 (compreso H7) hanno un una unita di luce relativa (RLU)
di “fondo”

Nei rari casi di luce insolita, I'algoritmo provvedera a etichettarla come “Da verificare.” Neogen consiglia all'utente di ripetere il test su
ogni campione etichettato come “Da verificare”. Se il risultato continua a essere “Da verificare”, passare al test di conferma utilizzando
il proprio metodo preferito o come specificato dalle normative locali.

In caso di risultati discordanti presunti positivi con il Test di rilevamento molecolare di seconda generazione Neogen - E. coli O157
(compreso H7), non confermati da uno dei metodi sopra descritti e, in particolare, per il test di agglutinazione del lattice, il laboratorio
deve compiere i passi necessari per garantire la validita dei risultati ottenuti.

Conferma dei risultati secondo il metodo certificato NF VALIDATION

Nell'ambito della NF VALIDATION, tutti i campioni identificati come positivi dal Test di rilevamento molecolare di seconda generazione
Neogen - E. coli 0157 (compreso H7) devono essere confermati da uno dei test seguenti:

Opzione 1: utilizzando lo standard ISO 16654® iniziando dall'arricchimento con acqua peptonata tamponata®.

Opzione 2: implementazione di un metodo di conferma costituito da quanto segue: strisciare 50 pl di arricchimento con acqua
peptonata tamponata® su una piastra agar Cefixime Potassium Tellurite Sorbitol MacConkey (CT-SMAC)®. Incubare per 24 = 3
ore a 37 °C. Strisciare le colonie caratteristiche sull'agar nutriente ed eseguire il test di agglutinazione del lattice direttamente sulle
colonie isolate. Se i risultati del Test di rilevamento molecolare di seconda generazione Neogen - E. coli O157 (compreso H7) non
vengono confermati, eseguire una fase di separazione immunomagnetica e quindi strisciare 50 pl su CT-SMAC.

Opzione 3: utilizzando sonde di acido nucleico come descritto nello standard EN ISO 7218®, eseguito su colonie isolate
(purificate o no) da CT-SMAC (vedere le opzioni 1 o 2). Le sonde di acido nucleico devono essere diverse da quelle utilizzate
nel Test di rilevamento molecolare di seconda generazione Neogen - E. coli 0157 (compreso H7).

Opzione 4: utilizzando qualsiasi altro metodo certificato NF VALIDATION, il cui principio deve essere diverso da quello del

Test di rilevamento molecolare di seconda generazione Neogen - E. coli 0157 (compreso H7). Deve essere utilizzato il protocollo
completo descritto per questo secondo metodo convalidato. Tutti i passaggi che precedono l'inizio della conferma devono essere
comuni a entrambi i metodi.

In caso di risultati discordanti presunti positivi con il metodo alternativo, non confermati da uno dei metodi sopra descritti, il laboratorio
deve compiere i passi necessari per garantire la validita dei risultati ottenuti.

In caso di domande su applicazioni o procedure specifiche, visitare il nostro sito Web all'indirizzo www.neogen.com oppure contattare
il rappresentante o il distributore locale Neogen.

Appendice A. Interruzione del protocollo: stoccaggio e ripetizione del test dei campioni
1. Per conservare un lisato trattato termicamente, ritappare la provetta di lisato con un tappo pulito (vedere la sezione Lisi, 4.5)

Per conservare un campione arricchito, incubare per almeno 18 ore prima della conservazione.
Conservare tra 4 e 8 °C per un massimo di 72 ore.

Preparare un campione conservato per |'amplificazione capovolgendolo 2-3 volte per miscelarlo.

o r oD

Stappare le provette.
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6. Sistemare le provette di lisato mescolate sull'inserto per blocco di riscaldamento per rilevamento molecolare
Neogen e riscaldare a 100 £ 1 °C per 5 £ 1 minuti.

7. Rimuovere il rack di provette di soluzione per lisi Neogen dal blocco riscaldante e lasciarlo raffreddare nell'inserto
per blocco di raffreddamento per rilevamento molecolare Neogen per almeno 5 minuti e un massimo di 10 minuti.

8. Procedere con il protocollo alla sezione Amplificazione sopra descritta.
Riferimenti:

1. Manuale di analisi batteriologica dell'’Agenzia statunitense per gli alimenti e i medicinali. Capitolo 4A: Escherichia coli
diarreagenici. Novembre 2015.

2. Guida al laboratorio di microbiologia FSIS del Dipartimento dell'Agricoltura degli Stati Uniti (USDA) 5.09. Rilevamento,
isolamento e identificazione di Escherichia coli O157:H7 da prodotti a base di carne e carcasse e spugne ambientali.
Data di entrata in vigore: 15 gennaio 2015.

3. ISO 16654:2001 Microbiologia degli alimenti e dei mangimi per animali - Metodo orizzontale per la ricerca
di Escherichia coli O157.

4. 1SO/IEC 17025. Requisiti generali per la competenza dei laboratori di prova e di taratura.
5. ISO 7218. Microbiologia degli alimenti e dei mangimi per animali - Regole generali per I'esame microbiologico.

6. ISO 6887. Microbiologia degli alimenti e dei mangimi per animali - Preparazione di campioni di prova, sospensioni
iniziali e diluizioni decimali per I'esame microbiologico.

7. Qualifica dell'installazione (IQ)/Qualifica operativa (OQ) e Istruzioni per il Sistema di rilevamento molecolare Neogen®.
Sicurezza alimentare Neogen.

Spiegazione dei simboli

info.neogen.com/symbols

AOAC & un marchio registrato di AOAC INTERNATIONAL

Official Methods & un marchio di servizio registrato di AOAC INTERNATIONAL
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JNEOGEN
Instrucciones del producto

Ensayo de deteccién molecular 2 - E. coli 0157 (incluido H7)

Descripciéon del producto y uso previsto
El ensayo de deteccién molecular 2 de Neogen® - E. coli 0157 (incluido H7) se usa con el sistema de deteccién molecular de Neogen® para la deteccion
répida y especifica de E. coli 0157 (incluido H7) en muestras enriquecidas de alimentos y piensos.

Los ensayos de deteccién molecular de Neogen usan amplificacion isotérmica mediada por bucle para amplificar rapidamente secuencias de acido
nucleico con especificidad y sensibilidad altas, combinados con bioluminiscencia para detectar la amplificacién. Los resultados positivos presuntos se
informan en tiempo real, mientras que los resultados negativos se muestran una vez finalizado el ensayo. Los resultados positivos presuntos se deberian
confirmar mediante su método de preferencia o segun lo especifiquen las regulaciones locales 23,

El ensayo de deteccion molecular 2 de Neogen - E. coli O157 (incluido H7) esta disefiado para que lo utilicen profesionales capacitados en técnicas de
laboratorio en un entorno de laboratorio. Neogen no ha documentado el uso de este producto en otras industrias que no sean de alimentos o bebidas.
Por ejemplo, Neogen no ha documentado este producto para analizar muestras medioambientales, farmacéuticas, cosméticas, clinicas o veterinarias.
El ensayo de deteccion molecular 2 de Neogen - E. coli 0157 (incluido H7) no se ha evaluado con todos los posibles productos alimenticios, procesos
alimentarios o protocolos de prueba, ni con todas las cepas posibles de bacteria.

Al igual que con todos los métodos de prueba, la fuente, la formulacién y la calidad del medio de enriquecimiento pueden influir en los resultados.
Factores como los métodos de muestreo, los protocolos de prueba, la preparacién de la muestra, la manipulacién y la técnica de laboratorio también pueden
influir en los resultados. Neogen recomienda la evaluacion del método incluido el medio de enriquecimiento en el entorno del usuario usando un nimero
suficiente de muestras con alimentos particulares y desafios microbianos a fin de garantizar que el método cumple con los criterios del usuario.

Neogen ha evaluado el ensayo de deteccién molecular 2 de Neogen - E. coli O157 (incluido H7) con agua con peptona tamponada ISO.

El instrumento de deteccion molecular de Neogen® estd previsto para su uso con muestras que se han sometido a tratamiento de calor durante el paso de
lisis del ensayo, que esta disefiado para destruir organismos presentes en la muestra. Las muestras que no se hayan tratado con calor de forma adecuada
durante el paso de lisis del ensayo podrian considerarse un riesgo biolégico potencial y NO deberian introducirse en el instrumento de deteccién
molecular de Neogen.

Neogen Food Safety cuenta con certificacién ISO 9001 de la Organizacién Internacional de Normalizacién (International Organization for
Standardization, ISO) para disefio y fabricacion.

El kit de prueba para el ensayo de deteccién molecular 2 Neogen - E. coli O157 (incluido H7) contiene 96 pruebas, descritas en la tabla 1.

Tabla 1. Componentes del kit de ensayo de deteccién molecular de Neogen

Articulo Identificacion Cantidad Contenido Comentarios

Solucién rosa en
tubos transparentes

580 pL de solucioén de lisis de Neogen Separado y listo

. .. ®
Solucién de lisis (LS) Neogen por tubo para usar

96 (12 tiras de 8 tubos)

Tubos de reactivo para ensayo de
deteccion molecular 2 - Neogen® | Tubos rosas 96 (12 tiras de 8 tubos)
E. coli O157 (incluido H7)

Mezcla para amplificacién y deteccion

e e e Listo para usar
especifica liofilizada P

Tapas adicionales Tapas rosas 96 (12 tiras de 8 tapas) Listo para usar
. Tubos -
Control de reactivos (RC) de 16 (2 sobres de 8 tubos ADN de control liofilizado, mezcla para .
® transparentes con R e, . Listo para usar
Neogen individuales) amplificacion y deteccion

tapa abatible

El control negativo, que no se provee en el kit, es un medio de enriquecimiento estéril, p. ej. BPW ISO. No use agua como control negativo.

Seguridad
El usuario debe leer, comprender y seguir toda la informacion de seguridad en las instrucciones para el sistema de deteccién molecular de Neogen y el
ensayo de deteccién molecular 2 de Neogen E. coli O157 (incluido H7). Conserve las instrucciones de seguridad para referencias futuras.

/\ ADVERTENCIA: Indica una situacion peligrosa que, si no se evita, podria provocar la muerte o lesiones graves y/o daiios a la propiedad.

AVISO: Indica una situacion potencialmente peligrosa que, si no se evita, podria provocar dafios a la propiedad.
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No use el ensayo de deteccién molecular de Neogen 2 - E. coli 0157 (incluido H7) en el diagnéstico de condiciones en seres
humanos o animales.

El usuario debe capacitar a su personal en técnicas de prueba adecuadas actuales: por ejemplo, buenas practicas de laboratorio,
ISO/IEC 17025“ 0 1SO 7218®),

Para reducir los riesgos asociados con un resultado falso negativo que produce la liberacién de producto contaminado:

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

e Utilice medio precalentado a 41,5 £ 1 °C. No permita que el medio caiga por debajo del rango de temperatura de incubacién
durante la preparacién de la muestra.

e Almacene el ensayo de deteccién molecular 2 de Neogen - E. coli 0157 (incluido H7) segln se indica en el paquete y en las
instrucciones del producto.

e Siempre use el ensayo de deteccién molecular 2 de Neogen - E. coli 0157 (incluido H7) por fecha de vencimiento.

e Use el ensayo de deteccion molecular 2 de Neogen - E. coli 0157 (incluido H7) con muestras de alimentos, piensos y ambientales
de proceso de alimentos que se hayan validado internamente o mediante un tercero.

e Use el ensayo de deteccién molecular 2 de Neogen - E. coli 0157 (incluido H7) solo con superficies, sanitizantes, protocolos
y cepas bacterianas que se hayan validado internamente o mediante un tercero.

e Para una muestra ambiental que contenga tampdn neutralizante (NB) con complejo de sulfonato de arilo, realice una dilucién
1:2 antes de la prueba (1 parte de muestra en 1 parte de caldo de enriquecimiento estéril). Otra opcidn es transferir 10 uL del
enriquecimiento del tampdn neutralizante a los tubos de la solucién de lisis Neogen. Los productos para manipulaciéon de muestras
Neogen® que incluyen tampdn neutralizante Neogen® con complejo de sulfonato de arilo: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB,
XSLSSL10NB, HS1ONB y HS119510NB.

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

e Realice pruebas de patégenos en un laboratorio debidamente equipado bajo el control de personal capacitado. Los medios
de enriguecimiento incubados y los equipos o superficies que han entrado en contacto con dichos medios pueden contener
patégenos en niveles suficientes para causar riesgos para la salud humana.

e Siempre siga las practicas de laboratorio estandar, incluido el uso de ropa de proteccién y proteccion ocular adecuadas mientras
manipula reactivos y muestras contaminadas.

e Evite el contacto con el contenido de los medios de enriquecimiento y los tubos de reactivos después de la amplificacién.

o Deseche las muestras enriquecidas y desechos contaminados asociados de acuerdo con los estandares locales, regionales,
nacionales e industriales vigentes.

e No supere el ajuste de temperatura recomendado en el calentador.

e No exceda el tiempo de calentamiento recomendado.

e Use un termdmetro calibrado adecuado para verificar la temperatura del inserto del bloque de calentamiento para deteccion
molecular de Neogen® (p. €j., un termémetro de inmersion parcial o termémetro termocupla digital, no un termémetro de
inmersién total). El termdmetro se debe colocar en la ubicacién designada en el inserto del bloque de calentamiento para la
deteccién molecular de Neogen.

Para reducir los riesgos asociados con la contaminacién cruzada mientras prepara el ensayo:
e Siempre use guantes (para proteger al usuario y evitar la introduccién de nucleasas).

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

e No supere el ajuste de temperatura recomendado en el calentador.

e No exceda el tiempo de calentamiento recomendado.

e Use un termdmetro calibrado adecuado para verificar la temperatura del inserto del bloque de calentamiento para deteccion
molecular de Neogen® (p. ej., un termémetro de inmersidn parcial o termémetro termocupla digital, no un termémetro de
inmersion total). El termémetro se debe colocar en la ubicacién designada en el inserto del bloque de calentamiento para la
deteccion molecular de Neogen.

AVISO

Para reducir los riesgos asociados con la contaminacién cruzada mientras prepara el ensayo:

e Se recomienda el uso de puntas de pipeta de grado biolégico molecular con barrera de aerosol (filtrada) estéril.

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

e Utilice las buenas practicas de laboratorio para transferir la muestra de enriquecimiento al tubo de lisis. Para evitar la
contaminacién del pipeteador, el usuario puede optar por aiiadir un paso de transferencia intermedio. Por ejemplo, el usuario
puede transferir cada muestra enriquecida en un tubo estéril.

e Use una estacién de trabajo de biologia molecular con lampara germicida cuando esté disponible.

Para reducir los riesgos asociados con un resultado falso positivo:

o Nunca abra tubos después de la amplificacion.
e Siempre deseche los tubos contaminados remojéandolos en una solucién de cloro de uso doméstico al 1-5 % (v:v en agua) durante
1 hora y alejado del area de preparacion del ensayo.

Consulte la ficha de datos de seguridad para obtener informacién adicional y conocer las regulaciones locales para el desecho.

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



@ (Espaiiol) ‘ﬁ ﬁ
Responsabilidad del usuario

Los usuarios son responsables de familiarizarse con las instrucciones y la informacion del producto. Visite nuestro sitio web en
www.neogen.com, 0 comuniquese con su representante o distribuidor local de Neogen para obtener mas informacién.

Al seleccionar un método de prueba, es importante reconocer que hay factores externos como los métodos de muestreo, los protocolos
de prueba, la preparacion de muestras, el manejo y la técnica de laboratorio que pueden influir en los resultados.

Al seleccionar cualquier método de prueba o producto, es responsabilidad del usuario evaluar una cantidad suficiente de muestras con
retos microbianos y matrices adecuadas para satisfacerlo en cuanto a que el método de prueba elegido cumple con sus criterios.

También es responsabilidad del usuario determinar que los métodos y resultados de las pruebas 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 la calidad de las matrices o procesos probados.

Para ayudar a los clientes a evaluar el método de diversas matrices alimentarias, Neogen ha desarrollado el kit de control de matriz para
la deteccién molecular de Neogen®. Cuando sea necesario, use el control de matriz (MC) para determinar si la matriz tiene la capacidad
de afectar los resultados del ensayo de deteccién molecular 2 de Neogen - E. coli 0157 (incluido H7). Pruebe varias muestras,
representativas de la matriz, es decir, muestras obtenidas de distinto origen, durante cualquier periodo de validacién cuando adopte el
método de Neogen o cuando pruebe matrices nuevas o desconocidas que se hayan sometido a cambios de materia prima o proceso.

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

Limitacion de garantias / Recurso limitado

A EXCEPCION DE LO ESTABLECIDO EXPRESAMENTE EN UNA SECCION DE GARANTIA LIMITADA DE EMPAQUE DE PRODUCTO
INDIVIDUAL, NEOGEN RENUNCIA A TODAS LAS GARANTIAS EXPRESAS E IMPLICITAS, QUE INCLUYE, ENTRE OTRAS, CUALQUIER
GARANTIA DE COMERCIALIZACION O APTITUD PARA UN USO EN PARTICULAR. Si algtin producto de Neogen Food Safety es
defectuoso, Neogen o su distribuidor autorizado, a su eleccién, reemplazara o reembolsara el precio de compra del producto. Estos son
sus remedios exclusivos. Debe notificar de inmediato a Neogen dentro de los sesenta dias posteriores al descubrimiento de cualquier
defecto sospechoso en un producto y devolverlo a Neogen. Comuniquese con su representante de Neogen o distribuidor autorizado de
Neogen si tuviera cualquier otra pregunta.

Limitacion de responsabilidad de Neogen

NEOGEN NO SERA RESPONSABLE POR LOS DANOS DE NINGUN TIPO, INCLUIDOS DANOS ESPECIALES O MEDIATOS, O GASTOS
QUE SURJAN DIRECTA O INDIRECTAMENTE DEL USO DE ESTE PRODUCTO. En ningln caso la responsabilidad de Neogen bajo
cualquier teoria legal excedera el precio de compra del producto presuntamente defectuoso.

Almacenamiento y desecho

Almacene el ensayo de deteccién molecular 2 de Neogen - E. coli O157 (incluido H7) a 2-8 °C. No se debe congelar. Mantenga el kit
alejado de la luz durante el almacenamiento. Después de abrir el kit, compruebe que la bolsa de aluminio no esté dafiada. Si la bolsa
esta dafiada, no la use. Después de abrirlos, los tubos de reactivos no utilizados siempre deben almacenarse en la bolsa resellable con
el desecante en su interior para mantener la estabilidad de los reactivos liofilizados. Almacene las bolsas reselladas a 2-8 °C durante no
mas de 60 dias.

No use el ensayo de deteccién molecular 2 de Neogen - E. coli 0157 (incluido H7) luego de que haya pasado su fecha de vencimiento.
La fecha de vencimiento y el nimero de lote se indican en la etiqueta exterior de la caja. Luego de usar, el medio de enriquecimiento

y los tubos del ensayo de deteccién molecular de Neogen 2 - E. coli O157 (incluido H7) pueden contener potencialmente materiales
patogénicos. Una vez finalizadas las pruebas, siga los estandares actuales de la industria para la eliminacién de desechos contaminados.
Consulte la ficha de datos de seguridad para obtener informacién adicional y conocer las regulaciones locales para el desecho.

Instrucciones de uso
Siga todas las instrucciones con atencién. De lo contrario, puede dar lugar a resultados inexactos.

El usuario deberia completar la capacitacion de calificacion de operador del sistema de deteccion molecular de Neogen, seguin se
describe en el documento "Protocolos e instrucciones de calificacién de instalacién (Installation Qualification, 1Q)/calificacion operativa
(Operational Qualification, OQ) para el sistema de deteccion molecular de Neogen"®.

Descontamine periédicamente mesas y equipo de laboratorio (pipetas, herramientas de encapuchado/desencapuchado, etc.) con una
solucién de cloro de uso doméstico al 1-5 % (v:v en agua) o solucién de extracciéon de ADN.

Consulte la seccidn “Instrucciones especificas para métodos validados” para conocer los requisitos especificos:
Tabla 3 para protocolos de enriquecimiento de acuerdo con AOAC® Official Method of AnalysisS™ 2017.01
Tabla 4 para protocolos de enriquecimiento de acuerdo con el certificado de validacién NF de 3M 01/18-05/17

Enriquecimiento de muestras

Las tablas 2, 3 0 4 presentan orientacidn para protocolos de enriquecimiento para alimentos. Es responsabilidad del
usuario validar protocolos alternativos de muestreo o indices de dilucidon a fin de garantizar que este método de prueba
cumple con sus criterios.



Alimentos

1. Precaliente el medio de enriquecimiento BPW ISO a 41,5 + 1 °C.
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2. Combine asépticamente el medio de enriquecimiento y la muestra de acuerdo con las tablas 2, 3 o 4. Para todas las muestras de

carne y particulas altas, se recomienda el uso de bolsas filtrantes.

3. Homogenice todas las matrices, excepto las frutas y los productos de hoja, mezclando bien, homogeneizando o mezclando a mano
durante 2 £ 0,2 minutos. Incube a 41,5 £ 1 °C durante el tiempo adecuado segun las tablas 2, 3 0 4.

Tabla 2. Protocolos de enriquecimiento general

. Tamaiio de Volumen de caldo de Terrnpera.tufa de '!'lemp.o c.le
Matriz de muestra® muestra enriquecimiento (ml) enriquecimiento | enriquecimiento
q (x1°C) (horas)
Bife crudo incluido molido/picado y cortado 325¢g 975 BPW ISO (precalentado) 41,5 10-18
La carne cruda |nclu'|da bife, puerco, ave, corderoy 254 225 BPW ISO (precalentado) 41,5 8-18
bisonte crudo
Productos de hoja® 200 g 450 BPW ISO (precalentado) 41,5 18-24
Otros alimentos incluidos frutas®, verduras, jugos
de fruta/verdura, hierbas frescas, mariscos crudos, 254 295 BPW ISO (precalentado) 41,5 18-24
huevos crudos, leche cruda, masa para galletas y carnes
procesadas
Nueces o mezclas de frutos secos que contengan
nueces (este protocolo es adecuado para otras nueces 225 de leche en polvo
. . . ~ 25¢g . 41,5 18-24
incluidas pecanas, almendras, pistachos, castafas de descremada reconstituida
caju y castafias

(a) Las muestras congeladas se deben equilibrar a 4-8 °C antes de afadirlas al caldo de enriquecimiento.

(b) Los productos de hoja y las muestras de fruta se deben agitar suavemente a mano durante 5 minutos. No mezcle ni homogenice.

Instrucciones especificas para métodos validados

AOAC® Official Methods of AnalysisS™ 2017.01

En el programa AOAC Official Method of AnalysisS™, se descubrié que el ensayo para la detecciéon molecular 2 de Neogen - E. coli O157
(incluido H7) es un método eficaz para la deteccidn de E. coli O157: H7. En la tabla 3, se muestran las matrices que se probaron en el

estudio.
Tabla 3. Protocolos de enriquecimiento mediante BPW ISO precalentado a 41,5 £ 1 °C de acuerdo con AOAC® Official Methods™
2017.01
Tamafio de Volumen de caldo Tiempo de
Matriz de muestra de enriquecimiento enriquecimiento Homogenizado
muestra
(ml) (horas)
Carne molida cruda (73 % magra) 3259 975 10-18 Manuhe:)mgg‘;en%;\jicrhante
Espinaca cruda en bolsa® 200 g 450 18-24 Ag|t5e ;L;z\éfge:fhaomi;zgg:me
225 Agite suavemente a mano durante
Coles frescos 259 18-24 5 minutos, no homogenice
Arandanos congelados®® 25¢g 225 18-24 Ag|t5e ;l?f\nfon;e::)ehao?qigzrii;ante

(a) Los productos de hoja y las muestras de fruta se deben agitar suavemente a mano durante 5 minutos. No mezcle ni

homogenice.

(b) Las muestras congeladas se deben equilibrar a 4-8 °C antes de afiadirlas al caldo de enriquecimiento.
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Validacion NF de la Certificacién AFNOR

“_‘“:\CA'“ON
.

NF

VALIDATION
EN 1SO 16140

3M 01/18-05/17
METODOS ANALITICOS ALTERNATIVOS PARA COMERCIOS AGRICOLAS
http://nf-validation.afnor.org/en

Para obtener mas informacion sobre el fin de validez, consulte el certificado de VALIDACION NF disponible en el sitio web
mencionado anteriormente.

El método de certificacién de VALIDACION NF en cumplimiento con ISO 16140-2® en comparacién con ISO 16654%
Alcance de la validacién: carne cruda, productos lacteos crudos, frutas y verduras crudas

Preparacién de la muestra: las muestras se deben preparar de acuerdo con las normas EN I1SO 16654 y EN ISO 6887®
Version del software: consultar el certificado

Tabla 4. Protocolos de enriquecimiento mediante BPW ISO precalentado a 41.5 = 1 °C de acuerdo con método certificado
de VALIDACION NF de 3M 01/18-05/17

~ Volumen de caldo Tiempo de
Tamaiio de N . . Temperatura de . A
Protocolo de enriquecimiento . L ° enriquecimiento
muestra enriquecimiento (x1 °C)
(ml) (horas)
Productos lacteos crudos, frutas y 254 505 41,5 18-24
verduras crudas
Carne cruda 25¢ 225 41,5 8-24

NOTAS:

e Las muestras de mas de 25 g no se probaron en el estudio de VALIDACION NF.

e Los puntos de interrupcion del protocolo recomendados son después del enriquecimiento o después de la lisis de
la muestra. El caldo de enriquecimiento o el lisado de muestras se puede almacenar a 2-8 °C durante un maximo
de 72 horas. Una vez que extraiga el caldo de enriquecimiento de almacenamiento, reanude la prueba desde el
Paso 1 en la seccidn Lisis. Una vez que extraiga el lisado de la muestra de almacenamiento, reanude la prueba
desde el Paso 7 en la seccidn Lisis. El lisado también se puede almacenar a -20 °C.

e Los protocolos de enriquecimiento cortos son sensibles a las condiciones de incubacién, por lo que se deben
seguir las temperaturas especificadas en el protocolo. Se debe verificar la temperatura del baiio de agua o de la
incubadora donde se precalientan los caldos para garantizar que el caldo de enriquecimiento alcance la temperatura
requerida. El tiempo total de preparacion de la muestra, incluido el tiempo transcurrido entre el final de la etapa
de precalentamiento del medio y el comienzo de la incubacion de la muestra de alimentos, no debera exceder
los 45 minutos. Se recomienda usar una incubadora ventilada durante la incubacion.

Preparacién de la bandeja de carga rapida para la deteccién molecular de Neogen®

1. Humedezca un pafio o una toalla descartable con una solucién de cloro de uso doméstico al 1-5 % (v:v en agua)
y enjuague la bandeja de carga rapida para la deteccion molecular de Neogen.

2. Enjuague con agua la bandeja de carga rapida para la deteccién molecular de Neogen.

3. Use una toalla descartable para secar la bandeja de carga rapida para la deteccion molecular de Neogen.

4. Asegurese de que la bandeja de carga rapida para la deteccién molecular de Neogen esté seca antes de usarla.

Preparacién del inserto del bloque de enfriamiento para la detecciéon molecular de Neogen®

Coloque el inserto del bloque de enfriamiento para la detecciéon molecular de Neogen directamente sobre una mesa de
laboratorio: No se utiliza la bandeja de bloques de enfriamiento para deteccion molecular de Neogen. Utilice el bloque
a temperatura ambiente del laboratorio (20-25 °C).

Preparacién del inserto del bloque de calentamiento para la deteccién molecular de Neogen®

Coloque el inserto del bloque de calentamiento para la deteccién molecular de Neogen en una unidad doble de bloque
de calentamiento seco. Encienda la unidad del bloque de calentamiento seco y ajuste la temperatura para permitir que
el inserto del bloque de calentamiento para la deteccién molecular de Neogen alcance y mantenga una temperatura de
1001 °C.
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NOTA: Segun la unidad de calentamiento, espere aproximadamente 30 minutos para que el inserto del bloque de calentamiento para
deteccién molecular de Neogen alcance la temperatura. Con un termémetro calibrado adecuado (p. ej., un termémetro de inmersién
parcial o termémetro termocupla digital, no un termémetro de inmersién total) colocado en la ubicacién designada, verifique que el
inserto del bloque de calentamiento para deteccidon molecular de Neogen esté a 100 = 1 °C.

Preparacién del instrumento de deteccién molecular de Neogen®
1. Inicie el software de deteccién molecular de Neogen® e inicie sesion. Comuniquese con su representante de Neogen Food Safety
a fin de garantizar que tenga la versién mas actualizada del software.

2. Encienda el instrumento de deteccidon molecular de Neogen.

3. Cree o edite una ejecucion con datos para cada muestra. Consulte el manual del usuario del sistema de deteccién molecular de
Neogen® para obtener mas detalles.

NOTA: El instrumento de deteccion molecular de Neogen debe alcanzar y mantener una temperatura de 60 °C antes de insertar
la bandeja de carga rapida para deteccion molecular de Neogen con tubos de reaccién. Este paso de calentamiento dura
aproximadamente 20 minutos y se indica con una luz NARANJA en la barra de estado del instrumento. Cuando el instrumento
esté listo para iniciar una ejecucién, la barra de estado sera VERDE.

Lisis

1. Deje que los tubos de la solucién de lisis Neogen se calienten colocando la rejilla a temperatura ambiente (20-25 °C) durante la
noche (entre 16y 18 horas). Las alternativas para equilibrar los tubos de solucién de lisis Neogen a temperatura ambiente son poner
los tubos sobre un banco de laboratorio durante al menos 2 horas, incubar los tubos de solucién de lisis Neogen en una incubadora
a 37 £ 1 °C durante 1 hora o colocarlos en un bloque de calentamiento seco doble durante 30 segundos a 100 °C.

2. Invierta los tubos tapados para mezclar. Continte con el siguiente paso dentro de las 4 horas.
3. Retire el caldo de enriquecimiento de la incubadora.

4. Se requiere un tubo de solucién de lisis Neogen para cada muestra y la muestra de control negativo (Negative Control, NC) (medio
de enriquecimiento estéril).

4.1 Lastiras de tubos de la solucién de lisis Neogen se pueden cortar de acuerdo con el nimero de tubo deseado de la solucién
de lisis Neogen. Seleccione la cantidad de tubos individuales de solucién de lisis Neogen o tiras de 8 tubos necesarios.
Coloque los tubos de solucién de lisis Neogen en un soporte vacio.

4.2 Para evitar la contaminacién cruzada, destape una tira de tubos de solucion de lisis Neogen a la vez y use una nueva punta
de pipeta para cada paso de transferencia.

4.3 Transfiera la muestra enriquecida a tubos de solucién de lisis Neogen segtn se describe a continuacién:

Transfiera primero cada muestra enriquecida en un tubo individual de solucién de lisis Neogen. Transfiera el NC al final.

4.4  Use la herramienta de encapuchado/desencapuchado de deteccién molecular de Neogen® para destapar una tira de tubo
de solucidn de lisis Neogen, una tira a la vez.

4.5 Deseche la tapa del tubo de la solucién de lisis Neogen. Si se retendra el lisado para volver a realizar la prueba, coloque las
tapas en un recipiente limpio para volver a aplicarlas después de la lisis.

4.5.1 Consulte el anexo A para procesamiento de lisado retenido.

4.6 Transfiera 20 pL de muestra en un tubo de solucién de lisis Neogen a menos que se indique lo contrario en las tablas 2, 3y 4
del protocolo.

5. Repita el paso 4.3 hasta que cada muestra individual se haya agregado a un tubo de solucién de lisis Neogen correspondiente
en la tira.

6. Repita los pasos 4.1 a 4.6 segun sea necesario, para la cantidad de muestras que se probaran.

7. Cuando se hayan transferido todas las muestras, transfiera 20 pL de NC (medio de enriquecimiento estéril, por ejemplo, BPW I1SO)
a un tubo de solucién de lisis Neogen. No use agua como NC.

8. Verifique que la temperatura del inserto de bloque de calentamiento para deteccién molecular de Neogen sea de 100 = 1 °C.

9. Coloque la gradilla destapada de tubos de solucién de lisis en el inserto del bloque de calentamiento para deteccién moleculary
caliente durante 15 = 1 minutos  Durante el calentamiento, la solucién de lisis Neogen cambiara de rosa (frio) a amarillo (caliente).

Las muestras que no se hayan tratado con calor de forma adecuada durante el paso de lisis del ensayo podrian considerarse un
riesgo bioldgico potencial y NO deberian introducirse en el instrumento de deteccién molecular de Neogen.
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10. Retire la gradilla destapada de los tubos de la soluciéon de lisis Neogen del bloque de calentamiento y deje que se enfrie en el inserto

del bloque de enfriamiento para deteccion molecular de Neogen durante al menos 5 minutos y un maximo de 10 minutos. El inserto
del bloque de enfriamiento molecular Neogen, utilizado a temperatura ambiente sin la bandeja de bloque de enfriamiento para
deteccién molecular de Neogen, debe colocarse directamente sobre la mesa del laboratorio. Cuando se enfrie, la solucién de lisis
volvera a tener un color rosado.

11.Retire la gradilla de los tubos de la solucién de lisis Neogen del inserto de bloque de enfriamiento para deteccién molecular de

Neogen.

Amplificacion

1.

Se requiere un tubo de reactivo del ensayo para detecciéon molecular 2 - E. coli O157 (incluido H7) para cada muestra y el NC.

1.1 Lastiras de tubo se pueden cortar seguin la cantidad de tubos deseada. Seleccione la cantidad necesaria de tubos de reactivos
individuales o tiras de 8 tubos del ensayo para deteccién molecular 2 - E. coli 0157 (incluido H7).

1.2 Coloque los tubos de reactivo para el ensayo de deteccién molecular 2 - E. coli 0157 (incluido H7) en una gradilla vacia.
1.3 Evite tocar los pellets del reactivo de la parte inferior de los tubos.
Seleccione un tubo de control de reactivo Neogen y coléquelo en la gradilla.

Para evitar la contaminacién cruzada, destape una tira de tubo de reactivos del ensayo de deteccion molecular 2 Neogen - E. coli
0157 (incluido H7) a la vez y use una nueva punta de pipeta para cada paso de transferencia.

Transfiera el lisado a un tubo de reactivo y tubo de control de reactivos Neogen del ensayo de deteccién molecular 2 - E. coli O157
(incluido H7) segun se describe a continuacion:

Transfiera cada lisado de muestra a tubos de reactivos individuales del ensayo para detecciéon molecular 2 Neogen - E. coli 0157
(incluido H7) primero seguido de NC. Hidrate el tubo de control de reactivos Neogen al final.

Use la herramienta de encapuchado/desencapuchado para reactivos de deteccion molecular de Neogen® para destapar el tubo de
reactivos del ensayo de deteccion molecular 2 Neogen - E. coli O157 (incluido H7), una tira de tubo a la vez. Deseche la tapa.

5.1 Transfiera 20 pL de lisado de muestra desde la % superior del liquido (evitar precipitado) en el tubo de solucién de lisis
Neogen en el tubo de reactivos del ensayo de deteccion molecular de Neogen 2 - E. coli 0157 (incluido H7) correspondiente.
Distribuya en angulo para evitar tocar los pellets. Mezcle suavemente aspirando y expulsando el liquido con la pipeta
5 veces.

5.2 Repita el paso 5.1 hasta que el lisado de muestra individual se haya agregado a un tubo de reactivos correspondiente del
ensayo de deteccion molecular 2 Neogen - E. coli O157 (incluido H7) en la tira.

5.3 Cubra los tubos de reactivos del ensayo de deteccién molecular 2 Neogen - E. coli 0157 (incluido H7) con las tapas extras
provistas y use el lado redondeado de la herramienta de encapuchado/desencapuchado para reactivos de deteccion molecular
para aplicar presiéon en un movimiento hacia adelante y hacia atras asegurdndose de que la tapa se coloque bien.

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

5.5 Cuando todas las muestras de lisados se hayan transferido, repita los pasos 5.1 a 5.3 para transferir 20 pL de lisado de NC en el
tubo de reactivos del ensayo de detecciéon molecular 2 Neogen - E. coli O157 (incluido H7).

5.6 Transfiera 20 pL de lisado de NC en un tubo de control de reactivos Neogen. Distribuya en dngulo para evitar tocar los pellets.
Mezcle suavemente aspirando y expulsando el liquido con la pipeta 5 veces.

Cargue los tubos tapados en una bandeja de carga réapida de deteccién molecular de Neogen limpia y descontaminada. Luego cierre
bien la tapa.
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8. Haga clic en el botén Inicio del software y seleccione el instrumento que desea utilizar. La tapa del instrumento seleccionado se
abrird automaticamente.

7. Revisey confirme la ejecucién configurada en el software de deteccién molecular de Neogen.

9. Coloque la bandeja de carga rapida de deteccién molecular de Neogen en el instrumento de deteccidén molecular de Neogen y cierre
la tapa para iniciar el ensayo. Los resultados se proporcionan en 60 minutos, aunque los positivos pueden detectarse antes.

10.Una vez que el ensayo esté completo, quite la bandeja de carga rapida de detecciéon molecular de Neogen del instrumento de
deteccion molecular y deseche los tubos al remojar en una solucién de cloro de uso doméstico al 1-5 % (v:v en agua) durante 1 horay
alejado del area de preparacién del ensayo.

AVISO: Para minimizar el riesgo de falsos positivos debido a la contaminacion cruzada, nunca abra los tubos de reactivos
que contienen ADN amplificado. Esto incluye el tubo de reactivos y los tubos de control de matrices Neogen para control de
reactivos del ensayo de detecciéon molecular 2 - E. coli O157 (incluido H7). Siempre deseche los tubos de reactivos sellados
al remojar en una solucién de cloro de uso doméstico al 1-5 % (v:v en agua) durante 1 hora y alejado del drea de preparacién
del ensayo.

Resultados e interpretacion

Un algoritmo interpreta la curva de salida de luz que surja de la deteccién de la amplificacion de acido nucleico. El software analiza
automaticamente los resultados y los codifica por colores en funcién del resultado. Un resultado positivo o negativo se determina
mediante el anélisis de una serie de parametros de curva Unicos. Los resultados positivos presuntos se informan en tiempo real, mientras
que los resultados negativos y de inspeccion se muestran una vez que la ejecucién esta completa.

Las muestras positivas presuntas se deben confirmar segin procedimientos operativos estandar de laboratorio o con la confirmacion
de método de referencia adecuada>?, que comienza con la transferencia del caldo de enriquecimiento primario BPW ISO al caldo de
enriquecimiento secundario, seguido del posterior enchapado y confirmacién de aislados mediante métodos bioquimicos y serolégicos.

NOTA: Incluso una muestra negativa no dara una lectura de cero dado que los reactivos de amplificacién del sistema
y el ensayo de deteccion molecular de Neogen 2 - E. coli O157 (incluido H7) tienen una lectura de unidad de luz relativa
(RLU) “de fondo”.

En el raro caso de que ocurra cualquier salida de luz inusual, el algoritmo etiqueta esto como "Inspeccionar". Neogen recomienda al
usuario repetir el ensayo para cualquier muestra para inspeccion. Si el resultado sigue siendo Inspeccionar, continte con la prueba de
confirmacién usando su método de preferencia o segun lo especifiquen las regulaciones locales.

En caso de resultados discordantes (presunto positivo con el ensayo de detecciéon molecular 2 - E. coli 0157 (incluido H7), no
confirmado mediante uno de los medios descritos anteriormente y en particular para la prueba de aglutinacién de latex), el laboratorio
debe seguir los pasos necesarios para garantizar la validez de los resultados obtenidos.

Confirmacién de resultados segtin el método certificado de VALIDACION NF

En el contexto de VALIDACION NF, se deben confirmar todas las muestras identificadas como positivas por el ensayo de deteccién
molecular de Neogen 2 - E. coli 0157 (incluido H7) mediante una de las siguientes pruebas:

Opcién 1: Usar la norma ISO 16654® que comienza con agua con peptona tamponada®.

Opcién 2: Implementacion de un método de confirmacién que consiste en lo siguiente: Manche 50 pL del enriquecimiento de agua
con peptona tamponada® en una placa de agar de cefixima y telurito de potasio MacConkey sorbitol (CT-SMAC)®. Incube durante
24 £3 horas a 37 °C. Manche las colonias caracteristicas en agar nutriente y realice la prueba de aglutinacion de latex directamente en
colonias aisladas. Si los resultados del ensayo de deteccién molecular de Neogen 2 - E. coli O157 (incluido H7) no estan confirmados,
realice un paso de separacion inmunomagnético y luego manche 50 puL en CT-SMAC.

Opcién 3: Usar sondas de 4cido nucleico tal como se describe en la norma EN ISO 72180, realizado en colonias aisladas (purificadas
0 no) a partir de CT-SMAC (vea las Opciones 1 o 2). Las sondas de acido nucleico debe ser diferentes de aquellas usadas en el ensayo
de deteccién molecular 2 - E. coli O157 (incluido H7).

Opcidn 4: Usar cualquier otro método certificado de VALIDACION NF, el principio del que debe ser diferente al del ensayo de deteccion
molecular 2 Neogen - E. coli 0157 (incluido H7). Se debe utilizar el protocolo completo descrito para este segundo método validado.
Todos los pasos previos al inicio de la confirmacién deben ser comunes a ambos métodos.

En caso de resultados discordantes (presunto positivo con el método alternativo, no confirmado mediante uno de los medios descritos
anteriormente), el laboratorio debe seguir los pasos necesarios para garantizar la validez del resultado obtenido.

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

Anexo A. Interrupcion de protocolo: Almacenamiento y repeticion de la prueba de muestras
1. Para almacenar un lisado tratado con calor, tape el tubo de lisis con una tapa limpia (consulte la seccién Lisis, 4.5)

Para almacenar una muestra enriquecida, incube durante un minimo de 18 horas antes del almacenamiento.
Almacene ente 4 y 8 °C hasta por 72 horas.

Prepare una muestra almacenada para amplificacion invirtiendo de 2 a 3 veces para mezclar.

S S

Destape los tubos.
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Coloque los tubos de lisado mezclados en el inserto del bloque de calentamiento para deteccién moleculary caliente a
100 = 1 °C durante 5 * 1 minutos.

Retire la gradilla de los tubos de la solucién de lisis Neogen del bloque de calentamiento y deje que se enfrie en el
inserto del bloque de enfriamiento para deteccién molecular de Neogen durante al menos 5 minutos y un maximo de
10 minutos.

Continte el protocolo en la seccion Amplificacién que se detalla anteriormente.

Referencias:

1.

2.

US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Capitulo 4A: Diarrheagenic Escherichia coli.
Noviembre de 2015.

US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 5.09. Detection, Isolation and
Identification of Escherichia coli O157:H7 from Meat Products and Carcass and Environmental Sponges. Fecha de
vigencia: 15 de enero de 2015.

ISO 16654:2001 Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal method for the detection of Escherichia
coli O157.

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

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

Installation Qualification (IQ)/Operational Qualification (OQ) Neogen® Molecular Detection System.
Neogen Food Safety.

Explicacion de los simbolos
info.neogen.com/symbols

AOAC es una marca registrada de AOAC INTERNATIONAL
Official Methods es una marca de servicio registrada de AOAC INTERNATIONAL



Neogen Food Safety

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

Neogen Europe Ltd.
The Dairy School
Auchincruive

Ayr, KAG 5HU
Scotland, UK

Neogen Ireland, Ltd.
Bray Business Park, Bray

Co. Wicklow
A98YV29, Ireland

K NEOGEN

Neogen Corporation

620 Lesher Place Lansing, MI 48912 USA

www.neogen.com

Neogen is a trademark of Neogen Corporation.
© Neogen Corporation 2024. All rights reserved.
FS00827A



@ (Nederlands) ‘ﬁ ﬁ

5 Publicatiedatum: 2024-01

S NEOGEN

Productinstructies
Moleculaire detectie-assay 2 - E. coli 0157 (waaronder H7)

Productbeschrijving en beoogd gebruik

De moleculaire detectie-assay 2 van Neogen® - E. coli O157 (waaronder H7) wordt gebruikt bij het moleculaire detectiesysteem
van Neogen® voor de snelle en specifieke detectie van E. coli O157 (waaronder H7) monsters van verrijkte voedingsmiddelen
en diervoeders.

De moleculaire detectie-assays van Neogen maken gebruik van lusgemedieerde isothermische amplificatie om snel nucleine-
zuursequenties te amplificeren met een hoge specificiteit en gevoeligheid, in combinatie met bioluminescentie voor het
detecteren van de amplificatie. Vermoedelijke positieve resultaten worden in realtime gerapporteerd, terwijl negatieve
resultaten worden weergegeven nadat de assay is voltooid. Vermoedelijke positieve resultaten moeten worden bevestigd
met behulp van uw voorkeursmethode of zoals voorgeschreven door de lokale regelgeving -2 3,

De moleculaire detectie-assay 2 van Neogen - E. coli O157 (waaronder H7) is bedoeld voor gebruik in een laboratoriumomgeving
door professionals die zijn opgeleid in laboratoriumtechnieken. Neogen heeft het gebruik van dit product in andere industrieén
dan voedingsmiddelen- of drankenindustrie niet gedocumenteerd. Neogen heeft dit product bijvoorbeeld niet gedocumenteerd
voor het testen van milieu-, farmaceutische, cosmetische, klinische of veterinaire monsters. De moleculaire detectie-assay

2 van Neogen - E. coli 0157 (waaronder H7) is niet beoordeeld met alle mogelijke voedselproducten, voedselprocessen,
testprotocollen of met alle mogelijke bacteriestammen.

Zoals bij alle testmethoden kan de bron, formulering en kwaliteit van het verrijkingsmedium de resultaten beinvlioeden.
Factoren zoals bemonsteringsmethoden, testprotocollen, monstervoorbereiding, behandeling en laboratoriumtechniek kunnen
ook van invloed zijn op de resultaten. Neogen raadt aan om de methode, waaronder het verrijkingsmedium, in de omgeving
van de gebruiker met behulp van een voldoende aantal monsters met specifieke voedingsmiddelen en microbiéle uitdagingen
te evalueren om ervoor te zorgen dat de methode aan de criteria van de gebruiker voldoet.

Neogen heeft de moleculaire detectie-assay 2 van Neogen - E. coli O157 (waaronder H7) beoordeeld met gebufferd
peptonwater ISO.

Het moleculaire detectie-instrument van Neogen® is bedoeld voor gebruik met monsters die een warmtebehandeling hebben
ondergaan tijdens de assay-lysisstap die is bedoeld voor het vernietigen van organismen in het monster. Monsters die tijdens
de assay-lysisstap niet op de juiste manier met hitte zijn behandeld, kunnen als een potentieel biologisch gevaar worden
beschouwd en mogen NIET in het Neogen Molecular Detection-instrument worden geplaatst.

Neogen Food Safety is gecertificeerd volgens ISO (International Organization for Standardization) 9001 voor ontwerp en productie.
De testkit moleculaire detectie-assay 2 van Neogen - E. coli O157 (waaronder H7) bevat 96 tests, zoals beschreven in tabel 1.
Tabel 1. Componenten van de moleculaire detectie-assaykit van Neogen

Item Identificatie Aantal Inhoudsopgave Opmerkingen
Roze oplossing . . . In rekken en
Neogen®-lysisoplossing (LS) | in doorzichtige giﬂf:;)”ps van IE:l8e(c)> u;:ys;srobpdicgs_:mg van klaar voor
buisjes J genp J gebruik
De moleculaire detectie-
assay 2 van Neogen® - E. Roze buisies 96 (12 strips van Gelyofiliseerde specifieke Klaar voor
coli 0157 (waaronder H7) J 8 buisjes) amplificatie- en detectiemix gebruik
reagensbuisjes
96 (12 strips van Klaar voor
Extra doppen Roze doppen 8 dgppen)p gebruik
Neogen® Reagent E&Z.Z;Cr:g?e 16 (2 zakken met Gelyofiliseerde controle-DNA, Klaar voor
Control (RC) ﬁip—icop 8 buisjes) amplificatie- en detectiemix gebruik

De negatieve controle, niet meegeleverd in de kit, is een steriel verrijkingsmedium, bijvoorbeeld BPW ISO. Gebruik geen water
als negatieve controle.

Veiligheid
De gebruiker moet alle veiligheidsinformatie in de instructies voor het moleculaire detectiesysteem en de moleculaire detectie-
assay 2 van Neogen - E. coli 0157 (waaronder H7) lezen, begrijpen en opvolgen. Bewaar de veiligheidsinstructies als naslag.

A WAARSCHUWING: Geeft een gevaarlijke situatie aan die, indien die niet wordt vermeden, kan leiden tot de dood of
ernstig letsel en/of materiéle schade.

OPMERKING: Geeft een mogelijk gevaarlijke situatie aan die, indien die niet wordt vermeden, kan leiden tot
materiéle schade.
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Gebruik de moleculaire detectie-assay 2 van Neogen - E. coli 0157 (waaronder H7) niet voor het stellen van een
diagnose van aandoeningen bij mensen of dieren.

De gebruiker moet zijn of haar personeel trainen in de huidige juiste testtechnieken: bijvoorbeeld Good Laboratory
Practices, ISO/IEC 17025 of ISO 7218©®,

De risico's door een vals-negatief resultaat verminderen dat kan leiden tot het vrijkomen van een besmet product:

e Volg het protocol en voer de tests precies uit zoals aangegeven in de productinstructies.

e Gebruik een medium dat is voorverwarmd tot 41,5 = 1 °C. Laat het medium tijdens de monstervoorbereiding niet onder
de incubatietemperatuur zakken.

e Bewaar de moleculaire detectie-assay 2 van Neogen - E. coli O157 (waaronder H7) zoals staat aangegeven op de
verpakkingen en in de productinstructies.

e Gebruik de moleculaire detectie-assay 2 van Neogen - E. coli O157 (waaronder H7) niet na de vervaldatum.

e Gebruik de moleculaire detectie-assay 2 van Neogen - E. coli O157 (waaronder H7) alleen bij voedsel-, diervoeder-
en voedselverwerkende milieumonsters die intern of door een derde partij zijn gevalideerd.

e Gebruik de moleculaire detectie-assay 2 van Neogen - E. coli 0157 (waaronder H7) alleen bij oppervlakken,
ontsmettingsmiddelen, protocollen en bacteriestammen die intern of door een derde partij zijn gevalideerd.

e Voer voor een milieumonster dat neutraliserende buffer (NB) met arylsulfonaatcomplex bevat, een 1:2 verdunning
uit voor het testen (1 deel monster in 1 deel steriele verrijkingsbouillon). Een andere optie is om 10 pL van de
neutraliserende bufferverrijking over te brengen in de buisjes met de lysisoplossing van Neogen. Neogen®-producten
voor monsterverwerking, waaronder Neogen®-neutralisatiebuffer met arylsulfonaatcomplex: RS96010NB, RS9604NB,
SSL10NB, XSLSSL10NB, HS10NB en HS119510NB.

De risico's van blootstelling aan chemicalién en biologisch gevaar verminderen:

e \Voer onder toezicht van opgeleid personeel pathogenentests uit in een goed uitgerust laboratorium. Geincubeerde
verrijkingsmedia en apparatuur of oppervlakken die in contact zijn gekomen met geincubeerde verrijkingsmedia, kunnen
ziekteverwekkers bevatten in hoeveelheden die voldoende zijn om risico's voor de menselijke gezondheid te veroorzaken.

e Volg altijd de standaard veiligheidspraktijken van het laboratorium, inclusief het dragen van de juiste beschermende
kleding en oogbescherming tijdens het hanteren van reagentia en besmette monsters.

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

e Voer verrijkte monsters en het bijbehorende verontreinigde afval af volgens de huidige lokale/regionale/nationale/
industriéle normen.

e Stel de aanbevolen temperatuurinstelling op het verwarmingselement niet hoger in dan aangegeven.

e Overschrijd de aanbevolen opwarmtijd niet.

e Gebruik een geschikte, geijkte thermometer om de temperatuur van het Neogen® Molecular Detection Heat Block Insert
te controleren (bijv. een gedeeltelijke dompelthermometer of digitale thermokoppelthermometer en niet een volledige
totale dompelthermometer). De thermometer moet op de aangewezen plaats in het Neogen Molecular Detection Heat
Block Insert worden geplaatst.

De risico's door kruisbesmetting tijdens het prepareren van de assay verminderen:
e Draag altijd handschoenen (ter bescherming en om contact met nucleasen te voorkomen).

De risico's van blootstelling aan hete vloeistoffen verminderen:

e Stel de aanbevolen temperatuurinstelling op het verwarmingselement niet hoger in dan aangegeven.

e Overschrijd de aanbevolen opwarmtijd niet.

e Gebruik een geschikte, geijkte thermometer om de temperatuur van het Neogen® Molecular Detection Heat Block Insert
te controleren (bijv. een gedeeltelijke dompelthermometer of digitale thermokoppelthermometer en niet een volledige
totale dompelthermometer). De thermometer moet op de aangewezen plaats in het Neogen Molecular Detection Heat
Block Insert worden geplaatst.

OPMERKING

De risico's door kruisbesmetting tijdens het prepareren van de assay verminderen:

e Het gebruik van steriele pipetpunten van moleculair biologische kwaliteit met een aerosolbarriére (gefilterd) wordt
aanbevolen.

e Gebruik bij het overbrengen van een nieuw monster altijd een nieuwe pipetpunt.

o Gebruik goede laboratoriumpraktijken om het monster van het verrijkingsbuisje naar het lysisbuisje over te brengen.
Om besmetting van de pipet te voorkomen, kan er naar keuze een tussenliggende overdrachtsstap worden toegevoegd.
De gebruiker kan bijvoorbeeld elk verrijkt monster overbrengen in een steriel buisje.

e Gebruik indien beschikbaar een werkstation voor moleculaire biologie met een kiemdodende lamp.

De risico's door een vals-positief resultaat verminderen:

e Open nooit buisjes na een amplificatie.
e Gooi de besmette buisjes altijd weg door ze eerst een uur lang in water met 1-5% bleekmiddel ergens uit de buurt van
de ruimte waar de assays worden geprepareerd, te laten weken.

Raadpleeg het veiligheidsinformatieblad voor aanvullende informatie en plaatselijke voorschriften voor afvoer.

Als u vragen hebt over specifieke toepassingen of procedures, bezoek dan onze website op www.neogen.com of neem
contact op met uw plaatselijke vertegenwoordiger of distributeur van Neogen.
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Verantwoordelijkheid van de gebruiker

Gebruikers zijn zelf verantwoordelijk om vertrouwd te raken met de instructies en informatie van het product. Bezoek voor meer
informatie onze website op www.neogen.com of neem voor meer informatie contact op met uw plaatselijke vertegenwoordiger
of distributeur van Neogen.

Bij het selecteren van een testmethode is het belangrijk om te onderkennen dat externe factoren zoals bemonsteringsmethoden,
testprotocollen, monstervoorbereiding, verwerking en laboratoriumtechniek de resultaten kunnen beinvioeden.

Het is bij het selecteren van een testmethode of product de verantwoordelijkheid van de gebruiker om een voldoende aantal
monsters met de juiste matrices en microbiéle uitdagingen te evalueren om de gebruiker ervan te overtuigen dat de gekozen
testmethode voldoet aan de criteria van de gebruiker.

Tevens is het de verantwoordelijkheid van de gebruiker om te bepalen of alle testmethoden en -resultaten voldoen aan de
eisen van zijn/haar klanten en leveranciers.

Zoals bij elke testmethode vormen de resultaten die zijn verkregen door het gebruik van een Neogen Food Safety-product,
geen garantie voor de kwaliteit van de geteste matrices of processen.

Om klanten te helpen bij het evalueren van de methode voor verschillende voedselmatrices, heeft Neogen® de Molecular
Detection Matrix Control-kit ontwikkeld. Gebruik indien nodig Matrix Control (MC) om te bepalen of de matrix de mogelijkheid
heeft om de impact van de resultaten van de moleculaire detectie-assay 2 van Neogen - E. coli O157 (waaronder H7) te laten
zien. Test meerdere monsters die representatief zijn voor de matrix, d.w.z. monsters van verschillende herkomst, tijdens elke
validatieperiode bij het toepassen van de Neogen-methode of bij het testen van nieuwe of onbekende matrices of matrices die
veranderingen in de grondstof of het proces hebben ondergaan.

Een matrix kan worden gedefinieerd als een type product met intrinsieke eigenschappen zoals samenstelling en proces.
Verschillen tussen matrices kunnen zo eenvoudig zijn als de effecten die worden veroorzaakt door verschillen in hun
verwerking of presentatie, bijvoorbeeld rauw versus gepasteuriseerd; vers versus gedroogd, enzovoort.

Beperking van garanties / beperkt rechtsmiddel

BEHALVE ZOALS UITDRUKKELIJK VERMELD IN EEN SECTIE BEPERKTE GARANTIE OP DE INDIVIDUELE PRODUCTVER-
PAKKING, WIJST NEOGEN ALLE EXPLICIETE EN IMPLICIETE GARANTIES AF, INCLUSIEF MAAR NIET BEPERKT TOT
GARANTIES VAN VERKOOPBAARHEID OF GESCHIKTHEID VOOR EEN BEPAALD DOEL. Als een Neogen Food Safety-
product defect is, zal Neogen of haar geautoriseerde distributeur naar eigen goeddunken het product vervangen of de
aankoopprijs van het product terugbetalen. Dit zijn uw exclusieve rechtsmiddelen. U moet Neogen onmiddellijk binnen zestig
dagen na ontdekking van vermoedelijke defecten in een product daarvan op de hoogte brengen en het product aan Neogen
retourneren. Neem voor verdere vragen contact op met uw Neogen-vertegenwoordiger of erkende Neogen-distributeur.

Beperking van de aansprakelijkheid van Neogen

NEOGEN IS NIET AANSPRAKELIJK VOOR VERLIES OF SCHADE, DIRECT, INDIRECT, SPECIAAL, INCIDENTEEL OF GEVOLGS-
CHADE, INCLUSIEF MAAR NIET BEPERKT TOT WINSTDERVING. In geen geval zal de aansprakelijkheid van Neogen op grond
van enige juridische theorie hoger zijn dan de aankoopprijs van het product waarvan wordt beweerd dat het defect is.

Opslag en afvoer

Bewaar de moleculaire detectie-assay 2 van Neogen - E. coli O157 (waaronder H7) tussen 2 °C en 8 °C. Niet invriezen. Bewaar
de kit in het donker. Controleer na het openen van de kit of het foliezakje onbeschadigd is. Als het zakje beschadigd is, mag u
de kit niet gebruiken. Na opening moeten ongebruikte reagensbuisjes altijd worden bewaard in het hersluitbare zakje met het
droogmiddel erin om de stabiliteit van de gevriesdroogde reagentia te behouden. Bewaar opnieuw gesloten zakjes niet langer
dan 60 dagen tussen 2 °C en 8 °C.

Gebruik de moleculaire detectie-assay 2 van Neogen - E. coli O157 (waaronder H7) niet na de vervaldatum. De vervaldatum en
het partiinummer staan op het etiket aan de buitenkant van de doos. Na gebruik kunnen de buisjes met het verrijkingsmedium
en de moleculaire detectie-assay 2 van Neogen - E. coli 0157 (waaronder H7) mogelijk ziekteverwekkende kiemen bevatten.
Wanneer het testen is voltooid, volgt u de geldende industrienormen voor het verwijderen van verontreinigd afval. Raadpleeg
het veiligheidsinformatieblad voor aanvullende informatie en plaatselijke voorschriften voor afvoer.

Gebruiksaanwijzing
Volg alle instructies zorgvuldig op. Als u dit niet doet, kan dit leiden tot onnauwkeurige resultaten.

De gebruiker moet de kwalificatietraining voor het gebruiken van het moleculaire detectiesysteem van Neogen voltooien, zoals
beschreven in het document "Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for
Neogen Molecular Detection System".?"),

Ontsmet periodiek de tafels en apparatuur (pipetten, instrument voor het plaatsen/verwijderen van doppen, enzovoort) in het
laboratorium met een oplossing van water met 1-5% huishoudbleekmiddel of een oplossing voor het verwijderen van DNA.

Zie de sectie 'Specifieke instructies voor gevalideerde methoden' voor specifieke vereisten.
Tabel 3 voor verrijkingsprotocollen conform AOAC® Official Method of AnalysisS™ 2017.01
Tabel 4 voor verrijkingsprotocollen conform NF-keuringscertificaat 3M 01/18-05/17

Monsterverrijking

In tabel 2, 3 of 4 staan richtlijnen voor verrijkingsprotocollen voor voedsel. Het is de verantwoordelijkheid van de gebruiker om
alternatieve bemonsteringsprotocollen of verdunningsverhoudingen te valideren om er zeker van te zijn dat deze testmethode
voldoet aan de criteria van de gebruiker.
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Voedingsmiddelen
1. BPW ISO-verrijkingsmedium voorverwarmen tot 41,5 £ 1 °C.

2. Combineer op aseptische wijze het verrijkingsmedium en het monster volgens tabel 2, 3 of 4. Voor alle vlees- en
deeltjesmonsters wordt het gebruik van filterzakken aanbevolen.

3. Homogeniseer behalve bladgroenten en fruit alle matrices grondig door ze gedurende 2 +0,2 minuten te mengen,
te verteren of met de hand te mengen. Incubeer gedurende de juiste tijd op 41,5 + 1 °C conform tabel 2, 3 of 4.

Tabel 2. Algemene verrijkingsprotocollen

M . ) Monster- Hoeveelheid Verrijkings- Verrijkings-
onstermatrix o . temperatuur o
grootte verrijkingsbouillon (mL) (1 °C) tijd (uur)
Rauw rundvlees inclusief gehakt en 325g 975 BPW ISO 41,5 10-18
snijresten (voorverwarmd)
Rauw vlees, inclusief rauw rundvlges, 254 225 BPW ISO 41,5 8-18
varkensvlees, gevogelte, lam en bizon (voorverwarmd)
Bladgroenten® 200 g 450 BPW ISO 41,5 18-24
(voorverwarmd)

Andere voedingsmiddelen zoals fruit®,
qroenten, fruit-/groentesappen, verse 254 225 BPW ISO 41,5 18-24
kruiden, rauwe zeevruchten, rauwe eieren, (voorverwarmd)
rauwe melk, koekjesdeeg en verwerkt vlees

Walnoten of notenmixen die walnoten
bevatten (dit protocol is geschikt voor andere 225 gereconstitueerde

25g 41,5 18-24

noten, waaronder pecannoten, amandelen, magere melk

pistachenoten, cashewnoten en kastanjes)

(a) Bevroren monsters moeten worden geéquilibreerd tussen 4 °C en 8 °C voordat ze worden toegevoegd aan
verrijkingsbouillon.

(b) Bladgroeten en fruitmonsters moeten gedurende 5 minuten voorzichtig met de hand worden geschud. Niet mengen
of verteren.

Specifieke instructies voor gevalideerde methoden

AOAC® Official Methods of Analysis™ 2017.01

In AOAC Official Method of Analysis™ bleek de moleculaire detectie-assay 2 van Neogen — E. coli 0157 (waaronder H7)
een effectieve methode voor de detectie van E. coli O157:H7. De matrices die in het onderzoek zijn getest, staan in tabel 3.

Tabel 3. Verrijkingsprotocollen met voorverwarmde BPW ISO op 41,5 = 1 °C conform AOAC?® Official MethodsS™2017.01

. Monster- Hoe\{fae:lheid Verrijkingstijd .
Monstermatrix rootte verrijkings- (uur) Gehomogeniseerd
9 bouillon (mL)
Rauw rundergehakt _ Handmatig met de hand
(73% mager) 3259 975 10-18 of verteren
450 Voorzichtig gedurende
Rauwe spinazie in zakken® 200 g 18-24 5 minuten roeren met de hand,
niet homogeniseren
205 Voorzichtig gedurende
Verse spruiten 25¢g 18-24 5 minuten roeren met de hand,
niet homogeniseren
Voorzichtig gedurende
Bevroren bosbessen®® 25¢g 225 18-24 5 minuten roeren met de hand,
niet homogeniseren

(a) Bladgroeten en fruitmonsters moeten gedurende 5 minuten voorzichtig met de hand worden geschud. Niet mengen
of verteren.

(b) Bevroren monsters moeten worden geéquilibreerd tussen 4 °C en 8 °C voordat ze worden toegevoegd aan
verrijkingsbouillon.



NF-validatie door AFNOR-certificering:
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EN ISO 16140

3M 01/18-05/17
ALTERNATIEVE ANALYSEMETHODEN VOOR DE LANDBOUW
http://nf-validation.afnor.org/en

Voor meer informatie over het einde van de geldigheid, verwijzen wij u naar het NF VALIDATIE-certificaat op de hierboven
genoemde website.

Gecertificeerde NF-VALIDATIE-methode conform ISO 16140-2® in vergelijking met ISO 16654
Omvang van de validatie: rauw rundvlees, rauwe zuivelproducten, rauw fruit en rauwe groenten
Monstervoorbereiding: monsters moeten worden geprepareerd conform EN ISO 16654 en EN ISO 6887®
Softwareversie: zie het certificaat

Tabel 4. Verrijkingsprotocollen met voorverwarmde BPW I1SO op 41,5 * 1 °C conform de gecertificeerde NL-VALIDATIE-
methode 3M 01/18-05/17

Hoeveelheid cer . fr .
Protocol Monster- verrijkingsbouillon Verruklngst%mperatuur Verrijkingstijd
grootte (mL) (x1°C) (uur)
Rauwe zuivelproducten, rauw fruit 25 g 005 41,5 18-24
en rauwe groenten
Rauw rundvlees 25¢ 225 41,5 8-24

OPMERKINGEN:

e Monsters groter dan 25 g zijn niet getest in het NF VALIDATIE-onderzoek.

e De aanbevolen onderbrekingspunten van het protocol zijn na de verrijking of na de monsterlysis. Verrijkingsbouillon
of monsterlysaat kan maximaal 72 uur tussen 2 °C en 8 °C worden bewaard. Nadat de verrijkingsbouillon uit de
opslag is gehaald, hervat u de tests vanaf stap 1 in de sectie Lysis. Nadat het monsterlysaat uit de opslag is gehaald,
hervat u de tests vanaf stap 7 in de sectie Lysis. Het lysaat kan ook worden bewaard bij -20 °C.

e Korte verrijkingsprotocollen zijn gevoelig voor incubatieomstandigheden. De in het protocol aangegeven temperaturen
moeten daarbij worden aangehouden. De temperatuur van het waterbad of de incubator waar de bouillon wordt
voorverwarmd, moet worden gecontroleerd om er zeker van te zijn dat de verrijkingsbouillon de vereiste temperatuur
bereikt. De totale tijd voor de preparatie van het monster, met inbegrip van de vertraging tussen het einde van de
middelzware voorverwarmingsstap en het begin van de incubatie van het voedselmonster, mag niet meer dan
45 minuten bedragen. Het gebruik van een geventileerde incubator tijdens de incubatie wordt aanbevolen.

Prepareren van de Neogen® Molecular Detection Speed Loader Tray

1. Maak een doek of wegwerphanddoek nat met een huishoudbleekoplossing van 1-5% (v:v in water) en veeg de
Neogen Molecular Detection Speed Loader Tray schoon.

2. Spoel de Neogen Molecular Detection Speed Loader Tray schoon met water.

3. Veeg de Neogen Molecular Detection Speed Loader Tray droog met een wegwerphanddoek.

4. Zorg ervoor dat de Neogen Molecular Detection Speed Loader Tray droog is voordat u die gaat gebruiken.

Prepareren van de Neogen® Molecular Detection Chill Block Insert

Plaats de Neogen Molecular Detection Chill Block Insert op de laboratoriumtafel: De Neogen Molecular Detection Chill
Block Tray wordt niet gebruikt. Gebruik het blok op laboratoriumtemperatuur (20 °C tot 25 °C).

Prepareren van de Neogen® Molecular Detection Heat Block Insert

Plaats de Neogen Molecular Detection Heat Block Insert in een droge dubbele blokverwarmingseenheid. Schakel de
droge blokverwarmingseenheid in en stel de temperatuur zo in dat de Neogen Molecular Detection Heat Block Insert
een temperatuur van 100 °C £ 1 °C kan bereiken en vasthouden.
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OPMERKING: Afhankelijk van de verwarmingseenheid moet u ongeveer 30 minuten wachten totdat de Neogen Molecular
Detection Heat Block Insert op temperatuur is. Controleer met een geschikte, geijkte thermometer (bijv. een gedeeltelijke
dompelthermometer of digitale thermokoppelthermometer en niet een volledige totale dompelthermometer) op de
aangewezen plaats of de temperatuur van het Neogen Molecular Detection Heat Block Insert op 100 °C % 1 °C staat.

Prepareren van het Neogen® Molecular Detection-instrument

1. Start de moleculaire detectiesoftware van Neogen® en log in. Neem contact op met uw vertegenwoordiger van Neogen
Food Safety om er zeker van te zijn dat u de laatst bijgewerkte versie van de software hebt.

2. Schakel het Neogen Molecular Detection-instrument in.

3. Maak of bewerk een run met gegevens voor elk monster. Zie de gebruikershandleiding van het moleculaire detectiesysteem
van Neogen® voor meer informatie.

OPMERKING: Het moleculaire detectie-instrument van Neogen moet een temperatuur van 60 °C bereiken en vasthouden
voordat de Neogen Molecular Detection Speed Loader Tray met de reactiebuisjes wordt geplaatst. Deze verwarmingsstap
duurt ongeveer 20 minuten en wordt aangegeven door een ORANJE lampje op de statusbalk van het instrument. De
statusbalk wordt GROEN wanneer het instrument gereed is om een run te starten.

Lysis

1. Laat de Neogen-buisjes met de lysisoplossing opwarmen door het rek een nacht (16-18 uur) op kamertemperatuur (20 °C tot
25 °C) te laten staan. Een andere manier om de buisjes met de Neogen-lysisoplossing op kamertemperatuur te laten komen,
is door zijn die buisjes ten minste 2 uur op een laboratoriumtafel te laten liggen, die buisjes gedurende 1 uur in een incubator
van 37 = 1 °C te incuberen of om ze gedurende 30 seconden bij 100 °C in een droge dubbele blokverwarming te plaatsen.

2. Keer voor het mengen van de oplossing de afgesloten buisjes om. Voer binnen 4 uur de volgende stap uit.
3. Haal de verrijkingsbouillon uit de incubator.

4. Voor elk monster en het monster van de negatieve controle (NC) (steriel verrijkingsmedium) is één buisje met de Neogen-
lysisoplossing nodig.

4.1 De strips met de buisjes met de Neogen-lysisoplossing kunnen toe aan het gewenste nummer van het buisje met de
Neogen-lysisoplossing worden afgeknipt. Kies het aantal benodigde Neogen-buisjes of strips met 8 buisjes. Plaats
de buisjes met de Neogen-lysisoplossing in een leeg rek.

4.2 Om kruisbesmetting te voorkomen, verwijdert u per keer één strip met de buisjes met de Neogen-lysisoplossing en
gebruikt u voor elke overdrachtsstap een nieuwe pipetpunt.

4.3 Breng het verrijkte monster over naar het buisje met de Neogen-lysisoplossing zoals hieronder beschreven:

Breng eerst elk verrijkt monster over naar een buisje met de Neogen-lysisoplossing. Breng de NC als laatste over.

4.4 Gebruik de tool van het Neogen Molecular Detection-instrument® voor het plaatsen/verwijderen van doppen om de
dop van een strip met de buisjes met de Neogen-lysisoplossing te verwijderen. Doe dat voor elke strip afzonderlijk.

4.5 Gooi de dop van het buisje met de Neogen-lysisoplossing weg. Als er nog lysaat over is voor een nieuwe test, plaats
de doppen dan in een schone container om ze na de lysis opnieuw aan te brengen.

4.5.1 Zie bijlage A voor de verwerking van het resterende lysaat.

4.6 Breng 20 pL monster over in een buisje met de Neogen-lysisoplossing, tenzij anders aangegeven in de protocoltabellen
2,3en4.

Y0000

5. Herhaal stap 4.3 totdat elk afzonderlijk monster is toegevoegd aan een corresponderend buisje met de Neogen-
lysisoplossing in de strip.

6. Herhaal stap 4.1 tot en met 4.6 voor het aantal monsters dat moet worden getest.

7. Wanneer alle monsters zijn overgebracht, brengt u 20 uL NC (steriel verrijkingsmedium bijv. BPW ISO) over in een buisje
met de Neogen-lysisoplossing. Gebruik geen water als NC.

8. Controleer of de temperatuur van de Neogen Molecular Detection Heat Block Insert 100 °C £ 1 °C is.

9. Plaats het niet afgedekte rek met de buisjes met de Neogen-lysisoplossing in de Neogen Molecular Detection Heat Block Insert
en verwarm gedurende 15 1 minuten. Tijdens het verwarmen verandert de Neogen-lysisoplossing van roze (koel) in geel (heet).

Monsters die tijdens de assay-lysisstap niet op de juiste manier met hitte zijn behandeld, kunnen als een potentieel biologisch
gevaar worden beschouwd en mogen NIET in het Neogen Molecular Detection-instrument worden geplaatst.
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10.Verwijder het onbedekte rek met de buisjes met de Neogen-lysisoplossing uit het verwarmingsblok en laat minimaal 5 minuten
en maximaal 10 minuten afkoelen in de Neogen Molecular Detection Chill Block Insert. De Neogen Molecular Chill Block
Insert, die bij kamertemperatuur wordt gebruikt zonder de Neogen Molecular Detection Chill Block Tray, moet direct op
een laboratoriumtafel worden geplaatst. Als die is afgekoeld, is de lysisoplossing weer roze van kleur.

11.Verwijder het rek met buisjes met de Neogen-lysisoplossing uit de Neogen Molecular Detection Chill Block Insert.

0301500

Amplificatie

1. Eris één moleculaire detectie-assay 2 van Neogen - E. coli O157 (waaronder H7) reagensbuisje voor elk monster en de NC nodig.

1.1 Strips met buisjes kunnen tot elk gewenst buisjesnummer worden afgeknipt. Selecteer het aantal benodigde
moleculaire detectie-assay 2 van Neogen - E. coli O157 (waaronder H7) reagensbuisjes of strips met 8 buisjes.

1.2 Plaats de moleculaire detectie-assay 2 van Neogen - E. coli O157 (waaronder H7) reagensbuisjes in een leeg rek.
1.3 Verstoor de reagenspellets onder in de buisjes niet.
2. Selecteer één Neogen-reagenscontrolebuisje en plaats dat in het rek.

3. Om kruisbesmetting te voorkomen, verwijdert u per keer één strip met de moleculaire detectie-assay 2 van Neogen - E. coli
0157 (waaronder H7) reagensbuisjes en gebruikt u voor elke overdrachtsstap een nieuwe pipetpunt.

4. Breng zoals hieronder beschreven, lysaat over naar een moleculaire detectie-assay 2 van Neogen - E. coli 0157 (waaronder
H7) reagensbuisje en een Neogen-reagenscontrolebuisje:

Breng eerst elk monsterlysaat over naar een moleculaire detectie-assay 2 van Neogen - E. coli O157 (waaronder H7)
reagensbuisje gevolgd door de NC. Hydrateer het Neogen-reagenscontrolebuisje als laatste.

5. Gebruik de tool van het Neogen Molecular Detection-instrument® voor het plaatsen/verwijderen van doppen van de moleculaire
detectie-assay 2 van Neogen - E. coli O157 (waaronder H7) reagensbuisje, één strip met buisjes per keer. Gooi de doppen weg.

5.1 Breng 20 pL monsterlysaat uit de bovenste helft van de vloeistof (voorkom neerslag) in het buisje met Neogen-
lysisoplossing over naar het overeenkomstige moleculaire detectie-assay 2 van Neogen - E. coli O157 (waaronder H7)
reagensbuisje. Doseer onder een hoek om verstoring van de pellets te voorkomen. Meng de vloeistof door voorzichtig
5 keer op en neer te pipetteren.

5.2 Herhaal stap 5.1 totdat elk monsterlysaat is toegevoegd aan een overeenkomstig moleculaire detectie-assay 2 van
Neogen - E. coli O157 (waaronder H7) reagensbuisje in de strip.

5.3 Sluit de moleculaire detectie-assay 2 van Neogen - E. coli O157 (waaronder H7) reagensbuisjes af met de bijgeleverde
extra doppen en gebruik de afgeronde kant van de tool van het Neogen Molecular Detection-instrument voor het
plaatsen/verwijderen van doppen om druk uit te oefenen in een heen-en-weergaande beweging om ervoor te zorgen
dat de dop stevig vastzit.

5.4 Herhaal stap 5.1 tot en met 5.3 voor het aantal monsters dat moet worden getest.

5.5 Herhaal wanneer alle monsterlysaten zijn overgebracht, stap 5.1 tot en met 5.3 om 20 pL NC-lysaat over te brengen
in een moleculaire detectie-assay 2 van Neogen - E. coli O157 (waaronder H7) reagensbuisje.

5.6 Breng 20 pL NC-lysaat over naar een Neogen-reagenscontrolebuisje. Doseer onder een hoek om verstoring van
de pellets te voorkomen. Meng de vloeistof door voorzichtig 5 keer op en neer te pipetteren.

6. Plaats afgedekte buisjes in een schone en ontsmette Neogen Molecular Detection Speed Loader Tray. Sluit en vergrendel
vervolgens de klep.

20 L
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7. Controleer en bevestig de geconfigureerde run in de moleculaire detectiesoftware van Neogen.

8. Klik op de Start-knop in de software en selecteer het instrument dat u wilt gaan gebruiken. De klep van het
geselecteerde instrument wordt automatisch geopend.

9. Plaats de Neogen Molecular Detection Speed Loader Tray in het Neogen Molecular Detection-instrument en sluit
de klep om de test te starten. De resultaten zijn binnen 60 minuten beschikbaar, hoewel positieve resultaten eerder
kunnen worden aangegeven.

10. Verwijder nadat de assay is voltooid, de Neogen Molecular Detection Speed Loader Tray uit het Neogen Molecular
Detection-instrument en gooi de besmette buisjes altijd weg door ze eerst een uur lang in water met 1-5% bleekmiddel
ergens uit de buurt van de ruimte waar de assays worden geprepareerd, te laten weken.

OPMERKING: Om het risico op valse positieven als gevolg van kruisbesmetting tot een minimum te beperken,
mag u nooit reagensbuisjes openen die geamplificeerd DNA bevatten. Dit betreft de Neogen-reagenscontrole,
moleculaire detectie-assay 2 van Neogen - E. coli 0157 (waaronder H7) reagensbuisjes en de Neogen-
matrixcontrolebuisjes. Gooi de verzegelde reagensbuisjes altijd weg door ze eerst een uur lang in water met
1-5% bleekmiddel ergens uit de buurt van de ruimte waar de assays worden geprepareerd, te laten weken.

Resultaten en interpretatie

Een algoritme interpreteert de lichtuitgangscurve die het resultaat is van de detectie van de nucleinezuuramplificatie.
De resultaten worden automatisch geanalyseerd door de software en krijgen een kleurcode op basis van het resultaat.
Een positief of negatief resultaat wordt bepaald door de analyse van een aantal unieke curveparameters. Vermoedelijke
positieve resultaten worden in realtime gerapporteerd, terwijl negatieve resultaten worden weergegeven nadat de run
is uitgevoerd.

Vermoedelijk positieve monsters moeten worden bevestigd volgens de standaardwerkwijzen van het laboratorium
of door de juiste referentiemethode te bevestigen'?9, te beginnen met het overbrengen van de primaire BPW ISO-
verrijkingsbouillon naar een secundaire verrijkingsbouillon, gevolgd door de platering en bevestiging van isolaten
met behulp van geschikte biochemische en serologische methoden.

OPMERKING: Zelfs een negatief monster geeft geen nulwaarde, omdat het systeem en de moleculaire detectie-
assay 2 van Neogen - E. coli O157 (waaronder H7) amplificatiereagentia een "achtergrond" RLU-aflezing (relatieve
lichteenheid) hebben.

In het zeldzame geval van een ongebruikelijke lichtopbrengst wordt dit door het algoritme als "Inspect” gelabeld. Neogen
raadt de gebruiker aan om de test voor alle Inspect-monsters te herhalen. Als het resultaat Inspect blijft, ga dan met behulp
van uw voorkeursmethode of zoals aangegeven in de lokale regelgeving verder met de bevestigingstest.

In het geval van discordante resultaten (vermoedelijk positief met de moleculaire detectie-assay 2 van Neogen - E.
coli 0157 (waaronder H7), niet-bevestigd door een van de hierboven beschreven middelen, en in het bijzonder voor
de latexagglutinatietest), moet het laboratorium de nodige stappen ondernemen om de geldigheid van de verkregen
resultaten te garanderen.

Bevestiging van resultaten volgens de door NF VALIDATIE gecertificeerde methode

In de context van de NF VALIDATIE moeten alle monsters die als positief zijn geidentificeerd door de moleculaire
detectie-assay 2 van Neogen - E. coli 0157 (waaronder H7), door een van de volgende tests worden bevestigd:

Optie 1: Gebruiken van de ISO 16654®-standaard op basis van verrijking met gebufferd peptonwater®.

Optie 2: Implementeren van een bevestigingsmethode die bestaat uit het volgende: Smeer 50 pL gebufferd peptonwater®
als verrijking op een Cefixime Potassium Tellurite Sorbitol MacConkey (CT-SMAC)® agarplaat. Incubeer gedurende 24

+3 uur bij 37 °C. Smeer karakteristieke kolonies op voedingsagar en voer de latexagglutinatietest direct op de geisoleerde
kolonies uit. Als de resultaten van de moleculaire detectie-assay 2 van Neogen - E. coli O157 (waaronder H7) niet zijn
bevestigd, voer dan een immunomagnetische scheidingsstap uit en smeer vervolgens 50 puL op CT-SMAC.

Optie 3: Het gebruiken van nucleinezuurprobes zoals beschreven in de norm EN ISO 72189, uitgevoerd op geisoleerde
kolonies (al dan niet gezuiverd) van CT-SMAC (zie optie 1 of 2). De nucleinezuurprobes moeten anders zijn dan die
worden gebruikt in de moleculaire detectie-assay 2 van Neogen - E. coli O157 (waaronder H7).

Optie 4: Bij gebruik van elke andere door NF VALIDATIE gecertificeerd methode, moet het principe verschillend zijn van de
moleculaire detectie-assay 2 van Neogen - E. coli O157 (waaronder H7). Het volledige protocol dat wordt beschreven voor
deze tweede gevalideerde methode, moet worden gebruikt. Alle stappen voorafgaand aan het begin van de bevestiging
moeten voor beide methoden dezelfde stappen zijn.

In het geval van discordante resultaten (vermoedelijk positief met de andere methode, niet-bevestigd door een van
de hierboven beschreven middelen) moet het laboratorium de nodige stappen ondernemen om de geldigheid van de
verkregen resultaten te garanderen.

Als u vragen hebt over specifieke toepassingen of procedures, bezoek dan onze website op www.neogen.com of neem
contact op met uw plaatselijke vertegenwoordiger of distributeur van Neogen.
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Bijlage A. Protocolonderbreking: bewaren en opnieuw testen van monsters

BN o

Om een warmtebehandeld lysaat te bewaren, sluit u het lysisbuisje opnieuw af met een schone dop. (Zie Lysis sectie 4.5)
Om een verrijkt monster te bewaren, moet er minimaal 18 uur voorafgaan aan het bewaren worden geincubeerd.
Bewaar maximaal 72 uur tussen 4 °C en 8 °C.

Prepareer een bewaard monster voor amplificatie door dat 2-3 keer om te keren om te mengen.

Haal de doppen van de buisjes.

Plaats de gemengde lysaatbuisjes in de Neogen Molecular Detection Heat Block Insert en verwarm gedurende
5 minuten £1 minuut tot 100 °C £ 1 °C.

Verwijder het rek met buisjes met de Neogen-lysisoplossing uit het verwarmingsblok en laat minimaal 5 minuten
en maximaal 10 minuten afkoelen in de Neogen Molecular Detection Chill Block Insert.

8. Ga verder met het protocol zoals hierboven in de sectie Amplificatie staat beschreven.
Referenties:
1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Hoofdstuk 4A: Diarrheagenic Escherichia coli.

2.

November 2015.

US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 5.09. Detection, Isolation
and Identification of Escherichia coli O157:H7 from Meat Products and Carcass and Environmental Sponges.
Ingangsdatum: 15 januari 2015.

. ISO 16654:2001 Microbiologie van voedingsmiddelen en diervoeders - Horizontale methode voor de detectie van

Escherichia coli O157.
ISO/IEC 17025. Algemene eisen voor de competentie van test- en kalibratielaboratoria.

. ISO 7218. Microbiologie van voedingsmiddelen en diervoeders - Algemene eisen en richtlijn voor microbiologische

onderzoek.

. ISO 6887. Microbiologie van voedingsmiddelen en diervoeders - Voorbereiding van monsters en bereiding van

verdunningen voor microbiologisch onderzoek.

. Installation Qualification (IQ)/Operational Qualification (OQ) Neogen® Molecular Detection System. Neogen

Food Safety.

Uitleg van de symbolen
info.neogen.com/symbols
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5 Utgivningsdatum: 2024-01

SXNEOGEN
Produktinstruktioner
Molekylar Detektionsanalys 2 — E. coli 0157 (inklusive H7)

Produktbeskrivning och avsedd anvandning
Neogen® Molekylar Detektionsanalys 2 — E. coli O157 (inklusive H7) anvéands med Neogen® Molecular Detection System
fér snabb och specifik detektion av E. coli O157 (inklusive H7) i berikade livsmedel och foderprover.

Neogens molekylara detektionsanalyser anvander loopmedierad isotermisk amplifiering fér snabb amplifiering

av nukleinsyrasekvenser med hdg specificitet och sensitivitet, kombinerat med bioluminescens for att detektera
amplifieringen. Presumtivt positiva resultat rapporteras i realtid, och negativa resultat visas efter att analysen ar slutford.
Presumtivt positiva resultat ska bekriftas med den metod du féredrar eller s& som specificeras i lokala bestammelser("293,

Neogen Molekylar Detektionsanalys 2 — E. coli O157 (inklusive H7) &r avsedd fér anvéandning i laboratoriemiljé av
yrkespersoner med utbildning i laboratorieteknik. Neogen har inte dokumenterat anvéandningen av denna produkt i andra
branscher an livsmedel eller drycker. Neogen har exempelvis inte dokumenterat denna produkt for testning av miljo-,
lakemedels- eller kosmetikaprover, eller kliniska eller veterindrmedicinska prover. Neogen Molekylar Detektionsanalys

2 — E. coli 0157 (inklusive H7) har inte utvarderats med alla tédnkbara livsmedelsprodukter, livsmedelsbearbetningar,
testningsprotokoll eller med alla tdnkbara bakteriestammar.

Som med alla testmetoder kan anrikningssubstratets ursprung, sammansattning och kvalitet paverka resultaten.
Faktorer som provtagningsmetoder, testningsprotokoll, provberedning, hantering och laboratorieteknik kan ocksé paverka
resultaten. Neogen rekommenderar utvardering av metoden som innefattar anrikningssubstrat i anvandarens miljé med
ett tillrackligt antal prover med sarskilda livsmedel och mikrobiella utmaningar fér att sakerstélla att metoden uppfyller
anvandarens kriterier.

Neogen har utviarderat Neogen Molekylar Detektionsanalys 2 — E. coli O157 (inklusive H7) med buffrat peptonvatten I1SO.

Neogen® Molecular Detection Instrument ar avsett f6r anvandning med prover som genomgéatt varmebehandling under
analysens lyseringssteg, som ar utformat for att férstéra organismer som férekommer i provet. Prover som inte har
varmebehandlats ordentligt under analysens lyseringssteg kan betraktas som en potentiell biologisk risk och ska INTE
infogas i Neogen Molecular Detection Instrument.

Neogen Food Safety ar certifierat mot ISO (Internationella standardiseringsorganisationen) 9001 fér design och
tillverkning.

Testkitet Neogen Molekylar Detektionsanalys 2 — E. coli O157 (inklusive H7) innehéller 96 test som beskrivs i Tabell 1.

Tabell 1. Neogen Molekylar Detektionsanalys — kitets komponenter

Artikel Identifiering Kvantitet Innehall Kommentarer
Neogen® Lysis Solution Fﬁ:i;ozr:;nn%a 96 (12 remsor med 580 pl Neogen Lysis Solution | stall, redo for
(LS) B P 8 ror vardera) per ror anvandning
Reagensror for - -
Neogen® Molekylar Rosa rér 96 (12 remsor med 8 ror I;:ﬁlliﬁg:?nd z_piil:k Redo for
Detektionsanalys 2 — E. vardera) plnering . anvandning
coli 0157 (inklusive H7) detektionsblandning
Extra lock Rosa lock |96 (12 remsor med 8 Red? fér.
ock vardera) anvandning
Transparenta o Lyofiliserad kontroll- .
®
g(e)z?rzT(RRé)agent rér med fallbara ;Sp(frstisfgrgned 8 DNA, amplifierings- och aRr?\(/j;nf(;)r:ing
lock detektionsblandning

Den negativa kontrollen (ingér inte i kitet) &r ett sterilt anrikningssubstrat, t.ex. BPW ISO. Anvand inte vatten som negativ
kontroll.

Sakerhet
Anvandaren ska lasa, forsta och folja all sdkerhetsinformation i instruktionerna fér Neogen Molecular Detection System och
Neogen Molekylar Detektionsanalys 2 — E. coli O157 (inklusive H7). Spara sikerhetsinstruktionerna fér framtida referens.

AVARNING! Indikerar en riskabel situation som, om den inte undviks, kan leda till dédsfall eller allvarlig personskada
och/eller materiell skada.

OBS! Indikerar en potentiellt riskabel situation som, om den inte undviks, kan leda till materiell skada.
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Anvind inte Neogen Molekylir Detektionsanalys 2 — E. coli 0157 (inklusive H7) i diagnostisering av tillstdnd hos
manniskor eller djur.

Anvindaren maste utbilda sin personal i aktuella tekniker for korrekt testning: exempelvis god laboratoriepraxis,
ISO/IEC 17025 eller ISO 7218®,

Fo6r att minska riskerna som ar férenade med att ett falskt negativt resultat medfér utgivning av kontaminerad produkt:

e Folj protokollet och utfor testerna exakt s som anges i produktinstruktionerna.

e Anvand substrat som forvarmts till 41,5 +1 °C. Lat inte substratet sjunka till under inkuberingstemperaturomradet
under provberedningen.

e Forvara Neogen Molekylar Detektionsanalys 2 — E. coli O157 (inklusive H7) s& som anges pé férpackningen och
i produktinstruktionerna.

e Anvand alltid Neogen Molekylar Detektionsanalys 2 — E. coli 0157 (inklusive H7) fére utgdngsdatumet.

e Anvand Neogen Molekyléar Detektionsanalys 2 — E. coli O157 (inklusive H7) med prover fran livsmedel, foder och
miljoer for livsmedelsbearbetning som har validerats internt eller av tredje part.

e Anvind Neogen Molekylar Detektionsanalys 2 — E. coli O157 (inklusive H7) endast med ytor, desinficeringsmedel,
protokoll och bakteriestammar som har validerats internt eller av tredje part.

e Forett miljdprov som innehéller neutraliserande buffert (NB) med arylsulfonatkomplex ska en 1:2-spadning géras fére
testning (1 del prov i 1 del steril anrikningsbuljong). Ett annat alternativ &r att éverféra 10 pl av det neutraliserande
buffertsubstratet till Neogen Lysis Solution-réren. Neogen® provhanteringsprodukter som innefattar Neogen®
Neutralizing Buffer med arylsulfonatkomplex: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, XSLSSL10NB, HS10NB och
HS119510NB.

For att minska riskerna som &ar férenade med exponering fér kemikalier och biologiska risker:

e Utfor patogentestning i ett ratt utrustat laboratorium under tillsyn av utbildad personal. Inkuberade anrikningssubstrat,
och utrustning eller ytor som har kommit i kontakt med inkuberade anrikningssubstrat, kan innehaélla tillrackliga halter
av patogener for att utgora en hélsorisk for manniskor.

e Folj alltid standardpraxis for laboratoriesakerhet, daribland anvandning av tillampliga skyddsklader och 6gonskydd,
vid hantering av reagens och kontaminerade prover.

e Undvik kontakt med innehéllet i anrikningssubstratet och reagensréren efter amplifiering.

e Kassera anrikade prover och tillhérande kontaminerat avfall i enlighet med aktuella lokala, regionala eller nationella
standarder eller branschstandarder.

° (:):verskrid inte den rekommenderade temperaturinstallningen fér varmeaggregatet.

e Overskrid inte den rekommenderade uppvarmningstiden.

e Bekrafta temperaturen pd Neogen® Molecular Detection Heat Block Insert med en lamplig kalibrerad termometer
(t.ex. en dopptermometer eller ett digitalt termoelement, inte en termometer fér total nedsédnkning). Termometern
maste placeras pa det angivna stéllet i Neogen Molecular Detection Heat Block Insert.

Fo6r att minska riskerna som &r férenade med korskontaminering under analysférberedelsen:
e Anvind alltid handskar (fér att skydda anvandaren och férebygga uppkomst av nukleaser).

Fo6r att minska riskerna som &r férenade med exponering for heta vatskor:

e Overskrid inte den rekommenderade temperaturinstaliningen fér varmeaggregatet.

e Overskrid inte den rekommenderade uppvarmningstiden.

e Bekrafta temperaturen pa Neogen® Molecular Detection Heat Block Insert med en 1amplig kalibrerad termometer
(t.ex. en dopptermometer eller ett digitalt termoelement, inte en termometer for total nedséankning). Termometern
maste placeras pa det angivna stéllet i Neogen Molecular Detection Heat Block Insert.

OBS!

For att minska riskerna som ar férenade med korskontaminering under analysférberedelsen:

e Anviandning av sterila, aerosolresistenta (filtrerade) pipettspetsar av molekylarbiologiklass rekommenderas.

e Anvand en ny pipettspets for varje provéverféring.

e Tillampa god laboratoriepraxis for 6verféring av provet fran substratet till lyseringsréret. Fér att undvika
pipettorkontaminering kan anvandaren vilja att lagga till ett mellanliggande 6verféringssteg. Anvandaren kan
exempelvis 6verfoéra vardera anrikat prov till ett sterilt ror.

e Anvand en arbetsstation fér molekylarbiologi med bakteriedédande lampa, om sadan ar tillganglig.

For att minska riskerna som ar férenade med ett falskt positivt resultat:

o Oppna aldrig ror efter amplifieringen.

e Hantera alltid de kontaminerade réren genom blétlaggning i en 1-5 % l1dsning (volym:volymprocent i vatten) med
blekmedel for hushallsbruk i 1 timme, pa avstand fran omradet for analysférberedelse.

Se sakerhetsdatabladet for ytterligare information och lokala bestammelser om kassering.

Om du har fragor om specifika tillampningar eller procedurer, besdk var webbplats pad www.neogen.com eller kontakta
din lokala Neogen-representant eller -distributér.
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Anvandarens ansvar

Anvandare ansvarar for att bekanta sig med produktinstruktioner och information. Bestk var webbplats pa
www.neogen.com, eller kontakta din lokala Neogen-representant eller -distributér for mer information.

Vid val av testmetod &r det viktigt att inse att externa faktorer som provtagningsmetoder, testprotokoll, provberedning,
hantering och laboratorieteknik kan paverka resultaten.

Anvandaren ansvarar vid val av testmetod eller produkt for att utvardera ett tillréackligt antal prover med tillampliga matriser
och mikrobiella utmaningar for att férsékra sig om att den valda testmetoden uppfyller de egna kriterierna.

Anvandaren ansvarar dven for att faststélla att testmetoder och resultat uppfyller kraven fran dennas kunder och leverantérer.

Som med alla testmetoder utgor erhéllna resultat efter anvandning av ndgon Neogen Food Safety-produkt ingen garanti for
testade matrisers eller processers kvalitet.

Till hjalp for kunders utvardering av metoden for olika livsmedelsmatriser har Neogen utvecklat Neogen® Molecular
Detection Matrix Control-kitet. Anvénd vid behov Matrix Control (MC) fér att faststalla om matrisen skulle kunna péaverka
resultaten fé6r Neogen Molekylar Detektionsanalys 2 — E. coli O157 (inklusive H7). Testa flera prover som &r representativa
for matrisen, dvs. prover fran olika kallor, under en valideringsperiod nar Neogen-metoden tillampas, eller vid testning av
nya eller obekanta matriser eller matriser som genomgatt forandringar vad galler ramaterial eller process.

En matris kan definieras som en typ av produkt som har inbyggda egenskaper, sd&som sammansattning och process.
Skillnaderna mellan matriser kan vara sa enkla som effekter orsakade av skillnader i deras behandling eller utformning,
exempelvis ra kontra pastoriserad, farsk kontra torkad osv.

Begridnsning av garantier/begréansad gottgorelse .

MED UNDANTAG FOR VAD SOM ANGES | AVSNITT OM BEGRANSAD GARANTI FOR EN ENSKILD
PRODUKTFORPACKNING, FRISKRIVER SIG NEOGEN FRAN SAMTLIGA UTTRYCKLIGA OCH UNDERFORSTADDA
GARANTIER INKLUSIVE, MEN INTE BEGRANSAT TILL, GARANTIER OM KOMMERSIELL GANGBARHET ELLER
LAMPLIGHET FOR NAGOT VISST SYFTE. Om ndgon Neogen Food Safety-produkt &r defekt kommer Neogen eller dess
godkanda distributér att efter eget val ersatta produkten eller aterbetala inkdpspriset for denna. Detta &r dina exklusiva
gottgorelser. Du maste meddela Neogen inom sextio dagar efter upptéckten av misstankta defekter i en produkt och
returnera den till Neogen. Kontakta din Neogen-representant eller en godkdnd Neogen-distributér om du har fler fragor.

Begransning av Neogens ansvar

NEOGEN ANSVARAR INTE FOR EVENTUELL FORLUST ELLER SKADA, VARE SIG DIREKT, INDIREKT ELLER OFORUTSEDD
SKADA ELLER FOLJDSKADA, INKLUSIVE MEN INTE BEGRANSAT TILL, UTEBLIVEN VINST. Neogens ansvar ska under inga
omstandigheter enligt nagon rattsteori Gverstiga inkopspriset for den produkt som pastas vara defekt.

Forvaring och kassering

Férvara Neogen Molekylar Detektionsanalys 2 — E. coli O157 (inklusive H7) vid 2—8 °C. Fér ej frysas. Kitet ska skyddas fran
ljus under férvaring. Kontrollera efter att ha 6ppnat kitet att foliepasen ar oskadad. Om péasen ar skadad ska produkten inte
anvandas. Efter 6ppnandet ska oanvanda reagensrér alltid forvaras i den aterforslutningsbara pasen med torkmedlet inuti
for att bibehalla stabiliteten hos den lyofiserade reagensen. Aterférslutna pasar ska férvaras vid 2—8 °C i hégst 60 dagar.

Anvand inte Neogen Molekylar Detektionsanalys 2 — E. coli O157 (inklusive H7) efter utgdngsdatumet. Utgdngsdatum
och partinummer anges pa ladans utsida. Efter anvandning kan anrikningssubstratet och réren fér Neogen Molekylar
Detektionsanalys 2 — E. coli O157 (inklusive H7) potentiellt innehélla patogena material. N&r testningen &r slutférd ska
géllande branschstandarder for kassering av kontaminerat avfall féljas. Se sékerhetsdatabladet for ytterligare information
och lokala bestdammelser om kassering.

Instruktioner for anvandning
Folj alla instruktioner noga. Om dessa asidosatts kan det leda till felaktiga resultat.

Anviandaren ska genomga kvalificeringsutbildningen fér Neogen Molecular Detection System-operatérer enligt beskrivningen
i dokumentet ”Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen Molecular
Detection System™?,

Dekontaminera regelbundet laboratoriebénkar och utrustning (pipetter, verktyg fér pasattning/avtagning av lock osv.)
med en 1-5 % |6sning (volym:volymprocent i vatten) med blekmedel fér hushallsbruk eller DNA-borttagningslésning.

Se avsnittet "Sarskilda instruktioner for validerade metoder” for specifika krav:
Tabell 3 for anrikningsprotokoll enligt AOAC® Official Method of AnalysisS” 2017.01
Tabell 4 for anrikningsprotokoll enligt NF Validation-certifikat 3M 01/18-05/17

Anrikning av prover

Tabell 2, 3 eller 4 ger vagledning om anrikningsprotokoll fér livsmedel. Anvandaren ansvarar for att validera alternativa
provtagningsprotokoll eller spadningskvoter for att sakerstalla att denna testmetod uppfyller anvandarens kriterier.
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Livsmedel
1. Forvarm BPW ISO-anrikningssubstratet till 41,5 £1 °C.

2. Foérena anrikningssubstratet och provet aseptiskt enligt Tabell 2, 3 eller 4. For allt kott och partikelrika prover
rekommenderas anvéndning av filterpasar.

3. Homogenisera noga alla matriser utom bladprodukter och frukt genom att blanda kraftigt i mixer eller fér hand
i 2 £0,2 minuter. Inkubera i 41,5 £1 °C under tillamplig tid enligt Tabell 2, 3 eller 4.

Tabell 2. Allménna anrikningsprotokoll

. Anrikningsbuljong Anrikningstemperatur | Anrikningstid
(a) s
Provmatris Provstorlek volym (mL) (£1°C) (timmar)
975
Ratt notkott inklusive kottfars och puts 325¢g BPW ISO 41,5 10-18
(forvarmd)
Ratt kott inklusive ratt notkott, flask, fagel 225
u KO, Task, 1agel 25g BPW ISO 41,5 8-18
lamm och bison R
(férvarmd)
450
Bladprodukter® 200g BPW ISO 41,5 18-24
(forvarmd)
Andra livsmedel inklusive frukt®, grénsaker, 225
frukt-/grénsaksjuicer, farska orter, ra fisk/skaldjur, 259 BPW ISO 41,5 18-24
réa 4gg, ramjolk, kakdeg och bearbetat kott (férvarmd)
Valnétter eller nétblandningar innehallande
valnétter (detta protokoll ar tillampligt pé 225
. . . .. 25¢9 rekonstituerat 41,5 18-24
andra nétter inklusive pekannétter, mandlar,
. . . . skummijolkspulver
pistagenétter, cashewndotter och kastanjer,

(a) Frysta prover ska harmoniseras till 4—8 °C fore tillsattning till anrikningsbuljong.
(b) Bladprodukt- och fruktprover ska skakas om latt fér hand i 5 minuter. Blanda inte i mixer.

Sarskilda instruktioner for validerade metoder
AOAC® Official Methods of AnalysisS™ 2017.01

| programmet AOAC Official Method of Analysis®™ befanns Neogen Molekylar Detektionsanalys 2 — E. coli O157
(inklusive H7) vara en effektiv metod fér detektion av E. coli O157:H7. Matriserna som testades i studien visas i Tabell 3.

Tabell 3. Anrikningsprotokoll med férvarmd BPW ISO vid 41,5 +1 °C enligt AOAC® Official Methods*”2017.01

Provmatris Provstorlek Anrikningsbuljong, Anrl.knmgstld Homogeniserad
volym (mL) (timmar)
Ra kottfars (73 % mager) 325g 975 10-18 Manuellt f6r hand eller i mixer

450 . . . .

Ré spenat i pase® 200¢ 18-24 Latt oms:g;a:g?;igj.;di; t5e minuter,
225 . . . .

Farska groddar 259 18-24 Latt oms#sr:a:gf;);i::;di; t5e minuter,

Frysta blabar®® 25 g 225 18-24 Latt °ms:§r';a:g‘:’r:i::r’;dir'] o minuter,

(a) Bladprodukt- och fruktprover ska skakas om latt fér hand i 5 minuter. Blanda inte i mixer.
(b) Frysta prover ska harmoniseras till 4—8 °C fére tillsattning till anrikningsbuljong.
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NF Validation genom AFNOR-certifiering

“_‘“:\CA'“ON
.

NF

VALIDATION
EN 1SO 16140

3M 01/18-05/17
ALTERNATIVA ANALYSMETODER FOR AGRI-VERKSAMHETER
http://nf-validation.afnor.org/en
Foér mer information om validitetens upphérande, se NF VALIDATION-certifikat pa webbplatsen som ndmns ovan.
NF VALIDATION-certifierad metod som uppfyller ISO 16140-2® i jamférelse med 1ISO 16654
Valideringens omfattning: Ratt n6tkott, raa mejeriprodukter, raa frukter och grénsaker
Provberedning: Prover ska beredas i enlighet med EN ISO 16654 och EN ISO 6887®
Programvaruversion: Se certifikat

Tabell 4. Anrikningsprotokoll med férvarmd BPW ISO vid 41,5 =1 °C enligt NF VALIDATION-certifierad metod
3M 01/18-05/17

Anrikningsbuljong, Anrikningstemperatur Anrikningstid
Protokoll Provstorlek volym (mL) (x1°C) (timmar)
Raa mejerlyoarodg_kter, ré frukt 254 005 41,5 18-24
och raa grénsaker
Ratt notkott 25¢g 225 41,5 8-24

OBS!

e Prover 6verstigande 25 g har inte testats i NF VALIDATION-studien.

e De rekommenderade protokollavbrottspunkterna ar efter anrikning eller efter provlysering. Anrikningsbuljong eller
provlysat kan férvaras vid 2—8 °C i upp till 72 timmar. Efter att ha tagit fram anrikningsbuljongen frén férvaret, ateruppta
testning fran steg 1 i avsnittet Lysering. Efter att ha tagit fram provlysatet fran forvaret, ateruppta testning fran steg
7 i avsnittet Lysering. Lysatet kan dven férvaras vid -20 °C.

e Korta anrikningsprotokoll ar kansliga fér inkuberingsférhallanden, och de temperaturer som anges i protokollet maste
foljas. Temperaturen i vattenbadet eller inkubatorn dar buljongerna férvarms bor bekraftas for att sakerstalla att
anrikningsbuljongen uppnéar den temperatur som kravs. Den totala tiden fér provberedning, inklusive férdréjningen
mellan slutet av substratuppvarmningssteget och bérjan av inkuberingen av livsmedelsprovet, far inte 6verstiga
45 minuter. Under inkuberingen rekommenderas anvéndning av en ventilerad inkubator.

Forbereda Neogen® Molecular Detection Speed Loader Tray

1. Blét en duk eller pappershandduk i en 1-5 % 8sning (volym:volymprocent i vatten) med blekmedel f6r hushallsbruk
och torka av Neogen Molecular Detection Speed Loader Tray.

2. Skolj Neogen Molecular Detection Speed Loader Tray med vatten.

3. Torka Neogen Molecular Detection Speed Loader Tray torr med en pappershandduk.

4. Se till att Neogen Molecular Detection Speed Loader Tray &r torr innan den anvands.

Forbereda Neogen® Molecular Detection Chill Block Insert

Placera Neogen Molecular Detection Chill Block Insert direkt pa laboratoriebznken: Neogen Molecular Detection Chill
Block Tray anvénds inte. Anvand blocket i omgivande laboratorietemperatur (20-25 °C).

Forbereda Neogen® Molecular Detection Heat Block Insert

Placera Neogen Molecular Detection Heat Block Insert i en torr virmeenhet for dubbla block: Sla pa torrblocksvarmeenheten
och stall in temperaturen sé att Neogen Molecular Detection Heat Block Insert uppnéar och bibehaller en temperatur
pa 100 £1 °C.
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OBS! Beroende pa varmeenhet, rakna med cirka 30 minuter for att Neogen Molecular Detection Heat Block Insert ska
uppna temperaturen. Anvand en lamplig kalibrerad termometer (t.ex. en dopptermometer eller ett digitalt termoelement,
inte en termometer for total nedsénkning) placerad pa det angivna stéllet, och bekrafta att temperaturen péd Neogen
Molecular Detection Heat Block Insert ar 100 +1 °C.

Forbereda Neogen® Molecular Detection Instrument
1. Starta Neogen® Molecular Detection-programmet och logga in. Kontakta din Neogen Food Safety-representant for att
forsakra dig om att du har den senast uppdaterade versionen av programvaran.

2. Sla pa Neogen Molecular Detection Instrument.

3. Skapa eller redigera en kérning med data for varje prov. Se anvandarhandboken till Neogen® Molecular Detection
System for utfoérligare information.

OBS! Neogen Molecular Detection Instrument maste uppné och bibehélla en temperatur pa 60 °C innan Neogen Molecular
Detection Speed Loader Tray med reaktionsror satts in. Detta uppvarmningssteg tar cirka 20 minuter och indikeras av en
ORANGE lampa i instrumentets statusfalt. Nar instrumentet ar redo att starta en koérning blir statusfaltet GRONT.

Lysering
1. L&t Neogen Lysis Solution-réren virmas upp genom att lata stéllet std i rumstemperatur (20-25 °C) under natten
(16-18 timmar). Alternativ for harmonisering av Neogen Lysis Solution-réren till rumstemperatur &r att stélla Neogen
Lysis Solution-réren pa laboratoriebanken i minst 2 timmar, inkubera Neogen Lysis Solution-réren i en inkubator med
en temperatur pa 37 £1 °C i 1 timme, eller placera dem i ett torrt vdrmeaggregat fér dubbla block i 30 sekunder vid 100 °C.

2. Vand upp och ned péa réren med lock for att blanda. Ga vidare till nasta steg inom 4 timmar.
3. Ta ut anrikningsbuljongen ur inkubatorn.
4. Ett Neogen Lysis Solution-rér behdvs fér varje prov och provet fér negativ kontroll (NC) (sterilt anrikningssubstrat).

4.1 Remsorna med Neogen Lysis Solution-ror kan klippas av med 6nskat antal Neogen Lysis Solution-ror. Valj det
antal enskilda Neogen Lysis Solution-ror eller remsor med 8 rér som behdvs. Placera Neogen Lysis Solution-
réren i ett tomt stall.

4.2 Undvik korskontaminering genom att ta av locket pa en Neogen Lysis Solution-rérremsa i taget och anvand en ny
pipettspets fér varje 6verforingssteg.

4.3 Overfor anrikat prov till Neogen Lysis Solution-rér enligt beskrivningen nedan:

Overfér varje anrikat prov till ett enskilt Neogen Lysis Solution-rér forst. Overfor NC:n sist.

4.4 Taav locket pa en remsa med Neogen Lysis Solution-rér i taget med Neogen® Molecular Detection Cap/Decap
Tool-Lysis.

4.5 Kassera Neogen Lysis Solution-rérets lock — Om lysat ska sparas for omtestning, placera locken i en ren behallare
for ateranvandning efter lysering.

4.5.1 For behandling av sparat lysat, se Bilaga A.
4.6 Overfor 20 pl av provet till ett Neogen Lysis Solution-rér savida inget annat anges i protokolltabellerna 2, 3 och 4.

5. Upprepa steg 4.3 tills varje enskilt prov har tillsatts till ett motsvarande Neogen Lysis Solution-rér pa remsan.
6. Upprepa steg 4.1 till 4.6 vid behov foér det antal prover som ska testas.

7. Nar alla prover har dverférts ska 20 ul NC (sterilt anrikningssubstrat, t.ex. BPW 1SO) éverféras till ett Neogen Lysis
Solution-rér. Anvand inte vatten som NC.

8. Kontrollera att Neogen Molecular Detection Heat Block Insert har en temperatur pd 100 £1 °C.

9. Placera det avtackta stallet med Neogen Lysis Solution-rér i Neogen Molecular Detection Heat Block Insert och varmi
15 1 minuter. Under uppvarmningen dndrar Neogen Lysis Solution-lésningen farg fran rosa (sval) till gul (varm).

Prover som inte har virmebehandlats ordentligt under analysens lyseringssteg kan betraktas som en potentiell biologisk
risk och ska INTE infogas i Neogen Molecular Detection Instrument.
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10.Ta bort det avtackta stallet med Neogen Lysis Solution-ror fran varmeblocket och 1t svalna i Neogen Molecular
Detection Chill Block Insert i minst 5 minuter och hégst 10 minuter. Neogen Molecular Chill Block Insert, som anvénds
i omgivningstemperatur utan Neogen Molecular Detection Chill Block Tray, ska sta direkt pa laboratoriebanken. Nar
den har svalnat aterfar lyseringslésningen sin rosa farg.

11.Ta bort stéllet med Neogen Lysis Solution-rér fran Neogen Molecular Detection Chill Block Insert.

00:15:00

D D D_’ D 000500
Amplifiering

1. Ett reagensrér fér Neogen Molekylar Detektionsanalys 2 — E. coli O157 (inklusive H7) behdvs fér varje prov och NC:en.

1.1 Rorremsor kan klippas av med 6nskat antal ror. Valj det antal enskilda reagensror eller remsor med 8 rér for Neogen
Molekylar Detektionsanalys 2 — E. coli O157 (inklusive H7) som behdvs.

1.2 Placera reagensror fér Neogen Molekylar Detektionsanalys 2 — E. coli O157 (inklusive H7) i ett tomt stall.
1.3 Undvik att rubba reagenspelletsen fran rérens botten.
2. Vilj ett Neogen Reagent Control-rér och placera det i stéllet.

3. Undvik korskontaminering genom att ta av locket pa en Neogen Molekylar Detektionsanalys 2 — E. coli O157
(inklusive H7)-remsa med reagensrér i taget, och anvand en ny pipettspets for varje éverféringssteg.

4. Overfor lysat till ett reagensror for Neogen Molekylir Detektionsanalys 2 — E. coli O157 (inklusive H7) och Neogen
Reagent Control-ror enligt beskrivningen nedan:

Overfor alla provlysat till enskilda reagensrér for Neogen Molekylir Detektionsanalys 2 — E. coli O157 (inklusive H7)
forst, foljt av NC:en Hydratisera Neogen Reagent Control-roret sist.

5. Anvind Neogen® Molecular Detection Cap/Decap Tool-Reagent for att ta av locket pa reagensréret fér Neogen
Molekylar Detektionsanalys 2 — E. coli O157 (inklusive H7) — en rérremsa i taget. Kassera locket.

5.1 Overfor 20 pL provlysat fran den 6vre halvan av vitskan (undvik utfillning) i Neogen Lysis Solution-réret till
motsvarande reagensrér for Neogen Molekylar Detektionsanalys 2 — E. coli O157 (inklusive H7) . Hall i en vinkel
for att undvika att rubba pelletsen. Blanda genom att varsamt pipettera upp och ned 5 ganger.

5.2 Upprepa steg 5.1 tills enskilda provlysat har tillférts motsvarande reagensror fér Neogen Molekylar Detektionsanalys
2 — E. coli 0157 (inklusive H7) p& remsan.

5.3 Forslut reagensroren for Neogen Molekylar Detektionsanalys 2 — E. coli O157 (inklusive H7) med de medféljande
extralocken, och anvind den rundade sidan pd Neogen Molecular Detection Cap/Decap Tool-Reagent for att
trycka med en fram och tillbaka-rérelse sé att locket sitter pa ordentligt.

5.4 Upprepa steg 5.1 till 5.3 vid behov fér det antal prover som ska testas.

5.5 Nar alla provlysat har 6verférts, upprepa steg 5.1 till 5.3 for att Gverféra 20 uL NC-lysat till ett reagensror for
Neogen Molekylar Detektionsanalys 2 — E. coli O157 (inklusive H7).

5.6 Overfor 20 uL NC-lysat till ett Neogen Reagent Control-ror. Hall i en vinkel for att undvika att rubba pelletsen.
Blanda genom att varsamt pipettera upp och ned 5 géanger.

6. Stall tackta rorien ren och dekontaminerad Neogen Molecular Detection Speed Loader Tray. Stang och las
sedan locket.
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7. Granska och bekrafta den konfigurerade kérningen i Neogen Molecular Detection-programmet.

8. Klicka pa Start-knappen i programmet och valj det instrument som ska anvandas. Det valda instrumentets lock
Oppnas automatiskt.

9. Placera Neogen Molecular Detection Speed Loader Tray i Neogen Molecular Detection Instrument och stang locket
for att starta analysen. Resultaten ges inom 60 minuter, men positiva resultat kan detekteras tidigare.

10.Ta ut Neogen Molecular Detection Speed Loader Tray ur Neogen Molecular Detection Instrument nar analysen ar
slutférd och ta bort réren genom blétlaggning i en 1-5 % 16sning (volym:volymprocent i vatten) med blekmedel
for hushallsbruk i 1 timme, pa avstand fran omradet for analysférberedelse.

OBS! For att minimera risken for falskt positiva resultat pa grund av korskontaminering, 6ppna aldrig reagensror
som innehéller amplifierat DNA. Detta géller &ven Neogen Reagent Control, reagensrér for Neogen Molekylar
Detektionsanalys 2 — E. coli O157 (inklusive H7) och Neogen Matrix Control-rér. Hantera férslutna reagensror
genom blétlaggning i en 1-5 % 16sning (volym:volymprocent i vatten) med blekmedel fér hushéllsbruk i 1 timme,
pa avstand fran omradet for analysférberedelse.

Resultat och tolkning

En algoritm tolkar lampsignalkurvan som kommer fran detektionen av nukleinsyraamplifieringen. Resultaten analyseras
automatiskt av programmet och fargkodas baserat pa resultatet. Ett positivt eller negativt resultat faststélls genom
analys av ett antal unika kurvparametrar. Presumtivt positiva resultat rapporteras i realtid, och negativa resultat och
inspektionsresultat visas efter att kérningen ar slutford.

Presumtivt positiva prover ska bekraftas enligt laboratoriets standardférfaranden eller tillamplig referensmetod-2%, som
borjar med 6verféring fran den primara BPW ISO-anrikningen till sekundar anrikningsbuljong, f6ljt av utstrykning och
bekréaftelse av isolat med tillampliga biokemiska och serologiska metoder.

OBS! Inte ens ett negativt prov ger ett nollvarde eftersom systemet och amplifieringsreagens for Neogen Molekylar
Detektionsanalys 2 — E. coli O157 (inklusive H7) har en "bakgrundsavlasning” av relativa ljusenheter.

| det sallsynta fallet av ovanliga lampsignaler markerar algoritmen detta med "Inspektera”. Neogen rekommenderar att
anvandaren upprepar analysen for sddana eventuella prover. Om resultatet fortsatter att vara Inspektera gar du vidare
till bekraftelsetestet med den metod du féredrar eller s& som specificeras i lokala bestammelser.

| handelse av motsatta resultat (presumtivt positiva med Neogen Molekylar Detektionsanalys 2 — E. coli O157 (inklusive H7),
ej bekraftade med n&dgon av ovan namnda metoder, och i synnerhet fér latexagglutinationstestet), maste laboratoriet félja de
nédvandiga stegen for att sakerstalla de erhéllna resultatens giltighet.

Bekriftelse av resultat enligt metoden NF VALIDATION-certifierad

Vad galler NF VALIDATION maste alla prover som identifieras som positiva av Neogen Molekylar Detektionsanalys

2 — E. coli 0157 (inklusive H7) bekraftas med ett av féljande test:

Alternativ 1: Anvandning av ISO 16654-standarden® med bérjan frén anrikningen av det buffrade peptonvattnet®.

Alternativ 2: Implementering av en bekraftelsemetod som bestéar av féljande: Stryk 50 pl anrikat buffrat peptonvatten® pé
en Cefixime Potassium Tellurite Sorbitol MacConkey-agarplatta (CT-SMAC)®. Inkubera i 24 £3 timmar vid 37 °C. Stryk
karakteristiska kolonier pa naringsagar och utfor latexagglutinationstest direkt pa isolerade kolonier. Om resultaten for
Neogen Molekylar Detektionsanalys 2 — E. coli O157 (inklusive H7) inte bekraftas, utfér en immunomagnetisk separation
och stryk sedan 50 pl pd CT-SMAC.

Alternativ 3: Anvandning av nukleinsyrasonder enligt beskrivningen i EN ISO 7218-standarden® p4 isolerade kolonier
(renade eller ej) fran CT-SMAC (se Alternativ 1 eller 2). Nukleinsyrasonderna far inte vara samma som anvéndes for
Neogen Molekylar Detektionsanalys 2 — E. coli O157 (inklusive H7).

Alternativ 4: Anvandning av ndgon annan NF VALIDATION-certifierad metod som inte far vara samma som anvandes for
Neogen Molekylar Detektionsanalys 2 — E. coli O157 (inklusive H7). Det fullstédndiga protokollet som beskrivs fér denna
andra validerade metod maste anvandas. Alla steg fore bekraftelsens bérjan maste vara gemensamma fér bada metoderna.

| handelse av motsatta resultat (presumtivt positiva med den alternativa metoden, ej bekraftade med n&dgon av ovan
namnda metoder) maste laboratoriet félja de nédvandiga stegen for att sékerstélla det erhéllina resultatets giltighet.

Om du har fragor om specifika tillampningar eller procedurer, besék var webbplats pad www.neogen.com eller kontakta
din lokala Neogen-representant eller -distributor.

Bilaga A. Protokollavbrott: Férvaring och omtestning av prover
1. Vid férvaring av ett virmebehandlat lysat, satt ett rent lock pa lyseringsréret (se avsnittet Lysering, 4.5)

2. Vid férvaring av ett anrikat prov, inkubera i minst 18 timmar fére férvaring.
Férvara vid 4 till 8 °C i upp till 72 timmar.
Bered ett forvarat prov fér amplifiering genom att vanda det upp och ned 2-3 ganger for att blanda.

o, w

Ta av locken frén réren.
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Placera réren med blandat lysat pa Neogen Molecular Detection Heat Block Insert och varm vid 100 £1 °C i 5 £1 minuter.

Ta bort stéllet med Neogen Lysis Solution-ror fran varmeblocket och 1t svalna i Neogen Molecular Detection Chill Block
Insert i minst 5 minuter och hégst 10 minuter.

Fortsatt med protokollet fran avsnittet Amplifiering som beskrivs ovan.

Referenser:

1.

2.

US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 4A: Diarrheagenic Escherichia coli.
November 2015.

US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 5.09. Detection, Isolation and
Identification of Escherichia coli O157:H7 from Meat Products and Carcass and Environmental Sponges. Effective Date:
15 January 2015.

ISO 16654:2001 Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal method for the detection of Escherichia
coli O157.

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

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

Installation Qualification (IQ)/Operational Qualification (OQ) Neogen® Molecular Detection System. Neogen Food
Safety.

Teckenférklaring
info.neogen.com/symbols

AOAC ar ett registrerat varumarke som tillhér AOAC INTERNATIONAL
Official Methods &r ett registrerat servicemérke som tillhor AOAC INTERNATIONAL
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Produktvejledning

Molecular Detection Assay 2 - E. coli 0157 (inklusive H7)

Produktbeskrivelse og tilsigtet anvendelse
Neogen® Molecular Detection Assay 2 - E. coli 0157 (inklusive H7) anvendes sammen med Neogen® Molecular
Detection System til hurtig og specifik detektion af E. coli O157 (inklusive H7) i berigede fadevare- og foderpraver.

Neogen Molecular Detection Assays bruger loop-medieret isotermisk amplifikation til hurtigt at amplificere
nukleinsyresekvenser med hgj specificitet og sensitivitet, kombineret med bioluminescens for at detektere amplifikationen.
Formodet positive resultater rapporteres i realtid, mens negative resultater vises, nar analysen er fuldfert. Formodet
positive resultater skal bekrseftes ved hjeelp af din foretrukne metode eller som defineret i de lokale regler 23,

Neogen Molecular Detection Assay 2 - E. coli 0157 (inklusive H7) er beregnet til brug i et laboratoriemiljg af fagfolk,
der er uddannet i laboratorieteknikker. Neogen har ikke dokumenteret brugen af dette produkt i andre industrier end
fede- og drikkevareindustrierne. For eksempel har Neogen ikke dokumenteret dette produkt til test af miljgmeessige,
farmaceutiske, kosmetiske, kliniske eller veterinzere praver. Neogen Molecular Detection Assay 2 - E. coli O157
(inklusive H7) er ikke blevet evalueret med alle eksisterende fadevareprodukter, fadevareprocesser, testprotokoller

eller med alle eksisterende bakteriestammer.

Som med alle testmetoder kan berigelsesmediets kilde, formulering og kvalitet pavirke resultaterne. Faktorer
som prgveudtagningsmetoder, testprotokoller, preveforberedelse, hdndtering og laboratorieteknik kan ogsé pavirke
resultaterne. Neogen anbefaler evaluering af metoden inklusive berigelsesmedie i brugerens milje ved brug af

et tilstreekkeligt antal prgver med saerlige fedevarer og mikrobielle udfordringer for at sikre, at metoden opfylder

brugerens kriterier.

Neogen har evalueret Neogen Molecular Detection Assay 2 - E. coli O157 (inklusive H7) med bufferet peptonvand ISO.

Neogen® Molecular Detection Instrument er beregnet til brug med prgver, der har gennemgéet varmebehandling under
analysens lysetrin, og er designet til at gdeleegge organismer, der er til stede i prgven. Prgver, der ikke er blevet ordentligt
varmebehandlet under analysens lysetrin, kan betragtes som potentielt biologisk risikomateriale og ma IKKE indszettes

i Neogen Molecular Detection Instrument.

Neogen Food Safety er certificeret i henhold til ISO (International Organization for Standardization) 9001 med hensyn

til design og fremstilling.

Testszettet med Neogen Molecular Detection Assay 2 - E. coli O157 (inklusive H7) indeholder 96 tests, der er beskrevet

i tabel 1.

Tabel 1. Komponenter i sasettet med Neogen Molecular Detection Assay

Control (RC)

fliplag

og detektionsblanding

Komponent Identifikation | Kvantitet Indhold Bemaerkninger
. Lysergd . .
®
Neog‘en Lysis oplgsning 96 (12 strimler a 8 rar) 580 p'l Neogen Lysis Sati rac!(
Solution (LS) {Klare ror Solution pr. rar og klar til brug
®
ngegci;;nhgzizcular Frysetgrret specifik
5 - E coli O1 57y Lyserade rer 96 (12 strimler a 8 rgr) amplifikations- og Klar til brug
(inklusive H7)-reagensrar detektionsblanding
Ekstra lag Lyserade lag 96 (12 strimler a 8 lag) Klar til brug
Frysetarret kontrol-
®
Neogen™ Reagent Klare rar med 16 (2 poser a 8 enkeltrgr) | DNA, amplifikations- Klar til brug

Den negative kontrol, som ikke er inkluderet i seettet, er et sterilt berigelsesmedie, f.eks. BPW ISO. Brug ikke vand som

negativ kontrol.

Sikkerhed

Brugeren skal leese, saette sig ind i og falge alle sikkerhedsoplysninger i instruktionerne til Neogen Molecular Detection
System og Neogen Molecular Detection Assay 2 - E. coli O157 (inklusive H7). Opbevar sikkerhedsinstruktionerne som

fremtidig reference.

A ADVARSEL: Angiver en farlig situation, som, hvis den ikke undgas, kan resultere i dad eller alvorlig personskade
og/eller materiel skade.

BEMARK: Angiver en potentielt farlig situation, som, hvis den ikke undgas, kan resultere i materiel skade.
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Neogen Molecular Detection Assay 2 - E. coli 0157 (inklusive H7) ma ikke bruges til diagnosticering af sygdomme hos mennesker
eller dyr.

Brugeren skal undervise sit personale i aktuelle korrekte testteknikker: for eksempel God laboratoriepraksis, ISO/IEC 17025
eller ISO 72180,

Sadan reduceres risici forbundet med et falsk-negativt resultat, der forer til frigivelse af forurenet produkt:

e Fglg protokollen, og udfer testene ngjagtigt som angivet i produktvejledningen.

e Brug medium, der er forvarmet til 41,5 £ 1 °C. Lad ikke mediet falde til under inkubationstemperaturomrédet under
preveforberedelsen.

e Neogen Molecular Detection Assay 2 - E. coli O157 (inklusive H7) skal opbevares som angivet pa pakken og i produktvejledningen.

e Neogen Molecular Detection Assay 2 - E. coli O157 (inklusive H7) skal altid anvendes inden udlgbsdatoen.

e Neogen Molecular Detection Assay 2 - E. coli O157 (inklusive H7) skal bruges sammen med fadevare-,
foder- og fedevareprocesmiljgprever, der er blevet valideret internt eller af en tredjepart.

e Neogen Molecular Detection Assay 2 - E. coli 0157 (inklusive H7) ma kun bruges sammen med overflader, desinfektionsmidler,
protokoller og bakteriestammer, der er blevet valideret internt eller af en tredjepart., der er blevet valideret internt eller af en
tredjepart.

e For en miljgprave, der indeholder neutraliserende buffer (NB) med arylsulfonatkompleks, udferes en 1:2 fortynding fer testning
(1 del prgve i 1 del steril berigelsesbouillon). En anden mulighed er at overfgre 10 pl af den neutraliserende bufferberigelse
til Neogen Lysis Solution-rgrene. Neogen® Sample Handling-produkter, som omfatter Neogen® Neutralizing Buffer med
arylsulfonatkompleks: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, XSLSSL10NB, HS10NB og HS119510NB.

Sadan reduceres risiciene forbundet med eksponering for kemikalier og biologiske risici:

o Udfer patogentest i et veludstyret laboratorium under ledelse af uddannet personale. Inkuberede berigelsesmedier og udstyr
eller overflader, der er kommet i kontakt med inkuberede berigelsesmedier, kan indeholde patogener i tilstraekkelige maengder
til at forérsage risiko for menneskers sundhed.

e Fplg altid standard laboratoriesikkerhedspraksis, herunder ifering af passende beskyttelsesbeklzedning og gjenbeskyttelse,
mens du handterer reagenser og kontaminerede prgver.

e Undga kontakt med indholdet af berigelsesmediet og reagensrarene efter amplifikation.

e Bortskaf berigede prgver og tilhgrende kontamineret affald i overensstemmelse med geeldende lokale/regionale/nationale/
branchemazessige standarder.

e Overskrid ikke den anbefalede temperaturindstilling pa varmeren.

e Overskrid ikke den anbefalede opvarmningstid.

e \Ved hjalp af et passende kalibreret termometer skal du kontrollere temperaturen pd Neogen® Molecular Detection Heat Block
Insert er pa 100 = 1°C. (f.eks. et termometer til delvis nedsaenkning, et digitalt termoelementtermometer eller et termometer,
der ikke er til fuldsteendig nedsaenkning). Termometeret skal placeres pa det anviste sted i Neogen Molecular Detection Heat
Block Insert.

Sadan reduceres risiciene forbundet med krydskontaminering under forberedelse af assayet:
e Beer altid handsker (for at beskytte brugeren og forhindre indfgrelse af nukleaser).

Sadan reduceres risiciene forbundet med eksponering for varme vaesker:

e Overskrid ikke den anbefalede temperaturindstilling pa varmeren.

o Overskrid ikke den anbefalede opvarmningstid.

e Ved hjeelp af et passende kalibreret termometer skal du kontrollere temperaturen pd Neogen® Molecular Detection Heat Block
Insert er p& 100 = 1°C. (f.eks. et termometer til delvis nedseenkning, et digitalt termoelementtermometer eller et termometer,
der ikke er til fuldsteendig nedsaenkning). Termometeret skal placeres pa det anviste sted i Neogen Molecular Detection Heat
Block Insert.

BEMARK

Sadan reduceres risiciene forbundet med krydskontaminering under forberedelse af assayet:

e Brug af sterile pipettespidser af molekyleerbiologisk kvalitet og med aerosolbarriere (med filter) anbefales.

e Brug en ny pipettespids til hver praveoverfarsel.

e Brug god laboratoriepraksis til at overfare prgven fra berigelsen til lysisrgret. For at undga pipettekontaminering kan brugeren
veelge at tilfgje et mellemliggende overfgrselstrin. For eksempel kan brugeren overfgre hver beriget prave til et sterilt rer.

e Brug en molekylzerbiologisk arbejdsstation med bakteriedraebende lampe, hvor det er tilgeengeligt.

Sadan reduceres risiciene forbundet med et falsk positivt resultat:

o Abn aldrig rer efter udfert amplifikation.
e Bortskaf altid de kontaminerede rgr ved at laegge dem i blad i en 1-5 % (v:v i vand) husholdningsblegemiddeloplasning i 1 time
et andet sted end i assayklargaringsomréadet.

Se sikkerhedsdatabladet for yderligere information og lokale regler for bortskaffelse.

Hvis du har spergsmal om specifikke anvendelsesformal eller procedurer, kan du besgge vores websted pa www.neogen.com eller
kontakte din lokale Neogen-repraesentant eller autoriserede Neogen-distributgr.
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Brugerens ansvar

Brugere, der er ansvarlige for at seette sig ind i produktinstruktioner og -oplysninger. Besgg vores websted pa
www.neogen.com, eller kontakt din lokale Neogen-repraesentant eller Neogen-distributgr for at fa flere oplysninger.

Nar der veelges en testmetode, er det vigtigt at erkende, at eksterne faktorer sdsom prgveudtagningsmetoder,
testprotokoller, praveforberedelse, hdndtering og laboratorieteknik kan pavirke resultaterne.

Det er brugerens ansvar ved valg af testmetode eller produkt at evaluere et tilstraekkeligt antal prgver med passende
matricer og mikrobielle udfordringer for at overbevise brugeren om, at den valgte testmetode opfylder brugerens kriterier.

Det er ogséa brugerens ansvar at fastsl3, at eventuelle testmetoder og resultater opfylder kundernes og leverandgrernes krav.

Som med enhver testmetode udger resultater opnaet ved brug af ethvert Neogen Food Safety-produkt ikke en garanti
for kvaliteten af de testede matricer eller processer.

For at hjeelpe kunderne med at evaluere metoden for forskellige fedevarematricer, har Neogen udviklet Neogen®
Molecular Detection Matrix Control-szettet. Nar det er nadvendigt, skal du bruge Matrix Control (MC) til at bestemme,
om matrixen har evnen til at pavirke resultaterne af Neogen Molecular Detection Assay 2 - E. coli 0157 (inklusive H7).
Test flere praver, der er repraesentative for matrixen, dvs. prgver, der er opnaet fra forskellig oprindelseskilde, i en hvilken
som helst valideringsperiode, nar Neogen-metoden anvendes, eller nar der testes nye eller ukendte matricer eller matricer,
der har gennemgéet aendringer af ramateriale eller processer.

En matrix kan defineres som en type produkt med iboende egenskaber sd&som sammensaetning og proces. Forskellene
mellem matricer kan veere sa enkle som virkningerne forarsaget af forskelle i deres behandling eller praesentation,
f.eks. ra versus pasteuriseret eller frisk versus tarret osv.

Begraensning af garantier/begraenset afhjalpning

MEDMINDRE DET ER UDTRYKKELIGT ANGIVET | ET AFSNIT OM BEGRANSET GARANTI PA DEN ENKELTE
PRODUKTEMBALLAGE, FRASKRIVER NEOGEN SIG ALLE UDTRYKKELIGE OG UNDERFORSTAEDE GARANTIER,
HERUNDER MEN IKKE BEGRANSET TIL ENHVER GARANTI FOR SALGBARHED ELLER EGNETHED TIL EN BESTEMT
BRUG. Hvis et Neogen Food Safety Product er defekt, vil Neogen eller dets autoriserede distributer efter eget valg erstatte
eller refundere kgbsprisen for produktet. Dette er dine eneste retsmidler. Du skal straks underrette Neogen inden tres dage
efter opdagelsen af eventuelle formodede fejl i et produkt og returnere det til Neogen. Kontakt din Neogen-repraesentant
eller autoriserede Neogen-distributgr, hvis du har flere spargsmal.

Begraensning af Neogens ansvar

NEOGEN KAN IKKE DRAGES TIL ANSVAR FOR NOGET TAB ELLER NOGEN SKADER, DET VARE SIG DIREKTE,
INDIREKTE, SARLIGE, TILFALDE ELLER FBLGESKADER, HERUNDER, MEN IKKE BEGRANSET TIL TABT FORTJENESTE.
Neogens ansvar i henhold til nogen juridisk teori kan under ingen omstaendigheder overstige kabsprisen for det produkt,
der péstas at veere defekt.

Opbevaring og bortskaffelse

Neogen Molecular Detection Assay 2 - E. coli 0157 (inklusive H7) skal opbevares ved 2-8 °C. M4 ikke fryses. Hold seettet
veek fra lys under opbevaring. Nar du har abnet saettet, skal du kontrollere, at folieposen er intakt. Hvis posen er beskadiget,
ma den ikke bruges. Efter abning skal ubrugte reagensrer altid opbevares i den genlukkelige pose med terremidlet indeni
for at opretholde stabiliteten af de frysetgrrede reagenser. Genlukkede poser skal opbevares ved 2-8 °C i hgjst 60 dage.

Neogen Molecular Detection Assay 2 - E. coli 0157 (inklusive H7) ma ikke anvendes efter udlgbsdatoen. Udlgbsdato
og lotnummer er anfart pa seskens udvendige etiket. Efter brug kan rarene med berigelsesmediet og Neogen Molecular
Detection Assay 2 - E. coli O157 (inklusive H7) potentielt indeholde patogene materialer. Nar testen er afsluttet, skal

du fglge geeldende industristandarder for bortskaffelse af kontamineret affald. Se sikkerhedsdatabladet for yderligere
information og lokale regler for bortskaffelse.

Brugsanvisning
Falg alle anvisningerne ngje. | modsat fald det kan fere til ungjagtige resultater.

Brugeren skal gennemfare Neogen Molecular Detection System-operaterens faerdighedsundervisning, som beskrevet
i dokumentet "Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen
Molecular Detection System"</1®,

Dekontaminer periodisk laboratorieborde og -udstyr (pipetter, l4g/l4gdbningsveerktgj osv.) med en 1-5 % (v:v i vand)
husholdningsblegemiddeloplasning eller DNA-fjernelsesopl@sning.

Se afsnittet "Specifikke vejledninger for validerede metoder" for at se de specifikke krav:
Tabel 3 for berigelsesprotokoller i henhold til AOAC® officielle analysemetoder®™ 2017.01
Tabel 4 for berigelsesprotokoller i henhold til NF-valideringdcertifikat 3M 01/18-05/17

Praveberigelse

| tabel 2, 3 og 4 vises vejledning om berigelsesprotokoller for fedevarer. Det er brugerens ansvar at validere alternative
prevetagningsprotokoller eller fortyndingsforhold for at sikre, at denne testmetode opfylder brugerens kriterier.
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Fedevarer
1. Forvarm BPW ISO-berigelsesmedie til 41,5 = 1 °C.

2. Kombiner berigelsesmediet og preven pa aseptisk vis i overensstemmelse med tabel 2, 3 eller 4. Til alle kedpraver
og prever med mange partikler anbefales det at anvende filterposer.

3. Homogeniser alle matricer undtagen for prgver fra afgreder med blade eller frugtprever blending, Stomach-blending
eller handblanding i 2 (+ 0,2) minutter. Inkuber ved 41,5 + 1 °C i det passende tidsrum ifglge tabel 2, 3 eller 4.

Tabel 2. Generelle berigelsesprotokoller

. Volumen af Berigelsestem- | Berigelsestid
(a)

Prevematrix Provestgrrelse berigelsesbouillon (ml) | peratur (x1 °C) (timer)

Rét oksekad inklusive hakket/ 3254 975 BPW ISO 41,5 10-18
fars og afpuds (forvarmet)

Rat ked |nI§Iu3|ve rat oksek.(ad, svinekad, 254 225 BPW ISO 41,5 8-18
fjerkrae, lam og bison (forvarmet)
450 BPW ISO
®) -
Afgrgde med blade 200g (forvarmet) 41,5 18-24

Andre fgdevarer, herunder frugt®,
grentsager, frugt-/grentsagsjuice, friske 254 225 BPW ISO 41,5 18-24

krydderurter, ra fisk og skaldyr, ra aeg, (forvarmet)
ra meelk, smakagedej og forarbejdet kad
Valngdder eller ngddeblandinger
indeholdende valnadder (denne protokol 025 rekonstitueret

er passende for andre ngdder, herunder 25¢g 41,5 18-24
pekanngdder, mandler, pistaciengdder,

cashewngdder og kastanjer)

fedtfri tarmaelk

(a) Frosne praver skal sekvilibreres til 4-8 °C fgr tilsaetning i berigelsesbouillon.

(b) Prgver fra afgrader med blade eller frugtpraver skal omrgres forsigtigt i hdnden i 5 minutter. Mé ikke blendes eller
Stomacher-blendes.

Specifikke instruktioner for validerede metoder
AOAC® officielle analysemetoders” 2017.01

| AOAC officielle analysemetoders®-program blev Neogen Molecular Detection Assay 2 — E. coli O157 (inklusive H7)
fundet at veere en effektiv metode til detektion af E. coli O157:H7. De testede matricer i undersagelsen er vist i tabel 3.

Tabel 3. Berigelsesprotokoller med brug af forvarmet BPW ISO ved 41,5 = 1 °C iht. AOAC® officielle analysemetoder™”
2017.01

Prevematrix Provestorrelse Vc:::l‘)i:i?lt) Ize(:ﬂ)e I- Ber(igﬁ:ﬁ)s tid Homogeniseret
Fitraergdied | aasg
Ré spinat i pose® 200g 0 18-24 i5 makﬁit‘é?ﬁﬁ?f gthr?;r:i;enise
Friske spirer 25¢9 225 18-24 i5 mirl;ﬁttzr'?[ﬂ;Ir:de:thfgn(ii;enise
Frosne blébeer®® 25g 225 18-24 i5 mirl;ﬁ;ctz:?zir:llr:de gthf:riigenise

(a) Praver fra afgreder med blade eller frugtpraver skal omrgres forsigtigt i handen i 5 minutter. Ma ikke blendes eller
Stomacher-blendes.

(b) Frosne praver skal sekvilibreres til 4-8 °C fgr tilsaetning i berigelsesbouillon.



(Dansk) ‘ﬁ ﬁ

NF Validation efter AFNOR-certificering

“_‘“:\CA'“ON
.

NF

VALIDATION
EN 1SO 16140

3M 01/18-05/17
ALTERNATIVE ANALYSEMETODER TIL LANDBRUGSVIRKSOMHEDER
http://nf-validation.afnor.org/en

For mere information om ophgr af gyldighed henvises til NF VALIDATION-certifikatet, der foreligger pa ovennaevnte
websted.

NF VALIDATION-certificeret metode i overensstemmelse med ISO 16140-2® sammenlignet med 1ISO 16654
Valideringens omfang: Rat oksekad, ra mejeriprodukter, ra frugter og grentsager

Preveklargering: Praverne skal klargares i henhold til EN ISO 16654 og EN I1SO 6887©

Softwareversion: Se certifikat

Tabel 4. Berigelsesprotokoller med brug af forvarmet BPW ISO ved 41,5 £ 1 °C i henhold til NF VALIDATION-certificeret
metode 3M 01/18-05/17

Volumen af Berigelsestemperatur Berigelsestid
Protokol Prevestorrelse berigelsesbouillon (ml) (x1°C) (timer)
Ra mejerlp[odukter, ra frugter 254 505 41,5 18-24
og ra grentsager
Rat okseked 25¢g 225 41,5 8-24

BEMAZARKNINGER:

e Prgver pa mere end 25 g er ikke blevet testet i NF VALIDATION-studiet.

e De anbefalede protokolafbrydelsestidspunkter er efter berigelse eller efter pravelysis. Berigelsesbouillon eller
prevelysat kan opbevares ved 2-8 °C i op til 72 timer. Efter at have taget berigelsesbouillonen ud fra lager,
genoptages testningen fra trin 1 i afsnittet Lysis. Efter at have taget prgvelysatet ud fra lager, genoptages
testningen fra trin 7 i afsnittet Lysis. Lysatet kan ogsa opbevares ved -20 °C.

e Korte berigelsesprotokoller er falsomme over for inkubationsbetingelser, og de temperaturer, der er specificeret
i protokollen, skal felges. Temperaturen i vandbadet eller inkubatoren, hvor bouillonene forvarmes, skal verificeres
for at sikre, at berigelsesbouillonen nar den krsevede temperatur. Den samlede tid til forberedelse af prever,
herunder forsinkelsen mellem slutningen af det medium foropvarmningstrin og begyndelsen af inkubationen af
fedevareprgven, ma ikke overstige 45 minutter. Det anbefales at bruge en ventileret inkubator under inkubationen.

Klargering af Neogen® Molecular Detection Speed Loader Tray
1. Fugt en klud eller engangsserviet med en 1-5 % (v:v i vand) husholdningsblegemiddelopl@sning, og aftar
Neogen Molecular Detection Speed Loader Tray.

2. Skyl Neogen Molecular Detection Speed Loader Tray med vand.
3. Brug en engangsserviet til at tgrre vandet af Neogen Molecular Detection Speed Loader Tray.
4, Sgrg for, at Neogen Molecular Detection Speed Loader Tray er ter, fgr den bruges.

Klargering af Neogen® Molecular Detection Chill Block Insert
Anbring Neogen Molecular Detection Chill Block Insert direkte pé laboratoriebordet: Neogen Molecular Detection
Chill Block Tray anvendes ikke. Brug blokken ved omgivende laboratorietemperatur (20-25 °C).

Klargering af Neogen® Molecular Detection Chill Heat Insert
Anbring Neogen Molecular Detection Heat Block Insert i en terblokvarmer til dobbelt blok. Teend for tarblokvarmeren, og
indstil temperaturen, s& Neogen Molecular Detection Heat Block Insert kan na og opretholde en temperatur pa 100 = 1 °C.

BEM/ERK: Afhaengigt af varmeapparatet skal der gé ca. 30 minutter, far Neogen Molecular Detection Heat Block Insert
nar temperaturen. Ved hjeelp af et passende kalibreret termometer (f.eks. et termometer til delvis nedssenkning, et digitalt
termoelementtermometer, et termometer, der ikke er til fuldsteendig nedsaenkning) placeret pa det angivne sted skal

du kontrollere, at Neogen Molecular Detection Heat Block Insert er pa 100 + 1°C.
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Klargering af Neogen® Molecular Detection Instrument

1. Start Neogen® Molecular Detection Software, og log pa. Kontakt din Neogen Food Safety-repraesentant for at sikre,
at du har den mest opdaterede version af softwaren.

2. Teend Neogen Molecular Detection Instrument.

3. Opret eller rediger en karsel med data for hver prave. Se brugervejledningen til Neogen® Molecular Detection System
for at fa flere oplysninger.

BEMARK: Neogen Molecular Detection Instrument skal na og opretholde en temperatur pa 60 °C, far Neogen Molecular
Detection Speed Loader Tray iseettes med reaktionsrer. Dette opvarmningstrin tager ca. 20 minutter og indikeres af et
ORANGE lys pé instrumentets statuslinje. Nar instrumentet er klar til at starte en karsel, bliver statuslinjen GR@N.

Lysering

1. Lad rerene med Neogen Lysis Solution varme op ved at stille racket ved stuetemperatur (20-25 ° C) natten over
(16-18 timer). Alternativer til at sekvilibrere Neogen Lysis Solution-rarene til stuetemperatur er at stille Neogen Lysis
Solution-rgrene pa laboratoriebordet i mindst 2 timer, inkubere Neogen Lysis Solution-rgrene i en 37 + 1 °C varm
inkubator i 1 time eller placere dem i en tarblokvarmer til dobbelt blok i 30 sekunder ved 100 °C.

2. Vend de lukkede rar for at blande indholdet. Fortsaet til nseste trin inden for 4 timer.

w

Tag berigelsesbouillon ud af inkubatoren.
4. Det kraeves ét Neogen Lysis Solution tube til hver prgve og den negative kontrol (NC)-prave (sterilt berigelsesmedie).

4.1 Neogen Lysis Solution-rgrstrimler kan tilskeeres til det enskede antal Neogen Lysis Solution-rer. Veelg
det nedvendige antal individuelle Neogen Lysis Solution-rer eller 8-rgrsstrimler. Anbring rerene med
Neogen Lysis Solution i et tomt rack.

4.2 For at undgé krydskontaminering skal du fjerne lagene pa én Neogen Lysis Solution-rgrstrimmel ad gangen
og bruge en ny pipettespids til hvert overfgrselstrin.

4.3 Overfer beriget prave til Neogen Lysis Solution-rgrene som beskrevet nedenfor:

Overfer farst hver beriget prave til et individuelt Neogen Lysis Solution-rgr. Overfer NC til sidst.

4.4 Brug Neogen® Molecular Detection Cap/Decap Tool-Lysis til at tage laget af én Neogen Lysis Solution-
rerstrimmel — én strimmel ad gangen.

4.5 Kassér laget fra Neogen Lysis Solution-rgret — Hvis der bevares lysat til gentest, skal du anbringe lagene i en ren
beholder, sa de kan genanvendes eller lyseringen.

4.5.1 Setilleeg A for at fa oplysninger om behandling af bevaret lysat.
4.6 Overfer 20 pl prove til et Neogen Lysis Solution-rgr, medmindre andet er angivet i protokoltabel 2, 3 og 4.

5. Gentag trin 4.3, indtil hver enkelt prgve er tilsat i et modsvarende Neogen Lysis Solution-rer i rgrstrimlen.
6. Gentag trin 4.1 til 4.6 efter behov for det antal prgver, der skal testes.

7. Nér alle praver er overfart, overfgres 20 pul NC (sterilt berigelsesmedie, f.eks. BPW I1SO) til et Neogen Lysis Solution-rear.
Brug ikke vand som NC.

8. Kontroller, at temperaturen pd Neogen Molecular Detection Heat Block Insert er p4 100 = 1 °C.

9. Seet det afaekkede rack med Neogen Lysis Solution-rgr i Neogen Molecular Detection Heat Block Insert og opvarm
deti 15 = 1 minutter Under opvarmning vil Neogen Lysis Solution skifte fra pink (kglig) til gul (varm).

Praver, der ikke er blevet ordentligt varmebehandlet under analysens lysetrin, kan betragtes som potentielt biologisk
risikomateriale og ma IKKE indseettes i Neogen Molecular Detection Instrument.

10.Fjern det afdeekkede rack med Neogen Lysis Solution-rer fra varmeblokken, og lad det afkgle i Neogen Molecular
Detection Chill Block Insert i mindst 5 minutter og hgjst 10 minutter. Neogen Molecular Chill Block Insert, der anvendes
ved omgivelsestemperatur uden Neogen Molecular Detection Chill Block Tray, skal sta direkte pa laboratoriebordet.
Nar det er kaligt, far lysisoplgsningen sin lysergde farve tilbage.
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11.Fjern racket med Neogen Lysis Solution-rer fra Neogen Molecular Detection Chill Block Insert.

00:15:00

20-25°C

D D D D 00:05.00
Amplifikation

1. Der kraeves ét Neogen Molecular Detection Assay 2 - E. coli 0157 (inklusive H7)-reagensrar for hver prave og NC.

1.1 Rerstrimler kan skaeres til det gnskede rgrantal. Veelg det nedvendige antal individuelle Neogen Molecular
Detection Assay 2 - E. coli O157 (inklusive H7)-reagensrar eller 8-ragrsstrimler.

1.2 Saet Neogen Molecular Detection Assay 2 - E. coli O157 (inklusive H7)-reagensrgr i et tomt rack.
1.3 Undga at hvirvle reagenspellets i bunden af rgrene rundt.
2. Veelg ét Neogen Reagent Control-rgr og saet det i rack.

3. For at undgé krydskontaminering skal du fjerne ldgene pé& én Molecular Detection Assay 2 - E. coli O157 (inklusive H7)-
reagensrgrstrimmel ad gangen og bruge en ny pipettespids til hvert overfarselstrin.

4. Overfar lysat til et Neogen Molecular Detection Assay 2 - E. coli O157 (inklusive H7)-reagensrgr og et Neogen Reagent
Control-rgr som beskrevet nedenfor:

Overfar farst hvert pravelysat til individuelle Neogen Molecular Detection Assay 2 - E. coli O157 (inklusive H7)-
reagensrgr efterfulgt af NC'en. Hydrer Neogen Reagent Control-rgret til sidst.

5. Brug Neogen® Molecular Detection Cap/Decap Tool-Reagent til at tage laget af Neogen Molecular Detection Assay
2 - E. coli 0157 (inklusive H7)-reagensraret — én rarstrimmel ad gangen. Kassér laget.

5.1 Overfor 20 pl provelysat fra den gverste halvdel af veesken (undga bundfald) i Neogen Lysis Solution-
reret til det modsvarende Neogen Molecular Detection Assay 2 - E. coli O157 (inklusive H7)-reagensrer.
Dispenser i en vinkel for at undga at hvirvle pellets rundt. Bland ved forsigtigt at pipettere op og ned 5 gange.

5.2 Gentag trin 5.1, indtil individuelt prgvelysat er blevet tilsat i et modsvarende Neogen Molecular Detection Assay
2 - E. coli 0157 (inklusive H7)-reagensrer i strimlen.

5.3 Tildeek Neogen Molecular Detection Assay 2 - E. coli O157 (inklusive H7)-reagensrgrene med de medfalgende
ekstra lag, og brug den afrundede side af Neogen Molecular Detection Cap/Decap Tool-Reagent til at pafare tryk
i en frem og tilbage-bevaegelse og sikre, at laget er stramt pasat.

5.4 Gentag trin 5.1 til 5.3 efter behov for det antal prgver, der skal testes.

5.5 Nar alle pravelysater er blevet overfart, gentages 5.1 til 5.3 for at overfare 20 pl NC-lysat til et Neogen Molecular
Detection Assay 2 - E. coli O157 (inklusive H7)-reagensrar.

5.6 Overfgr 20 pl NC-lysat til et Neogen Reagent Control-rar. Dispenser i en vinkel for at undga at hvirvle pellets
rundt. Bland ved forsigtigt at pipettere op og ned 5 gange.

6. Seet rar med l&g i en ren og dekontamineret Neogen Molecular Detection Speed Loader Tray. Luk og las derefter laget.

7. Gennemga og bekreeft den konfigurerede kersel i Neogen Molecular Detection Software.

8. Klik pa Start-knappen i softwaren, og veelg det instrument, der skal bruges. Laget pa det valgte instrument dbnes
automatisk.
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9. Anbring Neogen Molecular Detection Speed Loader Tray i Neogen Molecular Detection Instrument, og luk laget for
at starte assayet. Resultaterne vises inden for 60 minutter, men positive resultater detekteres muligvis tidligere.

10.Nar analysen er afsluttet, skal du fierne Neogen Molecular Detection Speed Loader Tray fra Neogen Molecular
Detection Instrument og bortskaffe de kontaminerede rer ved farst at laegge dem i blgd i en 1-5 % (v:v i vand)
husholdningsblegemiddeloplasning i 1 time et andet sted end i assayklarggringsomradet.

BEMAERK: For at minimere risikoen for falsk positive resultater pa grund af krydskontaminering ma du aldrig
abne reagensrgr, der indeholder amplificeret DNA. Disse omfatter Neogen Reagent Control, Neogen Molecular
Detection Assay 2 - E. coli 0157 (inklusive H7) Reagent Tube og Neogen Matrix Control Tubes. Bortskaf altid

de forseglede reagensrar ved farst at laegge dem i blgd i en 1-5 % (v:v i vand) husholdningsblegemiddelopl@sning
i 1 time et andet sted end i assayklarggringsomradet.

Resultater og fortolkning

En algoritme fortolker den lysoutputkurve, der genereres ved pévisningen af nukleinsyreamplifikationen. Resultaterne
analyseres automatisk af softwaren og farvekodes baseret péa resultatet. Et positivt eller negativt resultat bestemmes ved
analyse af en reekke unikke kurveparametre. Formodet positive resultater rapporteres i realtid, mens negative resultater,
og resultater, der kreever brugerinspektion, vises, nar karslen er fuldfert.

Formodet positive praver skal bekrzeftes i henhold til laboratoriet standarddriftsprocedurer eller ved at falge den relevante
referencemetodebekraeftelse>¥, begyndende med overfarsel fra den primaere BPW I1SO-berigelses- til sekundeere
berigelsesbouillon efterfulgt af efterfelgende udpladning og bekrzeftelse af isolater ved hjeelp af passende biokemiske

og serologiske metoder.

BEMARK: Selv en negativ prave vil ikke give en nul-afleesning, da systemet og Neogen Molecular Detection Assay
2 - E. coli 0157 (inklusive H7)-amplifikationsreagenser har en "baggrunds"-afleesning af relative lysenheder (RLU).

| det sjeeldne tilfeelde af noget useedvanligt lysoutput, meerker algoritmen dette som "Inspicer". Neogen anbefaler brugeren
at gentage analysen for alle Inspicer-praver. Hvis resultatet fortsat er Inspicer, skal du fortsaette til bekraeftelsestest ved
hjeelp af din foretrukne metode eller som specificeret i lokale regler.

| tilfeelde af uoverensstemmende resultater (formodet positive med Neogen Molecular Detection Assay 2 - E. coli 0157
(inklusive H7), ikke bekraeftet pa en af de ovenfor beskrevne méder, og iseer for latexagglutinationstesten) skal laboratoriet
felge de nadvendige trin for at sikre gyldigheden af de opnéede resultater.

Bekrzeftelse af resultater i henhold til den NF VALIDATION-certificerede metode

| forbindelse med NF VALIDATION skal alle prever, der identificeres som positive med Neogen Molecular Detection Assay
2 - E. coli 0157 (inklusive H7) skal bekraeftes med en af fglgende tests:

Mulighed 1: Brug af ISO 16654®-standarden med udgangspunkt i bufferet peptonvand®-berigelse.

Mulighed 2: Implementering af en bekrzeftelsesmetode bestdende af falgende: Stryg 50 pl af den bufrede peptonvand®-
berigelse pa en Cefixime Potassium Tellurite Sorbitol MacConkey (CT-SMAC)®-agarplade. Inkuberes i 24 +3 timer

ved 37 °C. Stryg karakteristiske kolonier pa naeringsagar, og udfer latexagglutinationstest direkte pé isolerede kolonier.
Hvis de opnéede resultater med Neogen Molecular Detection Assay 2 - E. coli O157 (inklusive H7) ikke er bekraeftet,
skal du udfgre et immunomagnetisk separationstrin og derefter stryge 50 pl p4 CT-SMAC.

Mulighed 3: Brug af nukleinsyreprober som beskrevet i EN ISO 7218®-standarden, udfgrt pa isolerede kolonier
(oprenset eller e]) fra CT-SMAC (se mulighed 1 eller 2). Nukleinsyreproberne mé ikke veere de samme som dem,
der anvendes i Neogen Molecular Detection Assay 2 - E. coli O157 (inklusive H7).

Mulighed 4: Brug af enhver anden certificeret NF VALIDATION-metode, hvis princip skal veere anderledes end den for
Neogen Molecular Detection Assay 2 - E. coli O157 (inklusive H7). Den fuldsteendige protokol, der er beskrevet for denne
anden validerede metode, skal anvendes. Alle trin fgr bekreeftelsesstart skal veere fzelles for begge metoder.

| tilfeelde af uoverensstemmende resultater (formodet positive med den alternative metode og ikke bekreeftet pa en af
de ovenfor beskrevne méader) skal laboratoriet fglge de n@dvendige trin for at sikre gyldigheden af det opnéede resultat.

Hvis du har spgrgsmal om specifikke anvendelsesformal eller procedurer, kan du besgge vores websted pa
www.neogen.com eller kontakte din lokale Neogen-repraesentant eller autoriserede Neogen-distributer.

Tillaeg A. Protokolafbrydelse: Opbevaring og gentestning af prever
For at opbevare et varmebehandlet lysat skal lysisraret lukkes igen med et rent lag (se afsnittet Lysis, 4.5)

For at opbevare en beriget prgve skal den inkuberes i mindst 18 timer fgr opbevaring.
Opbevares ved 4 til 8 °C i op til 72 timer.

Klarger en opbevaret prgve til amplifikation ved at vende den 2-3 gange for at blande indholdet.
Tag laget af rarene.

o0k, 0w

Saet de omblandede lysatrgr pd Neogen Molecular Detection Heat Block Insert, og opvarm dem til 100 £ 1 °C
i 5% 1 minutter.
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7. Fjern racket med Neogen Lysis Solution-rgr fra varmeblokken, og lad det afkale i Neogen Molecular Detection Chill
Block Insert i mindst 5 minutter og hgjst 10 minutter.

8. Fortsezet protokollen fra afsnittet Amplifikation, der er beskrevet ovenfor.
Litteraturhenvisninger:

1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 4A: Diarrheagenic Escherichia coli.
November 2015.

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 5.09. Detection, Isolation
and ldentification of Escherichia coli O157:H7 from Meat Products and Carcass and Environmental Sponges.
Ikrafttraedelsesdato: 15. january 2015.

3. DS/EN ISO 16654:2001 Mikrobiologisk undersggelse af fadevarer og foderstoffer — Horisontal metode
til bestemmelse af Escherichia coli O 157.

4. DS/EN ISO/IEC 17025. Generelle krav til prgvnings- og kalibreringslaboratoriers kompetence.

5. DS/EN ISO 7218. Mikrobiologisk undersagelse af fedevarer og foderstoffer — Generelle krav og vejledning
for mikrobiologiske undersggelser.

6. DS/EN ISO 6887. Mikrobiologiske undersggelser i fadevarekeeden — Forberedelse af pravemateriale,
forste fortynding og tifoldsfortyndinger til mikrobiologiske undersggelser.

7. Installation Qualification (IQ)/Operational Qualification (OQ) Neogen® Molecular Detection System.
Neogen Food Safety.
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S NEOGEN

Produktinstruksjoner
Molekylaer deteksjonstest 2 — E. coli 0157 (inkludert H7)

Produktbeskrivelse og tiltenkt bruk
Neogen® molekyleer deteksjonstest 2 — E. coli O157 (inkludert H7) brukes med Neogen® system for molekyleer detektering
for rask og spesifikk detektering av E. coli O157 (inkludert H7) i anrikede naeringsmiddel- og férpraver.

Neogen molekylaere deteksjonstester bruker slgyfemediert isotermisk amplifikasjon for raskt & amplifisere
nukleinsyresekvenser med hay spesifisitet og sensitivitet, kombinert med bioluminescens for & registrere amplifikasjonen.
Presumptive positive resultater rapporteres i sanntid, mens negative resultater vises etter at testen er fullfgrt. Presumptivt
positive resultater skal bekreftes ved bruk av din foretrukne metode eller som spesifisert av lokale forskrifter"23,

Neogen molekyleer deteksjonstest 2 — E. coli 0157 (inkludert H7) er beregnet for bruk i et laboratoriemiljg av fagpersoner
oppleert i laboratorieteknikker. Neogen har ikke dokumentert bruk av dette produktet i andre bransjer enn nzeringsmidler
eller drikkevarer. For eksempel har Neogen ikke dokumentert dette produktet for testing av miljgprever, farmasgytiske
prever, kosmetikkprgver, kliniske prgver eller veterinaerpraver. Neogen molekyleer deteksjonstest 2 — E. coli O157
(inkludert H7) har ikke blitt evaluert med alle mulige naeringsmiddelprodukter, nseringsmiddelprosesser, testprotokoller
eller med alle mulige stammer av bakterier.

Som med alle testmetoder kan kilden, formuleringen og kvaliteten til anrikningsmediet pavirke resultatene. Faktorer
som prgvetakingsmetoder, testprotokoller, pravepreparering, hdndtering og laboratorieteknikk kan ogsé péavirke
resultatene. Neogen anbefaler evaluering av metoden inkludert anrikningsmediet i brukerens milje ved bruk av et
tilstrekkelig antall prever med bestemte naeringsmidler og mikrobielle utfordringer for & sikre at den valgte testmetoden
oppfyller brukerens kriterier.

Neogen har evaluert Neogen molekylaer deteksjonstest 2 — E. coli O157 (inkludert H7) med bufret peptonvann ISO.

Neogen® instrument for molekylaer detektering er beregnet for bruk med praver som har gjennomgatt varmebehandling
under testens lysistrinn, som er utformet for 8 edelegge organismer som er til stede i pr@ven. Prgver som ikke har blitt
riktig varmebehandlet under testens lysistrinn, kan anses som en potensiell biologisk fare og skal IKKE settes inn i Neogen
instrument for molekyleer detektering.

Neogen neeringsmiddelsikkerhet er ISO (Den internasjonale standardiseringsorganisasjonen) 9001 -sertifisert for design og
produksjon.

Neogen molekyleer deteksjonstest 2 — E. coli O157 (inkludert H7)-testsettet inneholder 96 tester, beskrevet i tabell 1.
Tabell 1. Komponenter i Neogen molekylzer deteksjonstest-sett

Element Identifikasjon | Antall Innhold Kommentarer
Rosa lgsning . . .
. . . 96 (12 remser med 580 pl Neogen lysislgsnin | stativ o
Neogen® lysislgsning (LS) | i gjennom- 8 rér) per rLr;r genly 9 Klare til Icﬁ'uk
siktige rer

Neogen® molekyleer

deteksjonstest 2 — E. 96 (12 remser med Lyoﬁlls:ert .SPeS'ﬁkk .
. . Rosa rer amplifikasjons- og Klare til bruk
coli 0157 (inkludert H7) 8 rar) . .
deteksjonsblanding
reagensrgr
Ekstra lokk Rosa lokk 96 (12 remser med Klare til bruk
8 lokk)

Gjennomsiktige
rer med flipp-
topp

Den negative kontrollen, felger ikke med i settet, er et sterilt anrikningsmedium, f.eks. BPW ISO. Ikke bruk vann som en
negativ kontroll.

Sikkerhet

Brukeren skal lese, forsta og falge all sikkerhetsinformasjon i instruksjonene for Neogen system for molekyleer detektering
og Neogen molekyleer deteksjonstest 2 — E. coli O157 (inkludert H7). Ta vare pé sikkerhetsinstruksjonene for fremtidig
referanse.

Lyofilisert kontroll-
DNA-, amplifikasjons- Klare til bruk
og deteksjonsblanding

Neogen® reagenskontroll
(RC)

16 (2 poser med
8 individuelle rar)

A\ ADVARSEL: Indikerer en farlig situasjon som kan fare til dedsfall eller alvorlig personskade og/eller materiell skade hvis
den ikke unngas.

VARSEL: Indikerer en potensielt farlig situasjon som kan fare til materiell skade hvis den ikke unngas.
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Ikke bruk Neogen molekylzer deteksjonstest 2 — E. coli 0157 (inkludert H7) til 4 stille diagnose for tilstander hos mennesker eller dyr.

Brukeren ma lzere opp personalet sitt i gjeldende riktige testteknikker: for eksempel god laboratoriepraksis, ISO/IEC 17025“ eller
ISO 72186,

Slik reduserer du risikoene forbundet med et falskt negativt resultat som ferer til utsending av kontaminert produkt:

e Folg protokollen og utfer testene ngyaktig som beskrevet i produktinstruksjonene.

Bruk medium forvarmet til 41,5 £ 1 °C. lkke la mediet falle under inkubasjonstemperaturintervallet under prgvepreparering.

Oppbevar Neogen molekylzer deteksjonstest 2 — E. coli O157 (inkludert H7) som angitt p4 emballasjen og i produktinstruksjonene.

Bruk alltid Neogen molekyleer deteksjonstest 2 — E. coli O157 (inkludert H7) innen utlgpsdatoen.

Bruk Neogen molekyleer deteksjonstest 2 — E. coli O157 (inkludert H7) med naeringsmiddelpraver, férpraver og miljgpraver fra

nzeringsmiddelprosesser som har blitt validert internt eller av en tredjepart.

e Bruk Neogen molekyleer deteksjonstest 2 — E. coli O157 (inkludert H7) kun med overflater, desinfeksjonsmidler, protokoller og
bakteriestammer som har blitt validert internt eller av en tredjepart.

e For en miljgprave som inneholder ngytraliserende buffer (NB) med arylsulfonatkompleks, utfgrer du en 1:2-fortynning far testing
(1 del prgve i 1 del steril anrikningsneeringsvaeske). Et annet alternativ er & overfgre 10 pl av ngytraliseringsbufferanrikningen
til Neogen lysislgsningrarene. Neogen® prevehandteringsprodukter som inkluderer Neogen® ngytraliseringsbuffer med
arylsulfonatkompleks: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, XSLSSL10NB, HS10NB og HS119510NB.

Slik reduserer du risikoene forbundet med eksponering for kjemikalier og biologiske farer:

o Utfer patogentesting i et riktig utstyrt laboratorium under kontroll av opplzert personell. Inkuberte anrikningsmedier og utstyr eller
overflater som har kommet i kontakt med inkuberte anrikningsmedier, kan inneholde patogener i nivaer som er tilstrekkelige til &
forarsake risiko for menneskers helse.

e Fglg alltid standard laboratoriesikkerhetspraksis, inkludert bruk av passende beskyttelseskleer og @yevern mens du handterer
reagenser og kontaminerte praver.

e Unnga kontakt med innholdet i anrikningsmediet og reagensrarene etter amplifikasjon.

Avhend anrikede prgver og tilhgrende kontaminert avfall i henhold til gjeldende lokale/regionale/nasjonale standarder og
bransjestandarder.

e |kke overskrid den anbefalte temperaturinnstillingen pa varmeelementet.

Ikke overskrid den anbefalte oppvarmingstiden.

Bruk et egnet, kalibrert termometer til & verifisere temperaturen til Neogen® molekyleer detektering, varmeblokkinnsats (f.eks.
et delvis nedsenkbart termometer eller et digitalt termoelementtermometer, ikke et fullstendig nedsenkbart termometer).
Termometere ma plasseres pé det utpekte stedet i Neogen molekyleer detektering, varmeblokkinnsats.

Slik reduserer du risikoene forbundet med krysskontaminasjon ved klargjering av testen:
e Bruk alltid hansker (for & beskytte brukeren og forhindre introduksjon av nukleaser).

Slik reduserer du risikoene forbundet med eksponering for varme vaesker:

o lkke overskrid den anbefalte temperaturinnstillingen pa varmeelementet.

e |kke overskrid den anbefalte oppvarmingstiden.

e Bruk et egnet, kalibrert termometer til & verifisere temperaturen til Neogen® molekyleer detektering, varmeblokkinnsats (f.eks.
et delvis nedsenkbart termometer eller et digitalt termoelementtermometer, ikke et fullstendig nedsenkbart termometer).
Termometere mé plasseres pé det utpekte stedet i Neogen molekylzer detektering, varmeblokkinnsats.

VARSEL

Slik reduserer du risikoene forbundet med krysskontaminasjon ved klargjering av testen:

e Bruk av sterile pipettespisser av molekyleerbiologikvalitet med aerosolbarriere (filtrert) anbefales.

e Bruk en ny pipettespiss for hver prgveoverfering.

e Bruk god laboratoriepraksis for & overfgre prgven fra anrikningen til lysisraret. For & unngé pipettekontaminering kan brukeren
velge a legge til et mellomliggende overferingstrinn. Brukeren kan for eksempel overfgre hver anrikede prove til et sterilt rer.

e Bruk en molekyleerbiologiarbeidsstasjon som inneholder bakteriedrepende lampe, nar tilgjengelig.

Slik reduserer du risikoene forbundet med et falskt positivt resultat:

o Apne aldri rer etter amplifikasjon.
e Avhend alltid de kontaminerte rgrene ved & blgtlegge dem i en 1-5 % (volumprosent i vann) Igsning av klorholdig
husholdningsblekemiddel i 1 time og unna testklargjeringsomradet.

Se sikkerhetsdatabladet for ytterligere informasjon og lokale forskrifter for avhending.

Besgk nettstedet vart pa www.neogen.com eller kontakt din lokale Neogen-representant eller Neogen-distributer hvis du har sparsmal
om spesifikke bruksomrader eller prosedyrer.
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Brukerens ansvar

Brukerne har selv ansvaret for a sette seg inn i produktanvisningene og -informasjonen. Besgk nettstedet vart pa
www.neogen.com eller kontakt din lokale Neogen-representant eller -distributegr for mer informasjon.

Nar en testmetode velges, er det viktig & veere klar over at eksterne faktorer som prgvetakingsmetoder, testprotokoller,
prevepreparering, hdndtering og laboratorieteknikk kan pavirke resultatene.

Det er brukerens ansvar ved valg av testmetode eller produkt & evaluere et tilstrekkelig antall prever med egnede matrikser
og mikrobielle utfordringer for a forsikre brukeren om at den valgte testmetoden oppfyller brukerens kriterier.

Det er ogséa brukerens ansvar & bestemme at eventuelle testmetoder og resultater oppfyller kravene til brukerens kunder og
leveranderer.

Som med enhver testmetode utgjer ikke resultater oppnadd ved bruk av noe Neogen neeringsmiddelsikkerhetsprodukt en
garanti for kvaliteten pa de testede matriksene eller prosessene.

Neogen har utviklet Neogen® matrikskontrollsett for molekylzaer detektering for & hjelpe kunder med & evaluere metoden
for forskjellige nzeringsmiddelmatrikser. Ved behov bruker du matrikskontrollen (MC) til & bestemme om matriksen har
evne til & pavirke resultatene til Neogen molekyleer deteksjonstest 2 — E. coli O157 (inkludert H7). Test flere praver som er
representative for matriksen, dvs. prever som er innhentet fra ulike opprinnelsessteder, under enhver valideringsperiode nar
Neogen-metoden tas i bruk eller ved testing av nye eller ukjente matrikser eller matrikser som har gjennomgatt endringer i
ramateriale eller prosess.

En matriks kan defineres som en type produkt med iboende egenskaper som for eksempel sammensetning og prosess.
Forskjeller mellom matrikser kan vaere s& enkle som effektene forarsaket av forskjeller i deres prosessering eller
presentasjon, for eksempel ra kontra pasteurisert, fersk kontra tgrket, osv.

Begrensning av garantier / begrenset rettsmiddel

MED UNNTAK AV DET SOM UTTRKKELIG ER UTTRYKT | ET AVSNITT OM BEGRENSET GARANTI PA INDIVIDUELL
PRODUKTEMBALLASJE, FRASKRIVER NEOGEN SEG ALLE UTTRYKTE OG UNDERFORSTATTE GARANTIER,
INKLUDERT, MEN IKKE BEGRENSET TIL, ALLE GARANTIER OM SALGBARHET ELLER EGNETHET FOR ET BESTEMT
BRUKSOMRADE. Hvis et Neogen naeringsmiddelsikkerhetsprodukt er defekt, vil Neogen eller dets autoriserte distributar,
etter eget valg, erstatte eller refundere kjspesummen for produktet. Dette er dine eneste rettsmidler. Du ma umiddelbart
varsle Neogen innen seksti dager etter oppdagelse av eventuelle mistenkte defekter i et produkt og returnere det til
Neogen. Kontakt Neogen-representanten din eller en autorisert Neogen-distributgr hvis du har flere spgrsmal.

Begrensning av Neogens ansvar

NEOGEN VIL IKKE VAERE ANSVARLIG FOR NOE TAP ELLER NOEN SKADER, ENTEN DE ER DIREKTE, INDIREKTE,
SPESIELLE, TILFELDIGE ELLER FOLGEMESSIGE SKADER, INKLUDERT, MEN IKKE BEGRENSET TIL, TAPT
FORTJENESTE. Under ingen omstendigheter skal Neogens ansvar under noen juridisk teori overstige kjspesummen for
produktet som pastés & vaere defekt.

Oppbevaring og avhending

Oppbevar Neogen molekylzer deteksjonstest 2 — E. coli O157 (inkludert H7) ved 2—-8 °C. Skal ikke fryses. Hold settet borte
fra lys under oppbevaring. Etter at du har apnet settet, ma du kontrollere at folieposen er uskadet. Skal ikke brukes hvis
posen er skadet. Etter 4pning skal ubrukte reagensrer alltid oppbevares i den gjenlukkbare posen med tgrkemidlet inni

for & opprettholde holdbarheten til lyofiliserte reagenser. Oppbevar gjenlukkbare poser ved 2—-8 °C i maksimalt 60 dager.

Ikke bruk Neogen molekyleer deteksjonstest 2 — E. coli O157 (inkludert H7) etter utlapsdatoen. Utlgpsdato og lotnummer
er notert pa eskens ytre etikett. Etter bruk kan rarene med anrikningsmediet og Neogen molekylzer deteksjonstest 2 —

E. coli O157 (inkludert H7) potensielt inneholde patogene materialer. Nar testingen er fullfart, falger du gjeldende
bransjestandarder for avhending av kontaminert avfall. Se sikkerhetsdatabladet for ytterligere informasjon og lokale
forskrifter for avhending.

Anvisninger for bruk
Folg alle anvisningene ngye. Unnlatelse av & gjgre det kan fgre til ungyaktige resultater.

Brukeren skal fullfere brukerkvalifikasjonsoppleeringen for Neogen system for molekyleer detektering, som beskrevet i
dokumentet «Protokoller og instruksjoner for installasjonskvalifikasjon (IQ) / driftskvalifikasjon (OQ) for Neogen system for
molekyleer detektering»?.

Dekontaminer periodisk laboratoriebenker og utstyr (pipetter, verktay for lukking/&pning osv.) med en 1-5 % (volumprosent
i vann) lgsning av klorholdig husholdningsblekemiddel eller DNA-fjerningslgsning.

Se avsnittet «Spesifikke instruksjoner for validerte metoder» nér det gjelder spesifikke krav:
Tabell 3 for anrikningsprotokoller i henhold til AOAC® Official Method of AnalysisS™ 2017.01
Tabell 4 for anrikningsprotokoller i henhold til NF Validation-sertifikat 3M 01/18-05/17

Proveanrikning
Tabell 2, 3 eller 4 inneholder veiledning for anrikningsprotokoller for neeringsmidler. Det er brukerens ansvar & validere
alternative prevetakingsprotokoller eller fortynningsforhold for & sikre at denne testmetoden oppfyller brukerens kriterier.

3
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Nzeringsmidler
1. Forvarm BPW ISO-anrikningsmedium til 41,5 = 1 °C.

2. Kombiner anrikningsmediet og preven aseptisk i henhold til tabell 2, 3 eller 4. For alle kjattpraever og alle prgver med
hgyt partikkelinnhold anbefales bruk av filterposer.

3. Homogeniser alle matrikser unntatt bladgrgnnsaker og frukt grundig ved & kjare i blender, «<stomaching» eller
handblande i 2 £ 0,2 minutter. Inkuber ved 41,5 = 1 °C i riktig tidsperiode i henhold til tabell 2, 3 eller 4.

Tabell 2. Generelle anrikningsprotokoller

) T . Anriknings- aoe
Provematriks® Prove Anrikningsnzerings temperatur A{\rlkplngs
storrelse vaeskevolum (ml) (x1°C) tid (timer)
975
Réatt storfekjgtt inkludert kjgttdeig og avskjeer 325¢g BPW ISO 41,5 10-18
(forvarmet)
Ratt kjatt inkludert ratt storfe, svin, fjeerfe 225
: ’ ’ ’ 259 BPW ISO 41,5 8-18
lam og bison
(forvarmet)
450
Bladgr@nnsaker® 200g BPW ISO 41,5 18-24
(forvarmet)
Andre naeringsmidler inkludert frukt®, 205
grznr:sqker, frulft-/grzllnsakswlf:er, frlgke 25g BPW 1SO 41,5 18-24
urter, ra sjgmat, ra egg, ra melk, kjeksdeig og (forvarmet)
bearbeidede kjattprodukter
Valngtter eller ngtteblandinger som
inneholder valngtter (denne protokollen er 05 225 rekonstituert 415 18-24
egnet for andre ngtter inkludert pekanngtter, 9 skummet tarrmelk ’
mandler, pistasjer, kasjungtter og kastanjer

(a) Fryste praver skal na en temperatur pa 4-8 °C far de tilsettes i anrikningsnaeringsvaeske.
(b) Bladgrennsaks- og fruktprgver skal blandes forsiktig for hdnd i 5 minutter. Ikke kjgr i blender eller «stomach».

Spesifikke instruksjoner for validerte metoder

AOACO® Official Methods of AnalysisS™ 2017.01

| AOAC Official Method of AnalysisS™-programmer ble Neogen molekyleer deteksjonstest 2 — E. coli O157 (inkludert H7)
funnet a veere en effektiv metode for detektering av E. coli O157:H7. Matriksene som ble testet i studien, vises i tabell 3.
Tabell 3. Anrikningsprotokoller ved bruk av forvarmet BPW ISO ved 41,5 £ 1 °C i henhold til AOAC?® Official MethodsS™
2017.01

Anriknings- T .
Prgvematriks Prove- naeringsvaeske- An"k.anSt'd Homogenisert
storrelse (timer)
vium (ml)
Ré kjattdeig av storfe _ Manuelt for hand eller med
(73 % mager) 3259 975 10-18 «stomach»
450 Bland forsiktig for hand
2 H H (a) —
Ra spinat i pose 2009 18-24 i 5 minutter, ikke homogeniser
. 225 Bland forsiktig for hand
Ferske spirer 259 18-24 i 5 minutter, ikke homogeniser
Frosne blabaer@® 25¢g 225 18-24 . B!and for§|kt|g for hand‘
i 5 minutter, ikke homogeniser

(a) Bladgrgnnsaks- og fruktpragver skal blandes forsiktig for hdnd i 5 minutter. Ikke kjer i blender eller «stomach».
(b) Fryste praver skal n& en temperatur pa 4—8 °C fer de tilsettes i anrikningsnaeringsvaeske.



(Norsk) ‘ﬁ ﬁ

NF Validation fra AFNOR Certification:

“_‘“:\CA'“ON
.

NF

VALIDATION
EN 1SO 16140

3M 01/18-05/17
ALTERNATIVE TESTMETODER FOR LANDBRUKSVIRKSOMHET
http://nf-validation.afnor.org/en
For mer informasjon om opphear av gyldighet, se NF VALIDATION-sertifikatet tilgjengelig pa nettstedet nevnt ovenfor.
NF VALIDATION-sertifisert metode i samsvar med ISO 16140-2® sammenlignet med ISO 16654%
Valideringens omfang: Ratt storfekjatt, r& melkeprodukter, ra frukt og grannsaker
Praveklargjering: Pravene skal klargjgres i henhold til EN ISO 16654 og EN ISO 6887®
Programvareversjon: Se sertifikatet

Tabell 4. Anrikningsprotokoller ved bruk av forvarmet BPW ISO ved 41,5 £ 1 °C i henhold til NF VALIDATION-sertifisert
metode 3M 01/18-05/17

Protokoll Prgvestor- | Anrikningsneerings- | Anrikningstemperatur Anrikningstid
relse vaeskevolum (ml) (x1°C) (timer)
Ra melkeprodukter, ra frukt og ra 25 g 005 41,5 18-24
grgnnsaker
Ratt storfekjatt 25¢ 225 41,5 8-24
MERKNADER:

e Prover stgrre enn 25 g er ikke testet i NF VALIDATION-studien.

e De anbefalte protokollavbruddspunktene er etter anrikning eller etter prgvelysis. Anrikningsneeringsvaeske eller
prevelysat kan oppbevares ved 2—8 °C i opptil 72 timer. Etter & ha tatt anrikningsnaeringsvaesken ut av oppbevaringen,
gjenopptar du testingen fra trinn 1 i avsnittet Lysis. Etter & ha tatt pravelysatet ut av oppbevaringen, gjenopptar du
testingen fra trinn 7 i avsnittet Lysis. Lysatet kan ogsa oppbevares ved —20 °C.

e Korte anrikningsprotokoller er felsomme for inkubasjonsforhold, og temperaturene som er angitt i protokollen,
ma felges. Temperaturen til vannbadet eller inkubatoren der neeringsvaeskene forvarmes, skal verifiseres for &
sikre at anrikningsnaeringsvaesken nér den nadvendige temperaturen. Den totale tiden for pr@vepreparering,
inkludert forsinkelsen mellom slutten av trinnet med oppvarming av mediet og begynnelsen av inkubasjonen av
nzeringsmiddelpraven, ma ikke overstige 45 minutter. Det anbefales & bruke en ventilert inkubator under inkuberingen.

Klargjering av Neogen® molekylzer detektering hurtiglastebrett

1. Fukt en klut eller et engangsh&ndkle med en 1-5 % (volumprosent i vann) lgsning av klorholdig husholdningsblekemiddel
og terk av Neogen molekyleer detektering hurtiglastebrett.

2. Skyll Neogen molekyleer detektering hurtiglastebrett med vann.

3. Bruk et engangshandkle til & tarke Neogen molekyleer detektering hurtiglastebrett.

4. Sgrg for at Neogen molekyleer detektering hurtiglastebrett er tart far bruk.

Klargjering av Neogen® molekylzer detektering kjsleblokkinnsats

Plasser Neogen molekyleer detektering kjzleblokkinnsats direkte pé laboratoriebenken: Neogen molekylzer detektering
kjsleblokkbrett brukes ikke. Bruk blokken ved laboratoriets romtemperatur (20-25 °C).

Klargjering av Neogen® molekylzer detektering varmeblokkinnsats

Plasser Neogen molekyleer detektering varmeblokkinnsats i en dobbel tarrblokkvarmerenhet. Sla pa
terrblokkvarmerenheten og still inn temperaturen slik at Neogen molekyleer detektering varmeblokkinnsats kan né og
opprettholde en temperatur pad 100 £ 1 °C.

MERK: Avhengig av varmerenheten kan det ta ca. 30 minutter far Neogen molekyleer detektering varmeblokkinnsatsen
nér temperaturen. Bruk et egnet, kalibrert termometer (f.eks. et delvis nedsenkbart termometer eller et digitalt
termoelementtermometer, ikke et fullstendig nedsenkbart termometer) plassert pa det utpekte stedet til & verifisere at
temperaturen til Neogen molekylzer detektering varmeblokkinnsatsen er pa 100 = 1 °C.
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Klargjering av Neogen® instrument for molekylaer detektering

1. Start Neogen® programvare for molekyleer detektering og logg inn. Kontakt din Neogen nzeringsmiddelsikkerhetsre-
presentant for & sikre at du har den mest oppdaterte versjonen av programvaren.

2. Sla pa Neogen instrument for molekyleer detektering.

3. Opprett eller rediger en kjgring med data for hver prave. Se brukermanualen for Neogen® system for molekyleer
detektering for detaljer.

MERK: Neogen instrument for molekyleer detektering méa na og opprettholde en temperatur pa 60 °C fgr Neogen
molekylaer detektering hurtiglastebrett med reaksjonsrer settes inn. Dette oppvarmingstrinnet tar omtrent 20 minutter
og indikeres av en ORANSJE lampe pé instrumentets statuslinje. Nar instrumentet er klart til & starte en kjgring, blir
statuslinjen GRGNN.

Lysis

1. La Neogen lysislgsningsrarene varmes opp ved & sette stativet i romtemperatur (20-25 °C) over natten (16—18 timer).
Alternativer til & la Neogen lysislgsningsrgrene nad romtemperatur er 8 sette Neogen lysislgsningsrerene pa
laboratoriebenken i minst 2 timer, inkubere Neogen lysislgsningsrgrene i en 37 = 1 °C inkubator i 1 time eller
plassere dem i en dobbel terrblokkvarmer i 30 sekunder ved 100 °C.

2. Inverter de lukkede rgrene for & blande. Ga videre til neste trinn innen 4 timer.
3. Ta anrikningsnaeringsvaesken ut av inkubatoren.
4. Det kreves ett Neogen lysislgsningsrgr for hver prave og den negative kontroll (NC)-pragven (sterilt anrikningsmedium).

4.1 Neogen lysislgsningsrgrremser kan kuttes til gnsket antall Neogen lysislasningsrar. Velg det ngdvendige antallet
individuelle Neogen lysislasningsrgr eller 8-rers remser. Sett Neogen lysislgsningsrgrene i et tomt stativ.

4.2 For a unngd krysskontaminering tar du lokkene av én remse med Neogen lysislasningsrar om gangen og bruker en
ny pipettespiss for hvert overfgringstrinn.

4.3 Overfer anriket prgve til Neogen lysislgsningsrgr som beskrevet ovenfor:

Overfer farst hver anrikede prave til et individuelt Neogen lysislasningsrar. Overfar den negative kontrollen sist.

4.4 Bruk Neogen® molekyleer detektering, verktay for lukking/apning av lysisrer til & 4pne én Neogen
lysisl@sningsr@rremse — én remse om gangen.

4.5 Kast Neogen lysislgsningsrerlokket — Hvis lysat skal beholdes for ny test, plasserer du lokkene i en ren beholder for
ny pasetting etter lysis.

4.5.1 Se vedlegg A for prosessering av beholdt lysat.
4.6 Overfar 20 pl prove til et Neogen lysislesningsrgr med mindre noe annet er angitt i protokolltabell 2, 3 og 4.

5. Gjenta trinn 4.3 til hver enkelt prave er tilsatt i et tilharende Neogen lysislasningsrer i remsen.
6. Gjenta trinn 4.1 til 4.6 etter behov, for antall prever som skal testes.

7. Nér alle pravene er overfart, overfarer du 20 pl negativ kontroll (sterilt anrikningsmedium, f.eks. BPW ISO) til et Neogen
lysislgsningsrer. lkke bruk vann som en negativ kontroll.

8. Kontroller at temperaturen til Neogen molekyleer detektering, varmeblokkinnsats er p4 100 = 1 °C.

9. Plasser det utildekkede stativet med Neogen lysislasningsrgr i Neogen molekyleer detektering, varmeblokkinnsatsen
i 15 = 1 minutter Under oppvarming vil Neogen lysislgsningen endres fra rosa (kjglig) til gul (varm).

Praver som ikke har blitt riktig varmebehandlet under testens lysistrinn, kan anses som en potensiell biologisk fare og
skal IKKE settes inn i Neogen instrument for molekylaer detektering.

10.Fjern det utildekkede stativet med Neogen lysislgsningsrgr fra varmeblokken og la den avkjgles i Neogen molekylaer
detektering, kjaleblokkinnsatsen i minst 5 minutter og maksimalt 10 minutter. Neogen molekyleer detektering,
kjzleblokkinnsatsen, som brukes ved omgivelsestemperatur uten Neogen molekyleer detektering, kjgleblokkbrettet, skal
sitte direkte péa laboratoriebenken. Nar den er avkjglt, vil lysislgsningen ga tilbake til en rosa farge.
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11.Fjern stativet med Neogen lysislgsningsrer fra Neogen molekylzaer detektering, kjsleblokkinnsatsen.

00:15:00

Amplifikasjon
1. Det kreves ett reagensrar for Neogen molekyleer deteksjonstest 2 — E. coli O157 (inkludert H7) for hver prgve og for den negative
kontrollen.

1.1 Rerremser kan kuttes til gnsket antall rer. Velg antallet individuelle reagensrer eller 8-rgrs remser for Neogen molekylzer
deteksjonstest 2 — E. coli 0157 (inkludert H7) som trengs.

1.2 Plasser reagensrar for Neogen molekyleer deteksjonstest 2 — E. coli O157 (inkludert H7) i et tomt stativ.
1.3 Unnga & forstyrre reagenspelletsene fra bunnen av rgrene.
2. Velg ett Neogen reagenskontrollrgr og plasser det i stativet.

3. For & unnga krysskontaminering tar du lokkene av én remse med reagensrgr for Neogen molekyleer deteksjonstest 2 — E. coli O157
(inkludert H7) om gangen og bruker en ny pipettespiss for hvert overfgringstrinn.

4. Overfgr lysat til et reagensrer for Neogen molekyleer deteksjonstest 2 — E. coli O157 (inkludert H7) og et Neogen reagenskontrollrgr
som beskrevet nedenfor:

Overfar hvert prevelysat ferst til individuelle reagensrar for Neogen molekyleer deteksjonstest 2 — E. coli 0157 (inkludert H7)
etterfulgt av den negative kontrollen. Hydrer Neogen reagenskontrollrgret sist.

5. Bruk Neogen® molekylzer detektering, verktay for lukking/apning av reagensrer til 8 ta lokket av reagensraret for Neogen molekyleer
deteksjonstest 2 — E. coli 0157 (inkludert H7) — én rgrremse om gangen. Kast lokket.

5.1 Overfer 20 pl provelysat fra den gvre halvparten av vaesken (unnga bunnfall) i Neogen lysislgsningsreret til tilhgrende
reagensrgr for Neogen molekylzer deteksjonstest 2 — E. coli O157 (inkludert H7). Dispenser pa skra for 8 unnga a forstyrre
pelletsene. Bland ved & pipettere forsiktig opp og ned 5 ganger.

5.2 Gjenta trinn 5.1 til individuelt prevelysat er tilsatt i et tilharende reagensrar for Neogen molekyleer deteksjonstest 2 — E. coli
0157 (inkludert H7) i remsen.

5.3 Lukk reagensrgrene for Neogen molekyleer deteksjonstest 2 — E. coli O157 (inkludert H7) med de medfelgende ekstra lokkene
og bruk den avrundede siden av Neogen molekyleer detektering, verktgy for lukking/dpning av reagensrer til & pafere trykk i en
frem-og-tilbake-bevegelse, og sgrg for at lokket er satt skikkelig pa.

5.4 Gjenta trinn 5.1 til 5.3 etter behov, for antall prgver som skal testes.

5.5 Nar alle pravelysatene er overfgrt, gjentar du 5.1 til 5.3 for & overfgre 20 pl NC-lysat til et prgvergr for Neogen molekyleer
deteksjonstest 2 — E. coli O157 (inkludert H7).

5.6 Overfer 20 pl NC-lysat til et Neogen reagenskontrollrgr. Dispenser pa skré for 8 unngé a forstyrre pelletsene. Bland ved &
pipettere forsiktig opp og ned 5 ganger.

6. Plasser lukkede rar i et rent og dekontaminert Neogen molekyleer detektering, hurtiglastebrett. Deretter lukker og laser du lokket.

7. Géa gjennom og bekreft den konfigurerte kjaringen i Neogen programvare for molekylzer detektering.
8. Klikk péa startknappen i programvaren og velg instrumentet som skal brukes. Det valgte instrumentets lokk &pnes automatisk.

9. Plasser Neogen molekylzer detektering, hurtiglastebrettet i Neogen instrument for molekylzer detektering og lukk lokket for & starte
testen. Resultatene gis innen 60 minutter, selv om positive kan detekteres tidligere.
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10. Etter at testen er fullfgrt, tar du Neogen molekyleer detektering, hurtiglastebrettet ut av Neogen instrument for molekyleer
detektering og avhender de kontaminerte rarene ved 8 blgtlegge dem i en 1-5 % (volumprosent i vann) lgsning av klorholdig
husholdningsblekemiddel i 1 time og unna testklargjeringsomradet.

VARSEL: For 8 minimere risikoen for falske positive resultater pa grunn av krysskontaminering méa du aldri apne
reagensrgr som inneholder amplifisert DNA. Dette inkluderer Neogen reagenskontroll, reagensrar for Neogen
molekyleer deteksjonstest 2 — E. coli O157 (inkludert H7), og Neogen matrikskontrollrgr. Avhend alltid forseglede
reagensrgr ved & blgtlegge dem i en 1-5 % (volumprosent i vann) Igsning av klorholdig husholdningsblekemiddel
i 1 time og unna testklargjgringsomradet.

Resultater og tolkning

En algoritme tolker lysutgangskurven som fglger av detekteringen av nukleinsyreamplifikasjonen. Resultatene analyseres automatisk

av programvaren og fargekodes basert pa resultatet. Et positivt eller negativt resultat bestemmes ved analyse av en rekke unike
kurveparametere. Presumptivt positive resultater rapporteres i sanntid, mens negative resultater og kontroller-resultater vil vises etter at
kjeringen er fullfert.

Presumptivt positive praver skal bekreftes i henhold til laboratoriets standard driftsprosedyrer eller ved a fglge den riktige
referansemetodebekreftelsen23, som starter med overfgring fra den primaere BPW ISO-anrikningen til sekundeere
anrikningsnaeringsvaesker etterfulgt av etterfglgende plating og bekreftelse av isolater med egnede biokjemiske og serologiske metoder.

MERK: Selv en negativ pregve vil ikke gi en nullavlesning siden systemet og amplifikasjonsreagensene til Neogen molekyleer
deteksjonstest 2 — E. coli 0157 (inkludert H7) har en avlesning av «bakgrunns-RLU» (relativ lysenhet).

| de sjeldne tilfellene med en uvanlig lysutgang merker algoritmen denne som «Kontroller». Neogen anbefaler at brukeren gjentar
testen for Kontroller-praver. Hvis resultatet fortsatt er Kontroller, gar du videre til bekreftelsestest med din foretrukne metode eller som
spesifisert av lokale forskrifter.

| tilfelle avvikende resultater (presumptivt positiv med Neogen molekyleer deteksjonstest 2 — E. coli O157 (inkludert H7), ikke-bekreftet
av et av midlene beskrevet ovenfor, og spesielt for lateksagglutinasjonstesten, ma laboratoriet falge de ngdvendige trinnene for & sikre
validiteten til de oppnadde resultatene.

Bekreftelse av resultater i henhold til den NF VALIDATION-sertifiserte metoden

| forbindelse med NF VALIDATION ma alle prever identifisert som positive av Neogen molekyleer deteksjonstest 2 — E. coli 0157
(inkludert H7) bekreftes av en av de fglgende testene:

Alternativ 1: Ved bruk av ISO 16654®-standarden fra anrikningen med bufret peptonvann®.

Alternativ 2: Implementering av en bekreftelsesmetode som bestér av falgende: Stryk ut 50 pl av anrikningen med bufret peptonvann®
pé en Cefixime Potassium Tellurite Sorbitol MacConkey (CT-SMAC)® agarskal. Inkuber i 24 = 3 timer ved 37 °C. Stryk ut karakteristiske
kolonier pé neeringsagar og utfer lateksagglutinasjonstest direkte pa isolerte kolonier. Hvis resultatene til Neogen molekyleer
deteksjonstest 2 — E. coli O157 (inkludert H7) ikke bekreftes, utfarer du et immunomagnetisk separasjonstrinn og stryker deretter

ut 50 pl pad CT-SMAC.

Alternativ 3: Ved bruk av nukleinsyreprober som beskrevet i EN ISO 7218®-standarden, utfart pé isolerte kolonier (rensede eller ikke) fra
CT-SMAC (se alternativ 1 eller 2). Nukleinsyreprobene mé veere forskjellige fra dem brukt i Neogen molekyleer deteksjonstest 2 — E. coli
0157 (inkludert H7).

Alternativ 4: Ved bruk av en hvilken som helst annen metode sertifisert NF VALIDATION med et prinsipp som ma veere forskjellige fra
Neogen molekyleer deteksjonstest 2 — E. coli O157 (inkludert H7). Den fullstendige protokollen beskrevet for denne andre validerte
metoden mé brukes. Alle trinn far start av bekreftelsen ma vaere felles for begge metodene.

| tilfelle avvikende resultater (presumptivt positiv med den alternative metoden, ikke-bekreftet av en av metodene beskrevet ovenfor) mé
laboratoriet fglge de nadvendige trinnene for  sikre validiteten til det oppnadde resultatet.

Besgk nettstedet vart pd www.neogen.com eller kontakt din lokale Neogen-representant eller Neogen-distributer hvis du har sparsmal
om spesifikke bruksomréder eller prosedyrer.

Vedlegg A. Protokollavbrudd: Oppbevaring og retesting av praver

1. For & oppbevare et varmebehandlet lysat lukker du lysisrgret med et rent lokk (se avsnittet Lysis, 4.5)

2. For & oppbevare en anriket prave, inkuber i minst 18 timer far oppbevaring.

3. Oppbevar ved 4 til 8 °C i opptil 72 timer.

4. Klargjer en oppbevart prgve for amplifikasjon ved & snu opp ned 2—-3 ganger for 8 blande.

5. Talokket av ragrene.

6. Plasser de blandede lysatrgrene pa Neogen molekyleer detektering, varmeblokkinnsats ved 100 £ 1 °C i 5 = 1 minutter.

7. Fjern stativet med Neogen lysislasningsrar fra varmeblokken og la dem avkjgles i Neogen molekyleer detektering, kjgleblokkinnsatsen
i minst 5 minutter og maksimalt 10 minutter.

8. Fortsett protokollen ved avsnittet Amplifikasjon beskrevet ovenfor.



(Norsk) ‘ﬁ ﬁ
Referanser:

1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 4A: Diarrheagenic Escherichia coli.
November 2015.

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 5.09. Detection, Isolation
and ldentification of Escherichia coli O157:H7 from Meat Products and Carcass and Environmental Sponges.
Ikrafttredelsesdato: 15. januar 2015.

ISO 16654:2001 For- og nzeringsmiddelmikrobiologi — Horisontal metode for pavisning av Escherichia coli O157.
ISO/IEC 17025. Generelle krav til prgvings- og kalibreringslaboratoriers kompetanse.
ISO 7218. Mikrobiologi i matvarer og dyrefor — Generelle krav og veiledning for mikrobiologiske undersgkelser.
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ISO 6887. Mikrobiologi i neeringsmidler og fér — Opparbeiding av analyseprgver, opprinnelig suspensjon og
tierfortynninger for mikrobiologisk undersgkelse.

7. Installasjonskvalifikasjon (1Q) / driftskvalifikasjon (OQ) for Neogen® system for molekylzer detektering. Neogen
nzeringsmiddelsikkerhet.
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S NEOGEN

Tuoteohjeet
Molekulaarinen testisetti 2 — E. coli O157 (sisaltiden H7)

Tuotteen kuvaus ja kayttotarkoitus

Neogen®-yhtién molekulaarinen testisetti 2 — E. coli O157 (sisaltden H7) -tuotetta kdytetdan molekulaarisen Neogen®-
testijarjestelman kanssa nopeaan ja spesifiseen E. coli O157:n (siséltden H7) havaitsemiseen rikastetuista elintarvike- ja
rehunéytteista.

Molekulaarinen Neogen-testisetti kayttaa silmukkavalitteista isotermista monistusta nukleiinihapposekvenssien nopeaan
monistamiseen suurella spesifisyydella ja herkkyydellad yhdessé bioluminesenssin kanssa, milla tunnistetaan monistuminen.
Oletetut positiiviset tulokset raportoidaan reaaliajassa, kun taas negatiiviset tulokset naytetdan maarityksen paatyttya.
Oletetut positiiviset tulokset pitaa vahvistaa kayttamalla halutulla menetelmalla tai paikallisten maéraysten mukaisesti -2 3,

Molekulaarisen Neogen-testisetin 2 — E. coli O157 (siséltden H7) on tarkoitettu laboratoriotekniikoihin koulutettujen
ammattilaisten kaytettavaksi laboratorioymparistéssa. Neogen ei ole dokumentoinut tdmén tuotteen kayttéa muilla aloilla
kuin elintarvike- tai juomateollisuudessa. Neogen ei ole esimerkiksi dokumentoinut tdméan tuotteen kayttd6a ymparisto-,
ladke-, kosmetiikka-, kliinisten tai eldinlaakintanaytteiden testaamisessa. Molekulaarista Neogen-testisettia 2 — E. coli
0157 (siséltden H7) ei ole arvioitu kaikilla mahdollisilla elintarvikkeilla, elintarvikeprosesseilla, testausprotokollilla tai kaikilla
mahdollisilla bakteerikannoilla.

Kuten kaikissa testimenetelmissa, rikastusaineen lahde, koostumus ja laatu voivat vaikuttaa tuloksiin. Sellaiset tekijat
kuin naytteenottomenetelmat, testausprotokollat, ndytteen valmistelu, kasittely ja laboratoriotekniikka voivat myos
vaikuttaa tuloksiin. Neogen suosittelee menetelman, my&s rikastusvéliaineen, arviointia kdyttoymparistossa kayttamalla
riittdvaa maaraa naytteita tiettyjen elintarvike- ja mikrobialtistusten kanssa. Nain varmistetaan, ettd menetelma vastaa
kayttajan kriteereja.

Neogen on arvioinut molekulaarisen Neogen-testisetin 2 — E. coli O157 (sisaltden H7) puskuroidulla ISO-peptonivedella.

Molekulaarinen Neogen®-testilaite on tarkoitettu kaytettavaksi sellaisten naytteiden kanssa, joille on tehty méaarityksen
lyysausvaiheessa lampokasittely, jonka tarkoitus on tuhota néaytteesséa olevat organismit. Naytteita, joita ei ole B
lampokasitelty asianmukaisesti méaarityksen lyysausvaiheen aikana, voidaan pitdad mahdollisesti biovaarallisina, EIKA niita
saa laittaa molekulaarisen Neogen-testilaitteen sisaan.

Neogen Food Safety on sertifioitu ISO (International Organization for Standardization) 9001 -standardin mukaisesti
suunnittelun ja valmistuksen osalta.

Molekulaarisen Neogen-testisetin 2 — E. coli O157 (siséltden H7) testipakkaus siséltaa 96 testia, jotka on kuvattu taulukossa 1.
Taulukko 1. molekulaarisen Neogen-testisetin pakkauksen komponentit

Tuote Tunnistetiedot Maara Siséllys Kommentit

Vaaleanpunainen
liuos kirkkaissa
putkissa

96 (12 liuskaa, joissa on
kussakin on 8 putkea)

580 pl Neogen-lyysausliuosta
putkea kohti

Telineessa ja

Neogen®-lyysausliuos (LS) kayttovalmiina

Molekulaarisen

Neogen®-testisetin 2 — E.
coli 0157 (sisaltaen H7)
reagenssiputket

Vaaleanpunaiset
putket

96 (12 liuskaa, joissa on
kussakin on 8 putkea)

Kylmakuivattu spesifinen
monistus- ja tunnistusseos

Kayttévalmis

Ylimé&araiset korkit

Vaaleanpunaiset
korkit

96 (12 liuskaa, joissa
on kussakin 8 korkkia)

Kayttovalmis

Neogen®-
reagenssikontrolli (RC)

Kirkkaat
kdannettavan
korkin sisaltavat
putket

16 (2 pussia, joissa
kummassakin on 8
yksittaista putkea)

Kylmékuivattu kontrolli-DNA,
monistus- ja tunnistusseos

Kayttovalmis

Negatiivinen kontrolli, joka ei sisilly pakkaukseen, on steriili rikastusaine, esim. BPW ISO. Ala kayts vetta negatiivisena

kontrollina.

Turvallisuus

Kayttajan pitaa lukea huolella ja ymmartaa kaikki molekulaarisen Neogen-testijarjestelméan ja molekulaarisen Neogen-
testisetin 2 — E. coli O157 (sisaltden H7) ohjeet sekd noudattaa niita. Sailyta turvallisuusohjeet tulevaa tarvetta varten.

A VAKAVA VAROITUS: osoittaa vaaratilanteen, joka voi johtaa kuolemaan tai vakavaan henkilévahinkoon ja/tai
omaisuusvahinkoon, jos tilannetta ei valteta.

ILMOITUS: osoittaa mahdollisesti vaarallisen tilanteen, joka voi johtaa omaisuusvahinkoihin, jos tilannetta
ei valteta.
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A VAKAVA VAROITUS

Al3 kayta molekulaarista Neogen-testisettia 2 — E. coli 0157 (sisiltden H7) ihmisten tai eldinten sairauksien
diagnosointiin.

Kayttdjan on koulutettava henkil6sténsa ajantasaisten asianmukaisten testaustekniikoiden kaytto6n: esimerkiksi
hyvit laboratoriokédytéannét, ISO/IEC 17025 tai ISO 72186,

Jotta voidaan vihentaai riskeja, jotka liittyvat vadraan negatiiviseen tulokseen, joka johtaa kontaminoituneen tuotteen
luovutukseen:

e Noudata protokollaa ja suorita testit tismélleen tuotteen ohjeiden mukaisesti.

e Kayta valiainetta, joka on esilammitetty 41,5 £ 1 °C:seen. Ala anna véliaineen laskea alle inkubointilampatila-alueen
naytteen valmistelun aikana.

e Siilytd molekulaarinen Neogen-testisetti 2 — E. coli O157 (sisaltden H7) sen pakkauksen ja tuoteohjeiden mukaisesti.

Kaytad molekulaarinen Neogen-testisetti 2 — E. coli O157 (sisaltden H7) aina viimeiseen kayttdpaivaan mennessa.

e Kayta molekulaarista Neogen-testisettia 2 — E. coli O157 (siséltden H7) sellaisille elintarvikkeiden, rehujen ja
elintarvikeprosessien ymparistonaytteille, jotka on validoitu sisdisesti tai jotka on validoinut kolmas osapuoli.

e Kayta molekulaarista Neogen-testisettia 2 — E. coli O157 (sisaltden H7) vain sellaisten pintojen, puhdistusaineiden,
protokollien ja bakteerikantojen kanssa, jotka on validoitu siséisesti tai jotka on validoinut kolmas osapuoli.

e Jos ympiristonayte sisaltda neutralointipuskuria (NB) ja aryylisulfonaattikompleksia, suorita 1:2-laimennus ennen
testausta (1 osa naytettéd 1 osaan steriilia rikastuslienta). Toinen vaihtoehto on siirtaa 10 pl neutralointipuskurin
rikastetta Neogen-lyysausliuosputkiin. Neogen®-naytteenkasittelytuotteet, jotka sisaltavat Neogen®-
neutralointipuskuria, jossa on aryylisulfonaattikompleksia: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, XSLSSL10NB,
HS10NB ja HS119510NB.

Kemikaaleille ja biologisille vaaroille altistumiseen liittyvien riskien vihentamiseksi:

e Suorita patogeenitesti asianmukaisesti varustellussa laboratoriossa koulutetun henkil6stén valvonnassa. Inkuboidut
rikastusaineet ja laitteet tai pinnat, jotka ovat joutuneet kosketuksiin inkuboitujen rikastusaineiden kanssa, voivat
sisaltda taudinaiheuttajia sellaisina maarina, jotka riittavat aiheuttamaan riskin ihmisten terveydelle.

e Noudata aina normaaleja laboratorioturvallisuuskaytént6ja, mukaan lukien asianmukaisten suojavaatteiden
ja silmansuojainten kaytto, kun kasittelet reagensseja ja kontaminoituneita naytteita.

e Vilta kosketusta rikastusvaliaineen ja reagenssiputkien sisallon kanssa monistuksen jalkeen.

e Havita rikastetut naytteet ja niihin liittyva kontaminoitunut jate voimassa olevien paikallisten/alueellisten/kansallisten/
alan standardien mukaisesti.

e Ala ylita lammityslaitteen suurinta suositeltua lampétila-asetusta.

e Al3 ylita suositeltua lammitysaikaa.

e Kéyta sopivaa, kalibroitua lampodmittaria molekulaarisen Neogen®-testijarjestelman lampdoblokin sisdkkeen
lampétilan tarkistamiseen (esim. osittain upotettavaa lampdmittaria tai digitaalista lampoparilampdmittaria, ei
kokonaan upotettavaa lampémittaria). Lampémittari on sijoitettava maarattyyn paikkaan molekulaarisen Neogen-
testijarjestelman lampdoblokin sisakkeeseen.

Jotta voidaan pienent&i ristikontaminaatioon liittyvia riskeja maaritysta valmisteltaessa:

e Kayti aina kasineitd (kayttajan suojaamiseksi ja nukleaasien jarjestelmaan paasyn estamiseksi).

Kuumille nesteille altistumiseen liittyvien riskien viahentamiseksi:

e Alaylitd lammityslaitteen suurinta suositeltua lampétila-asetusta.

e Alaylita suositeltua lammitysaikaa.

e Kayta sopivaa, kalibroitua lampdmittaria molekulaarisen Neogen®-testijarjestelman lampdblokin sisdkkeen
lampétilan tarkistamiseen (esim. osittain upotettavaa lampémittaria tai digitaalista lampé&parilampomittaria,
ei kokonaan upotettavaa lampdmittaria). Limpomittari on sijoitettava maarattyyn paikkaan molekulaarisen Neogen-
testijarjestelman lampdblokin sisdkkeeseen.

ILMOITUS

Jotta voidaan pienentéa ristikontaminaatioon liittyvia riskeja méaaritysta valmisteltaessa:

e Suosittelemme steriilien, aerosoliesteellisten (suodatettujen), molekyylibiologisten pipetinkérkien kayttoa.

e Kayta jokaiseen naytteensiirtoon uutta pipetinkarkea.

e Kayta hyvia laboratoriokaytanttja naytteen siirrossa rikastetusta naytteesta lyysausputkeen. Pipetin kontaminaation
vélttamiseksi kayttdja voi halutessaan lisata valisiirtovaiheen. Kayttaja voi esimerkiksi siirtaa jokaisen rikastetun
naytteen steriiliin putkeen.

e Kayta molekyylibiologista tybasemaa, joka sisaltda bakteereja tappavan valo, jos vain mahdollista.

Voit vihent&a vaariin positiivisiin tuloksiin liittyvia riskeja seuraavasti:

e Ala koskaan avaa putkia monistuksen jilkeen.

e Havits saastuneet putket aina liottamalla niitd 1-5-prosenttisessa (tilavuus:tilavuus vedessa) kotitalouskayttoén
tarkoitetussa valkaisuaineliuoksessa 1 tunnin ajan ja erilladn méaarityksen valmistelualueelta.

Katso lisatietoja ja paikalliset havittamista koskevat maaraykset kayttéturvallisuustiedotteesta.

Jos sinulla on kysyttavaa tietyista kayttokohteista tai menettelyista, kay verkkosivuillamme osoitteessa www.neogen.com
tai ota yhteytta paikalliseen Neogen-edustajaan tai jakelijaan.
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Kayttajan vastuu

Kayttajien pitaa tutustua tuoteohjeisiin ja -tietoihin. Kay verkkosivuillamme osoitteessa www.neogen.com tai ota yhteytta
paikalliseen Neogen-edustajaan tai jakelijaan, jos haluat lisétietoja.

Testausmenetelmai valittaessa on tarkeaa huomata, etta tuloksiin voivat vaikuttaa ulkoiset tekijat, kuten
naytteenottomenetelmat, testausprotokollat, ndytteen valmistelu, kasittely ja laboratoriotekniikka.

Kayttajan pitaa arvioida riittdva maara naytteita sopivilla matrikseilla ja mikrobialtistuksilla testausmenetelmien tai
tuotteiden valintaa varten, jotta kayttaja voi varmistua siita, ettd valittu testimenetelma tayttaa kayttajan kriteerit.

Kayttajan vastuulla on my&s varmistaa, ettd kaikki testimenetelmaét ja tulokset vastaavat asiakkaiden ja toimittajien vaatimuksia.

Kuten minka tahansa testimenetelméan kohdalla, minka tahansa Neogen Food Safety -tuotteen kaytosta saadut tulokset
eivat takaa testattujen matriksien tai prosessien laatua.

Neogen haluaa auttaa asiakkaita arvioimaan menetelmén kaytt6a erilaisille ruokamatrikseille, ja siksi Neogen on kehittanyt
molekulaarisen Neogen®-testijarjestelman matriksikontrollipakkauksen. Kayts tarvittaessa matriksikontrollia (MC) sen
maarittamiseen, pystyykd matriksi vaikuttamaan molekulaarisen Neogen-testisetin 2 — E. coli O157 (sisaltden H7) tuloksiin.
Testaa useita matriksia edustavia néytteita eli eri alkuperéa olevia ndytteitd minka tahansa validointijakson aikana, kun otat
kayttoon Neogen-menetelmaa tai kun testaat uusia tai tuntemattomia matrikseja tai matrikseja, joihin on tehty raaka-ainetta
tai prosessia koskevia muutoksia.

Matriksi voidaan maaritella sellaiseksi tuotteeksi, jolla on luontaisia ominaisuuksia, kuten koostumus ja prosessi. Matriksien
valiset erot voivat olla niinkin yksinkertaisia kuin niiden kasittelyn tai esillepanon erojen aiheuttamia vaikutuksia, joita voivat
olla esimerkiksi kasittelematon vs. pastoroitu; tuore vs. kuivattu jne.

Takuun rajoitukset / rajoitettu korvauksenhaku

ELLEI YKSITTAISEN TUOTTEEN PAKKAUKSEN RAJOITETUN TAKUUN OSIOSSA NIMENOMAISESTI TOISIN MAINITA,
NEOGEN KIISTAA KAIKKI NIMENOMAISET JA KONKLUDENTTISET TAKUUT, MUKAAN LUKIEN MUUN MUASSA
KAIKKI TAKUUT MYYNTIKELPOISUUDESTA TAI SOVELTUVUUDESTA TIETTYYN KAYTTOON. Jos jokin Neogen

Food Safety -tuote on viallinen, Neogen tai sen valtuutettu jalleenmyyja harkintansa mukaan joko korvaa tuotteen tai
palauttaa tuotteen ostohinnan. Nama ovat ainoita korvauksenhakukeinojasi. Sinun on ilmoitettava Neogenille viipymatta
kuudenkymmenen paivan kuluessa vioista, joita epéilet tuotteessa olevan, ja palautettava tuote Neogenille. Ota yhteys
Neogen-edustajaan tai valtuutettuun Neogen-jalleenmyyjaan, jos sinulla on muuta kysyttavaa.

Neogenin vastuun rajoitus

NEOGEN El OLE VASTUUSSA MISSAAN MENETYKSISTA TAI VAHINGOISTA, SEKA SUORISTA, EPASUORISTA,
ERITYISISTA, SATUNNAISISTA ETTA VALILLISISTA VAHINGOISTA, MUKAAN LUKIEN MUUN MUASSA TUOTTOJEN
MENETYS. Neogenln vastuu ei missaan tapauksessa minkaan oikeusteorian perusteella ylita vialliseksi vaitetyn tuotteen
ostohintaa.

Sailyttdminen ja havittaminen

Sailytd molekulaarista Neogen-testisettia 2 — E. coli O157 (sisaltden H7) 2—8 °C:n lampétilassa. Se ei saa jaatya. Pida
pakkaus valolta suojattuna sailytyksen ajan. Tarkista pakkauksen avaamisen jalkeen, etta foliopussi on ehja. Jos pussi
on vaurioitunut, 413 kayta tuotetta. Avaamisen jalkeen kayttamattomat reagenssiputket on aina sailytettava uudelleen
suljettavassa pussissa, jonka sisélla on kuivausainetta, joka takaa kylmé&kuivattujen reagenssien sailymisen. Sailyta
uudelleen suljettuja pusseja 2—8 °C:ssa enintaan 60 paivaa.

Als kayta molekulaarista Neogen-testisettia 2 — E. coli O157 (sisaltaen H7) sen viimeisen kayttépaivan jalkeen. Viimeinen
kayttopaiva ja eranumero on merkitty laatikon ulkopuolelle etikettiin. Kéyton jélkeen rikastusaine ja molekulaarisen
Neogen-testisetin 2 — E. coli O157 (sisaltden H7) putket voivat sisiltda mahdollisesti patogeenisid materiaaleja. Kun testaus
on valmis, noudata voimassa olevia alan standardeja saastuneen jatteen havittamisessa. Katso lisatietoja ja paikalliset
havittamista koskevat maaraykset kayttoturvallisuustiedotteesta.

Kayttéohjeet

Noudata kaikkia ohjeita huolellisesti. Jos ohjeita ei noudateta, tulokset voivat olla epatarkkoja.

Kayttajan on suoritettava molekulaarisen Neogen-testijarjestelman kayttajan patevyyskoulutus, joka on kuvattu asiakirjassa
”Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen Molecular Detection
System” document®,

Dekontaminoi laboratoriopdydat ja -laitteet (pipetit, korkinkiinnitys- ja avaustydkalut jne.) saannéllisesti 1-5-prosenttisella
(tilavuus:tilavuus vedessa) kotitalouskayttddn tarkoitetulla valkaisuaineliuoksella tai DNA:n poistoliuoksella.

Katso erityisvaatimukset ”Validoitujen menetelmien erityisohjeet” -kohdasta:
Taulukko 3 koskee rikastusprotokollia, jotka noudattavat AOAC® Official Method of Analysis™ 2017.01 -menetelmaa.
Taulukko 4 koskee rikastusprotokollia, jotka ovat NF Validation -todistuksen 3M 01/18-05/17 mukaisia.

Naytteen rikastus

Taulukoissa 2, 3 tai 4 on ohjeita elintarvikkeiden rikastusprotokollia varten. Kayttajan tehtdvana on vaihtoehtoisten
naytteenottoprotokollien tai laimennussuhteiden validointi, jotta voidaan varmistaa, ettéd kyseinen testimenetelma
tayttaa kayttajan kriteerit.
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Elintarvikkeet
1. Esilammita BPW ISO -rikastusaine 41,5 = 1 °C:seen.

2. Yhdista rikastusaine ja nayte aseptisesti taulukoiden 2, 3 tai 4 mukaisesti. Kaikille lihanaytteille ja suuren
hiukkaspitoisuuden naytteille suositellaan suodatinpussien kayttéa.

3. Homogenoi kaikki matriksit, lehdekkaita elintarvikkeita ja hedelmia lukuun ottamatta, perusteellisesti sekoittamalla,
stomaching-sekoituksella tai kasin sekoittamalla 2 £ 0,2 minuutin ajan. Inkuboi 41,5 + 1 °C:ssa sopivan ajan taulukoiden
2, 3 tai 4 mukaisesti.

Taulukko 2. Yleiset rikastusprotokollat

.. S .. Rikastusliemen Rikastuslampétila | Rikastusaika
Naytematriksi® Naytekoko tilavuus (ml) (1 oc)p (tuntia)
Raaka naudanliha, mukaan lukien 975 BPW ISO )
jauhettu liha / jauheliha ja leikkeet 3259 (esilammitetty) 41,5 10-18
Raaka liha, mukaan lukien raaka naudanliha, 225 BPW ISO )
sianliha, siipikarja, lammas ja biisoni 259 (esilammitetty) 41,5 8-18
Lehdekkast elintarvikkeet® 200 g éfi‘ljéfnprz\i’tgs) 41,5 18-24
Muut elintarvikkeet, mukaan lukien
hedelmat®, vihannekset, hedelma-/
vihannesmehut, tuoreet yrtit, raa'at 25¢g (igi?é?nprnwitéf?) 41,5 18-24
merenelavat, raa'at munat, raakamaito, Y
keksitaikina ja jalostettu liha
Saksanpahkinat tai saksanpéhkingita
siséltavat pahkindseokset (tama protokolla 995 ennastettu
soveltuu muille pahkinéille, mukaan lukien 25¢g . . 41,5 18-24
A L. S e rasvaton kuivamaito
pekaanipahkinat, mantelit, pistaasipahkinat,
cashewpahkinat ja kastanjat)

(a) Pakastetut naytteet on tasapainotettava 4—8 °C:seen ennen niiden lisdamisti rikastusliemeen.

(b) Lehdekkaita naytteits ja hedelmanaytteits on ravistettava varovasti kasin 5 minuutin ajan. Ala sekoita tai kayta
sekoittamiseen stomaching-sekoitusmenetelmaa.

Validoitujen menetelmien erityisohjeet
AOAC® Official Methods of AnalysisS™ 2017.01
AOAC Official Method of Analysis™ -ohjelmassa molekulaarinen Neogen-testisetti 2 — E. coli O157 (siséltden H7) todettiin
tehokkaaksi menetelmaksi E. coli O157:H7-tunnistuksen suhteen. Tutkimuksessa testatut matriksit on esitetty taulukossa 3.

Taulukko 3. Rikastusprotokollat, joissa kdytetaan esilammitettyd BPW ISO:a 41,5 = 1 °C:ssa AOAC?® Official Methods™
2017.01 -menetelmien mukaisesti

.. o « Rikastusliemen Rikastusaika .
Naytematriksi Naytekoko tilavuus (ml) (tuntia) Homogenoitu
Raak? J?uhellha (73 %, 325g 975 10-18 Kasin tai §t9mach|ng—
vdharasvainen) sekoittimella
450 . s
Raaka pussitettu pinaatti® 200 g 18-24 Sekoita varovasti kasin
5 minuuttia, 414 homogenisoi
225 . e
Tuoreet idut 25¢9g 18-24 Spkmtg varovasti kasm. .
5 minuuttia, 414 homogenisoi
A Sekoita varovasti kasin
Pakastetut mustikat® 25¢g 225 18-24 . o aim .
5 minuuttia, 418 homogenisoi

(a) Lehdekkaita naytteits ja hedelmanaytteitd on ravistettava varovasti kisin 5 minuutin ajan. Al4 sekoita tai kayta
sekoittamiseen stomaching-sekoitusmenetelmaa.

(b) Pakastetut naytteet on tasapainotettava 4—8 °C:seen ennen niiden lisdamista rikastusliemeen.



NF Validation AFNOR-sertifioinnin avulla

“_‘“:\CA'“ON
.

EN ISO 16140

3M 01/18-05/17
VAIHTOEHTOISET ANALYYSIMENETELMAT MAATALOUSALALLA
http://nf-validation.afnor.org/en

Lisatietoja voimassaolon paattymisestad on NF VALIDATION -todistuksessa, joka on saatavilla ylld mainitusta
verkkosivustosta.

ISO 16140-2 -standardin® mukainen NF VALIDATION -sertifioitu menetelma verrattuna ISO 16654 -standardiin®
Validoinnin soveltamisala: Raaka naudanliha, raa'at maitotuotteet, raa'at hedelmat ja vihannekset.

Niytteen valmistelu: Naytteet on valmistettava EN ISO 16654- ja EN ISO 6887 -standardien® mukaisesti.
Ohjelmistoversio: Katso todistus.

Taulukko 4. Rikastusprotokollat, joissa kaytetaan esilammitettya BPW ISO:a 41,5 + 1 °C:ssa NF VALIDATION -sertifioidun
menetelman 3M 01/18-05/17 mukaisesti.

.. Rikastusliemen . e o Rikastusaika
Protokolla Naytekoko tilavuus (ml) Rikastuslampétila (1 °C) (tuntia)
Raa’at maitotuotteet, raa’at
hedelmit ja raa’at vihannekset 259 225 41,5 18-24
Raaka naudanliha 259 225 41,5 8-24

HUOMAUTUKSIA:

e Yli 25 g:n naytteita ei ole testattu NF VALIDATION -tutkimuksessa.

e Suositellut protokollan keskeytyskohdat ovat rikastuksen tai ndytteen hajotuksen jalkeen. Rikastuslienta tai
naytelysaattia voidaan séilyttaa 2—8 °C:ssa enintdén 72 tuntia. Kun olet poistanut rikastusliemen sailytyksesta, aloita
testaus Lyysaus-osion vaiheesta 1. Kun olet poistanut naytelysaatin séilytyksesta, aloita testaus Lyysaus-osion
vaiheesta 7. Lysaattia voidaan sailyttad myos —20 °C:ssa.

e Lyhyet rikastusprotokollat ovat herkkia inkubointiolosuhteille, ja protokollassa maariteltyja lampétiloja on
noudatettava. Vesihauteen tai inkubaattorin lampétila, jossa liemet esilammitetaan, pitaa tarkistaa, jotta voidaan
varmistua siitd, etta rikastusliemi saavuttaa vaaditun lampétilan. Naytteen valmisteluun kuluva kokonaisaika, mukaan
lukien aineen esilammitysvaiheen paattymisen ja elintarvikendytteen inkuboinnin alkamisen vélinen viive, ei saa ylittaa
45 minuuttia. lImanvaihdollisen inkubaattorin kayttd inkuboinnin aikana on suositeltavaa.

Molekulaarisen Neogen®-testijarjestelman pikalatausalustan valmistelu

1. Kostuta liina tai kertakayttopyyhe 1-5-prosenttisella (tilavuus:tilavuus vedessa) kotitalouskayttoisella
valkaisuaineliuoksella ja pyyhi silla molekulaarisen Neogen-testijarjestelman pikalatausalusta.

2. Huuhtele molekulaarisen Neogen-testijarjestelman pikalatausalusta vedella.

3. Pyyhi molekulaarisen Neogen-testijarjestelman pikalatausalusta kuivaksi kertakayttopyyhkeella.

4. Varmista, ettd molekulaarisen Neogen-testijarjestelméan pikalatausalusta on kuiva ennen kayttoa.

Molekulaarisen Neogen®-testijarjestelmén jaadhdytysblokin sisékkeen valmistelu

Aseta molekulaarisen Neogen-testijarjestelman jadhdytysblokin sisdke suoraan laboratoriopdydalle: Molekulaarisen
Neogen-testijarjestelman jadhdytysblokin alustaa ei kayteta. Kayta blokkia laboratoriossa ymparistonlampatilassa
(20-25°C).

Molekulaarisen Neogen®-testijarjestelman lampdblokin sisdkkeen valmistelu

Aseta molekulaarisen Neogen-testijarjestelman [ampoblokin sisdke kuivaan kahden blokin [ammityslaitteeseen. Kytke
kuivablokin lammitysyksikko paalle ja sadada lampétila niin, ettd molekulaarisen Neogen-testijarjestelméan lampoéblokin
sisdke saavuttaa 100 = 1 °C:n lampétilan, jossa se myds pysyy.
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HUOMAUTUS: odota noin 30 minuuttia, jotta molekulaarisen Neogen-testijarjestelman lampdblokin sisédke saavuttaa halutun
lampétilan; tdmé aika vaihtelee hieman lammitysyksikén mukaan. Varmista sopivalla, kalibroidulla [ampémittarilla (esim.
osittain upotettava lampdmittari, digitaalinen lampéparilampdmittari, ei kokonaan upotettava lampdmittari), joka on sijoitettu
maarattyyn paikkaan, ettd molekulaarisen Neogen-testijarjestelman lampoblokin sisakkeen lampaotila on 100 £ 1 °C.

Molekulaarisen Neogen®-testilaitteen valmistelu

1. Kaynnistd molekulaarisen Neogen®-testijarjestelman ohjelmisto ja kirjaudu sisdan. Ota yhteys Neogen Food Safetyn
edustajaan, jos sinun on varmistettava, onko kaytdssési ohjelmiston uusin versio.

2. Kaynnista molekulaarinen Neogen-testilaite.

3. Luo tai muokkaa ajo, jossa on tiedot jokaiselle naytteelle. Katso lisatietoja molekulaarisen Neogen®-testijarjestelman
kayttdoppaasta.

HUOMAUTUS: molekulaarisen Neogen-testilaitteen on saavutettava 60 °C:n lampétila ja sen on pysyttava tassa

lampétilassa, ennen kuin molekulaarisen Neogen- testijarjestelman pikalatausalusta asetetaan paikalleen reaktioputkineen.

Tama lammitysvaihe kestaa noin 20 minuuttia, ja sen ilmaisee ORANSSI valo laitteen tilapalkissa. Kun laite on valmis aloittamaan
ajon, tilapalkki muuttuu VIHREAKSI.

Lyysaus

1. Anna Neogen-lyysausliuoksen putkien lammets asettamalla teline huoneenlampdén (20-25 °C) yén ajaksi (16—18 tunniksi).
Vaihtoehtoisesti Neogen-lyysausliuoksen putket voidaan tasapainottaa huoneenlampdon asettamalla Neogen-lyysausliuoksen
putket laboratoriopdydalle vahintaan 2 tunniksi, inkuboimalla Neogen-lyysausliuoksen putkia 37 = 1 °C:n lampoisessa
inkubaattorissa 1 tunnin ajan tai laittamalla ne kuivaan kaksiblokkiseen lammittimeen 30 sekunnin ajaksi kayttden 100 °C:n
lampétilaa.

2. Kaantele korkilla suljettuja putkia ylésalaisin niiden sekoittamiseksi. Jatka seuraavaan vaiheeseen 4 tunnin kuluessa.

w

Poista rikastusliemi inkubaattorista.
4. Jokaista ndytetts ja negatiivista kontrolli (NC) -naytetté (steriili rikastusaine) kohden tarvitaan yksi Neogen-lyysausliuoksen putki.

4.1 Neogen-lyysausliuoksen putkiliuskat voidaan leikata halutuksi maaraksi Neogen-lyysausliuoksen putkia. Valitse tarvittava
yksittaisten Neogen-lyysausliuoksen putkien tai 8 putken liuskojen lukumaara. Laita Neogen-lyysausliuoksen putket
tyhjaan telineeseen.

4.2 Jotta viltetadan ristikontaminaatio, poista korkki yhdestad Neogen-lyysausliuoksen putkiliuskasta kerrallaan ja kayta uutta
pipetinkarkea jokaisessa siirtovaiheessa.

4.3 Siirra rikastettu ndyte Neogen-lyysausliuoksen putkiin alla kuvatulla tavalla:

Siirra jokainen rikastettu nayte ensin yksittdiseen Neogen-lyysausliuoksen putkeen. Siirra NC viimeisena.

4.4 Kaytad molekulaarisen Neogen®-testijarjestelman korkin kiinnitys-irrotusty®kalua (lyysaus) korkin irrottamiseen yhdesta
Neogen-lyysausliuoksen putkiliuskasta — yksi liuska kerrallaan.

4.5 Havitd Neogen-lyysausliuoksen putken korkki. Jos lysaatti sdilytetaan uudelleentestausta varten, aseta korkit puhtaaseen
astiaan ja kiinnita ne uudelleen lyysauksen jalkeen.

4.5.1 Katso tiedot sailytetyn lysaatin kasittelysta liitteesta A.

4.6 Siirrda 20 pl naytetta Neogen-lyysausliuoksen putkeen, ellei protokollataulukoissa 2, 3 ja 4 toisin mainita.
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5. Toista vaihetta 4.3, kunnes jokainen yksittdinen nayte on lisatty liuskan vastaavaan Neogen-lyysausliuoksen putkeen.
6. Toista tarvittaessa vaiheet 4.1-4.6 testattavalle maaralle naytteita.

7. Kun kaikki naytteet on siirretty, siirrd 20 ul NC:ta (steriili rikastusaine, esim. BPW 1SO) Neogen-lyysausliuoksen putkeen.
Ala kayta vetta NC:na.

8. Varmista, ettd molekulaarisen Neogen-testijarjestelmén lampdblokin sisdkkeen lampdotila on 100 = 1 °C.

9. Aseta peittamaton Neogen-lyysausliuoksen putkiteline molekulaarisen Neogen-testijarjestelman lampoblokin sisékkeeseen ja
kuumenna 15 * 1 minuuttia- Kuumennuksen aikana Neogen-lyysausliuos muuttuu vaaleanpunaisesta (kylma) keltaiseksi (kuuma).

Naytteits, joita ei ole [ampokasitelty asianmukaisesti maéarityksen Iyysausvalheen aikana, voidaan pitdd mahdollisesti
biovaarallisina, EIKA niit4 saa laittaa molekulaarisen Neogen-testilaitteen sisaan.
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10.Irrota peittdmatdon Neogen-lyysausliuosputkien teline [ampdblokista ja anna molekulaarisen Neogen-testijarjestelméan
jaahdytysblokin sisdkkeen jaahtya vahintdan 5 minuuttia ja enintdan 10 minuuttia. Molekulaarisen Neogen-
jaahdytysblokin sisdkkeen, jota kdytetdan ympariston lampéotilassa ilman molekulaarisen Neogen-testijarjestelman
jaahdytysblokin alustaa, pitda olla suoraan laboratoriop&ydalla. Jadhtyessaan lyysausliuos muuttuu vaaleanpunaiseksi.

11.Poista Neogen-lyysausliuoksen putkiteline molekulaarisen Neogen-testijarjestelman jaadhdytysblokin sisakkeesta.

00:15:00
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1. Jokaista naytetts ja NC:t4 varten tarvitaan yksi molekulaarisen Neogen-testisetin 2 — E. coli O157 (siséltden H7)
reagenssiputki.

1.1 Putkiliuskat voidaan leikata halutuksi maaraksi putkia. Valitse tarvittavien yksittdisten molekulaarisen Neogen-
testisetin 2 — E. coli O157 (sisaltden H7) reagenssiputkien tai 8-putkisten liuskojen lukumaara.

1.2 Aseta molekulaarisen Neogen-testisetin 2 — E. coli O157 (siséltden H7) reagenssiputket tyhjian telineeseen.
1.3 Valta kajoamasta putkien pohjalla oleviin reagenssipelletteihin.
2. Valitse yksi Neogenin reagenssikontrollin putki ja aseta se telineeseen.

3. Ristikontaminaation valttdmiseksi poista yksi molekulaarisen Neogen-testisetin 2 — E. coli O157 (siséltden H7)
reagenssiputkiliuska kerrallaan ja kdyta uutta pipetin karkea jokaisessa siirtovaiheessa.

4. Siirra lysaatti molekulaarisen Neogen-testisetin 2 — E. coli O157 (siséltden H7) reagenssiputkeen ja Neogenin
reagenssikontrollin putkeen alla kuvatulla tavalla:

Siirra jokainen naytelysaatti ensin yksittaisiin molekulaarisen Neogen-testisetin 2 — E. coli O157 (siséltaen H7)
reagenssiputkiin ja sitten NC-putkiin. Kostuta Neogenin reagenssikontrollin putki viimeisena.

5. Kayta molekulaarisen Neogen®-testijarjestelman korkin kiinnitys-irrotustydkalua (reagenssi) molekulaarisen Neogen-
testisetin 2 — E. coli O157 (siséltden H7) reagenssiputken poistamiseen — yksi putkiliuska kerrallaan. Havita korkki.

5.1 Siirra 20 pl naytelysaattia Neogen-lyysausliuoksen putken nesteen ylemmasté puoliskosta (valta sakkaa)
vastaavaan molekulaarisen Neogen-testisetin 2 — E. coli O157 (siséltden H7) reagenssiputkeen. Annostele
vinosti, jotta pelletit eivat rikkoonnu. Sekoita pipetoimalla varovasti ylés-alas 5 kertaa.

5.2 Toista vaihe 5.1, kunnes yksittdinen naytelysaatti on lisatty liuskan vastaavaan molekulaarisen Neogen-testisetin
2 — E. coli O157 (siséltden H7) reagenssiputkeen.

5.3 Peitd molekulaarisen Neogen-testisetin 2 — E. coli O157 (sisaltden H7) reagenssiputket mukana toimitetuilla
yliméaaraisilla korkeilla ja paina niitd molekulaarisen Neogen-testijarjestelman korkin kiinnitys-irrotustydkalun
(reagenssi) pydristetyn puolen edestakaisen liilkkeen avulla varmistaen, etté korkki kiinnittyy tiukasti.

5.4 Toista tarvittaessa vaiheet 5.1-5.3 testattavalle maarélle naytteita.

5.5 Kun kaikki naytelysaatit on siirretty, toista vaiheet 5.1-5.3 20 pl:n NC-lysaattimaaran siirtdmiseen molekulaarisen
Neogen-testisetin 2 — E. coli O157 (sisaltden H7) reagenssiputkeen.

5.6 Siirra 20 pl NC-lysaattia Neogenin reagenssikontrollin putkeen. Annostele vinosti, jotta pelletit eivat rikkoonnu.
Sekoita pipetoimalla varovasti ylos-alas 5 kertaa.

6. Laita korkilla suljetut putket puhtaalle ja dekontaminoidulle molekulaarisen Neogen-testijarjestelman pikalatausalustalle.
Sulje ja lukitse sitten kansi.




® (Suomenkielinen) ﬁ ﬁ

7. Tarkista ja vahvista maéritetty ajo molekulaarisen Neogen-testijarjestelmén ohjelmistossa.
Napsauta ohjelmiston Start (Aloita) -painiketta ja valitse kaytettava laite. Valitun laitteen kansi avautuu automaattisesti.

9. Aseta molekulaarisen Neogen-testijérjestelmén pikalatausalusta molekulaariseen Neogen-testilaitteeseen ja aloita maéritys
sulkemalla kansi. Tulokset saadaan 60 minuutin kuluessa, vaikkakin positiiviset tulokset voidaan havaita aikaisemmin.

10. Kun maaritys on valmis, poista molekulaarisen Neogen-testijarjestelméan pikalatausalusta molekulaarisesta Neogen-testilaitteesta
ja havita putket liottamalla niitd 1—-5-prosenttisessa (tilavuus:tilavuus vedess3) kotitalouskéyttéisessa valkaisuaineliuoksessa tunnin
ajan erilladn maarityksen valmistelualueelta.

ILMOITUS: Ristikontaminaation aiheuttamien vaarien positiivisten tulosten riskin minimoimiseksi monistettua DNA:ta
sisaltavia reagenssiputkia ei saa koskaan avata. Tama koskee Neogenin reagenssikontrollin putkia, molekulaarisen
Neogen-testisetin 2 — E. coli O157 (siséltden H7) reagenssiputkia sekd Neogenin matriksikontrollin putkia. Havita suljetut
reagenssiputket aina liottamalla niitd 1-5-prosenttisessa (tilavuus:tilavuus vedessa) kotitalouskayttéén tarkoitetussa
valkaisuaineliuoksessa 1 tunnin ajan ja erilladn méaéarityksen valmistelualueelta.

Tulokset ja niiden tulkitseminen

Algoritmi tulkitsee valotehokayran, joka syntyy nukleiinihapon monistumisen havaitsemisesta. Ohjelmisto analysoi tulokset
automaattisesti ja varikoodaa ne tulostyypin perusteella. Positiivinen tai negatiivinen tulos maéritetaan analysoimalla useita yksil6llisia
kayraparametreja. Oletetut positiiviset tulokset raportoidaan reaaliajassa, kun taas negatiiviset ja tarkastusta edellyttavat tulokset
nakyvat ajon paatyttya.

Oletetut positiiviset ndytteet on vahvistettava laboratorion standarditoimintamenettelyjen mukaisesti tai noudattamalla asianmukaista
vertailumenetelméavahvistusta -2 alkaen siirrosta ensisijaisesta BPW ISO -rikastusaineesta toissijaiseen rikastusliemeen / toissijaisiin
rikastusliemiin, mita seuraa myéhemmin levyille latominen ja isolaattien vahvistaminen sopivilla biokemiallisilla ja serologisilla
menetelmilla.

HUOMAUTUS: Edes negatiivinen nayte ei anna nollalukemaa, koska jarjestelmalla ja molekulaarisen Neogen-testisetin 2 — E. coli O157
(sisaltden H7) monistusreagensseilla on tietty "taustan” RLU-lukema.

Niissa harvinaisissa tapauksissa, joissa valoteho on poikkeava, algoritmi merkitsee tuloksen ”Inspect” (Tarkista) -merkinnalla. Neogen
suosittelee kayttijas toistamaan maarityksen kaikille Inspect (Tarkista) -merkinnalla merkityille naytteille. Jos tulos on edelleen Inspect
(Tarkista), jatka vahvistustestiin, jonka voit suorittaa valitsemallasi menetelmalla tai paikallisten maaraysten mukaisesti.

Jos tulokset ovat ristiriitaisia (molekulaarisen Neogen-testisetin 2 — E. coli O157 (sisaltden H7) oletettu positiivinen tulos, jota ei ole
vahvistettu jollakin edelld kuvatuista tavoista ja erityisesti lateksiagglutinaatiotestilld), laboratorion on noudatettava tarvittavia vaiheita
saatujen tulosten oikeellisuuden varmistamiseksi.

Tulosten vahvistus NF VALIDATION -sertifioidun menetelméan mukaisesti

NF VALIDATION -menetelmén yhteydessa kaikki ndytteet, jotka on tunnistettu positiivisiksi molekulaarisella Neogen-testisetilla

2 — E. coli O157 (sisaltden H7), on vahvistettava jollakin seuraavista testeista:

Vaihtoehto 1: ISO 16654 -standardin® kaytté alkaen puskuroidun peptoniveden® rikastuksesta.

Vaihtoehto 2: Seuraavista koostuvan vahvistusmenetelmén toteuttaminen: Sivele 50 pl puskuroitua peptoniveden® rikastetta kefiks
iimikaliumtelluriittisorbitoli-MacConkey (CT-SMAC)® -agarlevylle. Inkuboi 24 * 3 tuntia 37 °C:ssa. Sivele tunnusomaisia pesakkeita
ravinneagarille ja suorita lateksiagglutinaatiotesti suoraan eristetyille pesakkeille. Jos molekulaarisen Neogen-testisetin 2 — E. coli O157
(siséltaen H7) tuloksia ei vahvisteta, suorita immunomagneettinen erotusvaihe ja sivele sitten 50 pl CT-SMAC-levylle.

Vaihtoehto 3: Nukleiinihappokoettimien kayttd EN ISO 7218 -standardissa® kuvatulla tavalla suorittamalla menettely CT-SMAC-levyilta
saaduille eristetyille pesakkeille (puhdistetuille tai puhdistamattomille) (katso vaihtoehdot 1 tai 2). Nukleiinihappokoettimien on oltava
erilaisia kuin molekulaarisessa Neogen-testisetissa 2 — E. coli O157 (siséltden H7) kaytettyjen.

Vaihtoehto 4: Mink3 tahansa muun sellaisen NF VALIDATION -sertifioidun menetelmén kayttd, jonka toimintaperiaatteen on oltava
erilainen kuin molekulaarisen Neogen-testisetin 2 — E. coli O157 (siséltden H7). Tassa toisessa validoidussa menetelmassé on kaytettiva
kuvattua taydellista protokollaa. Kaikkien vahvistuksen aloittamista edeltavien vaiheiden on oltava samoja molemmissa menetelmissa.

Jos tulokset ovat ristiriitaisia (vaihtoehtoisella menetelmalla saatiin oletettu positiivinen tulos, jota ei ole vahvistettu jollakin edella
kuvatuista tavoista), laboratorion on noudatettava tarvittavia vaiheita saatujen tulosten oikeellisuuden varmistamiseksi.

Jos sinulla on kysyttavaa tietyista kayttokohteista tai menettelyista, kdy verkkosivuillamme osoitteessa www.neogen.com tai ota yhteytta
paikalliseen Neogen-edustajaan tai jakelijaan.

Liite A. Protokollan keskeytys: Naytteiden siilytys ja uusintatestaus
1. Sailyta lampokasiteltya lysaattia sulkemalla lyysausputki uudelleen puhtaalla korkilla (katso Lyysaus-osio 4.5).

Inkuboi rikastettua naytetta vahintdan 18 tuntia ennen sen sailytykseen laittamista.
Sailyta 4-8 °C:ssa enintaan 72 tuntia.

Valmistele sdilytyksessa ollut ndyte monistusta varten kaantelemall sita ylosalaisin 2—3 kertaa sen sekoittamiseksi.

A N S

Ota korkit pois putkista.
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Aseta sekoitetut lysaattiputket molekulaarisen Neogen-testijarjestelmén lampéblokin sisakkeen paélle ja kuumenna niita
100 = 1 °C:ssa 5 = 1 minuuttia.

Irrota Neogen-lyysausliuosputkien teline lampéblokista ja anna molekulaarisen Neogen-testijarjestelman
jadhdytysblokin sisdkkeen jadhtya vahintaan 5 minuuttia ja enintadn 10 minuuttia.

Jatka protokollaa edella kuvatusta Monistus-osiosta.

Kirjallisuusviitteet:

1.

2.

US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 4A: Diarrheagenic Escherichia coli.
Marraskuu 2015.

US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 5.09. Detection, Isolation
and ldentification of Escherichia coli O157:H7 from Meat Products and Carcass and Environmental Sponges.
Voimaantulopaiva: 15. tammikuuta 2015.

ISO 16654:2001 Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal method for the detection of Escherichia
coli O157. (Elintarvikkeiden ja rehujen mikrobiologia — Horisontaalinen menetelma Escherichia coli 0157:n
havaitsemiseksi.)

ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories. (Testaus- ja
kalibrointilaboratorioiden patevyyden yleiset vaatimukset)

ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General rules for microbiological examination.
(Elintarvikkeiden ja rehujen mikrobiologia — Mikrobiologisen testauksen yleissdannot.)

ISO 6887. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension and decimal
dilutions for microbiological examination. (Elintarvikkeiden ja rehujen mikrobiologia — Testinéytteiden, alkususpension ja
desimaalilaimennosten valmistus mikrobiologista tutkimusta varten.)

Installation Qualification (IQ)/Operational Qualification (OQ) Neogen® Molecular Detection System. (Molekulaarisen
Neogen®-testijarjestelman asennuspatevyys ja kdyttdpatevyys) Neogen Food Safety.

Symbolien selitykset
info.neogen.com/symbols

AOAC on AOAC INTERNATIONALIn rekisteroity tavaramerkki
Official Methods on AOAC INTERNATIONALIn rekisteroity palvelutuotemerkki
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JXNEOGEN
Instrugdes do produto

Ensaio de Detec¢do Molecular 2 - E. coli 0157 (incluindo H7)

Descrigcao do produto e uso pretendido
O Ensaio de Detecgédo Molecular Neogen® 2 - E. coli O157 (incluindo H7) é usado com o Sistema de Detecgdo Molecular
Neogen® para a deteccéo rapida e especifica de E. coli O157 (incluindo H7) em alimentos enriquecidos e amostras de racdes.

Os Ensaios de Detecg¢édo Molecular Neogen usam amplificagdo isotérmica mediada por loop para amplificar rapidamente
sequéncias de acidos nucleicos com alta especificidade e sensibilidade, combinadas com bioluminescéncia para detectar
a amplificagdo. Os resultados positivos presuntivos sdo relatados em tempo real, enquanto os resultados negativos sdo
exibidos apds a conclusdo do ensaio. Resultados presumivelmente positivos devem ser confirmados usando o método

de sua preferéncia ou conforme especificado pelas regulamentacdes locais -2 3,

O Ensaio de Detecg¢éo Molecular Neogen 2 - E. coli 0157 (incluindo H7) destina-se ao uso em ambiente laboratorial por
profissionais treinados em técnicas laboratoriais. A Neogen ndo documentou o uso deste produto em outras industrias
além de alimentos ou bebidas. Por exemplo, a Neogen ndo documentou este produto para testar amostras ambientais,
farmacéuticas, cosméticas, clinicas ou veterinarias. O Ensaio de Deteccdo Molecular Neogen 2 - E. coli O157 (incluindo
H7) nao foi avaliado com todos os produtos alimentares possiveis, processos alimentares, protocolos de testes ou com
todas as cepas possiveis de bactérias.

Tal como acontece com todos os métodos de teste, a fonte, a formulagéo e a qualidade do meio de enriquecimento
podem influenciar os resultados. Fatores como métodos de amostragem, protocolos de teste, preparo da amostra,
manuseio e técnica laboratorial 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
e desafios microbianos especificos para garantir que o método atenda aos critérios do usuario.

A Neogen avaliou o Ensaio de Detecgdo Molecular Neogen 2 - E. coli 0157 (incluindo H7) com dgua peptonada
tamponada ISO.

O Instrumento de Detecgdo Molecular Neogen® destina-se ao uso com amostras que foram submetidas a tratamento
térmico durante a etapa de lise do ensaio, que é projetada para destruir organismos presentes na amostra. Amostras que
ndo foram adequadamente tratadas termicamente durante a etapa de lise do ensaio podem ser consideradas um risco
biolégico em potencial e NAO devem ser inseridas no Instrumento de Detecgdo Molecular Neogen.

A Neogen Food Safety é certificada pela ISO (International Organization for Standardization) 9001 para projeto e fabricacgéo.
O kit de teste do Ensaio de Deteccdo Molecular Neogen 2 - E. coli O157 (incluindo H7) contém 96 testes, descritos na
Tabela 1.

Tabela 1. Componentes do kit do Ensaio de Detecgdo Molecular Neogen

Item Identificagdo | Quantidade Contelido Comentarios
~ . Solugdo rosa = . Montado
®
Solucéo de Lise Neogen em tubos 96 (12 tiras de 8 tubos) 580 pL de Solucgéo de Lise e pronto
(LS) Neogen por tubo
transparentes para uso
Tubos de reagente do
Ensaio de Deteccgéo . Mistura especifica liofilizada Pronto
Molecular Neogen® 2 - E. Tubos rosa 96 (12 tiras de 8 tubos) de amplificacédo e detecgéo para uso
coli 0157 (incluindo H7)
Tampas extras Tampas rosa 96 (12 tiras de 8 tampas) Pronto
para uso
Controle de Reagente Tubos flip-top | 16 (2 bolsas de 8 tubos DI.\IA de controlg !|oﬁll~zado, Pronto
® Lo T mistura de amplificagdo
Neogen® (RC) transparentes | individuais) e deteccao para uso

O Controle Negativo, ndo fornecido no kit, ¢ um meio de enriquecimento estéril, por exemplo, BPW ISO. Nao utilize
agua como Controle Negativo.

Segurancga
O usuério deve ler, compreender e seguir todas as informacdes de seguranga nas instrugdes do Sistema de Detecgéo

Molecular Neogen e do Ensaio de Deteccdo Molecular Neogen 2 - E. coli 0157 (incluindo H7). Guarde as instrucdes
de segurancga para referéncia futura.

A AVISO: Indica uma situagéo perigosa que, se ndo for evitada, podera resultar em morte ou ferimentos graves e/ou
danos materiais.

OBSERVAGAO: Indica uma situagéo possivelmente perigosa que, se ndo for evitada, podera resultar em danos materiais.
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N3o use o Ensaio de Detecgdo Molecular Neogen 2 - E. coli 0157 (incluindo H7) no diagnéstico de doengas em humanos
ou animais.

O usudrio deve treinar seu pessoal nas técnicas de teste adequadas e atuais: por exemplo, Boas Praticas de Laboratério,

ISO/IEC 17025“ ou ISO 7218,

Para reduzir os riscos associados a um resultado falso-negativo que levam a libertagao de produto contaminado:

e Siga o protocolo e realize os testes exatamente conforme indicado nas instru¢des do produto.

e Use meio pré-aquecido a 41,5 £ 1 °C. Ndo permita que o meio caia abaixo da faixa de temperatura de incubagao durante
a preparagdo da amostra.

e Armazene o Ensaio de Detecgéo Molecular Neogen 2 - E. coli O157 (incluindo H7) conforme indicado na embalagem
e nas instrugdes do produto.

e Sempre use o Ensaio de Deteccdo Molecular Neogen 2 - E. coli O157 (incluindo H7) até a data de validade.

e Use o Ensaio de Deteccdo Molecular Neogen 2 - E. coli O157 (incluindo H7) com amostras ambientais de alimentos,
ragdes e processamento de alimentos que foram validadas internamente ou por terceiros.

e Use o Ensaio de Detecg¢édo Molecular Neogen 2 - E. coli O157 (incluindo H7) somente com superficies, produtos de
limpeza, protocolos e cepas bacterianas que foram validadas internamente ou por terceiros.

e Para uma amostra ambiental contendo tampo neutralizante (NB) com complexo aril sulfonato, realize uma dilui¢éo
1:2 antes do teste (1 parte de amostra em 1 parte de caldo de enriquecimento estéril). Outra opgéo é transferir 10 pL
do enriquecimento do tampao neutralizante para os tubos da Solugdo de Lise Neogen. Produtos para manuseio de
amostras Neogen® que incluem o Tamp&o Neutralizante Neogen® com complexo de aril sulfonato: RS96010NB, RS9604NB,
SSL10NB, XSLSSL10NB, HS1ONB e HS119510NB.

Para reduzir os riscos associados a exposi¢édo a produtos quimicos e aos riscos biolégicos:

e Realize testes de patégenos em um laboratério devidamente equipado sob o controle de pessoal treinado. Os meios
de enriquecimento incubados e os equipamentos ou superficies que tenham entrado em contato com meios de
enriguecimento incubados podem conter agentes patogénicos a niveis suficientes para causar riscos para a saide humana.

e Siga sempre as praticas de seguranca laboratoriais padréo, incluindo o uso de vestuéario de protegdo adequado e protegdo
para os olhos ao manusear reagentes e amostras contaminadas.

e Evite o contato com o contetido do meio de enriquecimento e dos tubos reagentes apés a amplificagéo.

e Descarte as amostras enriquecidas e os residuos contaminados associados de acordo com os padrdes locais/regionais/
nacionais/industria atuais.

e N3o exceda a definigdo de temperatura recomendada no aquecedor.

e N3o exceda o tempo de aquecimento recomendado.

e Use um termdémetro calibrado apropriado para verificar a temperatura do inserto do Bloco de Calor de Detecc¢ao
Molecular Neogen® (por exemplo, um termdmetro de imersao parcial ou um termémetro de termopar digital, ndo um
termdédmetro de imersdo total). O termdmetro deve ser colocado no local designado no Inserto do Bloco de Calor para
Detecgédo Molecular Neogen.

Para reduzir os riscos associados a contaminagao cruzada ao preparar o ensaio:
e Utilize sempre luvas (para proteger o usuério e evitar a introducéo de nucleases).

Para reduzir os riscos associados a exposigéo a liquidos quentes:

e Nao exceda a defini¢cdo de temperatura recomendada no aquecedor.

e N3o exceda o tempo de aquecimento recomendado.

e Use um termdmetro calibrado apropriado para verificar a temperatura do inserto do Bloco de Calor de Detecgéo
Molecular Neogen® (por exemplo, um termémetro de imersdo parcial ou um termémetro de termopar digital, ndo
um termdémetro de imersdo total). O termémetro deve ser colocado no local designado no Inserto do Bloco de Calor
para Detecgédo Molecular Neogen.

OBSERVAGCAO

Para reduzir os riscos associados a contaminagédo cruzada ao preparar o ensaio:

e Recomenda-se o uso de pontas de pipeta estéreis, com barreira contra aerossois (filtradas) e de qualidade para biologia
molecular.

e Use uma ponta de pipeta nova para cada transferéncia de amostra.

e Use Boas Praticas de Laboratério para transferir a amostra do enriquecimento para o tubo de lise. Para evitar a contaminagéo
do pipetador, o usuario pode optar por adicionar uma etapa de transferéncia intermediaria. Por exemplo, o usuério pode
transferir cada amostra enriquecida para um tubo estéril.

e Use uma estagdo de trabalho de biologia molecular contendo lampada germicida, quando disponivel.

Para reduzir os riscos associados a um resultado falso-positivo:

e Nunca abra os tubos apds a amplificagdo.
e Elimine sempre os tubos contaminados mergulhando-os em uma solugéo alvejante doméstica a 1-5% (v:v em &gua)
durante 1 hora e longe da area de preparagao do ensaio.

Consulte a Ficha de Dados de Segurancga para obter informacdes adicionais e regulamentagdes locais para descarte.

Se tiver duvidas sobre aplicagdes ou procedimentos especificos, visite o nosso site em www.neogen.com ou entre em contato
com seu representante ou distribuidor local da Neogen.
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Responsabilidade do usuario

Os usudrios sdo responsaveis por se familiarizar com as instrugdes e informagdes do produto. Acesse nosso site em
www.neogen.com ou entre em contato com o representante local ou distribuidor da Neogen para obter mais informacgées.

Ao selecionar um método de teste, é importante reconhecer que fatores externos como métodos de amostragem, protocolos
de teste, preparagdo da amostra, manuseio e técnica laboratorial podem influenciar os resultados.

O usudrio é responsavel por selecionar qualquer método de teste ou produto para avaliar um ndimero suficiente de amostras
com as matrizes e desafios microbianos adequados para convencer o usudario de que o método de ensaio escolhido satisfaz
os critérios do usuario.

Também é responsabilidade do usuério determinar se quaisquer métodos e resultados de teste satisfazem os requisitos de
seus clientes e fornecedores.

Como acontece com qualquer método de teste, os resultados obtidos com o uso de qualquer produto de segurancga alimentar
da Neogen ndo constituem garantia da qualidade das matrizes ou processos testados.

Para ajudar os clientes a avaliar o método para diversas matrizes alimentares, a Neogen desenvolveu o kit de Controle da Matriz de
Detecgdo Molecular Neogen®. Quando necessério, use o controle de matriz (MC) para determinar se a matriz tem a capacidade

de afetar os resultados do Ensaio de Detecgdo Molecular Neogen 2 - E. coli O157 (incluindo H7). Teste diversas amostras,
representativas da matriz, ou seja, amostras obtidas de origem diferente, durante qualquer periodo de validagdo ao adotar o método
da Neogen ou ao testar matrizes novas ou desconhecidas ou matrizes que sofreram alteragdes de matéria-prima ou processo.

Uma matriz pode ser definida como um tipo de produto com propriedades intrinsecas como composigéo e processo.
As diferengas entre matrizes podem ser tdo simples como os efeitos causados por diferengas no seu processamento
ou apresentacao, por exemplo, cru versus pasteurizado; fresco versus seco etc.

Limitagcdo de garantias/recurso limitado

EXCETO CONFORME EXPRESSAMENTE DECLARADO EM UMA SECAO DE GARANTIA LIMITADA DA EMBALAGEM
INDIVIDUAL DO PRODUTO, a NEOGEN SE ISENTA DE TODAS AS GARANTIAS EXPRESSAS E IMPLICITAS, INCLUINDO,
MAS NAO SE LIMITANDO A, QUAISQUER GARANTIAS DE COMERCIALIZACAO OU ADEQUACAO A UM USO ESPECIFICO.
Se algum Produto da Neogen Food Safety apresentar defeito, a Neogen ou seu distribuidor autorizado vai, a seu critério,
substituir ou reembolsar o pre¢co de compra do produto. Estes sdo os reparos exclusivos. Vocé deve notificar imediatamente

a Neogen dentro de sessenta dias apds a descoberta de qualquer suspeita de defeitos em um produto e devolvé-lo a Neogen.
Entre em contato com seu representante da Neogen ou distribuidor autorizado da Neogen para qualquer duvida adicional.

Limitagao de responsabilidade da Neogen

A NEOGEN NAO SERA RESPONSAVEL POR QUAISQUER PERDAS OU DANOS, SEJAM DANOS DIRETOS, INDIRETOS,
ESPECIAIS, INCIDENTAIS OU CONSEQUENCIAIS, INCLUINDO, MAS NAO SE LIMITANDO A LUCROS CESSANTES. Em
nenhuma circunstancia, a responsabilidade da Neogen sob qualquer teoria legal excedera o preco de compra do produto
alegadamente defeituoso.

Armazenamento e descarte

Guarde o Ensaio de Detec¢do Molecular Neogen® 2 - E. coli O157 (incluindo H7) entre 2 °C e 8 °C. N3o congele. Mantenha
o kit longe da luz durante o armazenamento. Depois de abrir o kit, verifique se a bolsa de papel aluminio ndo esté danificada.
Se a bolsa estiver danificada, ndo use. Apds a abertura, os tubos de reagente n3o utilizados devem ser sempre armazenados
na bolsa revedavel com o dessecante em seu interior para manter a estabilidade dos reagentes liofilizados. Armazene as
embalagens vedadas novamente entre 2 °C e 8 °C por no maximo 60 dias.

N3o use o Ensaio de Deteccédo Molecular Neogen 2 - E. coli 0157 (incluindo H7) depois da data de validade. A data de validade
e o numero do lote sdo anotados na etiqueta externa da caixa. Apds o uso, o0 meio de enriquecimento e os tubos do Ensaio de
Detecgdo Molecular Neogen 2 - E. coli O157 (incluindo H7) podem conter materiais patogénicos. Quando os testes estiverem
concluidos, siga os padrdes atuais da indUstria para o descarte de residuos contaminados. Consulte a Ficha de Dados de
Seguranga para obter informagdes adicionais e regulamentacdes locais para descarte.

Instrugdes de Uso
Siga todas as instrugdes cuidadosamente. N&o fazer isso pode levar a resultados imprecisos.

O usuério deve concluir o treinamento de qualificagdo de operador do Sistema de Detecg¢do Molecular Neogen, conforme
descrito no documento "Protocolos e instrugdes de qualificagéo de instalagdo (IQ) / Qualificagdo operacional (OQ) para
o Sistema de Detecg¢éo Molecular Neogen".?.

Descontamine periodicamente as bancadas e equipamentos do laboratério (pipetas, ferramentas para tampar/destampar etc.)
com uma solucéo de alvejante doméstico de 1 a 5% (v:v em dgua) ou solugéo de remocédo de DNA.

Consulte a se¢do "Instrucdes especificas para métodos validados" para obter requisitos especificos:
Tabela 3 para protocolos de enriquecimento de acordo com AOAC® Official Method of Analysis® 2017.01
Tabela 4 para protocolos de enriquecimento de acordo com o certificado de validagdo de NF 3M 01/18-05/17

Enriquecimento da amostra

As Tabelas 2, 3 ou 4 apresentam orientacdes para protocolos de enriquecimento de alimentos. E responsabilidade do usuario
validar protocolos de amostragem alternativos ou taxas de diluigdo para garantir que este método de teste atenda aos critérios
do usuério.
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Alimentos
1. Pré-aqueca o meio de enriquecimento BPW ISO a 41,5 =1 °C.

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

3. Homogenize todas as matrizes, exceto produtos folhosos e frutos, completamente, misturando, triturando ou
misturando manualmente por 2 +0,2 minutos. Incube a 41,5 £ 1°C durante o tempo apropriado de acordo com
as Tabelas 2, 3 ou 4.

Tabela 2. Protocolos gerais de enriquecimento

Temperatura | Tempo de

. @ Tamanho Volume de caldo de de enrique- enrique-
Matriz de amostra . . . .
da amostra enriquecimento (mL) cimento cimento
(x1°C) (horas)
Carne crua incluindo Inofda/plcada 325¢ 97§ BPWISO 41,5 10-18
e guarnigéo (pré-aquecido)
Carnes cruas, |nclumd.o carne crua, porco, 254 22:’-3 BPW I_SO 41,5 8-18
aves, cordeiro e bisdo (pré-aquecido)
Produtos folhosos® 200g 450 BPW ISO 41,5 18-24

(pré-aquecido)

Outros alimentos, incluindo frutas®,

vegetais, sucos de frutas/vegetais, ervas o5 225 BPW ISO 415 18-24
frescas, frutos do mar crus, ovos crus, leite g (pré-aquecido) ’

cru, massa de biscoito e carnes processadas

Nozes ou misturas contendo nozes
(este protocolo é apropriado para outras 225 leite em pd

. ; A - 25¢g o 41,5 18-24

nozes, incluindo nozes, améndoas, pistache, desnatado reconstituido

castanha de caju e castanhas,

(a) As amostras congeladas devem ser equilibradas a 4-8 °C antes da adicdo ao caldo de enriquecimento.

(b) As amostras de produtos folhosos e frutas devem ser agitadas suavemente 4 mao durante 5 minutos. Ndo misture
ou triture.

Instrucdes especificas para métodos validados

AOAC® Official Methods of Analysis™ 2017.01

No programa AOAC Official Method of AnalysisS™, o Ensaio de Detec¢do Molecular Neogen 2 - E. coli O157 (incluindo H7)
foi considerado um método eficaz para a detecgdo de E. coli O157:H7. As matrizes testadas no estudo sdo mostradas na
Tabela 3.

Tabela 3. Protocolos de enriquecimento usando BPW ISO pré-aquecido a 41,5 £ 1 °C de acordo com AOAC?® Official
Methods2017.01

Volume de Tempo de
. Tamanho da caldo de ,empe .
Matriz de amostra . . enriquecimento Homogenizado
amostra enriquecimento (horas)
(mL)
Carne moida crua (73% magra)) 325 975 10-18 Manualmente & méo ou
450 . L
Espinafre cru ensacado® 200 g 18-24 %g:;?rc\if:tcs)zaxg(r')nﬁg:ﬁ:gr:::iz%?r
b
225 Agitado suavemente a mao por
Brotos frescos 259 18-24 5 minutos, ndo homogeneizar
Mirtilos congelados®® 259 225 18-24 '6‘59:1?:&2:a:g?ﬁgﬁ:gr:::izzorr
b

(a) As amostras de produtos folhosos e frutas devem ser agitadas suavemente & mao durante 5 minutos. Nao misture
ou triture.

(b) As amostras congeladas devem ser equilibradas a 4-8 °C antes da adicdo ao caldo de enriquecimento.
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Certificagdao NF Validation da AFNOR

“_‘“:\CA'“ON
.

NF

VALIDATION
EN 1SO 16140

3M 01/18-05/17
METODOS ANALITICOS ALTERNATIVOS PARA O AGRONEGOCIO
http://nf-validation.afnor.org/en

Para mais informagdes sobre o fim da validade, consulte o certificado NF VALIDATION disponivel no site mencionado
acima.

Método de certificagdo NF VALIDATION em conformidade com ISO 16140-2® em comparagdo com ISO 16654
Escopo da validagdo: carne bovina crua, laticinios crus, frutas e vegetais crus

Preparo da amostra: as amostras devem ser preparadas de acordo com EN ISO 16654 e EN 1SO 6887®

Versao do software: consulte o certificado

Tabela 4. Protocolos de enriquecimento usando BPW ISO pré-aquecido a 41,5 + 1 °C de acordo com o método
de certificagdo NF VALIDATION 3M 01/18-05/17

Tamanho | Volume de caldo de Temperatura de '!'empg de
Protocolo . X . . o enriquecimento
da amostra | enriquecimento (mL) [ enriquecimento (1 °C) (horas)
Laticinios crus, frutas e vegetais crus 25¢g 225 41,5 18-24
Carne bovina crua 25¢g 225 41,5 8-24
OBSERVACOES:

e Amostras maiores que 25 g ndo foram testadas no estudo NF VALIDATION.

e Os pontos de interrupcéo do protocolo recomendados sdo apds o enriquecimento ou apds a lise da amostra.

O caldo de enriquecimento ou o lisado da amostra podem ser armazenados a 2-8 °C por até 72 horas. Depois
de remover o caldo de enriquecimento do armazenamento, retome o teste da Etapa 1 na secéo Lise. Depois
de remover o lisado da amostra do armazenamento, retome o teste da Etapa 7 na segéo Lise. O lisado também
pode ser armazenado a -20 °C.

e Protocolos de enriquecimento curtos sdo sensiveis as condigdes de incubacéo e as temperaturas especificadas
no protocolo devem ser seguidas. A temperatura do banho-maria ou da incubadora onde os caldos séo pré-
aquecidos deve ser verificada para garantir que o caldo de enriquecimento esta atingindo a temperatura
necessaria. O tempo total de preparagédo da amostra, incluindo o atraso entre o final da fase de pré-aquecimento
médio e o inicio da incubagéo da amostra de alimentos, ndo deve exceder 45 minutos. Recomenda-se o uso de
uma incubadora ventilada durante a incubacéo.

Preparacdo da Bandeja do Carregador Rapido de Detec¢dao Molecular Neogen®

1. Umedeca um pano ou toalha descartavel com uma solugdo de alvejante doméstico de 1-5% (v:v em dgua)
e limpe a Bandeja do Carregador Rapido de Detecgédo Molecular Neogen.

2. Enxague a Bandeja do Carregador Répido de Detec¢cao Molecular Neogen com agua.

3. Use uma toalha descartavel para secar a Bandeja do Carregador Réapido de Detecgdo Molecular Neogen.

4. Verifique se a Bandeja do Carregador Répido de Detecgcdo Molecular Neogen esta seca antes de usar.

Preparacéo do Inserto do Bloco de Resfriamento de Detec¢do Molecular Neogen®

Coloque o Inserto do Bloco de Resfriamento de Detecgédo Molecular Neogen direto na bancada do laboratério:
a Bandeja de Bloco de Resfriamento de Detecgcdo Molecular Neogen néo é usada. Use o bloco a temperatura
ambiente de laboratério (20-25 °C).

Preparacéo do Inserto do Bloco de Aquecimento de Detec¢édo Molecular Neogen®

Coloque o Inserto do Bloco de Aquecimento de Detecgdo Molecular Neogen em um aquecedor de bloco duplo
seco. Ligue a unidade de aquecimento de bloco seco e ajuste a temperatura para permitir que o Inserto do Bloco
de Aquecimento de Detecgdo Molecular Neogen atinja e mantenha uma temperatura de 100 = 1 °C.
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OBSERVAQAO: dependendo do aquecedor, aguarde aproximadamente 30 minutos para que o Inserto do Bloco de Aquecimento
de Detecgdo Molecular Neogen atinja a temperatura. Usando um termdémetro calibrado apropriado (por exemplo, um termémetro
de imerséo parcial, um termémetro de termopar digital, ndo um termémetro de imerséo total) colocado no local designado,
verifique se o Inserto do Bloco de Aquecimento de Detecgdo Molecular Neogen estd a 100 = 1 °C.

Preparo do Instrumento de Detecg¢do Molecular Neogen®

1. Inicie o Software de Detecgdo Molecular Neogen® e faga login. Entre em contato com seu representante da Neogen Food Safety
para garantir que vocé tenha a versdo mais atualizada do software.

2. Ligue o Instrumento de Detecgédo Molecular Neogen.

3. Crie ou edite uma execugédo com dados para cada exemplo. Consulte o Manual do Usuério do Sistema de Detecgédo Molecular
Neogen® para obter detalhes.

OBSERVAGAO: o Instrumento de Deteccdo Molecular Neogen deve atingir e manter a temperatura de 60 °C antes de inserir
a Bandeja do Carregador Répido de Detecgdo Molecular Neogen com tubos de reagéo. Esta etapa de aquecimento leva
aproximadamente 20 minutos e é indicada por uma luz LARANJA na barra de status do instrumento. Quando o instrumento
estiver pronto para iniciar uma execucgao, a barra de status ficarda VERDE.

Lise

1. Deixe os tubos da Solugéo de Lise Neogen aquecerem ajustando o rack a temperatura ambiente (20-25 °C) durante a noite (16-18
horas). Alternativas para equilibrar os tubos da Solugéo de Lise Neogen & temperatura ambiente sdo colocar os tubos da Solucédo
de Lise Neogen na bancada do laboratério por pelo menos 2 horas, incubar os tubos da Solugdo de Lise Neogen em uma
incubadora a 37 £ 1 °C por 1 hora ou coloca-los em um aquecedor de bloco duplo seco por 30 segundos a 100 °C.

2. Inverta os tubos tampados para misturar. Prossiga para a proxima etapa dentro de 4 horas.
3. Retire o caldo de enriquecimento da incubadora.

4. E necessario um tubo da Solucéo de Lise Neogen para cada amostra e a amostra de Controle Negativo (NC) (meio de enriquecimento
estéril).

4.1 Astiras de tubo da Solucéo de Lise Neogen podem ser cortadas de acordo com o niumero desejado de tubo da Solugéo de
Lise Neogen. Selecione o nimero de tubos individuais da Solugéo de Lise Neogen ou tiras de 8 tubos necessarios. Coloque
os tubos da Solugéo de Lise Neogen em um rack vazio.

4.2 Para evitar contaminagéo cruzada, destampe uma tira de tubos da Solugéo de Lise Neogen de cada vez e use uma nova
ponta de pipeta para cada etapa de transferéncia.

4.3 Transfira a amostra enriquecida para tubos da Solugéo de Lise Neogen conforme descrito abaixo:

Transfira cada amostra enriquecida para um tubo individual da Solugéo de Lise Neogen primeiro. Transfira o NC por altimo.

4.4 Use a Ferramenta de Tampar/Destampar de Detecgdo Molecular Neogen® - Lise para destampar uma tira de tubo de
Solugéo de Lise Neogen - uma tira de cada vez.

4.5 Descarte a tampa do tubo da Solugédo de Lise Neogen — Se o lisado for retido para novo teste, coloque as tampas em um
recipiente limpo para reaplicagédo apds a lise.

4.5.1 Para processamento do lisado retido, consulte o Apéndice A.

4.6 Transfira 20 yL de amostra para um tubo da Solugéo de Lise Neogen, salvo indicagdo em contrario nas Tabelas de Protocolo
2,3e4.

5. Repetir a etapa 4.3 até que cada amostra individual tenha sido adicionada a um tubo correspondente de Solugédo de Lise Neogen
na tira.

6. Repita as etapas 4.1 a 4.6 conforme necessario, para o nimero de amostras a serem testadas.

7. Quando todas as amostras tiverem sido transferidas, transfira 20 uL de NC (meio de enriquecimento estéril, por exemplo, BPW
ISO) para um tubo de Solucéo de Lise Neogen. N3o utilize 4gua como NC.

8. Verifique se a temperatura do Inserto do Bloco de Aquecimento de Detecgéo Molecular Neogen estd em 100 + 1 °C.

9. Coloque o rack descoberto de tubos de Solugéo de Lise Neogen no Inserto do Bloco de Aquecimento de Detecgédo Molecular
Neogen e aquega por 15 = 1 minutos Durante o aquecimento, a Solugéo de Lise Neogen mudara de rosa (fria) para amarela (quente).

Amostras que ndo foram adequadamente tratadas termicamente durante a etapa de lise do ensaio podem ser consideradas um
risco biolégico em potencial e NAO devem ser inseridas no Instrumento de Detecgdo Molecular Neogen.
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10. Remova o rack descoberto dos tubos da Solugdo de Lise Neogen do bloco de aquecimento e deixe esfriar no Inserto

11.

A
1.

do Bloco de Resfriamento de Detecgdo Molecular Neogen pelo menos 5 minutos e no maximo 10 minutos. O Inserto
do Bloco de Resfriamento Molecular Neogen, usado a temperatura ambiente sem a Bandeja do Bloco de Resfriamento
de Deteccédo Molecular Neogen, deve ficar diretamente na bancada do laboratério. Quando esfriar, a solugdo de lise
reverterd para uma cor rosa.

Remova o rack de tubos da Solugédo de Lise Neogen do Inserto do Bloco de Resfriamento de Detecgédo Molecular Neogen.
001500
99-101°C i
_» 20-25°C
00:05.00
mpliacao

Um tubo de reagente do Ensaio de Detec¢ao Molecular Neogen 2 - E. coli O157 (incluindo H7) é necessério para cada

amostra e o NC.

1.1 Astiras de tubo podem ser cortadas de acordo com o nimero de tubo desejado. Selecione o nimero de tubos de reagente
individuais do Ensaio de Deteccdo Molecular Neogen 2 - E. coli 0157 (incluindo H7) ou tiras de 8 tubos necessérias.

1.2 Coloque os tubos de reagente do Ensaio de Deteccdo Molecular Neogen 2 - E. coli O157 (incluindo H7) em um rack vazio.

1.3 Evite mexer nos pellets de reagentes do fundo dos tubos.

Selecione um tubo de controle de reagente Neogen e coloque-o no rack.

Para evitar contaminacgéo cruzada, destampe uma tira de tubos de reagente do Ensaio de Detec¢cdo Molecular Neogen

2 - E. coli 0157 (incluindo H7) de cada vez e use uma nova ponta de pipeta para cada etapa de transferéncia.

Transfira o lisado para um tubo de reagente do Ensaio de Detec¢do Molecular Neogen 2 - E. coli O157 (incluindo H7)

e o tubo de controle de reagente Neogen conforme descrito abaixo:

Transfira cada lisado de amostra para tubos de reagente individuais do Ensaio de Detecgdo Molecular Neogen 2 - E. coli
0157 (incluindo H7) primeiro seguido pelo NC. Hidrate o tubo de controle de reagente Neogen por ultimo.

Use a Ferramenta de Tampar/Destampar de Detecgido Molecular Neogen® - Reagente para destampar o tubo de reagente

do Ensaio de Deteccao Molecular Neogen 2 - E. coli O157 (incluindo H7) — uma tira de tubos de cada vez. Descarte a tampa.

5.1 Transfira 20 pL de lisado de amostra da metade superior do liquido (evite precipitar) no tubo da Solugéo de Lise Neogen
para o tubo de reagente do Ensaio de Detecgdo Molecular Neogen 2 - E. coli O157 (incluindo H7) correspondente.
Dispense em angulo para ndo perturbar os pellets. Misture pipetando com cuidado para cima e para baixo 5 vezes.

5.2 Repita a etapa 5.1 até cada lisado de amostra ter sido adicionado a um tubo de reagente do Ensaio de Detecgéo
Molecular Neogen 2 - E. coli O157 (incluindo H7) correspondente na tira.

5.3 Tampe os tubos de reagente do Ensaio de Deteccdo Molecular Neogen 2 - E. coli O157 (incluindo H7) com as tampas
extras fornecidas e use o lado arredondado da Ferramenta de Tampar/Destampar de Detecgdo Molecular Neogen -
Reagente para aplicar pressdo indo para frente e para tras, 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 todos os lisados de amostra tiverem sido transferidos, repita as etapas 5.1 a 5.3 para transferir 20 pL de lisado
NC para um tubo de reagente do Ensaio de Deteccdo Molecular Neogen 2 - E. coli O157 (incluindo H7).

5.6 Transfira 20 pL de lisado de NC para um tubo de controle de reagente Neogen. Dispense em angulo para néo perturbar
os pellets. Misture pipetando com cuidado para cima e para baixo 5 vezes.

Coloque tubos tampados em uma bandeja limpa e descontaminada do Carregador Rapido de Detecgédo Molecular Neogen.

Depois, feche e trave a tampa.

20 L
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7. Revise e confirme a execugdo configurada no Software de Detecgdo Molecular Neogen.

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

9. Coloque a Bandeja do Carregador Rapido de Detecgdo Molecular Neogen no instrumento de detecgao molecular
Neogen e feche a tampa para iniciar o ensaio. Os resultados sédo fornecidos dentro de 60 minutos, embora os
positivos possam ser detectados mais cedo.

10.Apds a conclusdo do ensaio, remova a Bandeja do Carregador Répido de Detecgdo Molecular Neogen do Instrumento
de Deteccédo Molecular Neogen e descarte os tubos mergulhando-os em uma solugéo de alvejante doméstico de
1-5% (v:iv em agua) por 1 hora e longe do érea de preparacéo do ensaio.

OBSERVAGAO: para minimizar o risco de falso-positivos devido a contaminagéo cruzada, nunca abra tubos
reagentes contendo DNA amplificado. Isso inclui controle de reagente Neogen, tubo de reagente do Ensaio
de Deteccédo Molecular Neogen 2 - E. coli 0157 (incluindo H7) e tubos de controle de matriz Neogen. Elimine
sempre os tubos de reagente vedados mergulhando-os em uma solucéo alvejante doméstica a 1-5% (v:v em
agua) durante 1 hora e longe da area de preparacdo do ensaio.

Resultados e interpretagéo

Um algoritmo interpreta a curva de emissao de luz resultante da detecgdo da amplificagdo do acido nucleico. Os
resultados sdo analisados automaticamente pelo software e sdo codificados por cores com base no resultado. Um
resultado Positivo ou Negativo é determinado pela anélise de uma série de parémetros de curva Unicos. Os resultados
positivos presuntivos séo relatados em tempo real, enquanto os resultados negativos e de inspegéo serédo exibidos apds
a conclusao da execugao.

Amostras presumivelmente positivas devem ser confirmadas de acordo com os procedimentos operacionais padréo
do laboratério ou seguindo a confirmacédo do método de referéncia apropriado->®, comecando com a transferéncia
do enriquecimento BPW ISO primario para caldo(s) de enriquecimento secundario, seguido de subsequente
plagueamento e confirmacgéo de isolados utilizando métodos bioquimicos e serolégicos apropriados.

OBSERVACAO: mesmo uma amostra negativa nio fornecera uma leitura zero, pois o sistema e os reagentes de amplificagdo
do Ensaio de Detecgdo Molecular Neogen 2 - E. coli O157 (incluindo H7) tém uma leitura de unidade de luz relativa (RLU)
de “fundo”

No caso raro de qualquer saida de luz incomum, o algoritmo rotula isso como "Inspecionar". A Neogen recomenda que
0 usuario repita o ensaio para qualquer amostra de inspecéo. Se o resultado continuar sendo Inspecionar, prossiga com
o teste de confirmagao usando o método de sua preferéncia ou conforme especificado pelas regulamentagdes locais.

Em caso de resultados descordantes (supostamente positivo com o Ensaio de Detecgdo Molecular Neogen 2 - E. coli
0157 (incluindo H7), ndo confirmados por um dos meios descritos acima, e em particular para o teste de aglutinacdo
em latex), o laboratério devera seguir as etapas necessarias para garantir a validade dos resultados obtidos.

Confirmacgao de resultados de acordo com o método de certificagdo NF VALIDATION

No contexto de NF VALIDATION, todas as amostras identificadas como positivas pelo Ensaio de Detecgao Molecular
Neogen 2 - E. coli 0157 (incluindo H7) devem ser confirmadas por um dos seguintes testes:

Opcdo 1: usando o padréo ISO 16654® a partir do enriquecimento da dgua peptonada tamponada®.

Opcgéo 2: implementagédo de um método de confirmagéo que consiste no seguinte: coloque 50 pL de d4gua peptonada
tamponada® enriquecida em uma placa de agar Cefixima Potéssio Telurito Sorbitol MacConkey (CT-SMAC)®. Incube
por 24 +3 horas a 37 °C. Coloque coldnias caracteristicas em agar nutriente e realize o teste de aglutinagdo em latex
diretamente em colénias isoladas. Se os resultados do Ensaio de Detecgdo Molecular Neogen 2 - E. coli 0157 (incluindo
H7) ndo forem confirmados, realize uma etapa de separacdo imunomagnética e coloque 50 uL em CT-SMAC.

Opcio 3: usando sondas de acido nucleico conforme descrito na norma EN ISO 7218®), realizadas em colénias isoladas
(purificadas ou ndo) de CT-SMAC (consulte as Opgdes 1 ou 2). As sondas de acido nucleico devem ser diferentes das
usadas no Ensaio de Deteccdo Molecular Neogen 2 - E. coli 0157 (incluindo H7).

Opciéo 4: utilizando qualquer outro método de certificagdo NF VALIDATION, cujo principio deve ser diferente do Ensaio
de Deteccdo Molecular Neogen 2 - E. coli O157 (incluindo H7). Deve-se utilizar o protocolo completo descrito para este
segundo método validado. Todas as etapas antes do inicio da confirmagdo devem ser comuns a ambos os métodos.

Em caso de resultados descordantes (supostamente positivo com o método alternativo, ndo confirmado por um dos
meios descritos acima), o laboratério devera seguir as etapas necessérias para garantir a validade do resultado obtido.

Se tiver duvidas sobre aplicagdes ou procedimentos especificos, visite o nosso site em www.neogen.com ou entre
em contato com seu representante ou distribuidor local da Neogen.
Apéndice A. Interrupgéo do protocolo: armazenamento e novo teste das amostras

1. Para armazenar um lisado tratado termicamente, tampe novamente o tubo de lise com uma tampa limpa (consulte
a secdo Lise, 4.5)
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Para armazenar uma amostra enriquecida, incube por um minimo de 18 horas antes do armazenamento.
Armazene de 4 a 8 °C por até 72 horas.

Prepare uma amostra armazenada para amplificagédo invertendo 2-3 vezes para misturar.

Destampe os tubos.

Coloque os tubos de lisado misto no Inserto do Bloco de Aquecimento de Detecgdo Molecular Neogen e aquecga
a 100 = 1 °C durante 5 = 1 minutos.

Remova o rack dos tubos da Solugdo de Lise Neogen do bloco de aquecimento e deixe esfriar no Inserto do Bloco
de Resfriamento de Detecgdo Molecular Neogen pelo menos 5 minutos e no méaximo 10 minutos.

Continue o protocolo na segdo Ampliagédo detalhada acima.

Referéncias:

1.

2.

6.

7.

US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 4A: Diarrheagenic Escherichia coli.
Novembro de 2015.

US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 5.09. Detection, Isolation and
Identification of Escherichia coli O157:H7 from Meat Products and Carcass and Environmental Sponges. Data
de vigéncia: 15 de janeiro de 2015.

. ISO 16654:2001 Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal method for the detection of Escherichia

coli O157.
ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.
ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General rules for microbiological examination.

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

Installation Qualification (IQ)/Operational Qualification (OQ) Neogen® Molecular Detection System. Neogen Food Safety.

Explicagdo dos simbolos
info.neogen.com/symbols

AOAC é uma marca comercial registrada da AOAC INTERNATIONAL
Official Methods é uma marca de servico registrada da AOAC INTERNATIONAL
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Huepopnvia ékdoong: 2024-01

S NEOGEN

Odnyie¢ mpoiovtog
Aokpacia Mopraknig Avixvevong 2 - E. coli 0157 (epmepiéxov H7)
Mepiypaepn Tov mpoiovrog Kat mpofBAemOpevn Xpron

H Aokipacia Moptaknc Avixveuong 2 - E. coli 0157 (epmepiéxov H7) tng Neogen® xpnotomoleital pe 1o Z0otnua Moplakng Avixveuong Neogen®
yta v Taxeia kat e€g1dikeupévn avixvevon Tou E. coli 0157 (epmepiéxov H7) o€ eumlouTiopéva Seiypata Tpo@ipwy Kat {woTpo@wv.

O Sokipaaieg poplakng avixveuong tng Neogen xpnotpomololv tn péBodo 1000ep ki evioxuong pe pecoAdpnon Bpdxou yia taxy moAamaciacud
AMNAOUXIWV VOUKAETKWY 0EEWV e LPNAN EI8IKOTNTA KAl EvaloONnoia, o€ CUVSUACUO pe TN PEBDSO TNE BLoPWTAUYELAC YIa TNV AViXVELON TNG
evioxuong. Ta mOavoloyoUpEeva BETIKA OTTOTENEGUOTA AVAPEPOVTAL OE TIPAYHATIKO XPOVO, EVW TA ApVNTIKA anmoTeAéopata epgavifovtal HeETd T
olokArjpwon tng Sokipaciag. Ta mBavoloyoupeva BeTIKA amoteAéopata Ba mpémel va empBealwvovTal XpnOIHOTolwvVTag Tn HéBodo TG PoTiNong
oa¢ 1 énwc kabopiletal and Toug TOMKOUE KAVOVIOUOUE 123,

H dokipacia poplakig avixveuong 2 - E. coli 0157 (eumepiéxov H7) tng Neogen mpoopiletal yia xprion o€ epyaotnplako mepiBdiov amd
EMAYYEAUATIEG EKTTAIGEVUEVOUG OTIC EPYAOTNPIOKEG TEXVIKEC. H Neogen Sev €xel TEKUNPLIWOEL TN XPrion auTtoU Tou TPOoIOvVTOC O€ Blopnxavieg
EKTOC amO AUTEG TWV TPOPIpWV 1 ToTWVv. MNa mapddetypa, n Neogen Sev €xel TEKUNPLWOEL AUTO TO TIPOTOV Yla TOV EAEYXO TTEPIBAAAOVTIKWY,
POPHAKEUTIKWV, KAANUVTIKWV, KAIVIKWOV 1} KTviatpikwy Setypdtwy. H Aokipacia Moptaknig Avixveuonc 2 - E. coli 0157 (eumepiéxov H7) tng
Neogen dev éxel alohoynOei yia 6Aa ta mbava mpoidvta tpoipwy, Siepyacieg emeEepyaciag TPOPIUwWY, TPWTOKOANA EAEYXOU 1 pE OAA Ta
mBava otehéxn Baktneidiwv.

‘'Onwg Kat pe 0Aeg Tig peO6doug e§€taong, n mpoéAevuon, n oUVOECN Kal N TOIGTNTA TOU HEGOU EUTTAOUTIOHOU UTIOPE( VO EMNPEACEL TA
anoteAéopara. MNapdayovteg omwg ot pébodolt detypatoAnyiag, Ta mMpwTOKOAA EAEYXOU, N TIPOETOILACIA TWV SEIYUATWY, O XEIPIOUOGS TOUG Kal
N EPYACTNPIAKN TEXVIK UTTOPOUV EMIONG Va EMNpedcouy Ta anotehéopata. H Neogen cuviotd tnv aglohdynon tng pebodou oto mepiBdihov
TOU XPNOTN, CUUTIEPIAAMBAVOUEVOU TOU HECOU EUTTAOUTICHOU, PE TN XPrion EMAPKOUE aplBpol SEIYUATWY UE CUYKEKPIUEVA TPOPIUA KAl
MIKPOPLaKEG TTPOKANOELG WOTE VA Slac@alloTel 6Tt n péBodog mMAnpoi Ta KpITrpLa Tou XPNOoTH.

H Neogen éxet afloloyrioel Tn Aokipacia Moplakng Avixveuong 2 - E. coli 0157 (epmepiéxov H7) Neogen pe PuBuiotikd Nepo Menmtovng ISO.

To Opyavo Mopiakng Avixveuong Neogen® poopiletal yia xprion pe Seiypata mou éxouv urtoAnOei og Bepuikn eme§epyacia katd tn Sidpkela
Tou otadiov AUuong TG SoKIHAsiag, To omoio gival oXeSIAOUEVO Yid TNV KATACTPOQH TWV UIKPOOPYAVICHWY TTOU UTTAPXOUV oTo Seiyua. Aciypata
mou Sev €xouv unofAnBei oTnv KATAMNAN Beppuikn emeéepyacia katd Tn Sidpkela Tou oTadiou Auong Tng Sokipaciag pmopouv va BewpnBouv
w¢ mBavog Broloyikog kivduvog kat AEN mpémel va elodyovtat oto ‘Opyavo Moplakng Avixveuong Neogen.

H Neogen Food Safety @pépel motomoinon cupewva pe to mpotumo Tou AleBvoug Opyaviopol Tunomoinong (ISO) 9001 yia oxeSiaouo kat
mopaywyn.

To kit ehéyxou Aokipaoiag Moplakng Avixveuong 2 - E. coli 0157 (eunepiéxov H7) Neogen mepiéxel 96 TeoT mou meplypdgovtal otov MNivaka 1.

MNivakag 1. Xtoxeia Tou kit Aokipaciag Mopiakng Avixveuong Neogen

Eidog Tavtomoinon MNoootnta Mepiexopeva Ixoha
. , . PoC &a}\UHG 96 (12 oelpég Twv 580 uL AtdAupa Avong Neogen avda ;8 oratw Kt
AwdAupa Avong (LS) Neogen o€ dlapavn , . ETOLUO TIPOG
f 8 cwAnvapiwv) owAnvaplo .
owAnvapla Xxpnon
>wAnvdpla avtidpaotnpiou
Neogen’ Aokipaciag Moplakig . 96 (12 oelpég Twv Auo@\oToINPEVO EIIKO Hiyua ‘Etopo mpog
. ; Pol owAnvédpia . . ) .
Avixvevong 2 - E. coli 0157 8 cwAnvapiwv) evioxuong kat avixveuong xenon
(epmepiéxov H7)
EmmAéov mwpata Pol nwuata % (12 OEpEG TWY ET(?IMO nipos
8 TwudTwv) Xpnon
Mdptupag avtidpaotnpiou Aagavn 16 (2 oakouAdkia Avo@omoinuévo DNA g\éyxou ‘Etotuo mpo
(RC?NeFZ) Cen”’ pacTe owAnvpia pe Twv 8 PEOVWpEVWY i (g evio; L?Ctl Kal avi vsl\)fc)i : '(? Poe
9 apBpwTd WA owAnvapiwv) HiYH xoone X ne xenon

Qg apvnTikd papTupa, Tou Sev TAPEXETAL OTO KIT, B TTPETEL VA XPNOIHOTIOLEITAL OTEIPO PECO EUMAOUTIOUOU, TI.Y. PUBIOTIKG vepod memtdvng (BPW)
ISO. Mn xpnotpoTolEiTe VEPO WG ApvNTIKO PAPTUPA.

Ac@dalsia

O xpriotng mpémel va S1aBAoel, va Katavornoel Kal va akoAouBroel OAeG TIG MANpo@opieg acpaleiag mou Bpiokovtal oTig 08nyieg TOU ZUCTHNATOG

Moptakng Avixveuong tng Neogen kat tng Aokipaoiag Moplaknig Avixveuong 2 - E. coli 0157 (eumepiéxov H7) tng Neogen. Alatnpriote Tig odnyieg

aAoPAEiag yla HENOVTIKN avagopd.

A NPOEIAOMOIHEIH: YnoSeikvuel Ha emikivéuvn katdotaon, n omoia, eav dev amo@euyBei, evdéxetal va mpokaléoel Bdvato 1 coBapod
TPAUMATIOUO 1/Kal UNIKEG NUIEG.

THMEIQZH: Ymodeikvuel pia Suvntikd emikivéuvn katdotaon n omoia, av dev amo@euyxOei, Oa pmopoloe va TPOKAAETEL UNIKEG {NUIEG.
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Mn xpnowpomoteite Tn Aokipacia Moplakng Avixvevong 2 - E. coli 0157 (epmepiéxov H7) tTng Neogen yia tn Sidyvwon mnadncewv
og avOpwmoug 1} {wa.

O XpNOTNG MPEMEL VA EKTTAIGEVGEL TO TIPOCWITIKO TOU OTIC TPEXOUGEG KATAAANAEG TEXVIKEG EAEYYXOUL: Yia Tapadetypa, OpOn
£PYACTNPIAKN TTPAKTIKN, TpoTumo ISO/IEC 17025 1y ISO 72185,

MNa va pewoEeTe Toug Kivouvoug mou oxeti{ovtal pe éva Peudwg apvnTIKO amoTEAEGHA IOV 08nyei o0& amodéopeuon emMpoAUGHEVOL

MPOIGVTOG:

e  AkoMouBeiTe To TPWTOKOANO Kal SIEVEPYEITE TOUG EAEYXOUC AKPIBWE OTIWG TIEPIYPAPETAL OTIG TTANPOPOPIEGTOV TTPOTIOVTOC,.

o Xpnolporoleite péco mpoBepuacpévo otoug 41,5 + 1 °C. Mnv emTPEMETE 0TO HECO VA TTECEL KATW amd To eVPOC TNG Beppokpaaciag
EMWAONG KATA TNV TIPOETOIHACia Tou Seiypatoc.

e  (Quldooete T Aokipacia Mopiakng Avixveuong 2 - E. coli 0157 (epmepiéxov H7) Tng Neogen Omw¢ UMOSEIKVUETAL OTN CUOKELAGIA Kal OTIG
TANPOPOPIEG TOU TTPOTIOVTOC.

e Xpnowomnoleite mavta tn Aokipacia Moptakng Avixveuong 2 - E. coli 0157 (epmepiéxov H7) tng Neogen péxpt Tnv nuepounvia Anéng tng.

e Xpnolpomoleite Tn Aokipacia Moplakrig Avixvevong 2 - E. coli 0157 (epmepiéxov H7) Tng Neogen pe mepiBarlovTikd Seiypata 1po@ipwy,
{wotpogwv Kat Slepyaaieg eme€epyaciag TPOQPIwWY TTOU €X0UV EMKUPWOEL EOWTEPIKA 1) ATTO TPITO HEPOG.

e Xpnowpomoleite Tn Aokipaoia Moplakng Avixveuong 2 - E. coli 0157 (epmepiéxov H7) Tng Neogen povo e EMQAVELEG, ATOOTEIPWTIKA PEOQ,
TPWTOKOAAA Kal BAKTNPLAKA OTEAEXN TTOU €XOUV EMKUPWOEL E0WTEPIKA 1 amd Tpito YéPOg.

o [ia éva mepiBarlovTiko Seiypa mou mepiéxel PuBuiotikod Sidhupa ouvdetepomnoinong (NB) pe apul-coUA@POVIKO GUUTTAOKO, TIPAYUATOTTOIOTE
apaiwon 1:2 mpwv tnv €€€taon (1 pépog Seiypatog o 1 pépog oteipou (wuoL eUmAouTIopoU). Mia AN emAoyn givat n petagopd 10 pl
0oUSETEPOTTOINTIKOU PUBUIOTIKOU SIOAUUATOG EUMAOUTIONOU péoa o€ owAnvdpla Alalupatog Abong Neogen. MNMpoidvta Xeipiopov
Setypdtwv Neogen® mou mepiéxouv puBUIOTIKO SIAAUHA OUSETEPOTIOINONG UE APUA-COUAPOVIKO cuumAoko Neogen™: RS96010NB,
RS9604NB, SSLTONB, XSLSSLTONB, HS10NB kat HS119510NB.

MNa va peiwoete Tov Kivduvo mou oxeti{etat pe TV éKOEON o€ XNUIKEG OUTIEG Kat BloAoyikoUg Kivéuvoug:

e Alevepyeite Tnv e€€taon yia maboyova o€ KATAANAa eE0TTAMICEVO £pyAOTHPLO TIOU BPICKETAL UTIO TOV ENEYXO EKTTAISEVUEVOU TIPOCWTTIKOU.
Enwaopéva péoa UMAOUTIOUOU Kal eEOTTAIOUOG ) ETPAVELEG TIOU £XOUV £POEL OE EMTAPN IE EMWACUEVA PECA EUTTAOUTIOHOU EVOEXETAL VA
TEPLEXOUV TTABOYOVOUC TTAPAYOVTEG O€ €MMESA EMAPKI WOTE VA TTPOKANEGOULV KivEUVO yla TNV avBpwivn uyeia.

o Tnpeite MAVTOTE TIG TUTTOTIOINUEVEG TIPAKTIKEG EPYACTNPIOKNG ACPANELAG, OTIWG N XPON KATAANAWY TTPOCTATEVTIKWY EVOUPATWY Kal
€€OMAIOMOU TIPOOTACIAC TWV HATIWY, OTAV XEIPi(eoTE aVTISPAOTPIA Kal MoAUCUEVa SeiyuaTta.

® ATIOQEVYETE TNV EMAPK PE TA TIEPIEXOUEVA TWV UECWV EUTTAOUTIOMOU KAl HE T OwANVApLa avTiSpacTnpiou PETA TNV evioxuon.

® AToppInTETE Ta UMAOUTIOPEVA Selypata Kal Ta HoAuopéva andBAnta mou oxetiCovTal pe auTd Ta Seiypata CUPPWVA PE Ta TPEXOVTA
TOTTIKA/TIEPLPEPELOKA/EBVIKA/KAVOVIOTIKA TTPOTUTIA.

o Mnv unepPaivete TN cuVICTWHEVN PLOUION BepuoKkpaciag otov BeppavThpa.

o Mnv umepPaiVETE TOV CUVIOTWHEVO XPOVO Béppavong.

e Xpnoipomnoleite éva katdAAnlo, BaBuovopunuévo BeppopeTpo yia va emaknBevoete T Bepuokpacia tou EvBetou Béppavong cwAnvapiwv
Tou Beppavtnpa poplaknig avixveuong Neogen® (.. OepUOUETPO HEPIKNAG EPPBLOIONG i YNPLakd BepuopeTpo BeppoaoTolxeiov, Oxt
BepUOMETPO ONIKNAG UBUBIONC). To BepudueTpo mpémel va TommobeTeital otnv mpofAenopevn Béon oto EvBeto B€puavong cwinvapiwv
OepuavTiipa LOPIAKAG aViXvVeEUONG.

MNa va peoeTe Toug Kivduvoug mou oxetifovral pe StacTavpolpevn HOAuven Katd TV mpoETolpacia tng Sokipaciag:
o  (Dopdrte mAvtoTe yavTia (Yla TNV TPOCTAGIA TOU XPHOTN KAl TV TPOANYN EICAYWYNG VOUKAEACWV).

MNa va peiwoeTe Toug Kivduvoug mov oxeti{ovral pe Tnv éKOEON O KAUTA LYPa:

o Mnv unepPaivete TN oLVIOTWWEVN PLOUION BepoKpaciag otov BepupavTrpa.

o  Mnv uMePPaiVETE TOV CUVIOTWHEVO XPOVO Bépuavonc.

e Xpnolporoleite éva KatdAnAo, Babpovounuévo BepUOPETPO yia va emaAnBeloete T Beppokpacia Tou EvBeTou Bépuavong cwAnvapiwv
Tou Beppavtripa poplaknig avixveuong Neogen® (.. BepuopeTpo pePIKAC euBubiong i Ynelakod Bepudpetpo BeppooTolyeiou, OxL OEPUOPETPO
OAIKNAG EMPUOIONC). To BepudueTpo mpémel va tomobeteital otnv mpofAendpevn 6éon oto EvBeto Bépuavong owAnvapiwv Beppavtripa
MOPLOKAG avixveuong.

2HMEIQZH

MNa va peiwoeTe Toug Kivéuvoug mou oxeti{ovral pe StactaupoVpevn HOAUVON KATA TRV TIPOETOIHAGIA TG SoKipaaciag:

® JUVIOTATAL N XPrON QTTOOTEIPWHEVWY PUYXWV TITTIETAC, E @PAYUO YIa agPOAUUATA (UE PIATPO), Katnyopiag poplakic Bloloyiac.

e  XPnOIUOTIOIEITE VEDO pUYXOG TITETAC Yia KABOE peTagopd Seiypatog.

e Xpnolpomnoleite 0pOEG EPYAOTNPIAKES TIPAKTIKEG YIA TN HETAPOPA TOu SEiyIaTOC ammd TO CWANVAPIO EUTAOUTIOHOU 0TO CWANVAPLo AUoNG.
lMa va amo@euxBei n pOAuVON TNG TITETAC, 0 XPROTNG UImopei va emMAEEEL va TpooBEoel éva evOildpeao Bripa petagopds. Na mapddetyua,
0 XPNOTNG UITOPEL va PETAPEPEL KADE EUTTAOUTIOHEVO SEiyUa HECA OE €va AMOOTEIPWHEVO CWANVAPLO.

e Xpnoluomnoleite 0TaBuod epyaciag poplakng Bloloyiag mou va mephapBavel pikpoBloktdvo Auyvia, omou givat Stabéoiun.

MNa va pelwoeTe Toug Kivduvoug mou oxetifovral pe Pevdwg OeTiké amotéleopa:
o Mnv avoiyeTe TOTE T CWANVAPLA HETA TNV EVIOXUON.
o ATIOpPIMTETE MAVTOTE TA HOAUCHEVA CwANVApLa pouAalovtdg ta og SidAupa olklaKiG xAwpivng 1-5% (dyko Kat' oyko oe vepd) yia 1 wpa
Kal o€ onpueio mou BpiokeTal Hakpld amd Tnv EPLOXN TTPOETOIATiag TNG SOKIMATIAG.
MNa emmAéov mAnpogopieg oupPouleuBeite To Aehtio Acdopévwv Ac@aleiag Kat TOUG TOTTIKOUG KAVOVIOHOUG OXETIKA [E TNV Amoppdn.

Edv éxeTe EPWTNOEIG OXETIKA UE CUYKEKPIUEVEG EQapHOYEG 1 Sladikaoieg, mapakaloUpe emoke@Oeite TNV IotoceAida pag otn SievBuvon
WWW.neogen.com, 1| EMKOIVWVIOTE L€ TOV TOTTIKO oag avTtimpoowo f Stavopéa tng Neogen.
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EuB0vn tou xpriotn

O XpAOTEC PEPOLV TNV €VOUVN TNG ATOUIKNAG TOUG EEOIKEIWONG HE TIC 08NYIEG KAl TIG TTANPOYOPIEG TOU TIPOIdVTOC. EmokepBeite Tnv 1oTooeAida pag
otn S1eLBuvon www.neogen.com, 1j ETIKOIVWVOTE LE TOV TOTIIKO 0ag avTimpoowro 1) Stavopéa tng Neogen yia meploodTePEG TTANPOPOPIEG.

Katd tnv emioyn piag pebddou e€€taong, eival onpavTiko va avayvwploTei 6Tt eEwtepikoi mapdyovTeg 6mwe ol pébodot Setypatohnyiag, Ta
TTPWTOKONA £€£TACNC, N TIPOETOILACIA TOU SEIYLATOG, O XEIPIOUOG KAl N EPYOOTNPLAKN TEXVIKN UITOPOUV va EMNPEACOUV TA ATTOTEAECUATO.

Anote)ei euBUVN ToL XPNOoTN N emAoyr omotacdimote peBddou i PoidvTog e€€taong, yia va a&lohoynaoel évav emapkn aplOuo delypdtwv
ME KaTAANAa €idn TPO@iUwV Kal WKPOBIAKES TTPOKANOELS, WOTE N EMAgYUEVN UEBOSOC VA IKAVOTTOLEL TA KPITAPLA TOU XPHOTN.

Anotelei emiong euBuvN Tou XpProTn va kabopioel 6Tt OAeC ot pEBoSOL EEETAONG KAl TA ATTOTEAECUATA AVTATIOKPIVOVTAL OTIG OTTAITAOELG TWV
TTEAOTWV KAl TWV TTPOUNBEVTWY TOU.

'Onwg kat pe Kabe péBodo e€€taong, Ta amoteAéopata mou Aapfdvovtal amod Tn xprion omolouvdrimote mpoidvtog Neogen Food Safety Sev
OULVIOTOUV £yyUNON TNG TTOLOTNTAG TWV TPO®IHwV 1} Twv Stadikactwy mou urofdA\ovtal o€ ENeyxo.

lMa va BonBrioel Toug mehdteg va aflohoyricouv ) péBodo yia tig Sidpopeg PATPES TpoYipwy, N Neogen éxel avamtuéel To Kit Molecular
Detection Matrix Control (Kit uitpag eAéyxou Tpo@iuwv poplakig avixveuonc)” Neogen. Otav xpeldletal, xpnotgonolnote T MATpa eAéyxou
(MC) yia va mpoaiopioete edv n uiTPa €xel T Suvatdtnta va emnpedoel Ta amotedéopata TnG Aokipaociag Mopiakng Avixveuong 2 - E. coli
0157 (epmepiéxov H7) tng Neogen. EAéy€te Sidpopa Seiypata mou eival avTimpooweuTIKA TNG unteag, SnA. deiypata mou AapBdvovtal amd
SlaQopETIKN TIPOEAEUON, KATA TN SIAPKELa omolaodnmoTe MePLOSOU eMKUpwong détav viobeteite Tn HEBodo TN Neogen, i dTav eNEyXETE VEEC
1 AYVWOTEG UATPEG 1} UNTPEG TIOU £XOUV UTTOOTE AANAYEG OTIC TIPWTEG UAEC I} 0TNV eMefepyaaoia.

Qc¢ pATPa Umopei va oploTei évag TUTTOC TTPOIOVTOC e eVOOYEVEIC IB10TNTEC OTTWCE N oUVOeoN Kal n eme€epyacia. Ot Siagopég petaly Twv
MNTPWV PrTopei va givat amiéc, Omwg ot emopdoelg Tou mpokalouvTal amd Sl1agopég 0TV eMeEepyacia r} oTNV EUPAVION TOUG, yia TTApASeLyua,
AKATEPYAOTO £VAVTL TTAOTEPIWUEVOU, PPECKO EVAVTL ATTOENPAUEVOU KTA.

Meplopiopdg eyyvnoewv / Mepropiopévn amokaractaon

EKTOX EAN AHAQNETAI PHTA SE ENOTHTA THX MEPIOPIXMENHZE EITYHXHS S TH MEMONQMENH XYSKEYAZIA TOY MPOIONTOZ, H NEOGEN
MAPAITEITAI ANO OAEZ TIXZ PHTEX KAI ZIQMHPEX EMTYHXEIX, YYMMNEPIAAMBANOMENQN METAZY AAAQN, OMOIQNAHMOTE EMMYHZEQN
EMMNOPEYZIMOTHTAZ 'H KATAAAHAOTHTAX A MIA ZYTKEKPIMENH XPHZH. Edv omolodnjmote mpoiov Neogen Food Safety eival eNaTtwpatiko,
n Neogen 1} o e€ouciodotnuévog Stavopéag Tng, cUPPWVA UE TNV Kpion Toug, Ba avtikataoTtrioouv 1 Ba emoTpéPouv Tnv aia ayopdg Tou
TPoi6vVTOoG. Auth Ba eival n amokAeloTIKA oag amolnuiwon. Mpémel dpeoa Kat VTog EAvTa NUEPWV va yvwaoTomotoete otn Neogen tnv
avelPeoN TwV MOAVOAOYOUEVWY EANATTWHATWY TOU TTPOIOVTOC KAl VA EMOTPEYPETE TO TTPOIdV 0T Neogen. EMIKOIVWVAOTE [IE TOV AVTITPOOWTTO
N Tov e€ouctodotnuévo Siavopéa Tng Neogen yla epAITEPW EPWTAOELC.

Nepropiopdg evBVVNG tnG Neogen

H NEOGEN AEN EYOYNETAI TIA ONOIAAHMNOTE AMNQAEIA'H ZHMIA, EITE AMEXH, EMMEZH, EIAIKH, XYMIOTQMATIKH 'H ANOGETIKH ZHMIA,
SYMMEPIAAMBANOMENQN METAZY AAAQN TON AIAOYTONTQN KEPAQN. H uB0vn tng Neogen Sev umepPaivel o€ Kapia mepimtwon Kat ummo
Kapia vopikn Bewpia Tnv a&ia ayopdg Tou PoidvTog Tou pEPETAL VA €ival EAATTWHUATIKO.

AmoOnkeuon kat améppiPn

Quldooete tn Aokipacia Moplakng Avixveuong 2 - E. coli 0157 (epmepiéxov H7) atoug 2-8 °C. Mnv kataypuyete. Katd tn Sidpkela amoBrikeuong
Slatnpeite To KIT Pakpld amd 1o ewe. AQou avoieTe To KIT, EAéyETE OTL TO ANOUMIVEVIO GOKOUAAKI gival ABIKTo. EGv To aAOUMIVEVIO CAKOUAAKL
€XELUTTOOTE( (NUIA, UNn XPNOIUOTIOOETE TO TTPOIOV. META TO AVOLya, TA aXPNOILOTIOINTA CWANVAPLA avTISpaoTnpiwyv MPEMEL TAVTOTE va
@UAdoooVTal OTO EMAVACPPAYI{OHEVO GOKOUAAKI TTOU TIEPIEXEL APUYPAVTIKO PO, WOTE va Slatnpeital n otafepdTnTa TWV AUOPINOTIOINUEVWY
avtidpaotnpiwv. DUAACCETE TA EMAVACPPAYIOUEVA OAKOUAAKIA 0TOUG 2-8 °C yla Xpoviké Sldotnua Oxt HeyaAUTePO amo 60 NUEPEG.

Mn xpnotpomnoleite Tn Aokipacia Moplaknig Avixveuong 2 - E. coli 0157 (eumepiéxov H7) Tng Neogen petd Tnv nuepounvia Anéng. H nuepounvia
MENG kat 0 aplBuog mapTidag emonpaivovtal otnv e§WTEPIKN ETIKETA TOU KOUTIOU. META TN XPr0ON, TO €SO EUMTAOUTIOHOU KAl T CWANVApPLA TNG
Aokipaciag Moplakng Avixveuong 2 - E. coli 0157 (epmepiéxov H7) pumopei evéexouévwg va meptéxouv maboyova AIKd. Metd tnv ohokArjpwaon
NG SoKIpaciag, TNPEITE TA TPEXOVTA TIPOTUTIA TOU KAASOU OXETIKA E TNV AMOPPIPN LOAUCHEVWY aTTOBANTWV. MNa eMIITAéOV TANPOPOPIES
oupPouleuBeite To Aehtio AeSopévwv Ac@aleiag Kat TOUG TOTTIKOUG KAVOVIOUOUG OXETIKA [E TNV amoppdn.

Odnyiec xpriong
AkoAouBNOTE MPOCEKTIKA OAEC TIC 08NnYiec. H pun Tipnon Twv odnylwv pmopei va odnynoet o€ avakpifn amoteAéopata.

O xpNoTNG MPETEL VO OAOKANPWOEL TNV EKTTAiGEVON TOTOTOINONG XEIPLOTA Yia To XUoTtnua Moplakng Avixveuong tng Neogen, Omwg meptypd@etal
010 €yypago «MpwtdkoMa Kat odnyieg moTtomoinong eykatdotaong (IQ) / motonoinong Asttoupyiag (OQ) yia 1o ZVotnua Moplakng Avixveuong
¢ Neogen»?.

Mpaypatomoleite mePIOSIKA AMOAUMAVON TWV TTAYKWV Kal Tou €EOTTAIGHOU TOU £pyAcTNniou (MIETEC, Epyaleia o@paylong/amoo@pdylong KTA.)
pe SidAhupa olklakig xAwpivng 1-5% (dyko kat' dyko o€ vepo) 1 pe Stdhupa amopdkpuvong DNA.

Agite TNV evotnTa «EISIKEC 0ONYIEC YA EMKUPWUEVEC UEBOSOUC YIa TIC EISIKEC ATTAUTHOELG:
Mivakag 3 yla TpWTOKOAMA UMAOUTIOHOU cUUwva pe Tnv AOAC® Official Method of Analysis™ 2017.01
Mivakag 4 yia 1o TpwTOKoAa epmAouTiopol oupgwva pe To NF Validation certificate 3M 01/18-05/17

EpmAouTiopo¢ Tou Seiypatog

Ot Nivakeg 2, 3 A 4 ava@épouv 0dnyieg yia TPWTOKOANA EUTTAOUTIOHOU Yia TPO@IHA. ATTOTENE] UBUVN TOU XPNOTN N EMKVPWON EVOANOKTIKWY
TTPWTOKONWV SelypatoAnPiag rj avaloylwv apaiwong, TPOKEIUEVOU va S1ao@aloTEl 0TI N Tapovoa puéBodog e€€Taong mAnpoi Ta Kpitrpla
TOU XpAOoTN.
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Tpopipa
1. MpoBeppdvete To péco eumiouTiopov BPW ISO otoug 41,5 £ 1 °C.

2. JuvludoTe pe AonNTTn TEXVIKN TO PECO EUMAOUTIOUOU Kat To Seiypa, oUp@wva pe Toug Mivakeg 2, 3 1} 4. Ta 0Aa ta Seiypata
KP£aTog Kal Ta OeiypaTa pe UPNAL TTEPIEKTIKOTNTA O€ CWHATISIOKE UAN, CUVIOTATAL N XPriON AOKWV QINTPAPIOUATOC.

3. OpoyevomolNoTe KAAA OAEC TIG PNTPEG EKTOC ATTO AUTEG TWV GUAAWOWV AaXAVIKWY Kal ¢PoUTwV, e avadeuon, oloyevomoinon
(dtadikaoia Tumou stomaching) | avapelén pe to xépt yia 2 + 0,2 Aemtd. Enwdote otoug 41,5 + 1 °C yia KaTtaANAN XpoviKn
S1dpkela cupPwva e Toug Mivakes 2,3 1 4.

Nivakag 2. [evikd TPWTOKOANA EUTTAOUTIOOU

. . . Ogppokpacia Xpodvog
Mntpa dsiypatog® 6M.£ yeoc Oykoc {wp’ou EUMAOUTIGHMOU | EUITAOUTIGHOU
€lyparog EUMAOUTIGMOU (ML) (+1°C) (@peg)
Quoé Bodvo, cupmephapBavopévou Kiyd Kal 325 975 BPW ISO M5 10-18
TPIUMATWY 9 (mpoBeppacpévo) !
Quo kpéag, cupmepAapBavouévwy wuou
Bodvoy, xolptvou, TOUAEPIKWY, apvioU 259 - ZSSEBP\Q/C:S?VO) 41,5 8-18
Kal Bicwva PODEPHACH
OUMWSN Aaxavikd(® 200 g (n:c?ga%i\:xvc:agvo) 41,5 18-24
AN TPOPIUA, CUUTTEPIANAUBAVOUEVWY
@poUTWV(®, NaxaviKwy, XUHWV @poUTwv/ 225 BPW ISO
AQXQVIKWV, @PECKWV BOTAVWY, WHWV 259 (MPOOEPLAGHEVO) 41,5 18-24
BaAaCCIVWY, WHWV AUYWY, WUOU YAAAKTOG, poBEPHAcH
CUMNG PITIOKOTWV Kal ETTEEEPYACUEVOU KPEATOG
Kapudia A piypata Enpwv Kapmwy mou
TIEPIEXOUV KapULa (AUTO TO TPWTOKOAAO 225 avaouoTapéVo
givat kataA\nAo yta dA\ouc Enpoug kapTmoug, 259 agudatwuévo yaha 41,5 18-24
omnwc¢ kapLS1a ey, apLySala, LoTiKIa, XWpIic Mmapa
KAGCIOUG Kal KAoTava),

(0) Ta katePuypéva Seiypata mpEMel va I60pPOTHooUV 0Tou¢ 4-8 °C Tpiv amd tnv €lcaywyr Toug oTtov (WP EUTAOUTICHOV.

(B) Ta Seiypata @UAAWOWV AAXAVIKWY Kal POUTWV TIPETTEL VA AVATAPACCOVTAL ATTIA HIE TO XEPL YIa 5 Aemtd. Mnv avadeleTe Kal unv
opoyevoroleite (Sladikacia TUToL stomaching).

Ei81kég 0dnyiec yia emkupwpéveg pebodoug

AOAC?® Official Methods of Analysis*" 2017.01

Y10 mpdypaupa AOAC Official Method of Analysis*™, n Aokipacia Mopiakrig Avixveuon 2 - E. coli 0157 (sumepiéxov H7) tng Neogen
KpiBnke amoteheopatikr p€BodoC¢ yia Tnv avixveuon tou E. coli O157:H7. Ot pryjtpeg mou eAéyxOnkav otn peAétn mapouactdlovtal
otov [Mivaka 3.

Nivakag 3. MpwToKoAa EUMAOUTIOMOU e Xprion poBepuaciévou BPW ISO otoug 41,5 + 1 °C oupgwva pe to AOAC Official
Methods**2017.01

Mévebo ‘Oykog {wpov Xpovog
Mntpa Ssiyparog Sei Y q-roc EUMAOUTIGHOU EUMAOUTICHOU Opoyevomoinpévo
viaroc (mL) (opeg)
Quoc Bodivog Kipde . Awadikaoia pe ta xépla f pe
(73% amayoc) 3259 975 10-18 Sladikaoia Tumou stomaching
450 ' ' :
Qué ouokevaopEVO OTTAVAKI 200g 18-24 Avarapa'&e amaAd pe To XEPL
yla 5 AEMTd, PNV OOYEVOTIOLETE
225 s . .
Nwmoi BAacToi 259 18-24 Avqmpq,&s anald ue to XEPL
yla 5 AEmTd, PNV OOYEVOTIOLEITE
. . Avatapdte amald pe To Xépl
(@P®) -
Katepuyuéva Batopoupa 259 225 18-24 VI 5 AEITTG, NV OLOYEVOTIOLE(TE

(a) Ta Seiypota QUAAWSWY AAXAVIKWV KAl (POUTWV TIPETTEL VO AVATAPACCOVTAL \TTLIA LE TO XEPL YIA 5 AemTtd. Mnv avadeVeTe kat pnv
opoyevoroleite (Gladikacia Tumou stomaching).

(B) Ta katePuyuéva Seiypata mPETEL va I00pPOTTHOoUV 0Toug 4-8 °C Tptv ammd TNV l0aywyr) Toug oTtov (WUO EUMAOUTIOHOU.
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EmkOpwon NF Validation a6 tTnv AFNOR Certification

NF

VALIDATION
EN 1SO 16140

3M01/18-05/17
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en

MNa meplocdTEPEG MANPOPOPIES OXETIKA PE TN AEN TNG EMKUPWONG, TapakaloUpe avatpéfte oto motomoinTikd NF VALIDATION
mou S1aTiBETAl GTOV IOTOTOTIO TTOU AVAPEPETAL TTAPATIAVW.

MéBodo¢ motomoinong NF VALIDATION cOp@wva pie To mpotuno ISO 16140-2® ge oUykpion He To mpotumo ISO 166545
MNedio epappoyng NG emxOpwong: Quoé Bodivéd Kpéag, WA YAAAKTOKOUIKA TTPOTOVTA, WA @EoUTa KAl AaXaVIKA
Npoetolpacia deiypartoc: Ta dsiypata nmpémnel va mpoetolpdlovtal cUp@wva e Ta mpdtuma EN ISO 16654 kat EN ISO 6887
‘Ek80o0n AoyIGMIKOU: BA. MOTOTOINTIKO

Nivaxag 4. MpwtdkoAa eUMAOUTICUOU pe Xprion pobepuacpévou BPW ISO otoug 41,5 + 1 °C oUp@wva PE TNV TIIOTOTIOINUEVN
péBodo NF VALIDATION 3M 01/18-05/17

MéyeBo¢ ‘'Oykog {wpov OeppoKpacia Xpovog
MpwtékoANo . ! ! o EUMTAOUTIGHOU
deiypatrog | eumiouTiopov (mL) gumAovuTiopoU (+1 °C) (GpeC)
Qua YG}\G,KTOKOUIKG'ﬂpOIOVTG,, WHa 25 225 415 18-24
@POUTA KAl WHA AAXAVIKA
Quo Bodivo kpéag 259 225 41,5 8-24

ZHMEIQXEIX:

o Agv éxouv eleyxOei otn perétn NF VALIDATION Seiypata peyalutepa twy 25 g.

e Ta CUVIOTWHEVA ATTO TO TIPWTOKOANO OnUEia TapépPaong eival PETA TOV EUITAOUTIOMO 1} LETA ammo Tn Avon Tou Seiyuatoc. O
(wpo6¢ epmouTiopoU 1 To TTPoIdV Auong Tou Seiypatog umopei va pulaxBei otoug 2-8 °C yia éwg 72 wpes. Metd Tnv agaipeon
Tou {wpoL gUMAOUTIOHOUL amo TN YUAAEN, cuvexioTe TG SoKipaoieg amod 1o BAua 1 otnv evotnta Abon. Metd tnv agaipeon tou
TPOIdVTOC AUoNG Tou Seiypatog amd tn @UAAEN, ouvexioTe TI¢ SoKipaoieg amod To Bripa 7 otnv evotnta Adaon. To poidv Avong
pmopei emiong va @ulayBei otoug -20 °C.

e TamMPWTOKOAA CUVTOUOU EUMAOUTIOMOU emnpedlovTal amod T CUVONKEG EMwaong Kal Ba TTPETEL va TnPoUVTal Ol BEPOKPATIES
mou opilovtal 0To MPWTOKOAo. H Beppokpaaia Tou udatdAouTtpou i Tou EMWACTrPA 6Mou TpoBepuaivovtal ol {wioi Ba
TPEMEL va eMaANnBeLeTal, TTPOKEIPEVOU va Slac@alileTal n emiteuén TS amatovpevng Beppokpaciag Tou {wHoU EUMAOUTICUOU.
O ouvolikdg xpovog poeTolpaciag Tou Seiypatog, cupmepdapfavopévng Tng kabuotépnong peta&l tng OAOKApwaong Tou
otadiou MPoBEPUAVONG TOU ECOU Kal TNG £vapéng TNG EMWAONG TOu SeiyaTOC TPO®iUwY, Sev Tpémel va untepfaivel ta 45
Aemta. MNpoteivetal n xprion enwaotripa pe e€agplopd Katd Tn SIdpKELa TNE EMWAONG.

Mpoetopacia tou Aickou Taxeiag Poptwong Moprakig Avixvevong Neogen’

1. Bpé&te éva mavi ) pia meToéta piag xpriong Ke StdAupa otkiakng xAwpivng 1-5% (dyko Kat’ dyko o€ vePO) Kal OKOUTTIOTE TOV
Aioko Taxeiag OpTWOonG HopLaKng avixveuong Neogen.

2. =em\Uvete Tov AioKo Taxeiag OpTWoNG HOPLaKAG avixveuong Neogen pe vepo.

3. XpnOIUOTIOINOTE HIa TIETOETA Hiag XPriong yla va oTeyvwoeTe Tov AiOKo Taxeiag opTwong Hoplakng avixvevong Neogen.

4. Alao@ahiote 6Tt 0 AioKog Taxeiag @oOpTwong Hoplakng avixveuong Neogen gival 0Teyvog mptv amo Tn xprion.

Mposetoipacia Touv ‘EvBeTou PuEng cwAnvapiwv poplakng avixvevong Neogen®

TomoBetriote 10 EvBeTo YPUENG cwAnvapiwv poplakng avixveuong Neogen ameuBeiag otov mdyko tou epyactnpiou: O Aiokog

Tou évBeTou YUENG cwAnvapiwv poplakng avixveuong Neogen dev xpnotpomnoleital. Xpnoluomoljote 1o €vOeTo cwAnvapiwv

o€ Beppokpaaia mepIBarlovtog epyaotnpiouv (20-25 °C).

Mpostolpacia tov ‘EvBetou Béppavong cwAnvapiwv Oeppavripa poplakng avixvevong Neogen®

TomnoBetrnote 10 EvBeTo B¢ppavong cwAnvapiwv Beppavirpa poplakng avixveuong Neogen oe éva SIm\o évBeto cwAnvapiwv

&npnc Bépuavonc. Evepyomoinote Tn povada Enpric Bépuavong kat pubuiote tn Beppokpacia yia va emtpéPete oto EvOeTo
Bépuavong cwAnvapiwv Bepuavtripa poplaknig avixveuong Neogen va @tdoel kat va dtatnprioet Beppokpacia 100 + 1 °C.
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THMEIQXH: Avaloya pe tn povdda Bepuavtnpa, emtpéPte oto EvBeTo B¢puavong cwinvapiwv Beppavtripa poplakng avixvevong Neogen
XPOVo mepimou 30 AemTWV yia va @BAoel oTnv KATAMNAN Beppokpacia. Me xprion katdAnhou, Babuovounuévou BepuopeTpou (T.x.
OepUOUETPO HEPIKNG EUPUBIONG, PNPLako BepuopeTpo BeppooTolyeiou, Oxt BepUOPETPO ONIKNG RBUBIoNC) TomoBeTNUEVO OTNV KaBopIopévn
0¢on, emaAnBevote 611 T0 EvBeTO B€ppavong ocwhnvapiwv Tou Bepuavtripa poplakrig avixveuong Neogen Bpioketat otoug 100 + 1°C.

Mpostoipacia tov Opydvou poplakig avixvevong tng Neogen®

1. EKKIVAOTE TO AOYIOMIKO poplakic avixveuong Neogen® kat cuvSeBeite. EMKoIVwVAOTE Pe ToV TOTIKO oag avTimpoéowo tng Neogen Food
Safety yia va Siac@alioete 6Tt n €kdoon Tou AoylopikoU TTou S1aB£TeTe gival n Aéov TPOOPATH.

2. Evepyomoijote 1o Opyavo poplakng avixvevong tng Neogen.

3. Anuioupyriote i enefepyaoTeite pia ektéleon pe dedopéva yia kabe Seiypa. Avatpéfte oTo eyxelpidlo xpriong Tou ZuoTtrpatog Moplakng
Avixveuong g Neogen® yla AeMTOpEPELEG.

THMEIQZH: To Opyavo poplakrig avixveuong tng Neogen mpémel va @tdoel kat va Siatnpnoel Oeppokpacia 60 °C ipiv and tnv l0aywyr) Tou
Aiokou Tayegiag @OpTWOoNG Hoplakig avixveuong Neogen pe ta cwAnvdpla tng avtidpaong. Auté 1o Bripa 6¢ppavong Stapkei mepimou 20 Aemtd
Kat urmodeikvueTat amé pia MOPTOKAAI Auxvia oTn ypapur Katdotaong Tou opydvou. Otav To 6pyavo ival ETOIHO va EEKIVIOEL LIa EKTENEDN,

N YPauun kataotaong Ba yivel MPAZINH.

Noon

1. Aprote ta cwAnvdpla AtaAvpatog Abong Neogen va BeppavBolv agrvovtag to otatw o Beppokpaaia dwpatiou (20-25 °C) oAovukTia
(16-18 wpeg). EvaAaKTIKEG AUOELC Yia TNV £§l00ppdTINON Twv cwAnvapiwv AtaAUpatog Avong Neogen o€ Bepuokpacia Swpartiou givat va
aenoeTe Ta cwAnvapta AtlaAvpatog Avong Neogen emdvw oTov TTAYKO TOU £PYACTNPIOV Y TOUNGXIOTOV 2 WPEG, VA EMWACETE TA CWANVAPLA
Aa\Vpatog Abong Neogen og enwaotipa 37 £ 1 °Cyla 1 wpa f va ta tonoBetrioete og SIMAS €vBeTo owAnvapiwv Enpng Béppavong yia 30
Seutepohenta otoug 100 °C.

2. AvaoTtpéyte Ta mTwpATIoPEVA cwAnvdpla yia va avapi€ete. MpoxwprioTe 6To EMOUEVO Bra eVTOG 4 wPWV.
3. Agaipéote 10 (WO EUTAOUTIOUOU ATTO TOV EMWACTHPA.
4. Anaiteital éva owAnvdplo Alahvpatog Avong Neogen yia kdBe Seiypa kat Seiypa Apvntikou pdptupa (NC) (oTeipo péoo eumiouTiopov).

4.1 Oioelpég Twv owAnvapiwv AlaAvpatog Avong Neogen pmopouv va Kormouv otov emBupunté aplfud cwinvapiwv Alahvpatog Avong
Neogen. EmA&ETe TOV aplOUo TwV HEPOVWHEVWY CWANVApiwv AtaAbpatog AVong Neogen 1 TIC ATTAITOUUEVEG OEIPEC TWV 8 CwANVapiwv.
TomoBetrote Ta cwAnvdpla AtaAupatog Auong Neogen o€ éva Kevod oTatw.

4.2 o va anmo@uyete Tn Slactavpovpevn pOAuvon, anoo@payilete pia oglpd cwAnvapiwv AtaAUpatog Aong Neogen kdBe @opd, kal
XPNOIUOTIOLEITE VEO pUYXOG TIITETAG Yla KAOE Brina HETAPOPAG.

43  Metagépete To eumAouTIopEVO Selypa oTa owAnvdapta AlaAupatog Avong Neogen Omwg epLlypAPETAL TTAPOAKATW:

Metapépete KAOe eumlouTiopévo Selypa o€ pepovwpévo owAnvapto AlaAupatog Avong Neogen mpwta. Metagépete To NC tehevtaio.

44 Xpnolwpormolnote o Epyalegio oppayiong / amoo@pdytong - A\Uong Hoplaknig avixveuong Neogen® yia va amoo@payioeTe pia oglpd
owAnvapiwv AtaAupatog Abong Neogen - pia o€ipd kabe popd.

4.5 Anoppiyte To mwpa Tou cwAnvapiouv AtaAbpatog AUong — Edv To poiov Auong Ba gulayBei yla emavéheyxo, TOMoBeTAOTE TA MTWHATA
o€ KaBapod SOXEIO yia €K VEOU EQAPHOYN LETA TN AUoN.

4.5.1 Tatnv eneéepyacia Tou mpoidvtog Auong mou €xel @uAaxBei, BA. Mapdaptnua A.

46 Metagépete 20 pL Seiypatog o€ éva owhnvdplo AlaAupatog Avong Neogen eKTOG av UTTOSEIKVUETAL SIAPOPETIKA OTOUG MiVaKEG
MpwTokdA\ou 2, 3 kat 4.

Emavalafete to Pripa 4.3 éwg 6tou kABe empuépoug Seiypa mpootedei o éva avtiotolyo owAnvapto AlaAupatog Avong Neogen tng oglpdg.
Emavalafete ta frnata 4.1 £wg 4.6 OTTWG AMAITE(TAL, YIA TOV APIOUO TWV SEIYUATWY UTIO ENEYXO.

7. 'Otav éxel yivel n petagpopd OAwv Twv detypdtwy, petapépete 20 pl NC (oteipo péoo epmioutiopou .. BPW ISO) og cwAnvdpio AlaAOpaTog
Auong Neogen. Mn xpnotpomoleite vepo wg NC.

EmaAnBevote ét1 n Beppokpacia Tou EvBetou Béppavong cwAnvapiwv Beppavtripa poptakng avixveuong Neogen Bpioketat otoug 100 + 1 °C.

9. TomoBeTrOTE TO AKAAUTITO OTATW TWV cwWANVapiwv Alalupatog Avong Neogen oto EvBeto Bépuavong ocwhnvapiwv Beppavtripa Hoplakng
avixveuong Neogen kat Bepudvete yia 15 + 1 Aentd Katda tn Sidpkela tng Oéppavong, To AtdAhupa Avong Neogen Ba aA\&&el xpwpa, amd
pol (Yuxpo) oe kitpivo (Bepuo).

Agiypata mou dev €xouv ummofBAnOei otnv KatdAAnAn Bepikn ene€epyacia katd tn Sidpkela Tou otadiou AVong TG SoKIHAGiag pmopouvv
va BewpnBolv wg mBavog Bloloyikog kivouvog kat AEN mipémel va elodyovtal oto Opyavo Moptakng Avixveuong Neogen.
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10. ApaipéoTe To akAAuTTo otatw owAnvapiwv AtaAupatog Abong Neogen amd to évBeto Béppuavong Kal agrioTe To va Kpuwoel oTo EvOeTto
WOENG owAnvapiwv poptakng avixveuong Neogen yia TouNAxIoTov 5 Aemtd Kal péyloto xpdvo 10 Aentd. To EvBeto YOENG owAnvapiwv
Moplakn¢ avixveuong Neogen, dtav xpnolpomoleital og Oeppokpacia mepIBAAovVTOC xwpig Tov Aioko Tou évBeTou PuEnc owAnvapinv
poplaknc avixveuong Neogen, mpémel va tomoBeTeital ameubeiag emdvw oTov TAYKO Tou epyactnpiou. Otav Kpuwaoel, To StdAupa Auong
Ba amoktroel {avd pol xpwua.

11. ApaipéoTe To oTaTW TWV cwANVapiwv AtoAupatog Avong Neogen amo 1o EvBeto Yuéng cwAnvapiwv poplaknic avixveuong Neogen.

Evioxuon
1. Anmaiteital éva owinvaplo avtidpaotnpiov Aokipaciag Moplakrig Avixveuong 2 - E. coli 0157 (epmepiéxov H7) Neogen yia kdBe Seiyua kat
yta 1o NC.

1.1 Ot oelpéc TwV CWANVApiwv UmopoUv va KoTrouv oTov emBupunTo aptBud cwAnvapiwv. EMAEETe Tov amaltoUeVo apIBO TWV PEUOVWUEVWVY
owAnvapiwv avtidpaotnpiou Aokipaaciag Moplaknig Avixveuong 2 - E. coli 0157 (epmepiéxov H7) Neogen 1 TIC OTAITOUEVES OEIPEC TWV
8 cwAnvapiwv.

1.2 TomoBetrote Ta cwAnvapla avtidpaatnpiouv Aokipaciag Moptakng Avixveuong 2 - E. coli 0157 (epmepiéxov H7) Neogen o€ éva Kevo oTatw.
1.3 Amoguyete va Siatapdaéete Ta opaipidia Tou avtidpaotnpiou amod Tov mubuéva Twv CwANVapiwv.
EmAé€Te éva owAnvdplo Mdaptupa avtidpaotnpiou Neogen Kal TOMOBETAOTE TO OTO OTATW.
Ma va amo@uyete tn Slactaupolpevn oAUV, armoc@payioTe pia oglpd cwAnvapiwv avtidpactnpiov Aokipaciag Moplakng Avixveuong
2 - E. coli 0157 (eumepiéxov H7) Neogen kdBe @opd, Kal XpNOIUOTIOOTE VEO pUYXOC TITTETAG YIa KABE Brua PETAPOPAC.

4. Metagépete To TPOIOV AUonG o€ éva cwAnvdapto avtidpaotnpiov Aokipaciag Moplakrig Avixvevong 2 - E. coli 0157 (epmnepiéxov H7) Neogen
Kal og cwAnvapto Mdaptupa avtidpaotnpiou Neogen Omwg meplypd@eTal MAPAKATW:

Metagépete kdBe mpoidv Auong ota emuépoug cwAnvapla avtidpaotnpiouv Aokipaciaog Moplakrg Avixveuong 2 - E. coli 0157
(epmepiéxov H7) Neogen mpwta kat katomv 1o NC. Evudatwote 1o owAnvapto Mdptupa avtidpaotnpiou Neogen teheutaio.

5. Xpnotwomoijote to Epyaleio oppdylong / amoo@pdylong - avtidpaotnpiou poplakng avixveuong tng Neogen” yla va anmoo@payioeTe pia
oglpd cwAnvapiwv avtidpaotnpiov Aokipaciag Moplakrig Avixveuong 2 - E. coli 0157 (eumepiéxov H7) Neogen - pia o€ipd cwAnvapiwv
KABe @opd. AToppiPTte TO WA,

5.1 Metagépete 20 pL Tou mPoidvTog AUONG Tou SeiypHaTog amo 1o emavw %2 Tou uypou (amo@uyeTe To i{npa) Tov cwAnvapiov
AwaAOparog Avong Neogen oto avtioToixo swAnvdapto avtidpactnpiov Aokipaciag Moplakng Avixveuong 2 - E. coli 0157
(epmepiéxov H7) Neogen. AlaveipeTe UTIO ywvia yia va anmo@UyeTe va Siatapa&ete ta oaipidia. Avapite mmetrdpovrag
Ama Tavw-Katw 5 @opég.

5.2  EmavaldBete 1o Brpa 5.1 péxpt To emuépoug mpoidv AUong Tou Seiypatog va éxel TpooTeDei 0€ éva avTioTolxo owAnvAaplo
avTtidpaotnpiov Aokipaciag Moplakng Avixveuong 2 - E. coli 0157 (eunepiéxov H7) Neogen otn oglpad.

53  KaAuyte ta cwAnvdpla avtidpaotnpiouv Aokipaciag Moptaknig Avixveuong 2 - E. coli 0157 (epmepiéxov H7) Tng Neogen pe ta mapexdpueva
EMIMAéOV TIWUATA KAl XPNOILOTIOIOTE TN OTPOYYUAEUEVN TTAEUPA Tou Epyalgiou ogpdylong / amoo@pdylong - avTidpaoTnpiou HOPLOKNG
avixveuong tng Neogen yla va dOKACETE TTHEON e Hla Kivnon EUMPOG-Tiiow S1ac@aliCovtag £T0L OTL TO TTWHA EXEL EPAPUOOTEL OPIKTA.

5.4 EmavaldBete ta Brpata 5.1 éwg 5.3 Onwc anaiteital, yio Tov aptBpd twv Setypdtwy umo ENeyxo.

5.5 Otav éxel yivel n petagopd dSAwv Twv PoiovTwy Auong Tou deiypatog, emavaldfete ta Brpata 5.1 éwg 5.3 yia va petagépete 20 pl tou
mpoiovtog Auong Tou NC o éva owAnvdplo avtidpaotnpiou Aokipaciag Moplakng Avixveuong 2 - E. coli 0157 (epmepiéxov H7) Neogen.

56 Metagépete 20 pL Tou mpoidvtog Avong tou NC o€ éva cwAnvapio Maptupa avtiSpactnpiov Neogen. Alaveipete uné ywvia yia
va amo@uyete va Slatapdagete Ta opalpidia. Avapifte mmetdpovtag Ama mavw-KAaTw 5 Qopéc.

6. DopTWOTE Ta OPPAYICHEVA CwANVApla o€ évav kaBapd Kat amoAupacpévo Aioko Taxeiag oOpTwong HopLakng avixvevong Neogen. Xtn
OUVEYXELQ, KAEIOTE KAl AOQANIOTE TO KATTAKL.
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7. EmBewpnote kal empPePaiwote Tn Slapopwpévn eKTENESN 0TO AOYIOUIKO JOPLaKNG avixveuong Neogen.

8. Kdvte kAik oo Koupi Start (Evapén) oto Aoyiouikd kat emAé€te 1o dpyavo mou Ba xpnoipomolnBei. To kamdki Tou emAgyUEVOU
opydvou avoiyel autépata.

9. TomoBetrote Tov AioKo Taxeiag opTwong poplaknig avixveuong Neogen oto Opyavo poplakng avixveuong Neogen kat KAeioTe
TO KamdKl yia va &ekivroel n dokipacia. Ta anmoteAéopata mapéxovtal viog 60 AemTwy, av Kal Ta BeTIKd evoéxeTal va avixveubouv
vwpitepa.

10. Aol ohokAnpwBei n Sokipacia, agaipéote Tov AiOKo Taxeiag popTwong HopLakng avixveuong Neogen amo 1o Opyavo JUopLakng
avixveuong Neogen kal amoppite Ta cwAnvdpla pouAlalovtdg ta o€ SIAAUMA OIKIOKNAG XAwpivng 1-5% (OyKo Kat' dyKo o€ VEPO)
yla 1 wpa Kal o€ onuEio Tou BPIioKETal HAKPLA arrd TNV TIEPLOXN TIPOETOIUACIAG ThG SoKIpaaiag.

THMEIQXH: Na va ehayiotomotioete Tov Kivduvo AqPng Peudwe BTIKWY amoTeAECUATWY AOYw S1a0TAUPOUUEVNG
MOAUVONG, TTOTE YNV AVOIYETE TA CWANVAPLA AvTISPACTNPIWVY TTOU TIEPIEXOUV VioXUUEVO DNA. Y& autd mepihapBdvovtal
To owAnvapto Mdptupa avtidpaotnpiov, To cwAnvaplo avtidpactnpiov Aokipaciag Moplakrig Avixveuonc 2 - E. coli 0157
(epmepiéxov H7) Neogen kat ta cwAnvdpla Mntpag ehéyxou Neogen. ATTOppINTETE TAVTOTE T OPPAYICUEVA CwANvApLa
avTtidpaotnpiov pouvAalovtdg ta o€ SidAupa oIKIaKAS xAwpivng 1-5% (Oyko kat' dyko og vepd) yla 1 wpa Kat O OnUEio
TTou BpioKeTal HaKPLd amod TV TIEPLOXH TTPOEToLaciag TnG SoKIpaoiag.

AnoteAéopata Kal EpUnveia

‘Evac alyopiBuog epunveLel TNV KAUTUAN €060V PWTOC TTOU TIPOKUTITEL ATTO TNV AVIXVEUOT TOU TTOAATTAAGIACHOU TWV
VOUKAEIVIKWV 0&€wv. Ta amoTeAéopata avallovTal auTOATA armd To AOYIOUIKS Kal KWSIKOTTOIOUVTAL XPWHATIKA UE Bdon
To amotéheopa. Eva BeTikd 1 apvnTiko amotéAeopa kabopileTal Héow avaluong evog aptBuol JovadIKwy MAPAPETPWY TNG
KapmmOANnG. Ta mBavoloyolpeva BeTIKA amoTEAECUATA AVAPEPOVTAL OE TIPAYHATIKO XPOVO, VW TA ApVNTIKA KaBWE Kal Ta
amote éopata mpog emBewpnon p@avifovtal HETA TNV OAOKANPWON TNG EKTEAEONC.

Ta mBavoloyoupeva BeTIKA amoteAéopaTa TTPEMEL va eMPBERalwvovTal CUMPWVA HE TIG TuTToTolnuéve Sladikaoieg Aertoupyiag
Tou gpyactnpiou i akodouBwvtag TNV KATAANAN emPBeBaiwon Tng pebddou avapopdac!+?, apxilovtag pe Tn HETaPOoPA amd
TOV TIPWTOYEVH EUMAOUTIONO BPW ISO o€ Seutepoyevry/eig {wpd/o0¢ EUMAOUTIONOU Kal 0TN CUVEXELA eMTIOTPWON o€ TPURAia

Kat empPePaiwon Twv AMOPOVWOEVTWY OTEAEXWV XPNOIUOTTOLWVTAG TIG KATAANAEG BlOXNUIKEG Kal 0poSI1ayVWOTIKEG HeBOSOUC.

THMEIQXH: Akopa kat éva apvntiko deiypa dev Ba dwoel undevikn €voeién, kabBwg To cuoTNA Kal Ta avTidPacTHPLa EVIOXUONG
Aokipaciag Moplakrig Avixveuonc 2 - E. coli 0157 (epmepiéxov H7) Neogen €xouv pia oxetikr povada ewtoc (RLU) «urmoabpous.

>1n ondvia mepimTwon acuviBloTou eWTIoHOU, 0 aAydpIBuOG To emonuaivel wg «Mpog EmBewpnon». H Neogen cuviotd
oTov Xpnotn va emavaidfel tn dokipacia yia 6Aa ta dsiypata MNpog EmBewpnon. Edv To anotéAeopa ouveyilel va gival Mpog
EmBewpnon, mpoxwpnote otov é\eyxo empBePaiwong xpnotdomolwvtag tn péBodo TnNE mPoTiunong oag 1 omwe kabopiletal
arnd TOUG TOTKOUG KAVOVIOUOUG.

Y& TIEPITTWON ACUPPWVIAG TWV amoteAeopATwV (mBavohoyolpeva Betikd pe tn Aokipacia Moplakng Avixvevong 2 - E. coli 0157
(epmepiéxov H7) Neogen, mou dev éxouv emPBePaiwdei pe évav amd Toug TPOTIOUG TTOU TTEPLYPAPOVTAL TTAPATIAVW, KAl CUYKEKPIUEVA
pe Sokipaoia ouyKOAANoNG AATEE), To EpyaoThPLO TIPETTEL VA OKOAOUBNOEL Ta amapaitnta Bpata woTe va S1ac@alioel TV
EYKUPOTNTA TWV AmOTEAECUATWY TTOU AapBdvovTal.

EmBefainwon Twv amoTeEAECUATWV CUp@PWVA ME T PéEBodo motomoinong NF VALIDATION

310 mAaioto Tng NF VALIDATION, 6Aa ta deiypata mou avayvwpilovtal wg Betika amod tn Aokipacia Moplakng Avixveuong 2 -
E. coli 0157 (epnepiéxov H7) Tng Neogen mpémel va emPBealwvovtal e Ta TOPaKATW TEOT:

EmAoyn 1: Xpnoipomolwvtag 1o mpotumno ISO 166548 Eekivivtag amd Tov UMAOUTIONO TOU pUBUIOTIKOU VEPOU TeENTovNnc®.

Emoyn 2: Me Tnv epappoyn pebodou empPeBaiwong mou mephapfdvel ta akohouBa: AmwoTe 50 L Tou ePMAOUTIOHOU pUBUIOTIKOU
vepoU mientdvnc® oe éva tpuPhio ayap Cefixime Potassium Tellurite Sorbitol MacConkey (CT-SMAQ)® . EmwdAoTe yia 24 +3 Wpeg

0ToUG 37 °C. AMAWOTE XAPAKTNPIOTIKEG OTTOIKIEG O€ BPEMTIKS dyap Kal eKTENETTE SOKIPATia CUYKONNONG Adte€ ameuBeiag oTig
amopovwéveg amolkieg. Edv ta amoteAéopata tng Aokipaciog Moplakrig Avixveuong 2 - E. coli 0157 (epmepiéxov H7) tng Neogen

Oev emaknBeuTtoly, MPAYUATOTTOINOTE éva Bra avooouayvnTIKoU Slaxwplopou Kat amwote 50 L og tpufiio CT-SMAC.

EmAoyn 3: XpNnOIHOTOWVTAG AVIXVEUTEG VOUKAEIVIKWV 0&€wV, OTTWG TrEptypd@etal oTo pdtumo EN ISO 7218 oe amopovwuéveg
amnolkieg (kaBapég § un) amo TpufBAio CT-SMAC (BA. EmAoyég 1 1} 2). Ot avixveuTtég VOUKAEIVIKwY o&éwv Tipémel va Slagépouv amd
auTtoug Tou xpnotuomolifnkav otn Aokipacia Moptakrig Avixveuong 2 - E. coli 0157 (eumepiéxov H7) tng Neogen.

EmAoyn 4: Xpnoipomolwvtag omoladrjmote AN pébodo motomoinong NF VALIDATION, n apxn Tng omoiag mpémel va Slapépel
amo autnyv TG Aokipaciag Moplakng Avixveuong - E. coli 0157 (epmepiéxov H7) tng Neogen. Mpémel va XpnoIOTIOLETAL TO AR PEC
TTIPWTOKOANO TTOU TTEPIYPAPETAL YIa auTrV TN SeUTePN HéB0SO emKkUpwonc. OAa ta Bripata mpiv amoé tnv évapén tng empBeRaiwong
TIPETTEL VA €ival Kotvd Kal yia Ti¢ Suo pegbodouc.

Y€ TEPITTWON ACUPPWVIOC TWV ATTOTEAECUATWY (MBavoloyoUpeva BeTIKA e TNV eVAANAKTIKA HEB0SO, Tou Sev xouv emPBeRaiwOdsi
ME évav amod TOUG TPOTIOUG TTOU TTEPIYPAPOVTAL TTAPATTAVW) TO EPYACTrPlo Ba TIPETEl va akoAouBn o€l Ta amapaitnta Brjpata
TIPOKEIPEVOU VA SIOCPANICEL TNV EYKUPOTNTA TOU AMOTEAECHATOC TTOU AdUBAveTal.

Edv €xeTe EpWTAOELG OXETIKA PUE CUYKEKPIUEVEG EQAPUOYEG 1) Oladikaoieg, mapakaloUue emoke@Oeite TNV 1oTooeNida pag otn
S1evBuvon www.neogen.com 1 EMIKOWVWVAOTE PIE TOV TOTIIKO 0aG avTimpoowo 1 Siavopéa tng Neogen.
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MNapdaptnua A. Alakomn Tou TpwToKOAAov: DUAAEN Kat emavéAeyXoG TWV SelypdTwy

1.

S A T

8.

MNa va amoBnkevoeTe éva Bepuikd emeepyacpévo mPoidv AVoNG, EMAVATIWHATIOTE TO CWANVAPIO AUONG pE éva KaBapo mwua
(BA. evotnta Abon, 4.5)

MNa v amobrikeuon evog eUTTAOUTIONEVOU SElYIATOG, EMWACTE Yia TOUAAXIOTOV 18 wpeg TPtV amod TN eUAAEN.
AnoBnKeLOTE 0TOUC 4 €W 8 °C yla €w¢ 72 WPEG.

MpoeTolpdoTte éva amoBnkKeupévo Seiypa yla evioxuon avaoTpEéPovTag 2-3 POoPEC Yia va avapieTe.
AQaip€0TE TO WA amod Ta cwAnvdpla.

TomoBeToTE Ta CWANVAPLA LE TO AVAUEMLYUEVO TTPOIOV AUon¢ oTo EvBeTo Bépuavong owAnvapiwv Beppavtipa HOPIaKAG
avixveuong Neogen kat Oeppdvete otoug 100 + 1 °Cyia 5 £ 1 Aemta.
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S NEOGEN
Informacje dotyczace produktu

Test do diagnostyki molekularnej 2 - E. coli 0157 (w tym H7)

Opis produktu i jego przeznaczenie
Test Neogen” do diagnostyki molekularnej 2 - E. coli 0157 (w tym H7) jest uzywany z systemem Neogen® do diagnostyki molekularnej do szybkiego
i doktadnego wykrywania E. coli 0157 (w tym H7) w prébkach zywnosci wzbogaconej i paszy.

Testy Neogen do diagnostyki molekularnej wykorzystuja amplifikacje izotermiczna za posrednictwem petli do szybkiej amplifikacji sekwencji kwasu
nukleinowego z wysoka czutoscia i swoistoscig w potaczeniu z bioluminescencja w celu wykrycia amplifikacji. Przypuszczalne wyniki dodatnie
mozna otrzymac w czasie rzeczywistym, natomiast wyniki ujemne wyswietlaja sie po zakorczeniu testu. Przypuszczalne wyniki dodatnie nalezy
potwierdzi¢ przy uzyciu preferowanej metody lub zgodnie z przepisami prawa miejscowego™2 3.

Test Neogen do diagnostyki molekularnej 2 — E. coli 0157 (w tym H7) jest przeznaczony do stosowania w srodowisku laboratoryjnym przez
profesjonalistéw przeszkolonych w zakresie praktyki laboratoryjnej. Firma Neogen nie udokumentowata zastosowania tego produktu

w branzy innej niz branza spozywcza. Na przyktad firma Neogen nie udokumentowata tego produktu do testowania prébek srodowiskowych,
farmaceutycznych, kosmetycznych, klinicznych lub weterynaryjnych. Test Neogen do diagnostyki molekularnej 2 — E. coli 0157 (w tym H7) nie
zostat oceniony w odniesieniu do wszystkich mozliwych produktéw spozywczych, proceséw spozywczych, protokotéw testowych ani wszystkich
mozliwych szczepow bakterii.

Podobnie jak w przypadku wszystkich metod testowych zrédto, sktad i jakos¢ podioza wzbogacajacego moga mie¢ wptyw na wyniki.
Czynniki takie jak metody pobierania probek, protokoty testéw, przygotowanie prébki, obstuga i praktyka laboratoryjna moga réwniez wptywac
na wyniki. Firma Neogen zaleca ocene metody, facznie z podtozem wzbogacajacym, w srodowisku uzytkownika przy uzyciu wystarczajacej liczby
probek z okreslona zywnoscia i z uwzglednieniem zagrozen powodowanych przez mikroorganizmy, aby upewnic sie, ze metoda spetnia kryteria
uzytkownika.

Firma Neogen ocenita test Neogen do diagnostyki molekularnej 2 - E. coli 0157 (w tym H7) przy uzyciu wody peptonowej buforowanej ISO.

Urzadzenie Neogen® do diagnostyki molekularnej jest przeznaczone do pracy z prébkami poddanymi obrdbce cieplnej podczas etapu lizy

w tescie, ktérego zadaniem jest zniszczenie organizmoéw obecnych w prébce. Prébki, ktére nie zostaty poddane odpowiedniej obrébce cieplnej
podczas etapu lizy w tescie, mozna uznac za potencjalne zagrozenie biologiczne i NIE nalezy ich umieszcza¢ w urzadzeniu Neogen do diagnostyki
molekularnej.

Firma Neogen Food Safety posiada certyfikat ISO (ang. International Organization for Standardization, Miedzynarodowa Organizacja
Normalizacyjna) 9001 w zakresie projektowania i produkgiji.

Zestaw testow Neogen do diagnostyki molekularnej 2 - E. coli 0157 (w tym H7) zawiera 96 testéw opisanych w Tabeli 1.

Tabela 1. Elementy zestawu testow Neogen do diagnostyki molekularnej

Pozycja Oznaczenie llos¢ Zawartos$¢ opakowania Komentarze
Roézowy roztwor . . . W statywie
Roztwor do lizy Neogen® w przezroczystych %6 (12, paskow po osiem >80 u,l roztworu do lizy Neogen na i gotowe do
) probowek) proboéwke .
probdéwkach uzycia
Prébki z odczynnikami testu
Neogen’ do diagnostyki RézoWe brobéwki 96 (12 paskéw po osiem Liofilizowana mieszanka swoista do Gotowe do
molekularnej 2 - E. coli 0157 P probdéwek) amplifikacji i wykrywania uzycia
(w tym H7)
Dodatkowe zatyczki Rézowe zatyczki 96 (12 paskow po osiem Gptqwe do
zatyczek) uzycia
. . Przezroczyste 16 (dwa woreczki po osiem Liofilizowany DNA kontrolny, Gotowe do
Kontrola odczynnika Neogen probdéwki typu ied h brobowek : ina d lifikacii i detekcii oo
flip-top pojedynczych probéwek) mieszanina do amplifikacji i detekgji uzycia

Kontrola ujemna, niedotgczona do zestawu, to jatowe podtoze wzbogacajace, np. BPW ISO. Nie uzywaj wody jako Kontroli ujemnej.

Bezpieczenstwo

Przeczytaj ze zrozumieniem i przestrzegaj wszystkich informacji dotyczacych bezpieczenstwa zawartych w instrukcjach dotyczacych systemu
Neogen do diagnostyki molekularnej i testu Neogen do diagnostyki molekularnej 2 — E. coli 0157 (w tym H7). Zachowaj instrukcje bezpieczenstwa
do wykorzystania w przysztosci.

A\ OSTRZEZENIE: Wskazuje na niebezpieczng sytuacje, ktéra w razie zaistnienia moze skutkowac zgonem, powaznymi obrazeniami ciafa lub
powstaniem szkéd materialnych.

UWAGA: Wskazuje na potencjalnie niebezpieczna sytuacje, ktéra w razie zaistnienia moze skutkowac szkodami materialnymi.
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Nie stosuj testu Neogen do diagnostyki molekularnej 2 - E. coli 0157 (w tym H7) w diagnostyce schorzen u ludzi i zwierzat.

Przeszkél personel w zakresie aktualnych odpowiednich praktyk dotyczacych badan: na przyktad Dobre Praktyki Laboratoryjne,
ISO/IEC 17025 lub I1SO 7218,

Aby zmniejszy¢ ryzyko zwigzane z wynikiem fatszywie ujemnym prowadzacym do wydania zanieczyszczonego produktu:

« Postepuj zgodnie z protokotem i wykonuj testy wedtug informacji w instrukgji produktu.

« Uzywaj podtoza wstepnie podgrzanego do 41,5°C (£1). Nie dopus¢ do spadku temperatury podtoza ponizej zakresu inkubacji podczas
przygotowywania probki.

+  Przechowuj test Neogen do diagnostyki molekularnej 2 - E. coli 0157 (w tym H7) zgodnie z informacjg na opakowaniu i w instrukgji
produktu.

+ Nie uzywaj testu Neogen do diagnostyki molekularnej 2 — E. coli 0157 (w tym H7) po uptywie daty waznosci.

« Uzywaj testu Neogen do diagnostyki molekularnej 2 — E. coli 0157 (w tym H7) z prébkami srodowiskowymi zywnosci, pasz i proceséw
spozywczych, ktére zostaty zatwierdzone wewnetrznie lub przez osoby trzecie.

« Uzywaj testu Neogen do diagnostyki molekularnej 2 — E. coli 0157 (w tym H7) tylko z powierzchniami, Srodkami dezynfekujgcymi,
protokotami i szczepami bakterii, ktére zostaty zatwierdzone wewnetrznie lub przez osoby trzecie.

« W przypadku prébki srodowiskowej zawierajgcej bufor neutralizujacy (ang. Neutralizing Buffer, NB) z kompleksem sulfonianu arylu
przed badaniem dokonaj rozcieficzenia 1:2 (1 cze$¢ prébki na 1 cze$¢ jatowego bulionu wzbogacajacego). Inng opcja jest przeniesienie
10 pl wzbogaconego buforu neutralizujgcego do probdwek z roztworem do lizy Neogen. Produkty Neogen® do obstugi probek, w tym
bufor neutralizujgcy Neogen® z kompleksem sulfonianu arylu: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, XSLSSL10NB, HSTONB i HS119510NB.

Aby ograniczy¢ ryzyko zwiazane z ekspozycja na chemikalia i zagrozenia biologiczne:

«  Wykonuj badania na obecnos¢ patogenéw w odpowiednio wyposazonym laboratorium pod kontrolg przeszkolonego personelu.
Inkubowane podtoza wzbogacajace oraz sprzet lub powierzchnie, ktére miaty kontakt z inkubowanymi podtozami wzbogacajacymi,
moga zawiera¢ patogeny w ilosciach wystarczajacych, aby spowodowac zagrozenie dla zdrowia ludzkiego.

« Zawsze przestrzegaj standardowych laboratoryjnych praktyk bezpieczerstwa — no$ odpowiednia odziez ochronng i stosuj ochrone
oczu podczas pracy z odczynnikami i zanieczyszczonymi prébkami.

»  Po amplifikacji unikaj kontaktu z zawartoscia podtoza wzbogacajgcego i probéwek z odczynnikiem.

+  Wzbogacone probki i powigzane z nimi skazone odpady nalezy utylizowac¢ zgodnie z obowiazujacymi normami lokalnymi/
regionalnymi/krajowymi/branzowymi.

+ Nie przekraczaj zalecanego ustawienia temperatury na cieplarce.

» Nie przekraczaj zalecanego czasu nagrzewania.

«  Uzyj odpowiedniego, skalibrowanego termometru do sprawdzenia temperatury wkfadu Neogen® bloku grzewczego urzadzenia do
diagnostyki molekularnej (np. termometru o zanurzeniu cze$ciowym lub cyfrowego termometru termopary zamiast termometru
0 zanurzeniu catkowitym). Termometr umies¢ w wyznaczonym miejscu we wktadzie Neogen bloku grzewczego urzadzenia do
diagnostyki molekularnej.

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

«  Zawsze no$ rekawiczki (w celu ochrony i zapobiegania przedostawaniu sie nukleaz).

Aby zmniejszy¢ ryzyko zwigzane z narazeniem na dzialanie goracych ptynéw:

+ Nie przekraczaj zalecanego ustawienia temperatury na cieplarce.

» Nie przekraczaj zalecanego czasu nagrzewania.

«  Uzyj odpowiedniego, skalibrowanego termometru do sprawdzenia temperatury wkfadu Neogen® bloku grzewczego urzadzenia do
diagnostyki molekularnej (np. termometru o zanurzeniu cze$ciowym lub cyfrowego termometru termopary zamiast termometru
0 zanurzeniu catkowitym). Termometr umie$¢ w wyznaczonym miejscu we wktadzie Neogen bloku grzewczego urzadzenia do
diagnostyki molekularnej.

UWAGA

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

« Uzywaj jalowych koncéwek pipet z bariera aerozolowsa (z filtrem) do zastosowan w biologii molekularnej.

«  Uzywaj nowej koncowki pipety za kazdym razem, gdy przenosisz probke.

«  Aby przenies¢ probke ze wzbogacenia do probdéwki do lizy, postepuj zgodnie z Dobrg Praktyka Laboratoryjng. Aby unikng¢
zanieczyszczenia pipetora, mozna wprowadzi¢ posredni etap przenoszenia. Na przyktad mozna przenie$¢ kazda wzbogacong prébke
do jatowej probéweki.

« Jedli to mozliwe, skorzystaj ze stacji roboczej przystosowanej do biologii molekularnej z lampg bakteriobdjcza.

Aby zmniejszy¢ ryzyko zwigzane z wynikiem fatszywie dodatnim:

+ Nigdy nie otwieraj probéwek po amplifikacji.

« Zawsze usuwaj zanieczyszczone probowki poprzez namoczenie ich w 1-5% (v:v w wodzie) roztworze domowego wybielacza przez
godzine i z dala od miejsca przygotowywania testu.

Dodatkowe informacje i przepisy prawa miejscowego dotyczace utylizacji znajdujg sie w karcie charakterystyki.

Jesli masz pytania dotyczace konkretnych zastosowan lub czynnosci w ramach badania, odwiedz nasza strone internetowa www.neogen.
com lub skontaktuj sie z lokalnym przedstawicielem lub dystrybutorem firmy Neogen.

2



(Potsii) it =i
Obowiazki uzytkownika

Uzytkownicy musza zapoznac sie z instrukcjami i informacjami dotyczacymi produktu. Odwiedz naszg strone internetowa pod adresem
www.neogen.com lub skontaktuj sie z lokalnym przedstawicielem badz dystrybutorem firmy Neogen, aby uzyskac wiecej informacji.

Wybierajac metode testowa, nalezy pamietac, ze takie czynniki zewnetrzne jak metody pobierania prébek, protokoty badan, przygotowanie prébek,
obstuga i technika laboratoryjna moga mie¢ wptyw na wyniki.

Przy wyborze jakiejkolwiek metody badawczej lub produktu obowigzkiem uzytkownika jest ocena wystarczajacej liczby probek z odpowiednimi
macierzami i z uwzglednieniem zagrozen powodowanych przez mikroorganizmy, tak aby wybrana metoda testowa spetniata kryteria okreslone
przez uzytkownika.

Obowiazkiem uzytkownika jest réowniez sprawdzenie, czy wszelkie metody i wyniki testow spetniajg wymagania klientéw i dostawcow.

Podobnie jak w przypadku kazdej innej metody badawczej wyniki uzyskane przy uzyciu dowolnego produktu Neogen Food Safety nie stanowig
gwarancji jakosci testowanych macierzy ani proceséw.

Aby poméc klientom oceni¢ metode w przypadku réznych macierzy zywnosci, firma Neogen opracowata zestaw Kontroli macierzy Neogen® do
diagnostyki molekularnej. W razie potrzeby uzyj Kontroli macierzy, aby okreéli¢, czy macierz ma zdolno$¢ wptywania na wynik testu Neogen do
diagnostyki molekularnej 2 - E. coli 0157 (w tym H7). Zbadaj kilka probek reprezentatywnych dla macierzy, tj. probek uzyskanych z réznych zrédet
podczas dowolnego okresu walidacji w przypadku przyjecia metody firmy Neogen lub podczas badania nowych lub nieznanych macierzy lub
macierzy, ktére przeszty zmiany pod wzgledem surowca lub przeprowadzonych czynnosci.

Macierz mozna zdefiniowac jako rodzaj produktu o swoistych wiasciwosciach, takich jak sktad i przeprowadzane czynnosci. Réznice pomiedzy
macierzami mogg dotyczy¢ skutkdw spowodowanych réznicami w ich sposobach przetwarzania lub postaci dostarczania, np. produkt surowy
i pasteryzowany; $wiezy i suszony itp.

Ograniczenie gwarancji / Ograniczone srodki zaradcze

WYJATKIEM SA PRZYPADKI WYRAZNIE OKRESLONE W SEKCJI OGRANICZONEJ GWARANCJI DOTYCZACEJ OPAKOWAN JEDNOSTKOWYCH
PRODUKTOW. FIRMA NEOGEN ZRZEKA SIE WSZELKICH WYRAZNYCH | DOROZUMIANYCH GWARANCJI, W TYM M.IN. WSZELKICH GWARANCJI
WARTOSCI HANDLOWEJ LUB PRZYDATNOSCI DO OKRESLONEGO ZASTOSOWANIA. Jesli jakikolwiek produkt Neogen Food Safety jest wadliwy, firma
Neogen lub jej autoryzowany dystrybutor wedtug wtasnego uznania wymieni produkt lub zwrdci cene zakupu. Opisano tutaj wytgcznie srodki
zaradcze uzytkownika. Niezwtocznie powiadom firme Neogen w ciggu szesédziesieciu dni od wykrycia wszelkich podejrzer o wadach produktu

i zwro¢ go firmie Neogen. W przypadku dalszych pytan prosimy o kontakt z przedstawicielem firmy Neogen lub autoryzowanym dystrybutorem
firmy Neogen.

Ograniczenie odpowiedzialnosci firmy Neogen

FIRMA NEOGEN NIE BEDZIE ODPOWIEDZIALNA ZA STRATY ANI SZKODY BEZPOSREDNIE, POSREDNIE, SPECJALNE, PRZYPADKOWE LUB WYNIKOWE,
W TYM M.IN. UTRATE ZYSKOW. W zadnym przypadku odpowiedzialnos¢ firmy Neogen na mocy jakichkolwiek przepiséw prawnych nie przekroczy
ceny zakupu produktu uznanego za wadliwy.

Przechowywanie i utylizacja

Przechowuj test Neogen do diagnostyki molekularnej 2 — E. coli 0157 (w tym H7) w temperaturze od 2 do 8°C. Nie zamrazaj. Przechowuj zestaw

z dala od $wiatfa. Po otwarciu zestawu sprawdz, czy woreczek foliowy nie zostat uszkodzony. Jezeli woreczek jest uszkodzony, nie uzywaj produktu.
Po otwarciu niezuzyte probdwki z odczynnikami przechowuj zawsze w zamykanym woreczku ze srodkiem osuszajgcym w srodku, aby zachowac
stabilnos¢ liofilizowanych odczynnikéw. Ponownie zamkniete woreczki przechowuj w temperaturze od 2 do 8°C nie dtuzej niz 60 dni.

Nie stosuj testu Neogen do diagnostyki molekularnej 2 - E. coli 0157 (w tym H7) po uptywie daty waznosci. Data waznosci i numer serii podano

na zewnetrznej etykiecie pudetka. Po uzyciu probdéwki z podtozem wzbogacajacym i testem Neogen do diagnostyki molekularnej 2 - E. coli 0157
(w tym H7) moga potencjalnie zawiera¢ materiaty patogenne. Po zakonczeniu testéw postepuj zgodnie z obowigzujgcymi normami branzowymi
dotyczacymi utylizacji zanieczyszczonych odpadéw. Dodatkowe informacje i przepisy prawa miejscowego dotyczace utylizacji znajduja sie w karcie
charakterystyki.

Instrukcja uzytkowania
Postepuj zgodnie ze wszystkimi instrukcjami. Niezastosowanie sie do wytycznych moze skutkowa¢ niedoktadnymi wynikami.

Uzytkownik powinien ukonczy¢ szkolenie kwalifikacyjne dla operatora systemu Neogen do diagnostyki molekularnej zgodnie z opisem
w dokumencie,,Protokoty i instrukcje dotyczace kwalifikacji do instalacji/obstugi systemu Neogen do diagnostyki molekularnej”®.

Okresowo odkazaj stoty laboratoryjne i sprzet (pipety, narzedzia do zaktadania/zdejmowania zatyczek itp.) za pomoca 1-5% (v:v w wodzie) roztworu
domowego wybielacza lub roztworu do usuwania DNA.

Aby zapoznac sie ze szczegétowymi wymaganiami, patrz sekcja ,Szczegoétowe instrukcje dotyczace zweryfikowanych metod”:
W Tabeli 3 przedstawiono protokoty wzbogacania zgodnie z oficjalng metoda analizy AOAC® Official Method of Analysis*™ 2017.01
W Tabeli 4 zawarto protokoty wzbogacania zgodnie z certyfikatem walidacyjnym NF 3M 01/18-05/17

Wzbogacanie prébek

W Tabelach 2, 3 oraz 4 zawarto wytyczne dotyczace protokotéw wzbogacania zywnosci. Uzytkownik odpowiada za weryfikacje alternatywnych
protokotéw pobierania probek lub wspotczynnikdw rozcienczen, aby upewnic sie, ze dana metoda testowa spetnia kryteria uzytkownika.



Zywnosé

1. Podgrzej wstepnie podfoze wzbogacajace BPW ISO do temperatury 41,5°C (£1).
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2. Potacz podtoze wzbogacajace i probke technika aseptyczng zgodnie z Tabelami 2, 3 lub 4. W przypadku wszystkich prébek miesa
i prébek o duzej zawartosci czastek statych zaleca sie stosowanie workow filtracyjnych.

3. Dokonaj homogenizacji wszystkich macierzy z wyjatkiem produktéw lisciastych i owocéw, doktadnie blendujac, mieszajac
w stomacherze lub mieszajac recznie przez 2 minuty (+0,2). Pozostaw do inkubacji w temperaturze 41,5°C (1) przez odpowiedni

czas zgodnie z Tabelami 2, 3 lub 4.
Tabela 2. Ogodlne protokoty wzbogacania

. PP TN Temperatura Czas
Przvkiad c ) Rozmiar Objetos¢ bulionu b . b .
rzyktadowa macierz r6bki wzbogacajacego (ml) wzbogacania | wzbogacania
P 9 aceg (£1°C) (godziny)
Surowa wotowina, w tym mielona/siekana 325¢g 975 B.PW 150 41,5 10-18
(wstepnie ogrzany)
Surowe migso, w tym surowa wotowina, 225 BPW ISO
. . AR ALt ) 259 : 41,5 8-18
wieprzowina, dréb, jagniecina i mieso z bizona (wstepnie ogrzany)
Produkty lisciaste® 2009 450 B.PW IS0 41,5 18-24
(wstepnie ogrzany)
Inne produkty spozywcze, w tym owoce®,
warzywa, soki owocowe/warzywne, $wieze ziota, 225 BPW ISO
7Y 259 . 415 18-24
surowe owoce morza, surowe jaja, mleko surowe, (wstepnie ogrzany)
ciasto na ciasteczka i przetwory miesne
Orzechy wioskie lub mieszanki orzechéw
zawierajace orzechy wioskie (protokét ten jest 225 odtworzone
odpowiedni w przypadku innych orzechéw, 259 odttuszczone mleko 41,5 18-24
w tym orzesznika jadalnego, migdatéw, pistacji, w proszku
orzechdéw nerkowca i kasztanow)

(@) Zamrozone prébki nalezy doprowadzi¢ do temperatury 4-8°C przed dodaniem do bulionu wzbogacajacego.

(b) Prébki produktéw lisciastych i owocow nalezy delikatnie wstrzagsnac recznie przez pie¢ minut. Nie blenduj ani nie mieszaj

w stomacherze.

Szczegotowe instrukcje dotyczace zweryfikowanych metod
Oficjalne metody analizy AOAC® Official Methods of Analysis*" 2017.01

W programie AOAC Official Method of Analysis*™ test Neogen do diagnostyki molekularnej 2 - E. coli 0157 (w tym H7) uznano za
skuteczng metode do diagnostyki E. coli O157:H7. Testowane w badaniu macierze przedstawiono w Tabeli 3.

Tabela 3. Protokoty wzbogacania przy uzyciu wstepnie ogrzanego podtoza BPW ISO w temperaturze 41,5°C (£1) zgodnie
z oficjalnymi metodami AOAC Official Methods*"2017.01

. Objetosc¢ bulionu .
. Rozmiar . Czas wzbogacania . R
Przyktadowa macierz L wzbogacajacego : Sposéb homogenizacji
probki (ml) (godziny)
Surowa mielona wotowina .
(73% chudego miesa) 325¢g 975 10-18 Recznie lub w stomacherze
450 Delikatnie wstrzasano
Surowy szpinak w workach® 2009 18-24 recznie przez pie¢ minut, nie
homogenizowac
) 225 Delikatnie wstrzgsano
Swieze kiefki 259 18-24 recznie przez pie¢ minut, nie
homogenizowac
Delikatnie wstrzasano
Mrozone jagody®@® 259 225 18-24 recznie przez pie¢ minut, nie
homogenizowac

(a) Prébki produktéw lisciastych i owocdw nalezy delikatnie wstrzasnac recznie przez pie¢ minut. Nie blenduj ani nie mieszaj

w stomacherze.

(b) Zamrozone probki nalezy doprowadzi¢ do temperatury 4-8°C przed dodaniem do bulionu wzbogacajacego.

4
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Certyfikat walidacyjny NF zgodnie z certyfikatem AFNOR

NF

VALIDATION
EN 1SO 16140

3M01/18-05/17
ALTERNATYWNE METODY ANALITYCZNE DLA AGROBIZNESU
http://nf-validation.afnor.org/en

Wiecej informacji na temat korica waznosci mozna znalez¢ w certyfikacie walidacyjnym NF VALIDATION dostepnym na wyzej
wymienionej stronie internetowej.

Certyfikat walidacyjny NF VALIDATION zgodny z norma ISO 16140-2® w poréwnaniu z norma ISO 16654?
Zakres walidacji: Surowe mieso wotowe, surowe produkty mleczne, surowe owoce i warzywa

Przygotowanie probek: Probki przygotuj zgodnie z normami EN ISO 16654 i EN 1SO 6887©

Wersja oprogramowania: Patrz certyfikat

Tabela 4. Protokoty wzbogacania przy uzyciu wstepnie podgrzanego podtoza BPW ISO w temperaturze 41,5°C (£1) zgodnie
z certyfikatem walidacyjnym NF VALIDATION 3M 01/18-05/17

. Rozmiar Objetosc¢ bulionu | Temperatura wzbogacania Czas .
Protokot rébki wzbogacajacego (ml) (£1°C) wzbogacania
Y gacajaceg = (godziny)
Surowe procjukty mleczne, surowe 25 225 415 18-24
owoce i surowe warzywa
Surowe mieso wotowe 259 225 41,5 8-24

UWAGI:

« W badaniu z certyfikatem walidacyjnym NF VALIDATION nie brano pod uwage probek wiekszych niz 25 g.

« Zalecane punkty przerwania protokotu to moment po wzbogaceniu lub lizie probki. Bulion wzbogacajacy lub lizat prébki
mozna przechowywac w temperaturze od 2 do 8°C przez maksymalnie 72 godziny. Po wyjeciu bulionu wzbogacajgcego
z miejsca przechowywania wznéw testowanie od kroku 1 w sekgji Liza. Po wyjeciu lizatu prébki z miejsca przechowywania
wznéw badanie od kroku 7 w sekgji Liza. Lizat mozna takze przechowywac¢ w temperaturze -20°C.

«  Krotkie protokoty wzbogacania sg wrazliwe na warunki inkubacji i nalezy przy nich przestrzega¢ temperatur okreslonych
w protokole. Sprawdz temperature tazni wodnej lub inkubatora, gdzie wstepnie podgrzewa sie buliony, aby upewnic sie, ze
bulion wzbogacajacy osiagnat wymagang temperature. Catkowity czas przygotowania prébki, wtaczajac opdznienie miedzy
zakoriczeniem etapu wstepnego podgrzewania podtoza a poczatkiem inkubacji prébki zywnosci, nie moze przekracza¢
45 minut. Podczas inkubaciji zaleca sie stosowanie wentylowanego inkubatora.

Przygotowanie tacy Neogen® do szybkiego tadowania urzadzenia do diagnostyki molekularnej

1. Zwilz szmatke lub jednorazowy recznik roztworem domowego wybielacza o stezeniu 1-5% (v:v w wodzie) i wytrzyj tace Neogen
do szybkiego fadowania urzadzenia do diagnostyki molekularnej.

2. Optucz woda tace Neogen do szybkiego fadowania urzadzenia do diagnostyki molekularnej.

3. Uzyj jednorazowego recznika, aby wytrze¢ do sucha tace Neogen do szybkiego tadowania urzadzenia do diagnostyki
molekularnej.

4. Przed uzyciem upewnij sie, ze taca Neogen do szybkiego tadowania urzadzenia do diagnostyki molekularnej jest sucha.

Przygotowanie wktadu Neogen’ bloku chtodzacego urzadzenia do diagnostyki molekularnej

Umies¢ wkiad Neogen bloku chtodzacego urzadzenia do diagnostyki molekularnej bezposrednio na stole laboratoryjnym:
Taca Neogen bloku chtodzacego urzadzenia do diagnostyki molekularnej nie jest w uzyciu. Blok nalezy stosowac w temperaturze
otoczenia w laboratorium (20-25°C).

Przygotowanie wktadu Neogen” bloku grzewczego urzadzenia do diagnostyki molekularnej

Umiesci¢ wkiad Neogen bloku grzewczego urzadzenia do diagnostyki molekularnej w suchej jednostce podwdéjnego
bloku grzewczego. Wtacz jednostke suchego bloku grzewczego i ustaw temperature, aby wkfad Neogen bloku
grzewczego urzadzenia do diagnostyki molekularnej osiagnat i utrzymat temperature 100°C (£1).
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UWAGA: W zaleznosci od jednostki grzewczej nalezy odczekac okoto 30 minut, az wktad Neogen bloku grzewczego urzadzenia do diagnostyki
molekularnej osiggnie dana temperature. Za pomoca odpowiedniego, skalibrowanego termometru (np. termometru o zanurzeniu cze$ciowym,
cyfrowego termometru termopary zamiast termometru o zanurzeniu catkowitym) umieszczonego w wyznaczonym miejscu sprawdz, czy wktad
Neogen bloku grzewczego urzadzenia do diagnostyki molekularnej ma temperature 100°C (£1).

Przygotowanie urzadzenia Neogen® do diagnostyki molekularnej

1. Uruchom oprogramowanie Neogen® do diagnostyki molekularnej i zaloguj sie. Skontaktuj sie z przedstawicielem firmy Neogen Food Safety,
aby upewnic sig, ze posiadasz najnowsza wersje oprogramowania.

2. Wiacz urzadzenie Neogen do diagnostyki molekularnej.

3. Utwoérz lub edytuj badanie z danymi dla kazdej probki. Szczegétowe informacje mozna znalez¢é w instrukcji obstugi systemu Neogen® do
diagnostyki molekularnej.

UWAGA: Urzadzenie Neogen do diagnostyki molekularnej musi osiggnac i utrzymac temperature 60°C przed wtozeniem tacy Neogen do
szybkiego tadowania z probéwkami z odczynnikami. Etap nagrzewania trwa okoto 20 minut i jest sygnalizowany POMARANCZOWA kontrolkg
na pasku stanu urzadzenia. Gdy urzadzenie bedzie gotowe do rozpoczecia badania, pasek stanu zmieni kolor na ZIELONY.

Liza

1. Poczekaj, az probéwki z roztworem do lizy Neogen ogrzeja sie, ustawiajac statyw w temperaturze pokojowej (20-25°C) na noc (16-18 godzin).
Alternatywne metody doprowadzenia temperatury probdwek z roztworem do lizy Neogen do temperatury pokojowej polegaja na umieszczeniu
proboéwek z roztworem do lizy Neogen na stole laboratoryjnym na co najmniej dwie godziny, inkubowaniu probéwek z roztworem do lizy
Neogen w inkubatorze o temperaturze 37°C (+1) przez godzine lub umieszczeniu ich w suchym podwaéjnym bloku grzewczym przez 30 sekund
w temperaturze 100°C.

2. Odwrd¢ zatkane probdwki w celu wymieszania. Przejdz do nastepnego kroku w ciggu czterech godzin.

Wyjmij bulion wzbogacajacy z inkubatora.

4. Na kazda probke i prébke Kontroli ujemnej (jatowe podtoze wzbogacajace) wymagana jest jedna probdwka z roztworem do lizy Neogen.

4.1

4.2

43

44

4.5

Paski probowek z roztworem do lizy Neogenu mozna przycia¢, aby uzyskac pozadana liczbe probéwek z roztworem do lizy Neogenu.
Wybierz liczbe potrzebnych pojedynczych probéwek z roztworem do lizy Neogen lub pasek z osmioma probéwkami. Umies¢ probowki
z roztworem do lizy Neogen na pustym statywie.

Aby unikna¢ zanieczyszczenia krzyzowego, otwieraj po jednym pasku probéwek roztworu do lizy Neogen i przy kazdym etapie
przenoszenia uzywaj nowej koncéwki pipety.

Przenies¢ wzbogacong probke do probdwek z roztworem do lizy Neogen w sposéb opisany ponizej:

Przenie$ najpierw kazda wzbogacong prébke do osobnej probéwki z roztworem do lizy Neogen. Na koniec przenies prébke Kontroli
ujemne;j.

Uzyj narzedzia Neogen® do zaktadania/zdejmowania zatyczek probdwek do diagnostyki molekularnej - liza, aby $ciagnac zatyczki z paska
z probéwkami z roztworem do lizy Neogen - jeden pasek naraz.

Wyrzu¢ zatyczke proboéwki z roztworem do lizy Neogen — jezeli zostanie troche lizatu do ponownego testu, umies¢ zatyczki w czystym
pojemniku w celu ponownego zastosowania po lizie.

45.1  Informacje na temat przetwarzania lizatu, ktéry pozostat, znajduja sie w Zatgczniku A.

Przenies¢ 20 pl probki do probdéweki z roztworem do lizy Neogen, chyba ze w Tabelach protokotu 2, 3 i 4 wskazano inaczej.

Powtarzaj krok 4.3, az kazda pojedyncza prébka zostanie dodana do odpowiedniej probéwki z roztworem do lizy Neogen w pasku.

W razie potrzeby powtérz kroki od 4.1 do 4.6 w zaleznosci od liczby prébek do zbadania.

Po przeniesieniu wszystkich probek przenies 20 ul prébki Kontroli ujemnej (jatowego podtoza wzbogacajacego, np. BPW ISO) do probdweki
z roztworem do lizy Neogen. Nie uzywaj wody jako Kontroli ujemne;j.

Sprawdz, czy temperatura wktadu Neogen bloku grzewczego urzadzenia do diagnostyki molekularnej wynosi 100°C (+1).

Umiesci¢ odkryty statyw z probéwkami z roztworem do lizy Neogen we wkfadzie Neogen bloku grzewczego urzadzenia do diagnostyki
molekularnej i podgrzewaj przez 15 minut (+1)-Podczas ogrzewania roztwor do lizy Neogen zmieni kolor z rézowego (chtodny) na zétty (goracy).

Prébki, ktére nie zostaty poddane odpowiedniej obrébce cieplnej podczas etapu lizy w tescie, mozna uznac za potencjalne
zagrozenie biologiczne i NIE nalezy ich umieszcza¢ w urzadzeniu Neogen do diagnostyki molekularnej.
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10. Wyjmij odstoniety statyw z probéwkami z roztworem do lizy Neogen z bloku grzewczego i pozostaw do ostygniecia we wktadzie

Neogen bloku chtodzacego urzadzenia do diagnostyki molekularnej przez co najmniej pie¢ minut i maksymalnie 10 minut. Wkfad
Neogen bloku chtodzacego urzadzenia do diagnostyki molekularnej uzywany w temperaturze otoczenia bez tacy Neogen do bloku
chtodzacego urzadzenia do diagnostyki molekularnej powinien znajdowac sie bezposrednio na stole laboratoryjnym. Po ochtodzeniu
roztwor do lizy przybierze z powrotem rézowy kolor.

11. Wyjmij statyw z probédwkami z roztworem do lizy Neogen z wktadu Neogen bloku chtodzacego urzadzenia do diagnostyki molekularnej.

A
1.

mplifikacja

Jedna probdwka z odczynnikiem testu Neogenu do diagnostyki molekularnej 2 - E. coli 0157 (w tym H7) jest wymagana do kazdej
prébki i prébki Kontroli ujemne;j.

1.1 Paski z probéwkami mozna przycia¢, aby uzyskaé pozadana liczbe probéwek. Wybierz liczbe probéwek z odczynnikiem
pojedynczych testow Neogen do diagnostyki molekularnej 2 - E. coli 0157 (w tym H7) lub pasek z oSmioma probdwkami.

1.2 Umies¢ probéwki z odczynnikiem testu Neogen do diagnostyki molekularnej 2 - E. coli 0157 (w tym H7) na pustym statywie.
1.3 Unikaj usuwania granulek odczynnika z dna probéwek.

Wybierz jedna probdwke z Kontrolg odczynnika Neogen i umies¢ ja na stojaku.

3. Aby unikna¢ zanieczyszczenia krzyzowego, usuwaj po jednej zatyczce probéwki z odczynnikiem na pasku testu Neogen do diagnostyki

molekularnej 2 - E. coli 0157 (w tym H7) i uzywaj nowej korcdwki pipety przy kazdym etapie przenoszenia.

Przenies lizat do probéwki z odczynnikiem i probéwki z Kontrola odczynnika Neogen testu Neogen do diagnostyki molekularnej 2 - E. coli
0157 (w tym H7), jak opisano ponizej:

Przenies kazda probke lizatu do poszczegdlnych probéwek z odczynnikiem testu Neogen do diagnostyki molekularnej 2 — E. coli
0157 (w tym H7), a nastepnie probke Kontroli ujemnej. Na koniec dodaj wode do probéwki z Kontrolg odczynnika Neogen.

Uzyj narzedzia Neogen® do zaktadania/zdejmowania zatyczek probéwek do diagnostyki molekularnej — odczynnik, aby otworzy¢
probdéwke z odczynnikiem testu Neogen do diagnostyki molekularnej 2 — E. coli 0157 (w tym H7) — jeden pasek naraz. Wyrzu¢ zatyczke.

5.1 Przenies 20 pl lizatu probki z gornej potowy cieczy (unikaj wytracania sie) w probéwce z roztworem do lizy Neogen do
odpowiedniej probowki z odczynnikiem testu Neogen do diagnostyki molekularnej 2 - E. coli 0157 (w tym H7). Dozuj pod
katem, aby zapobiec przemieszczaniu sie granulek. Mieszaj delikatnie, pipetujac pie¢ razy w gore i w dét.

5.2 Powtarzaj krok 5.1, az dodasz lizat pojedynczej prébki do odpowiedniej probéwki z odczynnikiem testu Neogen do diagnostyki
molekularnej 2 - E. coli 0157 (w tym H7) na pasku.

5.3  Zamknij prébki z odczynnikiem testu Neogen do diagnostyki molekularnej 2 - E. coli 0157 (w tym H7) dodatkowymi zatyczkami
i uzyj zaokraglonej strony narzedzia Neogen do zaktadania/zdejmowania zatyczek probéwek do diagnostyki molekularnej -
odczynnik, aby wywrze¢ cisnienie za pomoca ruchu tam i z powrotem, upewniajac sie, ze zatyczka jest szczelnie zatozona.

54 W razie potrzeby powt6rz kroki od 5.1 do 5.3 w zaleznosci od liczby prébek do zbadania.

5.5 Po przeniesieniu wszystkich lizatéw prébek powtdrz kroki od 5.1 do 5.3, aby przenies¢ 20 ul lizatu Kontroli ujemnej do probek
z odczynnikiem testu Neogen do diagnostyki molekularnej 2 - E. coli 0157 (w tym H7).

5.6 Przenies$ 20 pl lizatu Kontroli ujemnej do probéwki Kontroli odczynnika Neogen. Dozuj pod katem, aby zapobiec
przemieszczaniu sie granulek. Mieszaj, delikatnie pipetujac piec razy w gore i w doét.

Zataduj zamkniete zatyczkami probéwki do czystej i odkazonej tacy Neogen do szybkiego fadowania urzadzenia do diagnostyki
molekularnej. Nastepnie zamknij i zatrzasnij pokrywe.
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7. Przejrzyji potwierdz skonfigurowane badanie w oprogramowaniu Neogen do diagnostyki molekularne;j.

8. Kliknij przycisk Start w oprogramowaniu i wybierz urzadzenie, ktérego chcesz uzy¢. Pokrywa wybranego urzadzenia otwiera sie
automatycznie.

9. Umies¢ tace Neogen do szybkiego tadowania urzadzenia do diagnostyki molekularnej w urzadzeniu Neogen do diagnostyki
molekularnej i zamknij pokrywe, aby rozpoczac test. Wyniki sa dostepne w ciaggu 60 minut, chociaz wynik dodatni mozna wykry¢
wczesniej.

10. Po zakonczeniu testu wyjmij tace Neogen do szybkiego tadowania urzadzenia do diagnostyki molekularnej z urzadzenia Neogen do
diagnostyki molekularnej i zutylizuj probdwki poprzez zanurzenie w 1-5% (v:v w wodzie) roztworze domowego wybielacza na godzine
z dala od miejsca przygotowania testu.

UWAGA: Aby zminimalizowac ryzyko uzyskania fatszywie dodatnich wynikéw spowodowanych zanieczyszczeniem krzyzowym,
nigdy nie otwieraj probéwek z odczynnikami zawierajacych amplifikowane DNA. Obejmuje to Kontrole odczynnika Neogen,
probdéwke z odczynnikiem testu Neogen do diagnostyki molekularnej 2 - E. coli 0157 (w tym H7) i probéwki Kontroli macierzy
Neogen. Zawsze utylizuj zamkniete probdwki z odczynnikami, zanurzajac je w 1-5% (v:v w wodzie) roztworze domowego
wybielacza na godzine z dala od miejsca przygotowywania testu.

Wyniki i interpretacja

Algorytm interpretuje krzywa strumienia swietlnego wynikajaca z detekcji amplifikacji kwasu nukleinowego. Wyniki sg automatycznie
analizowane przez oprogramowanie i na ich podstawie oznaczone kolorami. Dodatni lub ujemny wynik jest okreslany poprzez analize
szeregu roznych parametrow krzywej. Przypuszczalne wyniki dodatnie mozna otrzymac w czasie rzeczywistym, natomiast wyniki Ujemne
i Do sprawdzenia zostana wyswietlone po zakonczeniu badania.

Prébki przypuszczalnie dodatnie nalezy potwierdzi¢ zgodnie ze standardowymi czynno$ciami procedur obstugi laboratorium lub
postepujac zgodnie z odpowiednig metoda referencyjng!*?, rozpoczynajac od przeniesienia z pierwotnego bulionu wzbogacajgcego
BPW ISO do bulionéw wtérnych wzbogacajacych a nastepnie posiewu i potwierdzenia izolatéw przy uzyciu odpowiednich metod
biochemicznych i serologicznych.

UWAGA: Nawet ujemna prébka nie zapewni odczytu zerowego, poniewaz system i odczynniki do amplifikacji testu Neogen do
diagnostyki molekularnej 2 — E. coli 0157 (w tym H7) maja odczyt wzglednej jednostki Swiatta tta (RLU).

W rzadkich przypadkach nietypowego strumienia swietlnego algorytm wyswietli wynik Do sprawdzenia. Firma Neogen zaleca
uzytkownikowi powtdrzenie testu w przypadku wszystkich prébek z takim wynikiem. Jesli wynik nadal bedzie mie¢ status Do sprawdzenia,
przejdz do testu potwierdzajacego, stosujac metode preferowang lub zgodna z przepisami prawa miejscowego.

W przypadku rozbieznych wynikéw (przypuszczalnie dodatni wynik testu Neogen do diagnostyki molekularnej 2 - E. coli 0157 (w tym H7)
niepotwierdzony jednym ze sposobdéw opisanych powyzej, a w szczegdlnosci testem aglutynacji lateksowej) laboratorium musi podjac
niezbedne kroki, aby zadbac o wazno$¢ uzyskanych wynikéw.

Potwierdzenie wynikéw zgodnie z certyfikowang metodq NF VALIDATION

W kontekscie certyfikatu walidacyjnego NF VALIDATION wszystkie prébki zidentyfikowane jako dodatnie w tescie Neogen do diagnostyki
molekularnej 2 - E. coli 0157 (w tym H7) nalezy potwierdzi¢ jednym z nastepujacych testow:

Opcja 1: Uzycie standardu ISO 16654® rozpoczynajacego sie od wzbogacenia woda® peptonowa buforowa.

Opcja 2: Wdrozenie metody potwierdzania sktadajacej sie z nastepujacych elementéw: Rozprowadz 50 pl wzbogaconej wody® peptonowej
buforowanej na ptytce Cefixime Potassium Tellurite Sorbitol MacConkey (CT-SMAC)®. Inkubuj przez 24 godziny (+3) w temperaturze 37°C.
Rozprowadz charakterystyczne kolonie na agarze odzywczym i wykonaj test aglutynacji lateksowej bezposrednio na izolowanych koloniach.
Jesli wyniki testu Neogen do diagnostyki molekularnej 2 - E. coli 0157 (w tym H7) nie zostaty potwierdzone, wykonaj etap separacji
immunomagnetycznej, a nastepnie rozprowadz 50 pl na ptytce CT-SMAC.

Opcja 3: Stosowanie sond kwaséw nukleinowych opisanych w standardzie EN ISO 72189, ktére zostaty przeprowadzone na izolowanych
koloniach (oczyszczonych lub nieoczyszczonych) na ptytce CT-SMAC (patrz Opcje 1 lub 2). Sondy kwaséw nukleinowych musza réznic sie od
tych stosowanych w tescie Neogen do diagnostyki molekularnej 2 — E. coli 0157 (w tym H7).

Opcja 4: Zastosowanie dowolnej innej metody zgodnej z certyfikatem walidacyjnym NF VALIDATION, ktérej zasada musi rézni¢ sie od
metody testu Neogen do diagnostyki molekularnej 2 - E. coli 0157 (w tym H7). Nalezy zastosowac petny protokét opisany w przypadku
drugiej zatwierdzonej metody. Wszystkie kroki poprzedzajace rozpoczecie potwierdzania musza by¢ wspélne dla obu metod.

W przypadku rozbieznych wynikéw (przypuszczalnie dodatni wynik metoda alternatywna niepotwierdzony jedng z metod opisanych
powyzej) laboratorium musi podjac niezbedne kroki, aby zadba¢ o waznos¢ uzyskanego wyniku.

Jesli masz pytania dotyczace konkretnych zastosowan lub czynnosci w ramach badania, odwiedzZ nasza strone internetowa www.neogen.
com lub skontaktuj sie z lokalnym przedstawicielem lub dystrybutorem firmy Neogen.

Zatacznik A. Przerwanie protokotu: Przechowywanie i ponowne badanie prébek
1. Aby przechowywa¢ lizat poddany obrébce cieplnej, nalezy ponownie zamkna¢ probdwke do lizy czystq zatyczka (patrz sekcja Liza, 4.5)

2. Aby przechowywac¢ wzbogacong probke, nalezy ja inkubowac przez co najmniej 18 godzin przed przechowywaniem.
3. Przechowuj w temperaturze od 4 do 8°C przez maksymalnie 72 godziny.

4. Przygotuj przechowywang probke do amplifikacji, odwracajac jg 2-3 razy w celu wymieszania.

5. Otwoérz probowki.
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6. Umiesci¢ probéwki z mieszanym lizatem na wktadzie Neogen bloku grzewczego urzadzenia do diagnostyki molekularnej
i ogrzewaj w temperaturze 100°C (£1) przez 5 minut (£1).

7. Wyjmij statyw z probéwkami z roztworem do lizy Neogen z bloku grzewczego i pozostaw do ostygniecia we wktadzie Neogen
bloku chtodzacego urzadzenia do diagnostyki molekularnej przez co najmniej pie¢ minut i maksymalnie 10 minut.

8. Postepuj dalej zgodnie z protokotem w sekcji Amplifikacja powyzej.
Dane referencyjne:
1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 4A: Diarrheagenic Escherichia coli. November 2015.

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 5.09. Detection, Isolation and Identification of
Escherichia coli O157:H7 from Meat Products and Carcass and Environmental Sponges. Effective Date: 15 January 2015.

ISO 16654:2001 Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal method for the detection of Escherichia coli O157.
ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.
ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General rules for microbiological examination.

IS

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

7. Installation Qualification (IQ)/Operational Qualification (OQ) Neogen”Molecular Detection System. Neogen Food Safety.
Objasnienie symboli
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[HaTta Bbinycka: 2024-01

MHCTPYKI.II/II/I Mo NCNOJ1Ib30BaHMNIO NPOAYKTa

MonekynapHasa gnarHoctuka 2 — E. coli 0157 (Bkniouasa H7)

OnuncaHune n npeaHa3Ha4vyeHVe NpoAyKTa
Ananu3 Neogen® «MonekynapHas fuardoctuka 2 — E. coli 0157 (Bkntouasa H7)» ncnonb3yeTca C CUCTEMOI MoneKynapHoro obHapyxeHus Neogen®
Ana 6bicTporo n cneundryeckoro obHapyxeHus E. coli 0157 (Bkntouasa H7) B oboratieHHbIX Mpobax Ny 1 KOPMOB.

B aHanm3ax Neogen «MonekynsapHasa AnarHOCTUKa» UCMOMb3yeTcA neTieBas n3oTepMmyeckan amninomkauma, nossonatoLan 6bicTpo
aMNInMGULMPOBaTh NOC/IEA0BATENBHOCTU HYKIENHOBbIX KACIOT C BbICOKMMU CMELMUUHOCTBIO 11 YyBCTBUTENBHOCTbIO 1 COUeTaloLasnca

c 6riontoMUHecLeHLen ana obHapy»keHna amnandukaumu. NpensaputenbHO NONOXKMTENbHbIE pe3yrbTaTbl COOOLAlOTCA B peasibHOM BpeMeHHU,
B TO BpemsA Kak oTpuLaTenbHble pe3ysnbTaTbl OToOparkaloTca nocsie 3aBeplueHns aHanm3a. lNpenBaputesisHO MONOXKMTENbHbIE Pe3ynbTaTbl HYHO
NOATBEPXAATb C MOMOLLbIO NMPEAMNOUNTAEMOrO BaM1 METOAA Ui B COOTBETCTBUN C TPEBOBAHUAMMN MECTHBIX MOCTaHOBMEHNI (23,

Ananu3 Neogen «MonekynapHasa anarHoctrka 2 — E. coli 0157 (Bkntoyas H7)» npegHasHayeH Ana Ucnonb3oBaHWA B nabopatopHol cpefe
cneymanmcTamm, obyyeHHbIMU MPUMEHeHUIO NabopaTopHbIx MeTofoB. KomnaHusa Neogen He 3a0KyMeHTPOBasa NCNosib30BaHVe 3TOro NpoayKTa
B APYrUX OTpacsisx, KpoMe Npor3BOACTBA NMPOAYKTOB NUTaHKA UK HanUTKoB. Hanpumep, komnaHua Neogen He 3aJ0KyMeHTMpPOBana 3ToT
NPOAyKT ANA TeCTUPOBaHMA NP6 BHeLHeN cpefpbl 1 papMaLeBTUUYECKUX, KOCMETAYECKUX, KITMHUYECKNX UK BeTepuHapHbIx Npob. AHann3 Neogen
«MonekynsapHasa grnarHoctuka 2 — E. coli 0157 (Bkntouas H7)» nccnepgoanca He Co BCeMU BO3MOXKHbBIMY NULLEBLIMU NMPOAYKTaMU U NpoLeccamu,

MPOTOKONIaMM TECTVPOBaHWA UV LUTaMMaMy GaKTepuii.

Kak 1 B cnyyae co Bcemu meTogamu TeCTUPOBaHUSA, Ha pe3ynbTaTbl MOTYT BIMATb NCTOYHUK, COCTAB 1 KauecTBO 060raTuTeNbHOM cpefbl.
Ha pe3ynbTathl TakxKe MOTyT BNINATH Takue GaKTopbl, Kak MeTofbl 0TOopa Npob, MPOTOKOSIbl TECTMPOBAHUSA, MOAFOTOBKA Npo6, obpalleHre

C HAMK 1 NabopaTopHbI MeTog. YTobbl yoeauTbcs B COOTBETCTBUM METOAA KpUTEPUAM Nosib3oBaTens, Neogen peKomeHayeT nccnefoBatb
MeTof, BK/touas oboratuTenbHyto cpefy, B pabourix ycnoBuaAX Nosib30BaTessa Ha OCHOBaHMM JOCTaTOYHOIO KONMYECTBa NPO6 C KOHKPETHBIMY
NULLEBbIMY NPOAYKTaMU I MUKPOOHbBIMU Harpy3Kamu.

Komnanusa Neogen uccnefioana cBovi aHanms «MonekynsapHas gnarHoctmka 2 — E. coli 0157 (Bkntouas H7)» ¢ 6ydepHolt nenToHHow Bogoii (1SO).

Mpr6op monekynapHoro obHapyxeHusa Neogen' npefgHa3HayeH Asis UCNOSIb30BaHUA C MPobGamu, KOTOPbIe NPOLLV TEPMUYECKYI0 06paboTKy Ha
3Tane nr3unca Ana YHUUTOXKEHUA MPUCYTCTBYIOLLMX B HAX MMKPOOPraH3moB. [1pobbl, He NpoLUefLve Haanexallyto TepMUYecKyto 06paboTKy Ha
3Tane IM31ca, MOryT CUMTaTbCA NOTEHLMANbHOW G1ONorMyeckol onacHocTbio, 1 ux HEJIb3fl nomellats B Npr6op MONEKyIsipHOrO 06HapyXeHus

Neogen.

Komnanusa Neogen Food Safety npowna ceptudukaumio Ha cootsetcTeume ctaHgapty ISO (International Organization for Standardization,
MexpyHapoaHaa opraHu3auma no ctaHaapTmsaumm) 9001 B OTHOLWEHMM NPOEKTUPOBaHWA Y NPON3BOACTBA.

TecToBblii KOMNEKT aHann3a Neogen «MonekynsipHas anarHocTrka 2 — E. coli 0157 (Bkntouas H7)» conep»xut 96 TeCTOB, ONUCAHHbIX B Tabnuue 1.

Ta6nuua 1. KomnoHeHTbl KoMnnekTa aHanm3a Neogen «MonekynapHasa AUarHOCTKa»

KomnoHeHT

OTAnunTenbHble
0Cco06eHHOoCTN

KonunuectBo

CopepxaHue

KommeHTapun

PactBop Neogen’ anisi nusmuca
(Lysis Solution, LS)

Po3oBbIn pacTBOpP
B NMPO3pPayHbIX

96 (12 nonocok
¢ 8 npobupkamm)

580 mkn pactBopa Neogen gna
nun3nca B Kaxzowm npobupke

Mpo6urpKn NomeLLEeHbI
B LUTATVB U FOTOBbI

npo6upKax K MCMOMb 30BaHNIO

Mpobupkm c peareHTamm
poovp P . JInodmnnsnposaHHas
ana aHanmsa Neogen Po3oBble 96 (12 nonocok [oToBbI
CMech ans cneunpuyeckmx

«MoneKynsipHasa ArarHocTrka npo6brpKu ¢ 8 npobupkamu) AMTAMOUKALIM 1 OBHAPYKEHUA K MCMONb30BaHMIO
2 — E. coli 0157 (Bkntovasn H7)» H Py

Po3osble 96 (12 nonocok [oToBbI
[ononHnTenbHble KoNnayky

KOMnaykm € 8 Konnaukamu) K MCMONb30BaHMIO

[po3payHble

. JInodunmsnposaHHasa cmechb
KoHTponb peareHToB Neogen npoo6uMpKK 16 (2 nakeTa c 8 oTAENbHLIMYK . [oTOBbI
. C KoHTponbHon IHK gna

(Reagent Control, RC) C OTKNAHOM npobupkamm) K MCMOJIb30BaHUIo

KPBILKOM aMnanduKaumm n obHapy»keHna

OTpuLaTenbHbI KOHTPOJb, He BXOAALLMI B KOMMNEKT, — CTepUnbHan oboratutesibHas cpefa, Hanprmep bydpepHas nentoHHasa soaa (ISO). He
NCNONb3yiTe B KauecTBe OTPULIATENbHOIO KOHTPONA BOAY.

besonacHocTb

Nonb3oBaTenb AOKEH NPOYNTaTh, MOHATb 1 BbIMOJHATH BCE YKa3aHKA Mo 6€30MacHOCTY B MHCTPYKLUAX MO NMPYMEHEHMIO CUCTEMbI MOJIEKYIAPHOTO
ob6HapyxeHusa Neogen 1 aHanu3a Neogen «MonekynsapHas amarHoctuka 2 — E. coli 0157 (Bkniouasa H7)». CoxpaHuTe MHCTPYKLMM No 6e30nacHOCTM
ONA fanbHeNLWEero Ncnonb3oBaHuA.

A MNPEOOCTEPEMXEHUE. Yka3blBaeT Ha OnacHyIo CUTYaLMio, KOTOpas, eCiv ee He U36exaTb, MOXKeT NPUBECTU K CMEePTU TN CEPbe3HON TpaBMe
1 (M60) NOBPEXAEHNIO MMYLLIECTBA.
MPUMEYAHME. YkasblBaeT Ha NMOTEHLMaNbHO OMaCHYI0 CUTYaLIMIO, KOTOPas, eC/v ee He 130eXKaTb, MOXET MPUBECTU K MOBPEXAEHNIO

nmyulecTaa.
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He ncnonb3yite aHanus Neogen «MoneKynsipHasa guardHoctuka 2 — E. coli 0157 (Bkniouas H7)» gna anarHocTMKM COCTOAHUN Y ntopaei
VNV XKNBOTHbIX.

Monb3oBaTenb fomKeH 06yuaTh CBOI NePCOHaN Hag/eXalLM MeToAaM TeCTUPOBaHNA, HanpuMep HagneXxauyei nabopaTopHoi
npakTtuKe, ctraHgapty ISO/IEC 17025“ nnu ISO 7218,

AnA cHMXKeHUA PUCKOB, KOTOpble CBA3aHbl C JIOXKHOOTPULATeNIbHbIM pe3ynbraToM, NPpBOAALLNM K BbINMYCKY 3apa>XeHHOro npoAaykKTa,
conoAairre YKa3aHHble HNXXe NHCTPYKunn.

«  CnepyiiTe NpOTOKOY 1 BbIMOSIHANTE TECTbl B TOYHOM COOTBETCTBMM C UHCTPYKLMAMM NO NCNOMb30BaHMIO NPOAYKTa.

+  Wcnonb3ywite cpepy, npefBaputenbHo Harpetyio Ao 41,5 + 1 °C. Bo Bpemsa noarotoBkM Npob He fonycKariTe NaieHna TemnepaTypbl cpefbl
HIVKe Arana3oHa MHKYbaLMOHHbIX TemnepaTtyp.

+  XpaHnute aHanu3 Neogen «MonekynapHasa anarHoctrka 2 — E. coli 0157 (Bkntoyas H7)», Kak yka3aHO Ha ynakoBKe 1 B MIHCTPYKLUAX MO
MCMONb30BaHIO MPOAYKTa.

«  Bcerpa ucnonb3yiite aHanu3s Neogen «MonekynspHas guarHoctrka 2 — E. coli 0157 (Bkntouas H7)» o gatbl UCTeYeHWsi CPOKa FOLHOCTU.

+  Wcnonb3ywite aHann3 Neogen «MonekynapHas gnarHoctuka 2 — E. coli 0157 (Bkntoyan H7)» ¢ npobamu nuLLm, KOPMOB 1 BHELLHEl cpefbl
Npv NPOV3BOACTBE MULLEBbIX MPOAYKTOB, MOATBEPXAEHHbBIMU BO BHYTPEHHEM NMOPAAKE U TPETbUM NINLIOM.

+  Wcnonb3yiite aHanu3 Neogen «MonekynsapHasa gnarHocTtrka 2 — E. coli 0157 (Bkntouas H7)» TONbKO C NOBEPXHOCTAMY, A€3UHPULMPYIOLUMU
CpencTBaMu, MPOTOKOMaMM 1 LUTaMMaMuy 6akTepuid, MOATBEPXKAEHHBIMU BO BHYTPEHHEM NOPALKE UV TPETbUM JINLIOM.

- Tpoby BHelLHel cpeabl, copepaLuein HenTpanusyowmin 6ydep (Neutralizing Buffer, NB) ¢ komnnekcom apuncynbdoHata, nepes
TeCTUPOBaHNEM pa3BefuTe B COOTHoLeHN 1:2 (1 yacTb Npobbl, 1 YacTb CTepUIIbHOro oboraTuTenbHOro GynboHa). [pyroi BapraHT —
nepeHecTn 10 MKn o6oraTTeNbHON cpefbl C HeMTpanusyioLwym bydepom B Npobupkn ¢ pactBopom Neogen ansa nusuca. Mpogyktsel Neogen®
nsa obpatleHna ¢ npobamu, conepaluve HerTpanusytowmin 6ydep Neogen® ¢ Komnnekcom apuncynbpoHata: RS96010NB, RS9604NB,
SSL10NB, XSLSSL10NB, HSTONB 1 HS119510NB.

[InA CHMKeHNA PUCKOB, CBA3AHHDbIX C BO3AENCTBMEM XMMNYECKUX BeLecTB 1 6nonornyeckmx onacHocTe, co6niofainTe ykasaHHble

HIDKe MHCTPYKLMN.

+  BbimonHaiiTe TecTMpoBaHvie Ha NaToreHbl B Hag eXallm 06pa3om 060pyLoBaHHOM N1abopaTopuM MOA KOHTPOIeM 06yUYeHHOTo NepcoHana.
MHKy6upoBaHHble 0boraTutenbHble Cpeabl i 060PpyAOBaHME U MOBEPXHOCTY, KOHTAKTMPOBABLUME C TAKMMM CPEAAMM, MOTYT COAepKaTb
NaToreHbl B KONMYECTBAX, LOCTATOUHbIX 4715 TOTO, YTOObI NPEACTaBNATb ONAaCHOCTb AfA 340POBbsA YeoBeKa.

«  Tpwv 0bpalyeHnn C peareHTaMm 1 3aparkeHHbIMU Npobamu BCeraa cobntofarite CTaHAAPTHbIE 1aGopPaTOPHbIE NMPaBUIA TEXHUKN
6€30MacHOCTY, BK/OYas HOLLIEHVIE COOTBETCTBYIOLLEN 3aLUUTHON OAEX bl Y CPEACTB 3alinThl [1a3.

- W36eraiiTe KOHTaKTa C COAEPKUMbIM 060raTUTENbBHbIX CPef, U MPOBMPOK C peareHTamMu Nocsie amnanduKaLum.

«  YTunusupyiite o6oralieHHble Mpobbl Y OCTABLUMECA OT HUX 3aPaXKEHHbIE OTXOAbl B COOTBETCTBUM C MECTHBIMM, PEFVIOHANIbHBIMY,
HALMOHANbHBIMU 1 OTPACNEBbIMU CTaHAAPTAMMU.

- He npeBbiwaiite pekomMeHayeMoe 3HauUeHVe TEMMEPaTYPbl Ha HarpeBaTene.

« He npeBbiwaiite peKkoMeHayeMoe BpemMs HarpeBaHus.

- [ins npoBepKm TemnepaTypbl BCTAaBHOIO HarpeBaTeslbHOro 6110Ka CMCTeMbI MOJIEKYNIAPHOTO 06HapyxeHna Neogen® ncnonb3yite
NOAXOAALLMIA OTKaNMOPOBaHHBIN TEPMOMETP (HanprYMep, TEPMOMETP YaCTUYHOTO NOTPYXKeHNA UK LdpoBOI TEPMOMETP C TEPMONAPON,
HO HEe TePMOMETP MOJHOTO NOrPYKeHKs). TepMOMETP HYKHO MoMeLLaTb B 0603HaYeHHOe MeCTO BCTaBHOIO HarpeBaTeslbHOro 6110Ka CCTeMbl
MOJeKynspHOro obHapyxeHus Neogen.

AnAa cHKeHns PUCKOB, CBA3AHHDbIX C NepeKpeCcTHbIM 3apaKeHnem npu noaroTtoBke aHannsa, c06n|oqa|7|Te YKa3aHHbIle HIXKe NHCTPYyKunn.
. Bcerga Hocute nep4yaTtku (ans 3aWwuTbl Nonb3oBaTena n npenoTBpalleHnA BHeECEHNA HyKneas).

[InA cHMKeHNA PNCKOB, CBA3AHHDIX C BO3/eCTBMIEM ropAYMX XKUAKOCTel, cobniogaiTe yKasaHHbIe HUKE UHCTPYKLUN.

+  He npeBblwarite pekomeHyeMoe 3HaueHre TeMnepaTypbl Ha Harpeearene.

+  He npeBblwariTe pekomeHayemoe BpeMa HarpeBaHus.

- [lnAa npoBepKM TemMnepaTypbl BCTaBHOTO HarpeBaTeNlbHOro 610Ka CMCTeMbI MOIEKYNIAPHOTo 06HapyxeHna Neogen® ncnonb3yiiTe
NoAXoAALLMNIA OTKANMOPOBAHHBIN TEPMOMETP (HanpuMep, TEPMOMETP YaCTUYHOTO NOTPYXKEHUS UK LdPOBOI TEPMOMETP C TEPMOMAPOIA,
HO He TEPMOMETP MOJHOTO NOrpy»KeHKA). TePMOMETP HY>KHO NoMeLLaTb B 0603HaUYeHHOe MeCTO BCTaBHOMO HarpeBaTesibHOro 6;10Kka cucTemMbl
MoneKynapHoro obHapy»eHusa Neogen.

NMPUMEYAHUE

AnA cHWKeHUA PUCKOB, CBA3AHHbIX C NepPeKPEeCcTHbIM 3apa)keHneMm Npu NOAroToBKe aHanNn3a, co6ntofalite ykasaHHble HIKe

VHCTPYKUMN.

+  PekomeHpyeTCA UCMOMIb30BaTh CTEPUIbHBIE HAKOHEYHVIKM MUMETOK C a3P030sbHbIM 6apbepom (GbnnbTpom) Ansa NpuMeHeHns
B MOJeKynsapHou bruonoruu.

+  [ina kaxporo nepeHoca NpoObl NCMOSb3YTe HOBbIN HAKOHEYHUK MUMETKMN.

+  PykoBopcTByWTECH Hafnexalleil 1abopaTopHOI NPaKTUKON Npu nepeHoce Npobbl U3 oboraTuTeNbHON cpefbl B NPOOUPKY ANA Nn3nca.
YTo6bl M36exaTb 3arpA3HeHNA NuneTaTopa, Nob3oBaTeslb MOXeT A06aBUTL 3Tan NPOMEXYTOUHOro NepeHoca. Hanpumep, nonb3osaTtenb
MOXET NepeHOCUTb Kax bl 060raLleHHbI 06paseL, B CTEPUbHYIO NPOBUPKY.

+ Mo BO3MOXXHOCTM UCMONb3YINTe pabouyto CTaHLMIO A MOIEKY IIPHOM 61onorim ¢ 6akTepuLmaHOA 1ammon.

Ana cHMKeHunA PNCKOB, CBA3aHHbIX C JIOXKHOMOJIOXKUTEJIbHbIMU pe3ynbTaTamu, co6niogarite YKa3aHHble HXKe NHCTPpYKuun.

+  Hukorga He OTKpbIBaliTe NPO6UPKY NOCE amnanduKaLmu.
«  Bcerga ytnnusupyiiTe 3apaxeHHble NPo6YPKK, 3amMayrBas 1x B pacTBope 6bIToBoro otbenvsatens 1-5 % (B 06beMHOM COOTHOLLIEHWN B BOAE)
Ha 1 yac BAanM OT 30HbI MOArOTOBKM aHam3a.

D,OI'IOJ'IHI/ITeﬂbHyIO I/IH(I)OpMaLlVHO 1 MeCTHble NMOCTaHOB/EeHWA 06 ytnnnsayum cm. B nacnopte 6e3onacHoOCTn npoAyKTa.

Ecnn y Bac eCTb BOMPOChI 0 KOHKPETHBIX CMOCO6ax MPYMEHEHUs Uiy NpoLeaypax, NoceTuTe Haw Be6-cainT www.neogen.com nvm6o obpartutecb
K MecTHoMy npegcTaBuTenio unm gunepy Neogen.
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06a3aHHOCTY Nosib30BaTens

Monb3oBaTeny HeCyT OTBETCTBEHHOCTb 3@ O3HAKOMJIEHVE C HCTPYKLMUAMM MO UCMONb30BaHUI0 MPOAYKTa U HdopMaLmein o Hem. [insa nonyyeHus
[OMOSIHUTENBbHOMN MHbOPMaLMK MoCeTHTE Hall Be6-CainT www.neogen.com fin6o obpatTeck K MeCTHOMY npefcTasutento unv aunepy Neogen.

Mpw BbiGOpe MeTofa TECTUPOBAHUA BaXKHO NMOHUMATb, YTO Ha Pe3ybTaTbl MOTYT B/IMATb BHELLHME GaKTOPbI, TaKMe Kak MeTofbl oTéopa npob,
MPOTOKOJIbl TECTMPOBAHUSA, MOAFOTOBKA NPo6 1 obpaLlleHre ¢ HUMU 1 1abopaTopHble MeToAb.

Monb3oBaTtenb oTBeYaeT npun Bbl60pe MEeTOa N NPOoAYKTa ANA nNpoBeAeHNA TeECTUPOBaHMA 3a OUEHKY AOCTAaTOYHOIO KOJInYeCTBa np06 C
noaxoaAawmMmm matTpudamm n MVIKpO6HbIMI/I Harpyskamu C Lesiblo BbIACHEHUA TOro, COOTBETCTBYET JIN Bbl6paHHbIﬁ MeTo[ TeCTUPOBAHNA KPUTEPUAM
nonb3oBartenAa.

MNonb3oBaTtenb TakXe HeceT OTBETCTBEHHOCTb 3a onpeperneHne Toro, COOTBETCTBYIOT NN nobble MeTo[bl 1 pe3ynbTaTbl TECTUPOBAHNA TpE6OBaHVIF|M
€ro KIMeHTOB 1 NOCTaBLUNKOB.

Kak 1 B cnyyae no6oro apyroro METoAa TeCTUPOBAHMA, Pe3y/bTaTbl, MOMyUYeHHbIe NpW UCroNib3oBaHuK ntoboro npoaykta Neogen Food Safety, He
rapaHTVPYIOT Ka4eCTBO TECTUPYEMbIX MaTPUL, UM NMPOLIECCOB.

YTo6bl MOMOYb KJIMEHTaM OLIeHWUTb METOZ OIS Pa3HbIX MAaTPULL MULLEBbIX MPOAYKTOB, KoMMaHUa Neogen pa3paboTtasia KOMMIEKT KOHTPOSA

MaTpuL, Ans CUCTEMbI MONIEKYNAPHOro obHapyxeHua Neogen”. Mpu Heo6x0AMMOCTU NCNOb3yiiTe KOHTPOb MaTpuy (Matrix Control, MC) ans
onpefaeneHns Toro, MOXeT SN MaTpuLia BNINATb Ha pe3y/ibTaTbl, MofyyYaemble C MomoLbto aHanmnsa Neogen «MonekynapHas fuarHoctuka 2 — E. coli
0157 (Bkntouas H7)». Mpw nprHaTum metofa Neogen vy TeCTUPOBAHUN HOBbIX MO0 HEM3BECTHBIX MAaTPUL, U MATPULL C USMEHUBLUMMCSA CbiPbeM
WY NPOLIECCOM NPOTECTUPYITE HECKONIbKO NPO6, XapaKTePHbIX AA MaTpuLbI, T. €. P06, NOSTyYeHHbIX M3 Pa3HbIX UCTOYHUKOB, B Xofe No6oro
BaNMAALMOHHOIO Nepuopaa.

ManVILly MOXXHO OonpefennTb Kak Tun npoAaykKTa C Npucywmmmn emy CBOWCTBAaMM, TaKMMU KaK COCTaB ” npouecc. Paznunumna mexgy matpuuamm moryT
ObITb O6YCJ'IOBJ'IEHbI NPOCTO pas3nnynamm B NX o6pa60TKe NN COCTOAHNN. Hanpmmep, Cblipble N MacTepn3oBaHHbIe, CBEXUE U CyLUeHble N T. A.

OrpaHunyeHune rapaHTUN N orpaHNYeHHoe CpeACTBO NPaBOBOM 3aLNTbI

3A UCKJTIOYEHVEM CJTYYAEB, MPAMO YKA3AHHbIX B PA3ENE «OTPAHUYEHHASA TAPAHTUSA» HA YINTAKOBKE OTAEJTIbHO B3ATOIO MNMPOAYKTA,
NEOGEN OTKA3bIBAETCA OT BCEX MPAMbIX /1 KOCBEHHbIX TAPAHTWIA, B YACTHOCTM JIKOBbIX TAPAHTUIA NMPUTOAHOCTW AU1A MPOAAMMN
N KOHKPETHOTO CMOCOBA /CIMONb30BAHWA. Ecnn kakoi-nnbo npofykt Neogen Food Safety nmeet gedektbl, komnaHusa Neogen

unu ee odrLMANbHBIN AUNep No CBOEMY YCMOTPEHUIO 3aMEHUT TaKOM NPOAYKT Ui BOSMECTUT LieHy, MO KOTOPOWA OH 6bin KyrieH. 3To Bawiv
UCKMNoUUTeSNIbHble CPeacTBa NPaBOBOI 3aLuTbl. Bbl JOMXKHbI He3ameinTebHO yBepgoMuTb Neogen o nobbix NpesnonaraeMbix fedekTax B
NPOoAyKTe B TeYEHUe WECTUAECATMN [IHEeW C MOMEHTA VX OOHaPYXEHVA U BEPHYTb 3TOT NPOoAyKT B KomnaHuio Neogen. Mo nto6biM AONONHNUTENbHBIM
BOMpOCaM obpaLlanTech K npefctasutenio unu odpuumansHomy aunepy Neogen.

OrpaHunyeHune orBeTctBeHHOCTN Neogen

NEOGEN HE HECET OTBETCTBEHHOCTW 3A KAKME-NINBO MOTEPW U YBbITKW, BY1b TO NMPAMbBIE, ONOCPEJOBAHHbIE, OBYCJTOBJTIEHHbIE
OCOBbIMW OBCTOATENbCTBAMM, CJTYYAHDBIE IV KOCBEHHDIE YBbITK, B YACTHOCTM 3A YMYLLEHHYIO BbITOAY. Hu npm Kaknx
obcToATeNbCTBaX OTBETCTBEHHOCTL Neogen Mo ntobbIM MPaBOBbIM OCHOBAHUAM HE MOXET MPeBbILIaTb LieHY MOKYMKM MPOAYKTa, KOTOPbIN,

KaK yTBep/jaeTtcs, umeeT aedeKTbl.

XpaHeHue n ytunnsauyms

XpaHuTe aHann3 Neogen «MonekynapHas gnarHoctuka 2 — E. coli 0157 (Bkntovasn H7)» npu Temnepatype 2-8 °C. He 3amopaxuBaiite ero.
KomnnekT gomxeH XpaHuTbca BAanu ot ceeTa. [locne oTKpbITMA KOMNNeKTa yoeamtech, 4To nakeT 13 ¢ponbri He nospexaeH. Ecnm naker
MOBPEXAEH, HE UCTIONb3YITe KOMMNEKT. [1ocie OTKPbITHA HENCNOb30BaHHbIE MPOBMPKM C peareHTamu BCerfa creflyet XpaHuTb B MOBTOPHO
3aKpbIBaeMOM MaKeTe C BNAronornoTuTenem BHyTpU, YToObl COXPaHWTb CTabUIbHOCTb IMOGUIN3MPOBAHHBIX PeareHToB. XpaHuTe NOBTOPHO
3aKpbiTble NakeTbl Npy Temnepatype 2-8 °C He gonbLue 60 fHen.

He ucnonb3yite aHann3 Neogen «MonekynapHas anarHoctrka 2 — E. coli 0157 (Bkntouas H7)» nocne ncreyeHms cpoka rogHocT. CpoK rogHoCTr
1 HOMep MapTUM YKa3aHbl Ha BHELLHeN 3TUKeTKe KopobKu. Mocne ncnonb3oBaHmna oboratutenbHas cpefia U Npobrpku ana aHanmsa Neogen
«MonekynsapHaa guarHoctrka 2 — E. coli O157 (Bkntoyas H7)» MoryT noTeHUManbHO COAepKaTb MaToreHHble Matepuansbl. [ocne 3aBeplueHuns
TECTUPOBaHNA YTUAN3NPYINTE 3apakeHHbIE OTXOAbI B COOTBETCTBUM C AENCTBYIOLLMMY OTPACIEeBbIMY CTaHAapTamu. [JonofHUTENbHYI0 MHGOpMaLio
1 MeCTHble NMoCcTaHOBeHWA 06 yThAM3aummn cM. B nacnopTe 6e30nacHoCTV NPOAYKTa.

MHCcTpYKUMM NO NCNoNb30BaHNIO
BHuMaTenbHO cnepyiite BCeM UHCTPYKLUMAM. B MpOTMBHOM Criyyae MoryT 6biTb NOsTyYeHbl HETOUHbIE pe3ynbTaThl.

Monb3oBaTeNb JOMKEH NPONTY 0OyUeHVe A1A NONyYEHNA NPaBa Ha SKCMyaTaLmio CMCTEMbI MOMNEKYNAPHOTO 0bHapyeHua Neogen, Kak onvcaHo
B [lOKyMeHTe «[1pOTOKOJbI U MHCTPYKLMM [J1s1 NONYYeHs NpaBa Ha ycTaHoBKY (Installation Qualification, IQ) nnu akcnnyatauuio (Operational
Qualification, OQ) cuctembl MonekynspHoro o6HapyxeHus Neogen»?.

Mepriofnueckn obe33apaxkmpaiiTe nabopaTopHble CTOMbI 1 060pyAOBaHME (MUNETKU, UHCTPYMEHTbI 1151 YCTAHOBKM 1 CHATWSA KOJMAykoB U T. A.)
pacTBopom 6bIToBOro otbenmsatens 1-5 % (B8 06beMHOM COOTHOLLEHWUY B BOAE) UM PacTBOpOM Ans yaaneHus JHK.

KoHKpeTHble TpeboBaHMs CM. B pa3gene «<KOHKpeTHble MHCTPYKLUUN 4)1A MOATBEPKAEHHDIX METOLOBY:
B Tabnuue 3 — npoTokosbl oborateHus cornacHo AOAC® Official Method of Analysis™ 2017.01;
B TabnuLe 4 — NpoTOKOsIbl 06oralleHns cornacHo ceptudukaty NF Validation 3M 01/18-05/17.

O6orauieHue npo6

YKa3zaHuA no npoTokonam oboralleHns Ansa N1LeBbIX MPOAYKTOB NpeAcTaBneHbl B Tabnuue 2, 3 unu 4. MNonb3oBaTesnb 06A3aH NpoBepuTb
anbTepHaTUBHbIE NPOTOKOMbI 0T60Pa NPO6 UM COOTHOLLEHMA pa3BefeHNs, YToObl yoeauTbca B COOTBETCTBUN STOTO MeTofa TeCTMPOBaHUA
CBOVIM KpUTEPUAM.
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MuweBble NpoayKTbI

1. MNpenBapuTenbHO Harperite oboraTuTenbHyto cpeay B Buae 6ydepHoi nentoHHon Bogbl (ISO) po 41,5+ 1 °C.

2. CcobniogeHnem NpaBui acenTrKM 06beHNTe 000raTUTESNIbHYIO Cpeay U NPoby B COOTBETCTBUM C Tabnuuen 2, 3 unu 4. [ins Bcex
npo6 Msica 1 NPo6 C BbICOKMM CofiepKaHeM TBEPAbIX YaCTUL, PEKOMEHAYETCS NCMONb30BaTb GUILTPOBANbHbIE MELLKU.

3. TwaTenbHO roMOreHn3npynTe BCe MaTPULLbl, KPOME NINCTOBbIX MPOAYKTOB 1 GPYKTOB, NyTeM CMeLLMBaHKA, 06paboTku
B CTEPUSIbHOM MaKeTe B IONACTHOWN MeLLasike Uv py4yHoro nepemMeLuvBaHma B TeueHuve 2 + 0,2 muHyTbl. [poBegute
nHKyb6auuio npm 41,5 + 1° C B TeueHNe HEOO6XOAMMOrO BpeMeH cornacHo Tabnuue 2, 3 nnn 4.

Ta6nuua 2. O6Lwre NPOTOKObl 060raLleHNs

Temnepartypa Bpems
@ Pasmep O6bem ob6oraTnTeNbHOrO
Matpuua npo6bi Nbo6bI 6ynboHa (M) ob6orauweHna | ob6oraweHusa
P 4 (x1°Q) (B yacax)
Cblpas roagvHa, B ToM urcnie GpapL ¢ pasHbiMU 975, GyepHan nentoHHas
P ANHa, pcp 325r Boaa (ISO, npeaBaputenbHoO 41,5 10-18
Cnoco6ammu NPUroToBNEHNA Y TPUMMUHT
Harpertas)
225, 6ydepHasa nenToHHas
Cblpoe MACo, BKMNoYas Cbipble roBAAWHY,
25r Bopa (ISO, npeaapnTenbHO 41,5 8-18
CBUHVIHY, MACO NTULIbI, ATHATUHY 1 MSICO O130Ha
HarpeTas)
450, 6ydepHan nenToHHan
JlncToBble NpogyKTbl®© 200r Boga (ISO, npeaBaputenbHo 41,5 18-24
Harpertas)
[Lpyrue nuLieBble NPOAYKTbI, BKOYas
bpykTHI®, OBOLWM, PPYKTOBBIE 1 OBOLLHbIE 225, 6ydepHas nenToHHas
COKWU, CBEXMe TPaBbl, Cbipble MOPENPOAYKTbI, 25r Boga (ISO, npeaBapuTenbHo 41,5 18-24
cblpble AL, CbIPOe MOJMTIOKO, NeCOYHOEe TeCTO HarpeTas)
1 ob6paboTaHHOE MACO
(e cpexn rw cpexoae checi <
P AXORNT ANA APY P ! 25t 06e3x1peHHoe cyxoe 41,5 18-24
BK/tOYasA NeKaH, MUHAanNb, GUCTALLKN, KELLIbIO
MOJIOKO
1 KaluTaHbl)

(a) Nepepn nobasneHviem B 060raTUTENbHbIN 6YNbOH 3aMOPOXEHHDBIE NMPO6bI HY>KHO JOBECTU 0 TeMnepaTypbl 4-8 °C.

(6) Mpo6bl NMCTOBBIX NPOAYKTOB U GPYKTOB HYXKHO aKKypaTHO MOTPACTM PyKo 5 MUHYT. He cmelurBaliTe nx 1 He obpabaTbiBaiite
X B CTEPUSIHOM MaKeTe B TOMACTHON MeLLasiKe.

KoHKpeTHble NHCTPYKLUN ANA NOATBEPXKAEHHbIX METOAOB

AOAC® Official Methods of Analysis*" 2017.01

B pamkax nporpammbl AOAC Official Method of Analysis™™ 6bino yctaHoBneHo, uto aHanu3 Neogen «MonekynsapHas ArarHocTmka
2 — E. coli 0157 (Bkntouaa H7)» — sdpdeKTnBHbIN MeToh 06HapyxeHnA wrtamma E. coli O157:H7. MaTtpuubl, npoTecTMpoBaHHble
B XOAe UCCNefoBaHA, yka3aHbl B Tabnuue 3.

Ta6nuua 3. lNpoTokonbl 06oraleHna ¢ UCNoNb30BaHEM NpeABapUTENIbHO HarpeToli 6ydepHol nenToHHol Bogbl (ISO) npu
Temnepatype 41,5 + 1 °C cornacHo AOAC” Official Methods**2017.01

Pasme O6bem Bpems
Marpuua npo6bi n 06:: o6oratutenbHoro o6orauieHus (B FomoreHnsayus
P 6ynboHa (mn) Yyacax)
Cbipoii papui (73 % nocTHOro 3251 975 10-18 BpyuHyto nnn B ctepunbHOM
Msica) nakete B JIONACTHOW MeLlanke
450 Y
Cblpoi WwnuHat B Melukax® 200r 18-24 5 ﬁﬁ:‘gﬂ:i;ﬁ;?gﬁ;gMpg:::m
225 AKKypaTHO NOTPACTU PYKOW
Monopeie noberu T 18-24 5 MVHYT, He rOMOreH/31pPOBaTh
3amopokeHHas rony6rka®@® 251 225 18-24 5 ﬁ;ﬁ;ﬁﬂ:i;ﬁ;ﬂ:j;gMpg:::m

(@) Mpobbl MMCTOBbIX NPOAYKTOB U GPYKTOB HY>KHO aKKypaTHO NMOTPACTY PYKOW 5 MUHYT. He cmeLumBaiiTe ux n He obpabatbiBaiTe
VX B CTEPUSIbHOM MaKeTe B JIONACTHOM MeLUasiKe.

(6) Nepen nobaBneHnem B 06oratuTesbHbIN OYNbOH 3aMOPOXKEHHbIE NMPOO6bLI HYHO AOBECTU 10 TeMnepaTypbl 4-8 °C.
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Ceptudukar NF Validation komnaunmn AFNOR Certification

“_‘“:\CA'“ON
.

NF

VALIDATION
EN 1SO 16140

3M01/18-05/17
AJNbTEPHATUBHbIE AHAJIUTUYECKWE METOAbI A/19 ATPOBU3HECA
http://nf-validation.afnor.org/en

[ononHutenbHyto MHPopMaLKmio 06 OKOHUaHMK CpoKa AencTeusa cm. B ceptdukate NF VALIDATION, focTynHOM Ha yNOMAHYTOM BblLle
Beb-caliTe.

Mertop, ceptuduumpoBanHbiii no nporpamme NF VALIDATION u cootBetcTBYIowmia ISO 16140-2®, B cpaBHeHun ¢ ISO 166542
O6nacTb NOATBEPKACHUA: Cbipas rOBAAMHA, CblPble MOMIOYHbIE MPOAYKTbI, Cbipble GPYKTbI 1 OBOLLU

MoaroToBKa NPo6: Npo6bl HyXKHO NoAroTaBIMBaTh B cooTBeTcTBUM € EN I1SO 16654 11 EN 1SO 6887

Bepcna nporpammMmHoro o6ecneyeHuns: cM. ceptudurkat

Ta6nuua 4. lNpoTokonbl oboraLleHns C UCMoNb30BaHMEM NPefBapUTENIbHO HarpeTol 6ydepHolt nenToHHoN Boabl (ISO) npu TemnepaTtype
41,5 + 1 °C cornacHo metogy 3M 01/18-05/17, ceptudmumposaHHomy no nporpamme NF VALIDATION

Pasmep O6nem TemnepaTtypa o6oraieHuns Bpemsn
Mpotokon o6oraTutenbHOro o o6oraleHuna
npoo6bl (£1°C)
6ynboHa (mn) (B wacax)
Cblpble MOSIOYHbIE MPOAYKTbI, Cbipble 25 225 415 18-24
bpYKTbI U Chipble 0BOLLM
Cblpas roagmHa 25r 225 41,5 8-24

MPUMEYAHUA:

+ npobbl maccon 6onee 25 r He TecTupoBanuch B nccnegosaHum NF VALIDATION;

+  peKoMeHfyeMmble TOUKM NPepbiBaHNA MPOTOKONa — Mocre oboralleHns uim nocsie nmsmca npobbl. O6oraTuTenbHbIN OyNbOH UK
nM3at Npobbl MOXKHO XpaHUTL NpK TemnepaTtype 2-8 °C fo 72 yacos. [Nocne B3ATUA 06oraT!TenbHOro OyiboHa M3 MecTa XpaHeHUA
BO306HOBNANTE TeCTUpPOBaHWe C wara 1 pasgena «Jiusmex. Mocne B3aTMA N3aTta Npobbl 13 MecTa XpaHeHNA BO30OHOBNANTE
TecTMpoBaHue c wara 7 pasgena «Jlusme». Jnsat Takxke MOXKHO XpaHuTb npu Temnepatype —20 °C;

«  MPOTOKOJbI KPaTKOBPEMEHHOIO 060raLLeHnsA YyBCTBUTESbHbI K YC/TOBUAM UHKYbaLmu, 1 HeobXxoarnmo cobntofaTb TemnepaTtypy,
yKasaHHylo B npoTokosie. Ytobbl ybeanTbCA B TOM, UTO 060ralleHHbl 6ynbOH JOCTUraeT HeOOXOAVMON TemnepaTypbl, HyHO
npoBepuTb TeMmepaTypy BOAAHOW 6aHM Unm MHKy6aTopa, rae npeABapuTenbHO HarpeBaeTca OynboH. ObLiee BpemMa NoAroToBKM
Npob6, BKIOYasA 3aepKKy MeXXAY OKOHUYaHVeM 3Tana NpeABapuUTeNIbHOrO HarpeBa cpefbl M Hauanom NHKy6aL M Nnpobbl N1LEeBoro
npogayKTa, He AOMKHO MpeBbIWaTh 45 MUHYT. Bo Bpema MHKY6aLy peKOMEHLYETCA NCMONb30BaTbh BEHTUNMPYEMbI MHKY6aTOp.

MoproroBKa N0TKa yCTpoIicTBa GbICTPOI1 3arpy3Ku A CMCTEMbl MOJIeKynsipHoro o6Hapy»xeHus Neogen®
1. CMounTe TKaHb 1NV ofHOPa3oByto candeTky pacTBOPoMm bbiToBoro otbenveatensa 1-5 % (B 06beMHOM COOTHOLLEHNM
B BOJE) MPOTPKTE JIOTOK YCTPOINCTBA GbICTPON 3arpy3Ku AA CUCTEMbI MONEKYNAPHOro obHapyxeHua Neogen.
2. CnonocHuUTe BOZOW IOTOK YCTPONCTBA ObICTPOW 3arpy3Ku AnA CUCTeMbl MONEKyNnApHOro obHapyxeHua Neogen.
3. BbITpUTe NOTOK YCTPOICTBa ObICTPON 3arpy3Ku ANA CUCTEMbl MOSIEKYNIAPHOTo obHapyxeHua Neogen ofHopa3oBol candeTKol Aocyxa.
4. Tepep ncnonb3oBaHreM ybeaumTech, UTO JIOTOK YCTPONCTBA ObICTPOW 3arpy3Ku A CUCTEMbI MONEKyNAPHOro obHapy»keHna Neogen cyxoi.

MoaroToBKa BCTaBHOrO OX/NafuUTeNbHOro 6J10Ka ANsl cMcTeMbl MOJIeKyNsipHOro o6HapyxeHusa Neogen’

MonoXuTe BCTaBHOW OXNAAUTENbHbIN 610K AN CUCTEMbI MONEKYNAPHOTO 06Hapy»KeHKA Neogen HenocpeacTBEHHO Ha TabopaTopHbIN
CTON: JIOTOK OXNafUTENIbHOrO 6510Ka ANA CUCTEMbl MONEKYNIPHOro 0bHapyxeHusa Neogen He ncnonb3ayeTcs. Micnonb3yiite 610K npu
TemnepaType nabopaTopHO OKpy»atoLler cpeabl (20-25 °C).

MoproroBka BCTaBHOro HarpeBaTteJibHOro 6noka ANA CNCTeMbl MOJIeKyNApHOro 06Hapy)KeHm| Neogeng

MomecTnTe BCTaBHOW HarpeBaTenbHbI 6JI0K )18 CUCTEMbI MONEKYIAPHOrO 06Hapy»eHUs Neogen B Cyxol AByXONIOUYHbIN HarpeBaTe/ib.
BkntounTe cyxol 65104HbIN HarpeBaTesib U yCTaHOBUTE TeMepaTypy, MPU KOTOPO BCTaBHOWM HarpeBaTesibHbI 610K AnA cMCTeMb
MoreKynapHoro obHapyxeHua Neogen cMoxeT HarpeTbca Ao Temnepatypbl 100 + 1 °C v nogaepKuBath ee.

MPUMEYAHMUE. B 3aBMCMMOCTY OT HarpeBaTtensa NogoXanTe npumepHo 30 MUHYT, NoKa BCTaBHOW HarpeBaTenbHbI 610K AnA chcTeMbl
MoneKynapHoro obHapy»keHna Neogen He HarpeeTca 0 Hy»KHOW TemnepaTypbl. C MOMOLLbIO NOAXOAALLErO OTKaIMOPOBaHHOIO
TepmMomeTpa (Hanpumep, TepMOMETPA YaCTUYHOTO NMOrPYKeHUA Unn LndpPoBOro TEPMOMETPA C TEPMOMAPON, HO He TepMOMETpa
MOJSIHOTO MOFPYXXEHUSA), MOMELLEHHOIO B 0603HaUeHHOE MeCTO, yoeuTech, UTO TeMnepaTypa BCTaBHOMO HarpeBaTesibHOro 6510Ka
cucTembl MonekynapHoro obHapy»keHna Neogen coctaBnseT 100 + 1 °C.
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MoaroTtoBKa npu6opa moneKynspHoro o6HapyxeHnsa Neogen’

1. 3anycTuTe NporpammMHoe obecrneyeHie Ana MoneKynapHoro obHapyxeHua Neogen® n BonguTe B cictemy. Ytobbl y3HaTb, yCTaHOBIIEHA
Ny Bac NocnefHAsA Bepcua NporpaMMHoro obecrneyeHus, obpatutecs K npepctasutento Neogen Food Safety.

Bknounte npr6op MonekynspHoro obHapyxeHus Neogen.

3. Cospaiite Unu oTpefaKkTUpPYyNTe NPOroH C AAHHbIMY A Kaxgon npobbl. MogpobHble cBefeHMs CM. B PyKOBOACTBE Mofb30BaTessa
cUcTeMbI MONEKYNAPHOro obHapyxeHua Neogen'.

MPUMEYAHUE. Mepep yCTaHOBKOW IOTKa YCTPOMCTBA ObICTPON 3arpy3Ku Af1A CMCTEMbI MONIEKYNAPHOIO 06HapyxeHna Neogen npnbop
MoneKynapHoro obHapy»keHua Neogen gomxeH foctndb TemnepaTypbl 60 °C 1 nogaepKunBath ee. TOT 3Tan Harpesa 3aHMMaeT OKOJI0
20 MUHYT, 1 Ha Hero yKasbiBaeT OPAHMKEBbIV cBeT Ha naHenm coctoaHusa nprubopa. Korga nprbop roTos K 3amnycky, NaHesib COCTOAHMSA
HauunHaeT cBeTuTbcA 3EJIEHbIM.

Jlnsnc

1. [Havite npobupkam c pactBopom Neogen i nn3nca HarpeTbCa, OCTaBUB LWITATUB NPU KOMHATHOM Temnepatype (20-25 °C) Ha Houb
(16-18 yacoB). AnbTepHaTVBHblE CNOCO6bLI OBECTM NPOBUPKY € pacTBOopoM Neogen AnA nv3nca 0 KOMHATHOW TeMnepaTypbl: OCTaBUTb
1X Ha NabopaTopHOM CTONE He MeHee YeM Ha 2 Yaca, UHKYO1poBaTb KX B MHKybaTope ¢ Temnepatypoirt 37 £ 1 °C B TeueHne 1 yaca nnm
MOMECTUTb UX B CyXOW ABYXONOYHbI HarpesaTesb ¢ Temnepatypoit 100 °C Ha 30 cekyHa.

2. lepeBepHUTe 3aKpbITble KOMMauykaMu NpobrpKm, YTobbl NepemMelLaTb Nx cogepxrmoe. MNepexoanTe K cnegytolemy Lary B npegenax
4 yacos.

[locTaHbTe 060raTUTENbHbLIN BYNIBOH U3 HKY6aTOpa.

4. [ns kaxpoi npo6bl, B TOM umncie Npobbl A8 OTPULATENIbHOTrO KOHTPONA (CTepusibHas oboratTtenbHas cpefa), TpebyeTtcsa ofHa
npobupka ¢ pacteopom Neogen fnda nusuca.

4.1  Monocku ¢ npobripkamu ¢ pactBopom Neogen AJisi iu3rca MOXXHO 06Pe3aTh 10 KEeMaemMoro KoimyecTsa npobrpok. Boibepute
HeobXOAMMOE KONMUYEeCTBO OTAESbHbIX MPO6MPOK € pacTBopom Neogen Ans nvi3mca uiv NnosiocoK ¢ 8 npobupkamu. Momectute
npobupku ¢ pactBopom Neogen ans nu3nca B NyCTON LWTATHB.

4.2 Ytobbl n36exaTh NepeKpecTHOro 3apaxxeHns, CHUMarTe Konaykm ¢ npobrpok ¢ pactsopom Neogen ansa nnsunca Ha ofHowm
MOJIOCKE 3a Pa3 1 UCMOb3YiTe HOBbI HAKOHEUHUK MUMETKN HA KaXKAOM 3Tare nepeHoca.

43 TepeHecute oboralleHHyto Mpoby B NpobupKu ¢ pactBopom Neogen fsis IM31CA, Kak OMUCAHO HUXKE.

MNepeHecuTe Kaxkayto oboralleHHyto Npoby B OTAENbHY0 MPO6UPKY € pacTBopom Neogen Ans nusunca B NepBylo ouepeab.
MepeHecnTe Npoby Ana OTPULATENILHOTO KOHTPOJISA B NOCNEAHIO oYepeab.

4.4  Bocnonb3yntecb UHCTPYMEHTOM YCTAHOBKM U CHATUA KONMAUYKoB (N13KC) Ans CUCTEMbI MONEKYNApHOro obHapy»KeHua Neogen’,
uTOGbI CHATB KOJIMAYKM C MPOGUPOK € pacTBopom Neogen ans nri3rca Ha OfHOM NOMOCKe 3a pas.

4.5 Bbl6pockTe KoMnadok Npobrpku ¢ pactBopom Neogen ans nusnca. Ecnm nusat coxpaHseTcs Ans noBTOPHOro TeCTUPOBaHMs,
NOMECTUTE KOJINAYKM B YNACTbI KOHTENHEP AJ18 NOBTOPHOIO NPVIMEHEHUA NOCSIE NI3NCa.

451 WHdopmauyno 06 06paboTKe COXPaHEHHOTO fM3aTa CM. B MPUIOXKeHUN A.

4.6 MMepeHecute 20 MKN NPOObI B NPOOUPKY ¢ pacTBopomM Neogen i nnsunca, eciv B Tabnumuax 2, 3 n 4 ¢ nipopmaumeli 0 NpoTokonax
He yKa3aHo M1Hoe.

OO0

5. TloBTopsiTe War 4.3 o Tex Nop, MoKa Kaxxaan oTaenbHasA Npoba He 6yaeT AobaBneHa B COOTBETCTBYIOLLYIO MPOOVPKY C PaCcTBOPOM
Neogen s fimsmnca Ha Nnosiocke.

Mpv HeobxoaMMOCTN NOBTOPUTE WarK 4.1-4.6 AnNs KONNYECTBA NPOO6, KOTOPbIE HY>KHO MPOTECTUPOBATD.

Mocne nepeHoca Bcex Npob nepeHecute 20 MK/ OTPULIATENBHOTO KOHTPONA (CTepunbHaa oboraTuTenbHan cpeaa, Hanpumep 6ydepHas
nenTtoHHasA Boaa [ISOJ) B npoburpky ¢ pactBopom Neogen anda nusuca. He ncnonb3yiite B KauecTse OTPULATENBHOIO KOHTPONA BOAY.

Y6enmTtecn, uTo TeMrepaTypa BCTaBHOIO HarpeBaTeslbHOro 6/10Ka CUCTEMbl MONEKYNAPHOTO 06Hapy»keHus Neogen coctaenseT 100 + 1 °C.

MomecTuTe HeHaKpPbITBIV LWTATUB C NPobrpKamm ¢ pacTBopom Neogen Ansa nvsnca BO BCTaBHOW HarpeBaTesbHbI 610K crcTembl
MOJeKynapHoro obHapyxeHua Neogen 1 HarpeBaiiTe WTaTUB B TeueHre 15 £+ 1 MrHYyT.Bo Bpems HarpeBaHus LBeT pactsopa Neogen
[NA NIM31ca N3MeHAETCA C PO30BOro (HM3Kasa TemnepaTypa) Ha XenTbili (BbicOKan TemnepaTypa).

Mpo6bl, He NpoLeLne HafNeXaLLyo TepMUYECKYIo 06paboTKy Ha 3Tane Nn3nca, MoryT CYMTaTbCA NOTEHLMaNbHOM 6ronornyeckomn
onacHocTbto, 1 ux HEJTb3A nomelatb B Nprbop MonekynapHoro obHapyxeHns Neogen.
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10. locTaHbTe HEHAKPbITBIN LWTATVB C NPObMpKamu ¢ pactBopom Neogen anid ni3rca U3 HarpeBaTenbHOro 6510Ka 1 AaiiTe LWTaTuBy
OCTbITb BO BCTABHOM OXJIaAUTeNIbHOM GNI0Ke A1l CUCTEMbI MOJIEKYNIAPHOTO 06Hapy»eHUst Neogen B TeueHUue 5-10 MUHYT.
BcTaBHOI OxNlaguTenbHbIN 610K 4A CUCTEMbI MONEKYNIAPHOIO 06HapyxeHusa Neogen, ncrnosb3yemblil py Temnepatype
oKpy»KatoLLel cpefbl 6e3 fIoTKa oxlaguTenibHOro 651oKa A CucTeMbl MONEKYNAPHOTo o6HapyxeHusa Neogen, fomkeH
pacrnonaraTbCs HENOCPeACTBEHHO Ha NabopaTopHoM cTone. Korga pacTBop AJiA N3Mca OCTbIBaeT, OH CHOBa npuobpeTaeTt
PO30BbIf LBET.

11. [locTaHbTe WTATKB C NpobrpKamm ¢ pacTBopomM Neogen Ans M3nca 13 BCTaBHOIO OXNaAMTeNIbHOro 610Ka Anst CUCTEMbI
MoJeKynsapHoOro obHapy»eHusa Neogen.

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

1. [InA Kaxgon npobbl 1 KaxkAoro oTpuLaTeNnbHOro KOHTPONA Hy»Ha OfHa NpoburpKa ¢ peareHToM Ana aHanm3a Neogen
«MonekynapHasa guarHoctmka 2 — E. coli 0157 (Bkntouaa H7)».

1.1 MNonocku c NpobrpKamm MOXXHO 0b6pe3aTb [0 XKeaeMoro KonmyecTsa Npobrpok. Boibeprite HEO6XOANMOE KOTIMUYECTBO
OTAENbHbIX MPOBUPOK C peareHTamm UK NOSTOCOK C 8 Npobupkamm Ans aHanvsa Neogen «MoneKkynspHas fuMarHOCT/Ka
2 — E. coliO157 (Bkntouas H7)».

1.2 TMomecTtuTe NPOOGUPKY C peareHTamu Ans aHanm3a Neogen «MonekynsipHas grarHoctka 2 — E. coli 0157 (Bkntouas H7)»
B MyCTOW LUTATUB.

1.3 W36erainTe BO3MYLLEHNA OCafiKa peareHTa Ha AHe NPOOUPOK.
BbiGepuiTe ofiHy NPobUpPKyY C KOHTponem peareHToB Neogen 1 MOMEeCTUTE ee B LUTATMB.

UTo06bI 136exKaTb NepekpecTHOro 3apakeHns, CHUMaTe KONMnaykm C npobrpok ¢ peareHToM AniA aHanm3sa Neogen
«MonekynapHasa gmarHocTtrka 2 — E. coli O157 (Bkntoyas H7)» Ha ofHOI NONocKe 3a pa3 U UCMOonb3yiiTe HOBbI HAKOHEYHNK
NUNETKN Ha KaX<AoM 3Tarne nepeHoca.

4. TMepeHecuTe B NPOOUPKY C peareHTOM A/ aHanm3a Neogen «MonekynapHas guarHoctuka 2 — E. coli 0157 (Bkntoyas H7)»
1 NPOBUPKY C KOHTponem peareHToB Neogen nmn3arT, Kak OmnmMcaHo HIKe.

MepeHecrTe NU3aT KaXkaol NPo6bl B OTAENbHblE NPOOUPKN € peareHTamu ans aHanm3sa Neogen «MonekynsipHas AUarHOCTUKa
2 — E. coli 0157 (Bkntouas H7)» B nepBylo ouepefb, MOC/e Yero NepeHecmTe OTprLaTeNibHbIA KOHTPOIb. [ugpatmpynte
NPo6UPKY C KOHTponem peareHToB Neogen B nocneaHo0 ouepeb.

5. Bocnonb3yntecb MHCTPYMEHTOM Af1A YCTAaHOBKM U CHATUA KOMMAYKOB (peareHTbl) AnA CCTeMbl MOSIEKYIAPHOIO 0OHapyXeHrA
Neogen’, UToObl CHATbL KOJIMaYKM C MPOOUPOK C peareHTamu Ans aHanmsa Neogen «MonekynsipHas anardHoctuka 2 — E. coli 0157
(BKntouasn H7)», no ogHow NosIocKe C NpobrpKamMm 3a pas. BbIKUHbBTE KOMMaYKy.

5.1 TlepeHecuTe 20 MKN nn3aTa Npo6bl c BepXHUX Y2 KkupKoctu (n3beraiite ocagka) us npobupku c pacteopom Neogen
ANA Nu3snca B COOTBETCTBYIOLLYIO NPO6UpPKY ¢ peareHToM AnA aHanusa Neogen «MonekynapHasa guarHoctuka 2 — E.
coli 0157 (Bkntouaa H7)». MepeHocuTe nu3at noA onpeaeneHHbIM YoM, YUTo6bl He BO3MYTUTb ocagok. Mepemeluaiite
nu3sart B npo6upkKe C NOMOLLbIO NUNETKU (HabepuTe 1 BbINYCTUTE XKUAKOCTb U3 NUMNETKU 5 pas).

5.2 TostopsiiTe wWwar 5.1, noKa nu13at oTAeNbHbIX NPob He OyaeT fobaBneH B COOTBETCTBYHOLLYIO MPOBGUPKY C peareHToM Ans
aHanu3a Neogen «MonekynsapHas gnarHoctuka 2 — E. coli 0157 (Bkntouasa H7)» Ha nonocke.

5.3 3akpotite AONONHUTENbHBIMY KOMMaukaMu 13 KOMeKTa NOCTaBKM NPOBUPKM C peareHTaMu Anisa aHanmsa Neogen
«MonekynapHasa anardocTtmka 2 — E. coli 0157 (Bkntouas H7)» 1 CKpyrneHHON CTOPOHOW MHCTPYMEHTa AJ1A YCTaHOBKM
1 CHATUA KOMMaYyKoB (peareHTbl) A8 cMCTeMbl MOeKynApHOro obHapyxeHna Neogen HaaaBnuBarTe Ha KOMMayKm
ABVKeHVeM Brnepes 1 Ha3ag, YTobbl OHY NIOTHO Npunerany K Npobripkam.

5.4 Tpu Heo6XoAMMOCTU NOBTOPUTE LWarkn 5.1-5.3 Ans KonmuecTBa Npob, KOTOPbIE HY>KHO MPOTECTMPOBATD.

5.5 Tlocne nepeHoca n1M3aToB Bcex Npob noBTopuTe Wwarn 5.1-5.3, uto6bl NnepeHectn 20 MK S3aTa OTPULIATESIbBHOTO KOHTPOSA
B NPOOUPKY C peareHTOM AniA aHanm3a Neogen «MonekynapHasa guarHoctmka 2 — E. coli 0157 (Bkntouan H7)».

5.6 [lepeHecnTe 20 MK Avi3aTa OTpULIATE/IbHOIO KOHTPOSA B NPOGUPKY ¢ KOHTponem peareHToB Neogen. [lepeHocnTe
NN3aT NoJ OnpeAesieHHbIM YoM, YTOObl He BO3MYTUTb OCAZOK. [Nepemeluaiite n1M3aT B NPOOUPKE C MOMOLLbIO MUMETKN
(HabepuTe 1 BbIMYCTUTE XXMAKOCTb 3 NUNETKN 5 pa3s).

6. 3arpysuTe NPobVpPKM C KOSIMayYKaMm B YNCTbI 1 06e33apaKeHHbI TOTOK YCTPOWMCTBA CKOPOCTHOW 3arpy3Ku Af1A CUCTEMBbI
MoneKynapHoro o6HapyxeHuna Neogen. 3akponTe 1 3aprKCnpyiTe 3aLlenkamm KpbiLLKY.

7
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MpoBepbTe 1 NOATBEPANTE HACTPOEHHDIV MPOrOH B MPOrPaMMHOM 06ecreyeHnr A1 MoNeKynsipHoro obHapy»keHns Neogen.

HaxxmuTe KHoMKy Start (Myck) B nporpaMmmMHoOM obecnedeHnm 1 BbibepuTte Nprbop Ans Ncnosb3oBaHusA. Kpbiluka BbibpaHHOTo
npubopa aBTOMaTUUECKN OTKPOETCA.

9. lMomecTuTe NOTOK YCTPOWMCTBA CKOPOCTHON 3arpy3Ku st CUCTEMbI MOSIEKYISIPHOTro 0bHapy»keHna Neogen B nprnbop
MOneKynapHoro obHapy»xeHusa Neogen 1 3aKpoliTe KpbILLKY, YTOObl HauaTb aHanm3. PesynbTtaTthl NPefoCTaBNATCA B TeUeHne
60 MUHYT, XOTA NONOXKUTENbHbIE Pe3ynbTaTbl MOTyT ObITb OOHaPYKeHbI paHbLLe.

10. Mocne 3aBepLUeHNA aHanM3a [OCTaHLTE NOTOK YCTPOMCTBA CKOPOCTHOW 3arpy3Ku AN CUCTEMbI MOSIEKYSIAPHOTO O6HapYKeHMsA
Neogen u3 nprbopa monekynapHoro obHapyxeHua Neogen v yTUnmsnpyiite NPobupKKM, 3aMOUKB KX B pacTBope 6bITOBOrO
ot6envBaTens 1-5 % (B 06beMHOM COOTHOLLEHUN B BOAe) Ha 1 yac BAanv OT 30Hbl MOArOTOBKM aHanmsa.

MPUMEYAHMUE. Y106bI CBECTU K MUHUMYMY PUCK NTOXKHOMONOXKUTENbHBIX Pe3yNbTaToB 13-3a NEPEeKPECTHOro 3apaXkeHus,
HVKOr[a He OTKPbIBATE MPOBMPKM C peareHTamu, cofiepatuve amnmouumposanHyto HK. Cioga BXxogat npooupku

C KOHTponem peareHToB Neogen, npoburpKa ¢ peareHToM Ans aHanm3a Neogen «MonekynspHas gnarHoctuka 2 — E.

coli 0157 (Bkntovan H7)» n npoburpkm ¢ koHTponem maTtpuy Neogen. Bcerga ytunumsumpyiite 3aneyataHHble MpobrpKm

C peareHTamu, 3aMayvmBas 1x B pacTBope 6biToBoro otbenupatens 1-5 % (B 06beMHOM COOTHOLLIEHMM B Bofe) Ha 1 vac
BAaNV OT 30Hbl MOArOTOBKM aHanum3a.

Pe3synbTraTtbl n nHTEpNpeTauus

AJ'IFOpI/ITM NHTEPNPETUPYET KPUBYIO CBETOBOW OTAa4un, NOCTPOEHHYIO B pe3ynbTaTe BbIABNEHNA aMI'IJ'II/I(I)I/IKaLlVII/I HYKNENHOBbIX
KUCNOT. I'IporpaMMHoe obecneyeHne aBTOMaTNYECKN aHanusnpyet pe3ynbtatbl N CHabaeT 1x LIBETOBbIMW KO4aMW. AHanu3
YHVIKanbHbIX MApaMeTPOB KPYBOW NO3BOAET OonpeaenivTb NONOKUTENbHbIN UK OTpUUaTeNbHbIN pe3ynbTaT. [peasapuTenibHO
NoNnoXunTeJibHble pe3ysibTaTbl COO6LLlaIOTCF| B peaJibHOM BpeMeHW, B TO BPEMA KaK OTpuUaTeSibHble N noanexXxatlne npoBepke
pe3ynbraTbl OTO6pa>KaIOTCF| nocne 3aBeplieHnA NporoHa.

MpenBaprTeNbHO NONOXKUTENbHBIE Pe3yNbTaTbl CieflyeT NOATBEPXKAATb B COOTBETCTBMM CO CTaHAAPTHBIMM IAGOPATOPHbBIMY
onepaumoHHbIMY NPOLeAypPamy UM B COOTBETCTBUN C NMOAXOAALLMM CTaHAAPTHbIM KOHTPOSbHLIM MeTogom >3, HauaTb Heobxoarmo
C NepeHoca Npob 13 nepBrYHOI oboraTuTesibHON cpelbl B Buae OydepHori nenToHHoW Bogpl (ISO) BO BTOPUYHDBIV 060raTUTENbHbIN
6Y/IbOH C NoCnefyoLWUM KyNbTYBMPOBAHMEM 1 MOATBEPXKAEHNEM U30MATOB C NMOMOLLBIO MOAXOAALLMX OBUOXUMNYECKNX 1
CeposIorMyeckmx METOLOB.

MPUMEYAHME. Pe3ynbtaTbl aHanv3a He MOTyT ObITb HyNeBbIMU JaXe B CJlyyae TeCTMPOBaHMA OTpULaTeNbHON NPOOGbI, MOCKOJbKY
cucTema 1 amnnnduKaLuoHHble peareHTbl Ans aHanmsa Neogen «MonekynsapHas gnarHoctuka 2 — E. coli 0157 (Bkntouasa H7)»
obnagatot «poHOBON» OTHOCUTENbHOW CBeTOBOW eauHuLei (Relative Light Unit, RLU).

B penKuix ciyyasx nosyyeHuns HeoOblUHbIX CBETOBbIX AAHHbIX aJITOPUTM 3aHOCUT COOTBETCTBYIOLLME PE3YTbTaTbl B KATETOPUIO
uHdopmaumu, Tpebytowern nposepku. Neogen peKomeHAyeT NPOBOANUTL NMOBTOPHbIN aHanu3 Npo6, TpebyoLwyx NPoBepKU.
Ecnu pesynbTaT aHaM3a He MeHSAETCS, NPOBEPbTE ero NPeAnoYTUTENbHBIM /s BaC METOLOM WJIN B COOTBETCTBUM C MECTHBIMY
HOPMATVBHbIMMN TPEHOBaHUAMU.

Mpu nonyyeHNn HecornacyLMXCA Pe3ynbTaToB (NPeaBapUTeNIbHO NONOXKNUTENbHBIX MPY NCMONb30BaHMK aHann3a Neogen
«MonekynspHas grarHoctuka 2 — E. coli 0157 [Bkntouyas H71», He nogTBEpKAEHHbIX C MOMOLLbIO OLHOIO 13 OMUCAHHbIX Bbille
CpencTB, M 0CO6EHHO B C/lyyae TecTa Ha NIaTeKCHYI0 arrioTMHaLMI) nabopaTopus AoMKHA BbINMONHUTL HEOOXOAVIMbIE AeNCTBUSA,
uTO6bI yOEAUTLCA B ENCTBUTENIbHOCTM NOMYYEHHbIX PE3YNbTaToB.

MopTBepKaeHMe pe3ynbTaToB B COOTBETCTBUM C METOAO0M, cepTuduLmpoBaHHbim no nporpamme NF VALIDATION

B koHTekcTe NF VALIDATION Bce npobbl, onpeaeneHHble Kak MONOXKUTENbHbIE C MOMOLLbIo aHanun3a Neogen «MonekynapHas
avarHocTrka 2 — E. coli 0157 (Bkntoyaa H7)», HeO6XOAUMO NOATBEPXKAATb OLHUM U3 CNERYIOLLNX TECTOB.

BapwmaHT 1. Ha ocHoBe cTaHfapTa ISO 16654%, Hy»kHO HaumHaTb ¢ 0boratutenbHoN cpegpl B Buae 6ydepHor nentoHHo Boabl®.

BapuaHT 2. Peanu3savma meTofla NoATBepKAEeHMA, NpefnonaratoLero cnegytollee. Mocewte WwWrpmnxom 50 MKn oboratutenbHOM
cpeppbl B BuAe bydepHoit nentoHHo Boabl® Ha yawwKy ¢ arapom Cefixime Potassium Tellurite Sorbitol MacConkey (CT-SMAC)®.
BbInonHUTe MHKybaLuto B TeueHne 24 + 3 yacoB npu Temnepatype 37 °C. [oceiiTe WTPUXOM XapaKTePHble KONTOHMMW Ha NUTATE/bHbIN
arap 1 NpoBeauTe TeCT Ha NTATEKCHYHO arroTHaLUI0 HeNOCPeACTBEHHO Ha U30NMPOBaHHbIX KOTIOHUAX. Ecnu pesynbtathl,
rosyyYeHHble C nomoLLbto aHanm3a Neogen «MonekynsapHas guarHoctuka 2 — E. coli 0157 (skntouas H7)», He nogTeepxaatorcs,
BbIMOSIHWTE UMMYHOMArHUTHYIO cenapauuio 1 nocente 50 MK WITPUXOM Ha yaLwky ¢ arapom CT-SMAC.
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BapwmaHT 3. Vlcnonb3oBaHvie 30HA0B ANA HYKNENHOBbIX KACIOT (Kak onncaHo B ctaHgapTe EN ISO 7218%), koTopble npumeHsioTca
K M30/IMPOBAHHbIM KONIOHMAM (OUMLLEHHbIM Ui HEeT) 13 Yawwku ¢ arapom CT-SMAC (cm. BapmaHT 1 vnu 2). 30HAbI ANA HYKNENHOBbIX
KM1CIIOT AOMXKHbI OT/IMYATLCA OT TeX, YTO MCrosb3ytoTcA B aHanm3e Neogen «MonekynsapHasa guarHoctrka 2 — E. coli 0157
(Bkntoyasa H7)».

BapuaHT 4. Vicnonb3oBaHue toboro Apyroro Metofa, ceptuouumpoaHHoro no nporpamme NF VALIDATION, ¢ npuHLmnom,
KOTOpbIV OT/IMYAETCA OT NpuMHUKMNa aHanm3a Neogen «MonekynsipHas arardoctuka 2 — E. coli 0157 (Bkntouas H7)». Heobxogmmo
MCNOMb30BaThb MOJHbIA MPOTOKOJ1, ONMCAHHbIN A1 3TOrO BTOPOro NOATBePXKAEHHOro MeToda. Bee waru, npepwecTtsytowme Havany
MOATBEPXKAEHUA, OMKHBI OblTb OANHAKOBBIMU 11 000UX METOAOB.

Mpu nonyyYeHUN HeCOrNACYOLNXCA Pe3ybTaToB (MpefBapUTENbHO NONOXMUTENbHBIX MPU UCMONb30BaHNM anbTePHATUBHOMO METOA],
He NOATBEPKAEHHBIX C MOMOLLbIO OAHOIO 13 OMNMCaHHbIX Bbllle CPpeACTB) TabopaTopusa JOMKHA BbINOMHUTL HEOOXOAVMbIE AeCTBUS,
4TobbI YOEeaUTHCA B AENCTBUTENBHOCTU NOJSTyYEHHBIX PE3YNbTaToB.

Ecnn Y BaC €CTb BONPOCbl O KOHKPETHbIX cnocobax nprmeHeHnAa nnn npouenypax, NoCceTuTe Hall Beb-canT www.neogen.com nmoéo
O6paTI/ITECb K MeCTHOMY NnpencTaBuTesto nnu gunepy Neogen.

MpunoxeHne A. MpepbiBaHne NPOTOKONA: XPaHEHME 1 MOBTOPHOE TeCTUpOoBaHue Npo6

1. YTOObI MOMECTUTL TEPMUYECKN 06PaBOTaHHDBIN IM3aT Ha XPaHEHME, 3aKPOITe NPOOVPKY ANA IN31CA YACTbIM KOJINauKom
(cm. NyHKT 4.5 pa3gena «Jlusncy).

2. Y1o6bl NOMECTUTb Ha XpaHeHWe 06oralleHHyY NPoBy, Nepes STUM NHKYOUPYITE ee He MeHee 18 Yacos.
3. XpaHuTe NpobupkKy npu Temnepatype oT 4 ao 8 °C He fonblue 72 YacoB.

4. TMoproTtoBbTe NpoOy, KoTopas Obl1a Ha XpaHeHWY, K amnnduKaLmy nyTeM nepeBopadriBaHus Npobupkn 2-3 pasa ans
nepemMeLLnBaHNA ee COREePXKMMOTro.

5. CHUMUTe KonMayKm C IPOBUPOK.

6. TNomecTnTe NPOBVPKM C NepemeLlaHHbIM TM3aTOM BO BCTaBHOW HArpeBaTesibHbIN 6/T0K CUCTEMbI MONIEKYNIAPHOIO OGHAPYXeHWs
Neogen v HarpeBawTe nx npu Temnepatype 100 + 1 °C B TeueHue 5 = 1 MUHYTbI.

7. [ocTaHbTe WTaTMB C Npobupkamu ¢ pactBopom Neogen asist iM3unca U3 HarpeBaTesibHOro 6510Ka 1 jaliTe WTaTuBY OCTbITh
BO BCTaBHOM OXJ1aAUTENIbHOM BJIOKE A1 CUCTEMbI MOMEKYNIAPHOro obHapyxeHus Neogen B TeueHune 5—-10 MUHYT.

8. TpoponxuTe BbINOHATL MPOTOKON C LWIAroB, NoAPO6GHO ONMCaHHbIX B pasfene «kAMnanduKauma» Bbille.
Cnucok nutepatypbl
1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 4A: Diarrheagenic Escherichia coli. November 2015.

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 5.09. Detection, Isolation and Identification of
Escherichia coli O157:H7 from Meat Products and Carcass and Environmental Sponges. Effective Date: 15 January 2015.

ISO 16654:2001 Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal method for the detection of Escherichia coli O157.
ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.
ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General rules for microbiological examination.

A

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

7. Installation Qualification (IQ)/Operational Qualification (OQ) Neogen”Molecular Detection System. Neogen Food Safety.
O6bACHEeHne CMMBOJIOB

info.neogen.com/symbols

AOAC — 3aperunctpurpoBaHHbI ToBapHbI 3Hak AOAC INTERNATIONAL

Official Methods — 3apeructpupoBaHHbii cepBucHbiin 3Hak AOAC INTERNATIONAL
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S NEOGEN
Uriin Talimatlan

Molekiiler Tayin Testi - E. coli 0157 (H7 dahil)

Uriin Aciklamasi ve Kullanim Amaci
Neogen® Molekiiler Tayin Testi 2 - E. coli 0157 (H7 dahil), Neogen® Molekuler Tayin Sistemiyle birlikte, zenginlestirilmis gida ve yem
numunelerinde E. coli 0157 (H7 dahil) tespiti icin kullanilir.

Neogen Molekiiler Tayin Testlerinde, niikleik asit dizgelerini yliksek 6zgulliik ve duyarlilikla hizli bicimde amplifiye etmek icin dongi
aracihgi izotermal amplifikasyonla birlikte, amplifikasyonu saptamak icin biyoluminesans kullanilir. Varsayimsal pozitif sonuclar gercek
zamanli olarak rapor edilirken, negatif sonuclar, test tamamlandiktan sonra goériintdlenir. Varsayimsal pozitif sonuglar, tercih edilen
yonteminiz kullanilarak ya da yerel diizenlemelerde belirtildigi sekilde onaylanmalidir @23,

Neogen Molekdler Tayin Testi 2 - E. coli 0157 (H7 dahil), laboratuvar teknikleriyle ilgili egitimli uzmanlar tarafindan, laboratuvar ortaminda
kullanilmak tizere tasarlanmistir. Neogen, bu {iriiniin gida veya icecek disindaki sanayilerde kullanimini belgelendirmemistir. Ornegin
Neogen, bu Uriing, cevresel, farmasotik, kozmetik, klinik veya veterinerlik numunelerinin test edilmesi icin belgelendirmemistir. Neogen
Molekuler Tayin Testi 2 - E. coli O157 (H7 dahil), olasi tim gida Urlinleri, gida prosesleri, test protokolleriyle veya olasi tim bakteri suslariyla
degerlendirilmemistir.

Tiim test yontemlerinde oldugu gibi, kaynak, formiilasyon ve zenginlestirme besiyeri kalitesi, sonugclari etkileyebilir. Numune
alma yontemleri, test protokolleri, numune hazirlama, isleme ve laboratuvar teknigi gibi faktorler de sonuclari etkileyebilir. Neogen,
yontemin kullanici kriterlerine uymasini saglamak tizere, belirli gidalarla ve mikrobiyal sinamalarla yeterli sayida numune kullanilarak,
kullanicinin ortaminda, zenginlestirme besiyeri dahil olmak tizere ydontemin degerlendirilmesini 6nerir.

Neogen, Neogen Molekiiler Tayin Testi 2 - E. coli O157'yi (H7 dahil), Tamponlu Pepton Suyu ISO ile degerlendirilmistir.

Neogen® Molekiiler Tayin Cihazi, numunede mevcut olan organizmalari yok etmek (izere tasarlanmis olan test lizis adimi esnasinda
isil islemden gegirilmis numunelerle kullanilmak tzere tasarlanmistir. Testin lizis adimi esnasinda duzgtin sekilde 1sil islemden
gecirilmemis numuneler, potansiyel biyotehlike olarak kabul edilebilir ve Neogen Molekiiler Tayin Cihazina YERLESTIRILMEMELIDIR.

Neogen Gida Giivenligi, tasarim ve tiretim icin I1SO (Uluslararasi Standartlar Orgtitii) 9001 sertifikalidur.
Neogen Molekdler Tayin Testi 2 - E. coli 0157 (H7 dahil) test kiti, Tablo 1'de acgiklandigi gibi 96 test icerir.
Tablo 1. Neogen Molekiiler Tayin Test Kiti Bilesenleri

Oge Tanimlama Miktar igerik Yorumlar

Raklara alinmis
ve kullanima
hazir

Seffaf tliplerde
pembe ¢ozelti

Tip basina 580 pl Neogen Lizis

Neogen® Lizis Cozeltisi (LS) Corzeltisi

96 (8 tlpun 12 stripi)

Neogen® Molekiiler
Tayin Testi 2 - E. coli 0157 Pembe tlipler 96 (8 tliplin 12 stripi)
(H7 dahil) Reaktif Ttpleri

Liyofilize spesifik amplifikasyon

. Kullanima hazir
ve tespit karisimi

Ekstra kapaklar Pembe kapaklar | 96 (8 kapagdin 12 stripi) Kullanima hazir
Neogen® Reaktif seffaf, kaldinlarak 16 (8 tekil tipten Liyofilize kontrol DNA,

. acilan kapakh . ' Kullanima hazir
Kontroli (RC) tiipler olusan 2 cep) amplifikasyon ve tespit karisimi

Kit icinde temin edilmeyen Negatif Kontrol, steril bir zenginlestirme besiyeridir, 6r. BPW ISO. Negatif Kontrol olarak su kullanmayin.

Guvenlik
Kullanici, Neogen Molekiiler Tayin Sistemi ve Neogen Molekuler Tayin Testi 2 - E. coli 0157 (H7 dahil) icin olan talimatlardaki tim
glvenlik bilgilerini okumali, anlamali ve bunlara uymalidir. lleride basvurmak tizere, glivenlik talimatlarini saklayin.

A UYARI: Oniine gecilmedigi takdirde 6liim veya ciddi yaralanma ve/veya maddi hasarla sonuclanabilecek tehlikeli bir durumu
belirtir.

DUYURU: Oniine gecilmedigi takdirde maddi hasara neden olabilecek potansiyel tehlikeli bir durumu belirtir.
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Neogen Molekiiler Tayin Testi 2 - E. coli 0157'yi (H7 dahil), insanlarin veya hayvanlarin durum teghisinde kullanmayin.

Kullanici, kendi personeline, giincel dogru test teknikleriyle ilgili egitim vermelidir. 6rnegin, iyi Laboratuvar Uygulamalari,
ISO/IEC 17025 veya ISO 72189,

Kontamine iiriiniin serbest birakilmasina yol acan yanlis-negatif sonugla iliskili riskleri azaltmak igin:

e Protokolii izleyin ve testleri, Girin talimatlarinda tam olarak belirtildigi gibi yapin.

e 41,5+1 °C'ye 6nceden isitiimis besiyeri kullanin. Numune hazirlama esnasinda besiyerinin, inkiibasyon sicaklik araliginin
altina diismesine izin vermeyin.

e Neogen Molekdler Tayin Testi 2 - E. coli O157'yi (H7 dahil), ambalajin tizerinde ve Uriin talimatlarinda belirtildigi gibi saklayin.

Neogen Molekdler Tayin Testi 2 - E. coli O157'yi (H7 dahil) daima, son kullanma tarihine kadar kullanin.

e Neogen Molekiler Tayin Testi 2 - E. coli 0157'yi (H7 dahil), dahili olarak ya da U¢iincii tarafca valide edilmis gida, yem veya
gida prosesi cevre numuneleriyle kullanin.

e Neogen Molekiiler Tayin Testi 2 - E. coli O157'yi (H7 dahil) yalnizca, dahili olarak ya da ti¢lincii tarafca valide edilmis ylizeyler,
dezenfektanlar, protokoller ve bakteriyel suslarla kullanin.

e Aril stilfonat kompleksli Nétralize Edici Tampon (NB) iceren ¢evresel bir numune icin, testten dnce 1:2 seyreltme gerceklestirin
(1 kisim steril zenginlestirme sivi besiyeri icine 1 kisim numune). Diger bir secenek, 10 ul nétralize edici tampon zenginlestirmesinin,
Neojen Lizis Cozeltisi tliplerine aktariimasidir. Aril stilfonat kompleksli Neogen® Nétralizan Tamponu iceren Neogen® Numune
isleme Griinleri: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, XSLSSL10NB, HSTONB ve HS119510NB.

Kimyasallara ve biyotehlikelere maruz kalmayla iliskili riskleri azaltmak icin:

e Patojen testini, egitimli personelin kontrolii altinda, uygun ekipmanlarin bulundugu bir laboratuvarda gerceklestirin. inkiibe
edilmis zenginlestirme besiyeriyle temas etmis ekipmanlar veya yiizeyler ya da inkiibe edilmis zenginlestirme besiyeri, insan
saghigi icin risk olusturmaya yetecek seviyelerde patojenler icerebilir.

e Reaktifleri ve kontamine numuneleri tutarken, uygun koruyucu giysiler ve g6z korumasi giyme/takma da dahil olmak Uzere,
standart laboratuvar glivenligi uygulamalarina daima uyun.

e Amplifikasyondan sonra zenginlestirme besiyerinin ve reaktif tiiplerinin icerigi ile temas etmeyin.

e Zenginlestirilmis numuneleri ve ilgili kontamine atigi, glincel yerel/bdlgesel/ulusal standartlara veya endistri standartlarina
uygun sekilde elden cikarin.

e [siticida dnerilen sicaklik ayarini asmayin.

e Onerilen 1sitma siiresini asmayin.

e Neogen® Molekiiler Tayin Isi Blogu Ek Parcasinin sicakligini dogrulamak icin, uygun, kalibre edilmis bir termometre kullanin
(6r. tam daldirmali termometre degil, kismi daldirmali termometre veya dijital termokupl termometre). Termometre, Neogen
Molekdler Tayin Isi Blogu Ek Parcasinda belirtilen konuma yerlestirilmelidir.

Testi hazirlarken capraz kontaminasyonla iliskili riskleri azaltmak icin:
e Daima eldiven giyin (kullaniciyr korumasi ve niikleaz girisini dnlemesi icin).

Sicak sivilara maruz kalmayla iliskili riskleri azaltmak icin:

e [siticida onerilen sicaklik ayarini asmayin.

e Onerilen isitma siiresini asmayin.

e Neogen® Molekiiler Tayin Isi Blogu Ek Parcasinin sicakligini dogrulamak icin, uygun, kalibre edilmis bir termometre kullanin
(6r. tam daldirmali termometre degil, kismi daldirmali termometre veya dijital termokupl termometre). Termometre, Neogen
Molekiler Tayin Isi Blogu Ek Parcasinda belirtilen konuma yerlestirilmelidir.

DUYURU

Testi hazirlarken ¢apraz kontaminasyonla iligkili riskleri azaltmak icin:

e Steril, aerosol bariyer (filtrelenmis), molekdler biyoloji kalitesinde pipet uclari kullaniimasi nerilir.

e Her bir numune aktarimi icin yeni bir pipet ucu kullanin.

e Numuneyi, zenginlestirme isleminden lizis tiipiine aktarmak icin, iyi Laboratuvar Uygulamalarini kullanin. Pipetleyici
kontaminasyonunu énlemek icin, kullanici, bir ara aktarim adimi eklemeyi tercih edebilir. Ornegin kullanici, her bir
zenginlestirilmis numuneyi, steril bir tiipe aktarabilir.

e Kullanilabilir oldugunda, antiseptik lamba iceren bir molekiiler biyoloji is istasyonu kullanin.

Yanlis pozitif sonugla iliskili riskleri azaltmak icin:

e Amplifikasyondan sonra tiipleri asla agmayin.
e Kontamine olmus tlpleri daima, %1-5 (suda h:h) ev tipi agartici ¢ozelti icinde 1 saat boyunca ve test hazirlama alanindan
uzakta i1slatarak elden ¢ikarin.

Elden cikarmayla ilgili ilave bilgiler ve yerel diizenlemeler icin, Glivenlik Veri Sayfasina bakin.

Belirli uygulamalar veya prosediirlerle ilgili sorunuz varsa litfen www.neogen.com adresindeki web sitemizi ziyaret edin ya da yerel
Neogen temsilciniz veya distribitoriintz ile iletisim kurun.
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Kullanici Sorumlulugu

Kullanicilar, Griin talimatlarini ve bilgilerini 6grenmekten sorumludur. Daha fazla bilgi edinmek icin, www.neogen.com
adresindeki web sitemizi ziyaret edin ya da yerel Neogen temsilciniz veya distribiitoriiniiz ile iletisim kurun.

Bir test yontemi secerken, numune alma yontemleri, test protokolleri, numune hazirlama, tutma ve laboratuvar teknikleri gibi
harici faktorlerin, sonuglari etkileyebilecegini bilmek dnemlidir.

Herhangi bir test yontemi veya Uriin secilirken, secilen test yonteminin kullanicinin kriterlerini karsiladigi konusunda kullaniciyi
tatmin etmesi adina uygun matrisler ve mikrobiyal sinamalarla yeterli sayida numunenin degerlendirilmesi, kullanicinin
sorumlulugundadir.

Ayrica, herhangi bir test yonteminin ve sonucunun, misterilerinin ve tedarikgilerinin gereksinimlerini karsiladigini belirlemek de
kullanicinin sorumlulugundadir.

Herhangi bir test yontemiyle oldugu gibi, herhangi bir Neogen Gida Giivenligi triinu kullanilarak elde edilen sonuclar, test edilen
matrislerin ya da proseslerin kalitesine iligkin bir garanti olusturmaz.

Musterilerin cesitli gida matrislerine iliskin yontemi degerlendirmesine yardimci olmak tizere Neogen tarafindan, Neogen® Molekiler
Tayin Matris Kontrol kiti gelistirilmistir. Gerektiginde, matrisin Neogen Molekdiler Tayin Testi 2 - E. coli 0157 (H7 dahil) sonuglarini
etkileme becerisi olup olmadigini belirlemek tizere Matris Kontroliini (MC) kullanin. Neogen yéntemini benimserken ya da yeni

veya bilinmeyen matrisleri ya da hammadde veya proses dedisiklikleri gecirmis matrisleri test ederken, herhangi bir validasyon
doéneminde, matrisi temsil eden cesitli numuneleri, yani farkli kaynaktan alinan numuneleri test edin.

Matris, 6rnegin bilesim ve proses gibi kendine 6zgi 6zellikleri olan bir Girlin tipi olarak tanimlanabilir. Matrisler arasindaki farklar,
islenmelerindeki veya sunumlarindaki farkliliklarin neden oldugu etkiler kadar basit olabilir, 5rnegin ham-pastorize; taze-kuru vb.

Garantilerin Kisitlanmasi / Sinirli Kanuni Coziim

TEKIL URUN AMBALAJININ SINIRLI GARANTI BOLUMUNDE ACIKCA BELIRTILEN DURUM DISINDA, NEOGEN, HERHANGI BIR TiCARI
GARANTI YA DA BELIRLI BIR AMAC ICIN UYGUNLUK GARANTISI DAHIL OLMAK UZERE ANCAK BUNLARLA SINIRLI OLMAMAK
KAYDIYLA, ACIK VE ZIMNi TUM GARANTILERiI REDDEDER. Herhangi bir Neogen Gida Giivenligi Uriinii kusurluysa, Neogen

veya yetkili distribitori, kendi takdirine bagh olarak, trlini degistirecek veya satin alma fiyatini iade edecektir. Bunlar sizin
yegane kanuni ¢c6zim yollarinizdir. Bir Grlinde herhangi bir sipheli kusur saptandiktan sonra altmis giin icinde Neogen'i derhal
bilgilendirmeli ve iriinii Neogen'e iade etmelisiniz. Diger her tiirli sorunuz icin litfen Neogen temsilciniz veya yetkili Neogen
distribltoriniz ile iletisim kurun.

Neogen'in Sorumluluk Kisitlamasi

NEOGEN, KAR KAYIPLARI DAHIL OLMAK UZERE ANCAK BUNUNLA SINIRLI OLMAMAK KAYDIYLA, DOGRUDAN, iNDIREKT, OZEL,
ARIZi VEYA DOLAYLI HERHANGI BIR HASAR VEYA KAYIP iCIN SORUMLULUK USTLENMEZ. Hicbir durumda, Neogen'in herhangi
bir hukuk teorisi kapsamindaki sorumlulugu, kusurlu oldugu iddia edilen Griinin satin alma fiyatini asamaz.

Saklama ve Elden Cikarma

Neogen Molekiiler Tayin Testi 2 - E. coli O157'yi (H7 dahil) 2-8 °C'de saklayin. Dondurmayin. Saklarken, kiti isiktan uzak tutun. Kiti
actiktan sonra, folyo posetin hasarsiz oldugunu kontrol edin. Poset hasarliysa kullanmayin. Acildiktan sonra, kullanilmayan reaktif
tapleri daima, liyofilize reaktiflerin stabilitesini korumak tizere, icinde kurutucu madde bulunan, yeniden kapatilabilir posette
saklanmalidir. Yeniden kapatilan posetleri en fazla 60 giin boyunca 2-8 °C'de saklayin.

Neogen Molekdler Tayin Testi 2 - E. coli O157'yi (H7 dahil), son kullanma tarihinden sonra kullanmayin. Son kullanma tarihi ve lot
numarasli, kutunun dis etiketinde belirtilmistir. Kullanildiktan sonra, zenginlestirme besiyeri ve Neogen Molekiiler Tespit Testi 2 -

E. coli 0157 (H7 dahil) tipleri, patojenik materyaller icerebilir. Test tamamlandiginda, kontamine atiklari elden ¢ikarmak icin glincel
endustri standartlarini izleyin. Elden ¢ikarmayla ilgili ilave bilgiler ve yerel diizenlemeler icin, Glivenlik Veri Sayfasina bakin.

Kullanim Talimatlan
Tum talimatlara dikkatlice uyun. Bunun yapilmamasi halinde, hatali sonuclar olusabilir.

Kullanici, “Neogen Molekiiler Tayin Sistemi icin Kurulum Kalifikasyonu (IQ) / Operasyonel Kalifikasyon (OQ) Protokolleri ve
Talimatlar” belgesinde aciklandigi sekilde, Neogen Molekiiler Tayin Sistemi operator kalifikasyonu egitimini tamamlamalidir?.

Laboratuvar tezgahlarini ve ekipmanlarini (pipetler, kapak takma/kapak ¢ikarma aletleri vb.) %1-5 (su icinde h:h) ev tipi agartici
¢ozelti veya DNA giderme ¢ozeltisiyle periyodik olarak dekontamine edin.

Spesifik gereksinimler igin, bkz. B6liim “Valide edilmis yontemler icin Spesifik Talimatlar”:
AOAC® Resmi Analiz Yontemi*™ 2017.01 uyarinca zenginlestirme protokolleri icin, Tablo 3
NF Validasyon sertifikasi 3M 01/18-05/17 uyarinca zenginlestirme protokolleri icin, Tablo 4

Numune Zenginlestirme

Tablo 2, 3 veya 4'te, gidaya yonelik zenginlestirme protokolleri icin kilavuz sunulmaktadir. Bu test yonteminin, kullanicinin kriterlerini
karsiladigindan emin olmak (izere alternatif numune alma protokollerinin veya seyreltme oranlarinin valide edilmesi, kullanicinin
sorumlulugundadir.



Gidalar

1. BPW ISO zenginlestirme besiyerini 41,51 °C'ye 6dnceden isitin.
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2. Zenginlestirme besiyerini ve numuneyi, Tablo 2, 3 veya 4'e gore aseptik olarak birlestirin. Et numuneleri ve yiiksek partikalla
numunelerin timd igin, filtre torbalari kullaniimasi tavsiye edilir.

3. Yaprakh trtinler ve meyveler disindaki tiim matrisleri, 2 £0,2 dakika makineyle karistirarak, ezerek veya elle karistirarak iyice
homojenize edin. Tablo 2, 3 veya 4'e gore uygun siire boyunca 41,5 =1 °C'de inkube edin.

Tablo 2. Genel zenginlestirme protokolleri

Numune Zenginlestirme Sivi Zenginlestirme Zengin-
Numune Matrisi® Buyiikligii Besiyeri Hacmi (ml) Sicakhgi (+1 °C) lestirme
y 9 Y gri= Sliresi (saat)
975
Kiyma ve kiiclk artiklari iceren ¢ig sigir eti 3259 BPW ISO 41,5 10-18
(6nceden isitiimis)
Cig sigir eti, domuz eti, kiimes hayvanlari eti 225
! : Lo s ! 25¢g BPW ISO 41,5 8-18
kuzu eti ve bizon etini iceren ¢ig etler ..
(6nceden isitilmig)
450
Yaprakli trinler® 200g BPW ISO 41,5 18-24
(6nceden isitiimis)
Meyveler®, sebzeler, meyve/sebze sulari, taze
sifali bitkiler, ¢ig deniz Grinleri, pismemis 22>
R - ! ) . 25¢g BPW ISO 41,5 18-24
yumurtalar ¢ig sut, kurabiye hamuru ve islenmis .
s e (6nceden isitilmis)
etler gibi diger gidalar
Cevizler veya ceviz iceren kabuklu yemis 225
karisimlari (bu protokol, pekan cevizi, badem
. . ! .. " ! 25¢g sulandiriimis, 41,5 18-24
antep fistidl, kaju ve kestaneyi iceren diger kuru . N
. . yagsiz sut tozu
yemisler icin uygundur,

(a) Dondurulmus numuneler, zenginlestirme sivi besiyerine eklenmeden dnce 4-8 °C'ye dengelenmelidir.
(b) Yaprakh Grtinler ve meyve numuneleri 5 dakika boyunca elle nazikge karistirilmalidir. Makinede karigstirmayin veya ezmeyin.

Valide Edilmis Yontemler icin Ozel Talimatlar

AOAC® Resmi Analiz Yontemleri*” 2017.01

AOAC Resmi Analiz Yéntemi*™ programinda, Neogen Molekiiler Tayin Testi 2 - E. coli O157'nin (H7 dahil), E. coli O157:H7 tayini icin

etkili bir yontem oldugu saptanmistir. Calismada test edilen matrisler, Tablo 3'te gosterilmistir.

Tablo 3. AOAC® Resmi Yéntemlerine” 2017.01 gore 41,51 °C'de 6nceden isitilmis BPW ISO kullanilan zenginlestirme protokolleri

Numune Zenginlestirme Zenginlestirme
Numune Matrisi b e Sivi Besiyeri gin‘es Homojenize
Biiyiikliigu . Siiresi (saat)
Hacmi (ml)
Cig sigir kiymasi (%73 yagsiz) 3259 975 10-18 Elle veya Ezerek
Torbalanmis ¢ig 1spanak® 200 40 18-24 > dakika boyunca elle nazikce
361g15p 9 karistirilir, homojenize etmeyin
. 225 5 dakika boyunca elle nazikce
Taze filizler 259 18-24 karistirilir, homojenize etmeyin
Donmus yaban mersini@® 259 225 18-24 > dakika boyunca elle nazikce
karistirilir, homojenize etmeyin

(a) Yaprakh Grtinler ve meyve numuneleri 5 dakika boyunca elle nazikce karistirilmalidir. Makinede karistirmayin veya ezmeyin.

(b) Dondurulmus numuneler, zenginlestirme sivi besiyerine eklenmeden 6nce 4-8 °C'ye dengelenmelidir.
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AFNOR Sertifikasyon tarafindan NF Onayi:

EN ISO 16140

3M01/18-05/17
TARIM ENDUSTRISI iCIN ALTERNATIF ANALITIK YONTEMLER
http://nf-validation.afnor.org/en

Gecerliligin bitisiyle ilgili daha fazla bilgi edinmek icin liitfen yukarida belirtilen web sitesinde yer alan NF VALIDASYON
sertifikasina bakin.

ISO 16654'e kiyasla ISO 16140-2'ye® uygun sekilde NF VALIDATION Sertifikali yontem®
Validasyon kapsami: Cig sigir eti, ¢ig stt Urlinleri, ¢cig meyveler ve sebzeler

Numune hazirlama: Numuneler, EN ISO 16654 ve EN ISO 6887'ye uygun sekilde hazirlanmalidir®
Yazilim Siiriimii: Bkz. sertifika

Tablo 4. NF VALIDATION sertifikali ydntem 3M 01/18-05/17'ye uygun sekilde 41,51 °C'de dnceden isitilmig BPW ISO kullanilan
zenginlestirme protokolleri

Protokol Numune | Zenginlestirme Sivi | Zenginlestirme Sicakligi | Zenginlestirme
Biiyiikliigii | Besiyeri Hacmi (ml) (x1°Q) Siiresi (saat)
Cig sut urun!erl, ¢ig meyveler 254 225 415 18-24
ve ¢ig sebzeler
Cig sigir eti 259 225 41,5 8-24

NOTLAR:

e NF VALIDATION calismasinda 25 g'dan biyik numuneler test edilmemistir.

e Onerilen protokol kesinti noktalari, zenginlestirmeden sonra veya numune lizizinden sonradir. Zenginlestirme sivi besiyeri
veya numune lizati, 2-8 °C'de 72 saate kadar saklanabilir. Zenginlestirme sivi besiyerini, saklama asamasindan cikardiktan
sonra, testlere, Lizis bolimundeki 1. Adimdan devam edin. Numune lizatini, saklama asamasindan ¢ikardiktan sonra, testlere,
Lizis bolimiindeki 7. Adimdan devam edin. Lizat da -20 °C'de saklanabilir.

e Kisa zenginlestirme protokolleri, inklibasyon kosullarina duyarlidir ve protokolde belirtilen sicakliklara uyulmalidir. Zenginlestirme
sivi besiyerinin gerekli sicakliga ulastigindan emin olmak icin, besiyerlerinin 6nceden isitildigi inkiibatoriin veya su banyosunun
sicakligr dogrulanmalidir. Besiyerini dnceden 1sitma adiminin sonu ile gida numunesi inkibasyonunun baslangici arasindaki
gecikme de dahil olmak {izere, numune hazirlama icin toplam siire 45 dakikay1 asmamalidir. inkiibasyon esnasinda,
havalandirmali bir inkiibator kullanilmasi 6nerilir.

Neogen® Molekiiler Tayin Hizli Yiikleme Tepsisini hazirlama

1. Bir bezi veya tek kullanimlik havluyu, %1-5 (su icinde h:h) ev tipi agartici ¢ozeltiyle islatin ve Neogen Molekiiler Tayin Hizli
Yikleme Tepsisini silin.

2. Neogen Molekuler Tayin Hizli Yikleme Tepsisini suyla durulayin.
3. Neogen Molekiiler Tayin Hizli Yiikleme Tepsisini silerek kurutmak icin, tek kullanimlik havlu kullanin.
4. Kullanmadan 6nce, Neogen Molekdler Tayin Hizli Yiikleme Tepsisinin kuru oldugundan emin olun.

Neogen® Molekiiler Tayin Sogutma Blogu Ek Parcasini hazirlama

Neogen Molekdler Tayin Sogutma Blogu Ek Parcasini, dogrudan laboratuvar tezgahi tizerine koyun: Neojen Molekiler Tayin
Sogutma Blogu Tepsisi kullanilmaz. Blogu ortam laboratuvar sicakliginda (20-25 °C) kullanin.

Neogen® Molekiiler Tayin Isi Blogu Ek Parcasini hazirlama

Neogen Molekiiler Tayin Isi Blogu Ek Parcasini, kuru, cift bloklu isitici Gnitesi icine koyun. Kuru blok isitic Ginitesini acin ve sicaklig,
Neojen Molekdiler Tayin Isi Blogu Ek Parcasinin 100+1 °C sicakhga ulasmasini ve bu sicakligi korumasini saglayacak sekilde ayarlayin.
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NOT: Isitic Ginitesine bagli olarak, Neojen Molekiiler Tayin Isi Blogu Ek Parcasinin sicakliga ulasmasi icin yaklasik 30 dakika bekleyin.
Belirlenen konuma yerlestirilmis, uygun, kalibre edilmis bir termometre (6r. tam daldirmali termometre degil, kismi daldirmali
termometre veya dijital termokupl termometre) kullanarak, Neogen Molekiiler Tayin Isi Blogu Ek Parcasinin 100+1 °C'de oldugunu
dogrulayin.

Neogen® Molekiiler Tayin Cihazini hazirlama

1. Neogen® Molekiiler Tayin Yazilimini baslatin ve oturum agin. Yazilimin en gtincel siiriimiine sahip oldugunuzdan emin olmak
Uzere Neogen Gida Guivenligi temsilcinizle iletisime gegin.

2. Neogen Molekiler Tayin Cihazini agin.

3. Her numune igin, verilerle bir calistirma olusturun veya diizenleyin. Ayrintili bilgi icin, bkz. Neogen® Molekuler Tayin Sistemi
Kullanim Kilavuzu.

NOT: Neojen Molekdler Tayin Hizli Yiikleme Tepsisini reaksiyon tlipleriyle yerlestirmeden 6nce, Neojen Molekdiler Tayin Cihaz
60 °C sicakliga ulagmali ve bu sicakhigi korumalidir. Bu 1sitma adimi yaklasik 20 dakika strer ve cihazin durum cubugunda
TURUNCU renkli isikla gosterilir. Cihaz bir calistirma baslatmaya hazir oldugunda, durum cubugu YESIL olacaktir.

Lizis

1. Raki, gece boyunca (16-18 saat) oda sicakligina (20-25 °C) ayarlayarak, Neogen Lizis Cozeltisi tiplerinin isinmasini saglayin.
Neogen Lizis Cozeltisi tlplerinin oda sicakhgina dengelenmesi icin alternatif yontemler, Neogen Lizis Cozeltisi tuplerini
en az 2 saat laboratuvar tezgahina koymak, Neogen Lizis Cozeltisi tliplerini 3741 °C inkiibatorde 1 saat inklibe etmek
veya onlari 100 °C'de 30 saniye boyunca, kuru cift bloklu isitictya koymaktir.

2. Karnistirmak icin, kapakli tlipleri ters cevirin. 4 saat icinde bir sonraki adima gegin.
3. Zenginlestirme sivi besiyerini, inkiibatorden cikarin.
4. Her bir numune ve Negatif Kontrol (NC) numunesi icin bir Neogen Lizis Cozelti tiipu gerekir (steril zenginlestirme besiyeri).

4.1 Neojen Lizis Cozeltisi tlp stripleri, istenen Neojen Lizis Cozeltisi tip numarasina kadar kesilebilir. Tekil Neogen Lizis
Cozeltisi tiplerinin veya 8 tlip striplerinin gereken sayisini secin. Neogen Lizis Cozeltisi tliplerini bos bir rak icine koyun.

4.2 Capraz kontaminasyonu 6nlemek icin, bir defada bir adet Neogen Lizis Cozeltisi tlp stripinin kapagini ¢ikarin ve her
aktarim adimi icin yeni bir pipet ucu kullanin.

4.3 Zenginlestirilmis numuneyi, Neogen Lizis Cozeltisi tiplerine, asagida aciklandigi gibi aktarin:

| Her bir zenginlestirilmis numuneyi, dnce tek bir Neogen Lizis Cozeltisi tiputine aktarin. Son olarak NC'yi aktarin.

4.4 Bir Neogen Lizis Cozeltisi tlp stripinin kapagini ¢ikarmak tizere (bir defada bir strip), Neogen® Molekiler Tayin Kapak
Takma/Kapak Cikarma Aleti-Lizis'i kullanin.

4.5 Neogen Lizis Cozeltisi tip kapagini atin - Lizat yeniden test icin muhafaza edilecekse, lizisten sonra yeniden uygulama
icin kapaklari temiz bir kaba koyun.

4.5.1 Muhafaza edilen lizatin yeniden islenmesi icin, bkz. Ek A.
4.6 Protokol Tablolari 2, 3 ve 4'te aksi belirtiimediyse, 20 pl numuneyi, bir Neogen Lizis Cozeltisi tiptine aktarin.

OO0
OO0
O
0

5. Tekil numune, stripteki karsilik gelen bir Neogen Lizis Cozeltisi tlipline eklenene kadar, adim 4.3'( tekrarlayin.
6. Test edilecek numune sayisiicin, adim 4.1 ila 4.6'y1 gerektigi sekilde tekrarlayin.

7. Tim numuneler aktarildiginda, 20 pul NC'yi (steril zenginlestirme besiyeri, 6r. BPW ISO) bir Neogen Lizis Cozeltisi tlipline aktarin.
NC olarak su kullanmayin.

8. Neogen Molekuler Tayin Isi Blogu Ek Parcasi sicakliginin 100+1 °C'de oldugunu dogrulayin.

9. Neogen Lizis Cozeltisi tuplerinin acik rakini, Neogen Molekiiler Tayin Isi Blogu Ek Parcasina koyun ve 15+1 dakika isitin-Isitma
esnasinda, Neogen Lizis ¢ozeltisi pembe renkliyken (soguk) sari renkli (sicak) hale gelir.

Testin lizis adimi esnasinda dizglin sekilde isil islemden gecirilmemis numuneler, potansiyel biyotehlike olarak kabul edilebilir
ve Neogen Molekdler Tayin Cihazina YERLESTIRILMEMELIDIR.
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10.Neogen Lizis Cozeltisi tlplerinin acgik rakini, 1sitma blogundan ¢ikarin ve Neogen Molekdler Tayin Sogutma Blogu Ek Parcasinda

en az 5 dakika ve en fazla 10 dakika sogumaya birakin. Neogen Molekiiler Tayin Sogutma Blogu Tepsisi olmadan oda sicakhiginda
kullanilan Neogen Molekdler Tayin Sogutma Blogu Ek Parcasi, dogrudan laboratuvar tezgahinda durmahdir. Sogudugunda, lizis
¢ozeltisi pembe renge donecektir.

11.Neogen Lizis Cozeltisi tiplerinin rakini, Neogen Molekdler Tayin Sogutma Blogu Ek Parcasindan cikarin.

A
1.

001500

ﬂ D D_' D 000500
mplifikasyon

Her bir numune ve NC icin, bir adet Neogen Molekdiler Tayin Testi 2 - E. coli 0157 (H7 dahil) Reaktif Tipl gerekir.

1.1 Tup stripleri, istenen tiip sayisina kadar kesilebilir. Tekil Neogen Molekdler Tayin Testi 2 - E. coli 0157 (H7 dahil) Reaktif
Tuplerini veya 8 tupli stripleri gereken sayida secin.

1.2 Neogen Molekiiler Tayin Testi 2 - E. coli 0157 (H7 dahil) Reaktif Tliplerini bos bir raka koyun.

1.3 Tuplerin altindan reaktif peletlerini dagitmaktan kaginin.

2. Bir adet Neogen Reaktif Kontrol tlipi secin ve raka yerlestirin.

3. Capraz kontaminasyonu dnlemek icin, bir defada bir adet Neogen Molekdler Tayin Testi 2 - E. coli 0157 (H7 dahil) Reaktif Tlp

stripinin kapadini ¢ikarin ve her aktarim adimi igin yeni bir pipet ucu kullanin.

Lizati, bir Neogen Molekiiler Tayin Testi 2 - E. coli 0157 (H7 dahil) Reaktif Tiipline ve Neogen Reaktif Kontrol tiipiine, asagida
aciklandigi gibi aktarin:

Her bir numune lizatini, 6nce, tekil Neogen Molekiiler Tayin Testi 2 - E. coli 0157 (H7 dahil) Reaktif Tuplerine, ardindan NC'ye
aktarin. Son olarak Neogen Reaktif Kontrol tliplini hidratlayin.

Neogen® Molekdiler Tayin Kapak Takma/Kapak Cikarma Aleti-Reaktif'i kullanarak, Neogen Molekiiler Tayin Testi 2 - E. coli 0157
(H7 dahil) Reaktif Tipuinun kapagini cikarin — bir defada bir tip stripinde islem yapilmalidir. Kapagi atin.

5.1 20 pl Numune lizatini, Neogen Lizis Cozeltisi icinde sivinin iist yarisindan (¢okeltiden kacinin), ilgili Neogen Molekuler
Tayin Testi 2 - E. coli 0157 (H7 dahil) Reaktif tiipii icine aktarin. Peletleri bozmamak icin, belirli bir aciyla dagitin. Yukari
asagi 5 kez pipetleyerek nazikce karistirin.

5.2 Tekil numune lizat, stripteki ilgili bir Neogen Molekdler Tayin Testi 2 - E. coli 0157 (H7 dahil) Reaktif Tpune eklenene kadar,
adim 5.1'i tekrarlayin.

5.3 Neogen Molekiiler Tayin Testi 2 - E. coli 0157 (H7 dahil) Reaktif Tuplerini, temin edilen ekstra kapaklarla kapatin ve kapagin
sikica uygulanmasini saglayarak ileri geri hareketli basin¢ uygulamak icin, Neogen Molekiiler Tayin Kapak Takma/Kapak
Cikarma Aleti-Reaktif'in yuvarlak tarafini kullanin.

5.4 Test edilecek numune sayisiicin, adim 5.1 ila 5.3'U gerektigi sekilde tekrarlayin.

5.5 Tdm numune lizatlan aktarnldiktan sonra, 20 pl NC lizati bir Neogen Molekdler Tayin Testi 2 - E. coli 0157 (H7 dahil) Reaktif
Tupu icine aktarmak icin, adim 5.1 ila 5.3'G tekrarlayin.

5.6 20 pl NC lizatini, bir Neogen Reaktif Kontrol tiipii icine aktarin. Peletleri bozmamak icin, belirli bir aciyla dagitin.
Yukari asagi 5 kez pipetleyerek nazikge karistirin.

Kapakli tiipleri, temiz ve dekontamine edilmis bir Neogen Molekdler Tayin Hizli Yiikleme Tepsisine yukleyin. Ardindan, tepsi
kapagini kapatip kilitleyin.
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8. Yazihmdaki Baslat digmesine tiklayin ve kullanilacak cihazi secin. Secilen cihazin kapadi otomatik olarak acilir.

7. Neogen Molekuler Tayin Yaziiminda, yapilandiriimis calismayi inceleyip onaylayin.

9. Neogen Molekuler Tayin Hizli Yiikleme Tepsisini, Neogen Molekiiler Tayin Cihazina yerlestirin ve testi baglatmak icin kapadi
kapatin. Sonugclar 60 dakika icinde verilir, ancak pozitifler daha erken tespit edilebilir.

10.Test tamamlandiktan sonra, Neogen Molekiiler Tayin Hizl Yiikleme Tepsisini Neogen Molekiler Tayin Cihazindan ¢ikarin ve
tlpleri,%1-5 (su icinde h:h) ev tipi agartici ¢Ozelti icinde 1 saat boyunca ve test hazirlama alanindan uzakta islatarak atin.

DUYURU: Capraz kontaminasyon nedeniyle yanls pozitif riskini en aza indirmek icin, amplifiye DNA iceren reaktif tiiplerini
asla agmayin. Bu, Neogen Reaktif Kontroll, Neogen Molekiler Tayin Testi 2 - E. coli 0157 (H7 dahil) Reaktif tiipli ve Neogen
Matris Kontrol Tlplerini icerir. Kapatilmis reaktif tliplerini daima, %1-5 (suda h:h) ev tipi adartici ¢bzelti icinde 1 saat
boyunca ve test hazirlama alanindan uzakta islatarak elden cikarin.

Sonuclar ve Yorum

Bir algoritma, niikleik asit amplifikasyonunun tespitinden ortaya ¢ikan isik ¢iktisi egrisini yorumlar. Sonuglar yazilim tarafindan
otomatik olarak analiz edilir ve sonuca gore renk kodludur. Pozitif veya Negatif sonug, bir dizi benzersiz egri parametresinin
analiziyle belirlenir. Varsayimsal pozitif sonuclar gercek zamanli olarak rapor edilirken, Negatif sonuclar ve incele sonuclari,
calisma tamamlandiktan sonra gorintdlenir.

Varsayimsal pozitif numuneler, laboratuvarin standart calisma proseddirlerine gore veya ilgili referans yontem onayi yapilarak
onaylanmali,23), birincil BPW ISO zenginlestirmeden baslanip ikinci zenginlestirme sivi besiyerlerine devam edilmeli, ardindan,
uygun biyokimyasal ve serolojik yontemler kullanilarak izolatlar plakalanmali ve onaylanmalidir.

NOT: Sistem ve Neogen Molekiiler Tayin Testi 2 - E. coli 0157 (H7 dahil) amplifikasyon reaktiflerinin "arka plan" bagil isik tnitesi
(RLU) okumasi oldugundan, negatif bir numune dahi, sifir degeri vermeyecektir.

Olagan disi isik ciktisi olusabilecek, nadir gérilen durumda, algoritma bunu "Incele" seklinde etiketler. Neogen, herhangi bir
'Incele’ numunesi icin, testin tekrarlanmasini 6nerir. Sonuc 'Incele' olmaya devam ederse, tercih edilen yonteminizi kullanarak
ya da yerel diizenlemelerde belirtildigi sekilde, onay testine gecin.

Uyumsuz sonuglar oldugunda (Neogen Molekiiler Tayin Testi 2 - E. coli 0157 (H7 dahil) ile varsayimsal pozitif olmus, yukaridaki
yontemlerin biriyle onaylanmamis ve 6zellikle lateks aglutinasyon testi icin), laboratuvar, elde edilen sonuglarin dogrulugundan
emin olmak tzere gerekli adimlari uygulamalidir.

Sonuglarin, NF VALIDATION Sertifikali Yonteme Gore Onaylanmasi

NF VALIDATION baglaminda, Neogen Molekdler Tayin Testi 2 - E. coli 0157 (H7 dahil) ile pozitif oldugu belirlenen tim numuneler,
asagidaki testlerin biriyle onaylanmalidir:

Secenek 1:1SO 16654% standardini, tamponlu pepton suyu® zenginlestirmeden baslayip kullanarak.

Secenek 2: Asagidakilerden olusan bir onay yontemi uygulayarak: 50 ul tamponu pepton suyu® zenginlestirmeyi, bir Cefixime
Potasyum Tellirit Sorbitol MacConkey (CT-SMAC)® agar plakasi Gizerine ¢izgi halinde uygulayin. 37 °C'de 24+3 saat inklibe edin.
Karakteristik kolonileri, besleyici agar lizerine ¢izgi halinde uygulayin ve lateks aglitinasyon testini, izole edilmis koloniler Gizerine
dogrudan uygulayin. Neogen Molekdler Tayin Testi 2 - E. coli 0157 (H7 dahil) sonuglari onaylanmazsa, bir immiinomanyetik ayirma
adimi uygulayin ve ardindan CT-SMAC (izerine 50 pul ¢izgi halinde uygulayarak.

Secenek 3: CT-SMAC'den izole edilmis koloniler (saflastiriimis veya saflastirilmamis) lizerinde gerceklestirilen, EN 1ISO 7218®
standardinda agiklandigi gibi nukleik asit problari kullanarak (bkz. Secenek 1 veya 2). Niikleik asit problari, Neogen Molekdler
Tayin Testi 2 - E. coli O157'de (H7 dahil) kullanilanlardan farkh olmalidir.

Secenek 4: ilkesi Neogen Molekiiler Tayin Testi 2 - E. coli 0157'den (H7 dahil) farkl olmasi gereken diger herhangi bir yéntem
sertifikali NF VALIDATION' kullanilarak. Bu ikinci valide edilmis ydntem icin agiklanan protokoliin tamami kullaniimahdir. Onayin
baslamasindan 6nceki tim adimlar, her iki ydntem icin de ortak olmahdir.

Uyumsuz sonuglar olmasi halinde (alternatif yontemle varsayimsal pozitif olmus, yukarida agiklanan ydntemlerin biriyle
onaylanmamis), laboratuvar, elde edilen sonucun dogrulugundan emin olmak tizere gerekli adimlari uygulamalidir.

Belirli uygulamalar veya proseddrlerle ilgili sorunuz varsa litfen www.neogen.com adresindeki web sitemizi ziyaret edin ya da
yerel Neogen temsilciniz veya distributorindz ile iletisim kurun.

Ek A. Protokol Kesintisi: Numuneleri saklama ve yeniden test etme
1. lIsilislenmis bir lizati saklamak icin, lizis tipunu temiz bir kapakla yeniden kapatin (bkz. Lizis bolim, 4.5)

Zenginlestirilmis bir numuneyi saklamak icin, saklama 6ncesinde en az 18 saat inklibe edin.
4 ila 8 °C'de 72 saate kadar saklayin.

Saklanan bir numuneyi, karistirmak tzere 2-3 kez ters cevirerek, amplifikasyon icin hazirlayin.
Tuplerin kapadini ¢ikarin.

o v AW

Karistirilmis lizat tuplerini, Neogen Molekiiler Tayin Isi Blogu Ek Parcasina koyun ve 100+1 °C'de 5+1 dakika isitin.
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Neogen Lizis Cozeltisi tiiplerinin rakini, 1sitma blogundan ¢ikarin ve Neogen Molekiiler Tayin Sogutma Blogu Ek Parcasinda
en az 5 dakika ve en fazla 10 dakika sogumaya birakin.

Yukarida ayrintili olarak verilen Amplifikasyon bélimindeki protokole devam edin.

Referanslar:

1.
2.

S

7.

ABD Gida ve ilag Dairesi Bakteriyolojik Analitik Kilavuz. Béliim 4A: Diarrheagenic Escherichia coli. Kasim 2015.

ABD Tarim Bakanligi (USDA) FSIS Mikrobiyoloji Laboratuvari El Kitabi 5.09. Et Uriinleri ve Karkas ve Cevre Siingerlerinden
Escherichia coli 0157:H7 Tespiti, Izolasyonu ve Tanimlamasi. Gegerlilik Tarihi: 15 Ocak 2015.

ISO 16654:2001 Gida ve hayvan yemi maddelerinin mikrobiyolojisi — Escherichia coli 0157 tayini icin yatay yontem.
ISO/IEC 17025. Test ve kalibrasyon laboratuvarlarinin yetkinligine yonelik genel gerekler.
ISO 7218. Gida ve hayvan yemi maddelerinin mikrobiyolojisi - Mikrobiyolojik inceleme icin genel kurallar.

ISO 6887. Gida ve hayvan yemi maddelerinin mikrobiyolojisi — Test numunelerinin, ilk stispansiyonun ve ondalik seyreltmelerin,
mikrobiyolojik inceleme icin hazirlanmasi.

Kurulum Kalifikasyonu (1Q)/Operasyonel Kalifikasyon (OQ) Neogen® Molekiiler Tayin Sistemi. Neogen Gida Guvenligi.

Sembollerin Aciklamasi
info.neogen.com/symbols

AOAC, AOAC INTERNATIONAL'In tescilli ticari markasidir
Official Methods, AOAC INTERNATIONAL'In tescilli hizmet markasidir
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10. Bo TV Neogen ARRF1—J DTV IZMATOYINSEDIH L. Neogen WRERHFIL TOVT 12—k
THRLES 5 DA ERER 10 DEBEILET. Neogen WRERLTFIL TOYT 15 —hd. Neogen BWRERL FIL
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1EIE
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1. #®RfEX NC I Neogen BEEERHE 7 v+ 2 - AFE 0157 (H7 L) HEFa1—TH 1 ZRETY,

1.1

1.2
1.3

Fa—7 ARV Z I BROF1—TBICEHE TR TI X I{E4 D Neogen WRERH 7w 2 - AFE
0157 (H7 80) EEFa—T DA EINMNER 8 Fa—T ANV THERVET,

Neogen EWREEE 7 v+ 2 - ABE 0157 (H7 E0) ABFa1—TEZEDTVIICANE T,
Fa—TDEICHIAER LY EDZIE IHVTLIEIU,

2. Neogen SREIAV,O—/L Fa—T% 1 KE N SVIICANET,

3. TRBR%ZETDT-H. Neogen WEEMRE 7 vt1 2- ABEO157 (H7 BT) HEFa—7 AM)vTDF v/ id—E
IC1 AT OALBLBIFIECCISHLLERY S FyT7Z2ERALTIETL,

4. 7AER%Z Neogen IFBRERHE 7 v+ 2 - AfFE 0157 (H7 SL) SHEFa21—7E Neogen EHEI,O—)L Fa—T %L
TOLIIBLEZEFT,

EZRRIEARRZE 4D Neogen THREERE 7 vt 2- ABFE O157 (H7 B0) MEFa1—TICERICBLEX. FDENC
#BLEXEY, Neogen SiEIAMO—)L Fa—TIEREBICKMIEET,

5. Neogen® fmRERHF v/ TH vy T V—)Lal R Z2ERALT. Neogen JWRERH 7 vt 2 - XfFE 0157 (H7 FL)
AEF2—TDFrvyTZNALET—EILFa—7 AT 1 KT DT WKV F vy IFEELET,

5.1

5.2

5.3

5.4

5.5

5.6

20 uL DR{FBE R E Neogen BERF 21— D LEH v (RBMZEITBT-9) H5. 5T B Neogen FFREIRH
Tt 2- ABE 0157 (H7 20) MEFa2—TIBLEBAF T ARLY M ZEIBVELSIC HIDISFVTLEIW.
TFICERYFTS5EFBLTEBLIEMLED,
182 DIRIEAR RO ARy THRDR ST S Neogen TERERE 7 vt 2 - AfGE 0157 (H7 80) HEFa1—7IC
ANINZET ATV 5.1 ZiEDIRLE T,

Neogen BEERIH V1 2 - AFE 0157 (H7 FC) AR F 21— T 2B DEMF vV I TEL. Neogen FHRE
@Eﬁ;;?’/%“#vv?’ V=LA ZEOHNWEEZER L TCENDZFRICHNTI Ty I A LoD F->TWA I %®
MBIZIGCTIRE I3 REDOERDTE T ATV, 51 ~ 53 %iEDiRLEY,
IRTOBRIKARRER LB ZIRZ =56, XT7v T 51~5.3 Z#DiR LT 20 uyL ® NC 7AE K % Neogen JERE R H
Tyt 2- ABE 0157 (H7 80) HEFa1—TICBLEX XY,

20 uL M NC ;AEI&E % Neogen SREIAPO—=IL Fa—TIBLEZFT, RLYFEEIRVESICHBISHISTENTL
723V EFICERYAT5EIFBLTCEBLSEMLETD,

6. vy T EMITFa—TEFLTREINT Neogen FREEIREAE—R O—4— FLAICEEF T RISEZRHLCTHE
IT&ZTFALET,
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9. Neogen WREMREAE—F O—4— FL1% Neogen BREREBRHEEICEES. BZAOTT7vErZHBRLETHBRIE
60 DURICIRARINETH BHEIEENIDEREHINZ AL HD £ T,

10. 7vt15ET7#. Neogen MREMHEIE—FK O—4— ~L1% Neogen FREEREEBEHNSIOH L. Fa—T% 1 ~
5% (K viv) ORERZEBFARIC 1 BREIEL T 7y 1R 7h SMNISIBICBEELE T,

FEC: B RICKBABED RV R/NRICHNZ 27 ®IC BRI N7z DNA Z AN F 2 —TJ 13t ISR
BULTLIE IV, TNUCIE Neogen SHE O O—)L. Neogen mREIRE 7wt 2 - AfEE 0157 (H7 2T) 5%
Fa—I. 8LV Neogen YhUwIR AbO—)L Fa—TDEFEFNF I BEHINHEF2—TIIHT 1~ 5%(
KA viv) ORERZBFIARIC 1 BERL T 7y ERBI)T7H BN IIBRRICEELTE S L,

R LURIR o
ERIEEZ R LTERE L TE L2 NMIRIE. HB 7TV LICEDBRENE T ERISVINIT 7ICE>TEEN
IR SNBRICE DV TED T INE BRI BERDONENEBERERDOME LK OO DEE DRRIF/NTA—2D 5
ﬁﬁig‘cﬂfuiéhi%?&/@&%ﬁﬁﬁm D7INEALTHRESNDDICH LT REERELUVABRRIIT VR TRICRT

HERFEREDORETE 13 REE DREREFIRICERL TXITBEYRSRGEDHEE FIE2 [CRSTITORELHD X
T ZDER.—R BPW ISO IBEH 5 ZRIBERTOXNDE LEZN 51RO T ENU RSB L ECFERN. MBFFR A AR
LIcHBERD T L — T VT EREEICED X,

3 MR TH. Fi A D_ﬂEfJ“t"‘l:l ICRBEIEHDEFHAD CNUIFEARS I TLE LY Neogen TERERE 7 vt 2- X
BE O157 (H7 80) BIgsEERICTE SN FELE (RLU) EHH BT T,

BECIIERBNBEIDBZZ D FNUCHDETHZFDFEIFTILITVI LD NUCTATI EWVWSSANILEM T £, AER
FICH LTI T v A EIEDIRT e 2 BEIO LE I ERN G | SIS HAEI TH AR5 I FAD T EF - IIHIFORHNIRE-
THEEREISEATIESL,

FERD—ELBVES (Neogen fRRERH 7wt 2 - AfFE 0157 (H7 FU) THERM T LEEOLTIhN 1 DDA
THREESNT HFICSTYIRRERETESIRZ) RAZRIIMNERFIEICR T BONTEROZ UM R TIHEN
HHFET,

NF NUF=2a iR iERICER LT ROEE

NF NUF—3 E85EE T Neogen IERERH 7 vt 2 - ABE 0157 (H7 2) ICKDIBM ERE SNIARIRIESTART,
UTDOSBEVWTFNDDIRECTHEEITZINELNHD X,

TR 1:1SO 166549 R ZFE AL TIEBER T KO BERH ST 3,

BIRE 2: XDBERTHEMINIEEHEE ML £9:50 pL DIEF R TRk HER% Cefixime Potassium Tellurite
Sorbitol MacConkey (CT-SMAC)® EXFMRD LICAR)—TL %Y, 37°C T 243 B/ >FaX—rLETHFHEMARIO
ZERERBREMEICZAN) L BBINOO0=-—IC5 Ty I RRERB ZEERML £9, Neogen BRERH 77V
1 2- ABFE 0157 (H7 ) BRHIEE SNBVHEIE RRER D BEEZERML7-#%(IC 50 pL & CT-SMAC D _EICZ K~
—JLTLIEEL,

EIRBX 3: EN ISO 72189 AR THAIN TV B RETO—TJZEAL T, CT-SMAC 'S0 IA=— BRINTLSHLES
MMEIEHRW) IS LTERLET (BIRER 1 £721d 2 28R) CNoDZEE 7O —71d. Neogen WEEEH v 2- X
BE 0157 (H7 8¢) TERTNIEDDLIZRARZTO—TJTRITNIERD EFH A

BEIREE 4: thOWITNHD NF NUT—2 3 58 EZ R L £, €DEIEIE. Neogen WEERH 7 v 2 - AFE 0157
(H7 80) THEASINIEDDOCIZERBZREBTARITNIEERDFEA.CD 2 BEBORILEAF A THALEZESAR 7O ILE
FRITIVENHD LT HEMBRIOIRTOFIBIF EHDAEICHBLTVWRIRENHDXT,

FEREIMA—BLAEVGE (KB ETHEBRMET. LZonwehh 1 DOAETREINT HFICSTVIRRERB TESRD)IE
BEERMELFIBICR - CEONEROZ UM ZHZIIHNENHDXT,
BHEODABRPFIBICOVWTCABEBRANSTVELES BT TH 1~ (www.neogen.com) ZZBEWE<HEEFHD
Neogen DB L E 7= |3RIBEICHRVEHELIET L,

18 A. 7O R LR RIEDRES JUBRE
1. %ﬂm&g 25:;@5&%1%%?&:61\ BRBF vV ITEFEALTCARRF1—TICBUFvwTZLET ( 151211023
\/ 4.5 3“7'?:: o

BEELUICRAZRET DI ITEENICRE 18 1> FaN—hLET
4~8°C TRk 7T2EKHERELET,

RELTE WK%z 2~3 BIEAEM L TUHBIRICHRA X9,
Fa—TDFvyT 2N LET

o wD
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6. BMLICBERF1—T% Neogen WREREHATOYY A2 —HMIESE 100£1°C T5=1 HRBMALET,

7. Neogen BAEARF1—TDZvoZMEATOvIHSEDEL. Neogen BEEELFIL 7OV A2 —hTHEREH 5
éJ\FEﬁ\ %E 1 0 ﬁFEﬁ?%fﬂ L/ i-a_o

8. ROt a>D 7O EFITLE D,

BEXH: -

1. TREBREERBMENZNIITT=27)L1.5 4A Z: TRIRMEALF. 2015F 11 B,

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 5.09.Detection, Isolation and
Identification of Escherichia coli O157:H7 from Meat Products and Carcass and Environmental Sponges.F&%hH:
2015F 1 B 15 H.

3. ISO 16654:2001 Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal method for the detection of
Escherichia coli O157.

4. 1SO / IEC 17025, BER URIEZ1T SREFMDEENICE T 5 —HREK,

5. 1SO 7218. EmE L UVEFMIFRI OMENF — MEMFHREDO—RNBEMS,
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38n15ms19dau NF 7 lasuni1siusasdil fiidniu 1SO 16140-20 Taaulsauiiay ISO 16654
PAUUAVDINTITNFIAFAY: Lo TP wanfaununiy wa liuazsindy
A1SHMBENEIAL: ASIO3ENFIaE9AM EN ISO 16654 uax EN ISO 6887©
pastuasavtanauls: lususay

715791 4. TUsTaAaanisifiudnuudalaale BPW ISO fiauarniiniiiaomaii 41.5 £ 1°C amAnsnsiadau NF Ailadunis
Su5avy 3M 01/18-05/17

U5u1ensa1141511a7 - o va1lunis
TUsTamaa ﬁ‘f;;";f: 9 dsutiindwIuLta %Ti?'g:::fl';g?:: ';vg; NI IUIULTD
(Iadans) . (T2Tav)
NANAUNUNAY WA LAY Lazinkiy 25 n3u 225 41.5 18-24
atpu 25 n3u 225 41.5 8-24

‘VIJJ‘IEIWWI

. ghageiifiuininnnii 25 niudylulesunisedaulumisdnenidafisnfunisnsiaday NF ,

. @it lunmgaTisTpnaatnasfandinnisisuwwdariardiannstausgalgdiany annsatd MRy
mmutfnawsamsajnmsuaU;cimﬂmama (sample lysate) mmsmn;ﬂ,’mapmau 2-8°C ‘l,mj,umu 72 T YAIINUN
aMmsAIEUTUIANIUIULTaanIINTIIAALLAY Trvinprsnedaunadandugaui 1 luiiuanisaagdalarsaa uad
MUIF15IINNSLaLFANLAaLNaaNNTIIALALLAY Tuvinpisyadaunadnduaaui 7 luvanisaaadaiaisgaa
d15annnistasgaafmasvamsaivnaaunil -20°C ladnems . .

«  NsTemaanistiiugnuyuidaiuuduiininupnadniznsugmnzidaiasaaylagunniinszy 1 luldsnaaa A1sns23d8ay
Sufugauniiupiatnirmupuanvniviaguimisidainlgauaivisimalanvuiia liuy lanaim)simatdmsuiudiyiu
WalauuniNnenain1g aINIVNASINSLUNISOFLNALTY TIFINTINSIELAITEUI NAATUFAVITUADUNITAUDINIFLAEN
LA NUUNNUIAENAUDDINITUNINEIEDAIDLNAIITAY TULAL 45 uil uuaih Inlaguiiwisidaninissruisainied

nssanandmsyldviaaanadauuuusiaislrlunisnsravisesauTuianauas Neogen (Neogen® Molecular Detection
Speed Loader Tray)

1. gunmdanssmmdaiauwulauaritvludsazaranananluadidauiiinanau 1-5% (Taalzuinsluii) uaridanin
dmsulavaaanadauuuusiasilunisnsravnssiuTuanazay Neogen

2. lambhavaadmsuildiaaanadauuuusiaisilunisasianissauuanatay Neogen

3. lwnszawgaiiauuulaiarnviganindnsulavaaanadaunuusiadilunisasianissauluianauay Neogen Tuiing

4. a5ndauvuulanaindmsuldaiasanadaunuusiniirlunisnslranissauluianauay Neogen wivdiinnan e

nsn3andavaanadmisuldvaaanadaulunisnsrariiseauiuianauay Neogen (Neogen® Molecular Detection Chill

Block Insert)

IdaugandnsuilaaannadaylunisnsiarisauTuanasay Neogen Tauulpulfiisinislaansy: lulalaandavudan

dndulauaaanadauilunisnsraniszauluianauay Neogen lanudanianuunniivasljiifinnslaasau (20-25°C)

AsedaudnudandmsulavaaanadaulunisnsiaiiszauTuanauas Neogen® Molecular Detection Heat Block Insert)

aEnuSonamsulavaaanadaulunisnsrayissiuTaanasad Neogen avlugaindasinanusauiuuuiangum: aegaindag,
AMusauLILSanuILATRIan e EnuSand s lavaaanadaulunsnsianissauTaanauad Neogen Sanuniiviia
diufiviazavagii 100 £ 1°C



@ (mmﬁanqu)ﬁ H

winawin; duagiuiedasinausau usayszna 30 wifiiie WanudandmsulauaaanasoulunisnsiamissdiuTuianazas Neogen
uamwﬂummwum miaaaauﬂuﬂu’nS‘vmaaﬂﬁ'\wiu‘lauaammmaau‘lumﬁms’;qmﬁymu’imaﬂa‘nm Neogen fiaaunnil 100 £ 1°C g las
masiummasmmu'wauuavaauwnm.lum (12 WasTAMaSULLUUNEIU a5 Tulmasamuanmiuuudava 7 bilamas uiinas
wuLMNe) 119 L IuuBnairviue

n15IRSuNIAZaviani1snTIINseAL TLanaway Neogen (Neogen® Molecular Detection Instrument)

1. Guaumslanugannulsnisnsiavisseitluanasay Neogen (Neogen® Molecular Detection Software) uaziangszuu finnadiunu
Neogen Food Safety aavaaulialuiunlanamuiigansnuisiastunslinnangn

amdasiian1gnsianiseeuTuianauay Neogen

d5vrdaun lunissuaiavuayadiusuusazfiiag gsdazidoaluaiianislyssuunisnsianiseauluanavuay Neogen®

NI 1nsaviian1snsiavisyiuluanasay Neogen naviigauvnfiiiinduiivuazavayi 60°C naunazldandmsuldaaanadauuyy

5 TUN9ATII5ERL Tuanavas Neogen e‘ﬁgﬁwaamﬂgﬂﬁmau ‘uumaum'51/1'1mwmauu‘l‘ﬁnmﬂ5:mm 20 ufinazazu iy Indauuu
woudgauzunuAzaie WalesaviianwsaufiavBununissu uavdaurasildouiugiden

AstiaudaLLaa
Uaaulumaandnsazaittasdanoisaasas Neogen audiuTpuindunsbiaamnivas (20-25°C) swdu (16-18 d2Tug) naidandu q u
nmsdSudauganaandnsara uuasdatuiraatas Neogen Inagigauviniiviavianisnvnaaanaagansazalguasdataisaasady Neogen Tiuu
Tavftianisiduiiatagniuas 2 4270 unnaaavqandsazanatasdaiuiraauay Neogen luguinizidiafifigaannil 37 + 1°C iuan 1
4179 Waa Llwedavninausauuuuudanaundiiuiiai 30 Juriinaaurigi 100°C

wannauvaanndanuaiiiandu dfiun1saunausalinialu 4 49709

namsiaId S uANS U ULEaaanINAUNIWZLTD

aavlrdlsazgrusasdaiaimaanad Neogen vilsnaandnsuunasinaanviazitagniidudiaiuaudvan (Negative Control 13a NC)
(@m51deNidalsdINnIdad nTULRNS I ULTED)

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

dnsadaualvaivaandsazanstaadatuiraauay Neogen lulidnuiuviaandnsazanggaadauiraauay Neogen Ninainnsla Laan
FuunaandIsazatataadanuiraauay Neogen hied q vidaduiuunifiil 8 vaannuiinains laaandnsararugasdanaiaaauad
Neogen avludua19tlan

wWavidnianistudauan mdacviaasdsazansuasdarsiaraasas Neogen aanfiazun uazladilaidduluudmsunisgaany
UaarIUMDU

ARANEfagIuaNRNIUIULTa ldav Tunaand1Taranatasdaiuraaad Neogen aunasuie liauan:

ARANEFIaLIUAIRNITUIULTaLAarAas W lda Turaand1Taranatadaiaraauad Neogen Laasuaaanan AAINLAIAILANLE
au (NC) uavda

laesaviiade/dandlun1snsianiszeiuluanasay Neogen (Neogen® Molecular Detection Cap/Decap Tool) &msunmsaasdany
e aldandaandisaranatasudaiairaauad Neogen aanvilaad Taaidaiaziian

mNmaamm‘iaumUuauamwﬁaa‘naq Neogen uaMINIUAUEIsAIINNIStasdaiTaa LiRanadaud Tulddiaslumausiiazann
Wi Il udeannnstasdanaiaaa

451 vneasn1sTayaliuafun1sanisiugsannnistasdanaiaaiiiiuly gaiaruan

aasnau 20 lulasans Lilduasluvaandisazanagasdanaiaaasay Neogen uwaazszy Liiduaawaululisinaaaniunisien
2,3uaz 4

5. vindiumaun 4.3 fraunzifuusnasinagatlunaandisacaitatdanigaatad Neogen asUaIad 1N iuauAsuniLg?

vindiupaui 4.1 {3 4.6 dumnsnduausinuiusnagNnzaday

Wagaaausasiaugual luga NC (awsidadiadsidainidadiuiuiindiuiuisa twu BPW ISO) 20 Tulasans luiiinasluvaan
dsazanvaasdaninasway Neogen vnlaniniiu NC

psdaLiuiuninudand miulavasanadauluni1snsianissiiuTuanaua Neogen fianuninfl 100 + 1°C

ihturviinaaedsazatsuasdataisaasa Neogen 4 ludar i ludnudandmsulavaaanadaulunisasiaviszauTuanasay
Neogen uailuarusawduiian 15 £ 1 urfi lusenrnnisivaiusau dsazarsuasdaaiaaasad Neogen auidduuanndammw (1du)
Wudivdas (sau)

shaaefid lugunisuanusanagaminzan lussninidunaunissasdarairaalunisnedavatdfiadudiinanadusunsianedinw
wazlumsldan lllundaviian1snsravinssauTuianauad Neogen
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10. i uviifivasndisasastasaasiaaavas Neogen Gvluilanaanannudaninaniusau uazlassmiuludavdand msulavaan

nadaulunM5NTIMITELTIANaaY Neogen atnatas 5 uriiuaz liiu 10 U wnlafiaoungiiTaosauTag Lifinndau§andmsula
Maammaau‘lumsmﬂamsumuiuLaﬂasuao Neogen msawﬁnauaaﬂdwwsu‘lﬁwaamwmaau‘lum'smﬁ'mmsumﬂuLaﬂa‘uao Neogen
uulaftiinsTaonse Waduwardsazarssasdaiaaasl doundududasun

11w iiivasndisasanagaadanaisaauay Neogen aanaindaudandmsyldanasanadaulunisnsianissauluianavay Neogen

20-25°C

. -
D D 00.05:00

msmummumuau

1.

mao‘l‘maammsvn‘l‘mﬂumﬂﬁvmﬂgnsm‘LummmmaaumaaaumﬂnaisﬂsvmuiuLaﬂa 2 - 5Tala 0157 (591 H7) nilsuaandmsuunas
finagaar NC

1.1 mmanmLmeawaam‘Luummuuaamwmaomi'lm Laanmmuwaamm5v1‘l‘mﬂumnivmﬂgﬂsm‘lu‘mmaawﬁaqaum%unaiiﬂ
seiuTana 2 - 51ala 0157 (52uvh H7) dien q wasuiuuadilil 8 vaaamufinaenis

1.2 ‘lawagmmim‘lfmﬂumnsxmﬂgﬂim‘l,u‘qmmmaauL‘naqaumwﬂa%ﬂﬁzmu’imana 2 - 57aa 0157 (5739 H7) 289 Neogen
avludfurrvidan

1.3 waAndsvnissumudiaadisiladudinssvind fdsenduinannnunaan
danuaanasnaluauguatasasiladusinssinliise1uas Neogen imitaaaauanlaasluduind

wWavdniagnistwdauan e vaasdrsnladudinssindiisenlugenadauidagaunianalsasseuluana 2 - §1ala 0157
(39uv H7) aaniiazuad uazladulandauluudmsunisgaanainasdiunan

aaa

mmmmsmﬂmsﬂaﬂamuLsﬁaa‘laaq‘luuaammsm‘lfmﬂumﬂs.,mﬂgnsm‘lwmmmauLsﬁaaaummnaiﬁﬂsumummna 2-81pla 0157
(571 H7) witinaan uasnaanshaiuaugratavansiladuiinssvinlfisenuas Neogen dnuilavaan aufiadunalanmuas:

aaa

gaEFITIINNSEasdaaunazsag N @ lunaandsiladusmnssvindiisen lugenadauidiaaundanalsassiuTuana 2 - §lala
0157 (57N H7) usavviaaanau Lainaagaae NC ianhavlunasasmmuauanavavasiilatiusinssindfizanuas Neogen uavdn

laasavliade/danlun1snsiamiseauuanasay Neogen® dwsudsiilaiuinssindjisan wiadenvaandsiladudinseyin
Uidzu luganadauidagdunisnalsasseuiuEana 2 - §1a la 0157 (59 H7) aanfiazia) uaifivn

5.1 mmmsmnmiﬂauamﬂmamo 20 lTAsans INVIUAINZIUU (namammunau) ‘luuaammsaumuaauamﬂtsﬁaa‘uao
Neogen ”h]mua\l‘luuaamm5V|‘l‘mﬂumnsvmmg]nsm‘lwﬁmmmaauL‘naaaumuna‘fsﬂivmuimaﬂa 2-51ala0O157 (s’mm H7)

auad Neogen ‘Immlaaﬂmsaumumwu'lmaamLwauantaﬂ\rmssumumﬂaﬁm‘lsmﬂumnsumﬂgnsm wanTnalailulngadu
uarilaasau 9 5 s

5.2 virumaui 5.1 g13unuhingIsangIseasdanuieaziaavalunaagasnlmdusinssvindjisen lugeanadauiiaydunsauna
TarszauTuana 2 - 41a la 0157 (57N H7) a9 Neogen d115UA1a8 1N UAUASUNNLA?

5.3 f_lmwaamm‘im‘lsmﬂumnﬁumﬂ;_]nsm‘lu‘mmmaauLﬁaaaumsﬁﬂaiﬁﬂsumﬂuLaﬂa 2-§1ala0157 ('5'mvm H7) vay Neogen T
é'ﬁa\m‘lum LLm‘l‘nmuTmuummLﬂsaquatﬂﬂ/ﬂmN'\‘lumimmmivmuiuLaﬂa‘nm Neogen dmuansiilaiusianssvinfasen
Wasanusenandu lundunuulandrdauiuua

54 vindumaudl 5.1 &9 5.3 sumitsuduausuiuiegiiazadau

5.5 Luammmumsmnm5ﬁaﬂamumamamwmum ‘Lummumaum 5.18v5.3 Gﬁ'uwamma'ﬁa'mn'ﬁﬁauamﬂ NC 20 Tnsans ldidinas
‘Luuaammﬁm‘lmﬂumnﬁvmﬂgnsm‘lusmmmaaumaaaumunaisﬂsvmﬁmaﬂa 2 - 57ala 0157 (599 H7) va¢ Neogen

56 qad1saInnstiasdals NC 20 ulasans hiduaslunaaadimuauguauasdrsiladudinssvinl fisuruas Neogen Toe

UaagdsarargauaNaaaiiananiasvnissuniulaaisiladusinazvindfdzen nanlealatidageduuazlaaaanun 9 5 a5

‘lawaammﬂmNma’;aq‘lummmwsu‘lzmaammmaammummsﬂumﬁm‘saamfiumuimanamaa Neogen Adzanauaradaduiouuan anmiu
Hauazladdnnrdamsaiio
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7. a9dauLaziudunssundmiuant lugsansaunisnisnsravissiuTuianaway Neogen
8. maniu Buau luaansulsiazidaniadavlianas’ly drdaiadaviiafiidanaudalaadn Tulis

9. 2InadmsulaaaanadauiuysIaiiIlun1snsianisgauuanavay Neogen avluiazaviianisnsianissauluianaway Neogen
uardadwiaizunisnaday arlasunanialu 60 w1l wina1InsRINLNALIN latEINNG

10.udnNIsnadaulEsaduysr iraigdmsuilavaaanadauiuusinisalunisnsravissauluianauay Neogen aanainiazavia
AN5RFANNSE ﬂUTNLﬂﬂa‘lla\'l Neogen uafindnviaanng TnouglugrsazaranananluadiBauniianuasan 1-5% (Tnalsuing
Tuibn) 1waan 1 9T wasanuanaiinduganagay

aradune: taanANEvuaINaLINaMauLTavuIInnIstudavan wndavaasdsiladudinssind fosudeiifiauta
MANDE8IUIULAD FITanTauaansiAIuANgRaraIa1snladuaINsvindiisauad Neogen uaaagsnlaidusinssvin
Uinsenlugeanadauidagdaunianalsnssauluana 2 - §1ala 0157 (59078 H7) uasrannfiiAiLANgNataglninayay
Neogen findauaanazfladusinsyindjizendviadiinuaiians Tasugludisazarananu1iluainsaunfinnuiunsu
1-5% (Taenlaunnsluiin) wunan 1 709 LasuannuEainianganagau

wauazn1sulana o , , o i
danasfingzulanansinuasuasidaagaanunFainann15a51anLNTstiNe ad uInNgAiIAREN dannulIFEINIFIATIEURA 1AL
anTuddianyinnisiunsda@d@nunanla pauinuianaaulsuiinlngn1s3As1sunislnas NI uIUniIng s nanduingiun
uwnazladunissieniunuuiEas InuluaausNnaaulasnannaInsIda U LEMINAIINNNITIULFFITNYTULAT

a va a va

finag g Tunanduiivgruiniyuinads lasunistiuduniudunaunisyfiituninssiuluvasl jliinsvda Taal fidiaunsiuduis
N5 WRNUNEFNT2D TaFUAUAILN15YNINLINNDIMNSLANIUIULEGD BPW ISO vanldatluaimisimardmsuiindiuiutgadaui
dav enuaanisinisidauaznistududganiuan lalunavasinalaidnvdiaiinasgSuinaiuunsauy

vaEma: uuaaag i lunaauiae llvaiidudguaiiasainssuuiazansnlaiusinssindjiseninsenadnuuluganaday |
Wwaldunianalsaszauluana 2 - §1ala 0157 (57 H7) wav Neogen fimviuiauasduins (relative light unit i5a RLU) fiauwla
Wu “Wunae”

lunsdinnyuaaniudynlaagaanuifialné danadsuasfiglioniinuan "asaadau (Inspect)” Neogen upsiinlvglavinnspagavasn
Amiudinpada g Nlugaineasnsiaday uinwadaadusansiagay Tusiinnisnedavufiudulaglaisinisnaaidanlavizaniun
“aaivAunasduitua 1

lunsegif lana ludanaaasiu (Fuiysivnduynluganedauidaldunsanalsnssauiuana 2 - 571§ O157 (s2uny H7)
Toe T lesumsiuduagdsladsninasyns haan lasTagianizag e IMsuN1sNaFaUNI5IN)LNaNVBIDUNIAENLIY

a va

(latex agglutination test)) vtavifiifin1seavdfiidiawaunaunduiwialvuulannanlafinugnaag

asfiutiunaniuisnisnsradau NF m'lmum's'su'sao

‘luusum‘nmmsmsmaau NF mauwmumm‘mmmaauL‘naaaumsmaiiﬂsvmﬂmana 2-81mla 0157 (mmxm H7) wav Neogen
uuaﬂ‘lwwauaﬂuumaﬂ”lmumﬁﬂuuuuuuuimﬂnﬁiwmaaumaiﬂuam\‘]‘lmammu\i.

Mmdan’ 1: n15lau1nsgiu ISO 16654® Taaizuatnatuistindruiudadaiwl Inunitivinas®

sdanin 2: p15lansnistudiudelsznauamadunauna llil: gaaisiiindunudadatiiwy munfitinas 50 TuTasaas® unainuy
Lwanauisiae da Cefixime Potassium Tellurite Sorbitol MacConkey (CT-SMAC)® Aifluquitdy uniwizidaliuigi 24 + 3 427y
aaunnil 37°C W Talailnidnyasianizuiainuuiiaedidanazyinnianagaunisinignansadauniaing v nansinulalatinuenle
YINWaNLANAFaULgadunIunalsnszaulana 2 - §7ala 0157 (s2uvv H7) Wwlafunisdudu Tyvindusaunisuanaaliauuivan
fiadaumeaaudivadininimudwizianzasnatuailzailiung (immunomagnetic separation) 3ntuaa 50 luTA5365 N1AINUUWNWAN
CT-SMAC

fdann 3: nslaiwsuaiiansaiiiaddnaiunasuie i luninsgiu EN 1ISO 72189 duwinfulalaiinuanla (inlvusgnsuaivia
Tufinnu) anwan CT-SMAC (génitdanii 1 w3a 2) Twsuriiansailnaddneaviannvannilelugeanadauidagdaunianalsnseey
Tuana 2 - 41ala 0157 (52un H7) wav Neogen

oo

gidani 4: n151a938ulafn N lasun1ssusasTnunsnsiaday NF TnunaindngisuananainaanasauidaqdunionaTsaszeu
Tana 2 - 4718 0157 (59uvN H7) 189 Neogen waznaylallsinmaaidinniaduny @ msuisiidasiniunisnsiadauninugnaag
wanil dumauiviianauisinisiuduasaadviiounulumsaais

Wnsdiitlanalidanaaasiu Fuivgunduuinmedsiu Taglulasunistuduneizlaizviifasunslhaneu) vasiifinisnas
Ufiideudiusaundniuilialruularnnanlafiniugnaas

vnAuivadiduinenuualnalnduriadunauiianiziaizay Tsa lUndulanwaiisin www.neogen.com u3afinnasiunuyizag
dndmune Neogen lunaviivaadnos

AMARUIAN N. ﬂ’ﬁ‘lﬁﬂﬂiﬂiiﬁﬂaa‘ﬁ‘)ﬂ‘i’l'] ﬂ’ﬁﬂﬂlﬂﬂlta”ﬂ’liﬂﬂﬂaﬂﬁﬂlaﬂﬂ\l‘ﬁ’l

1. mnmmmsmum5mnmiuauamumaawmums‘mmmsau Idanaandnsararstasdansitaamuniazain (aviruansuas
ammsﬁaa 4.5)

“INABINISLALAIBENRANANTUIULTD Truwizidaiduatagtsuas 18 4 Tuvnaun1sInay
WAulfiaaunndl 4 89 8°C idwa luAu 72 1T
W3auNaaINAL g suni1siin a1 uIUTALN1TNANNALIRaA 2-3 ASILNaNEN

GEF AN

iarviaan



7.

8.

land15a19a9:
1.

2.

o0k w

7.

@ (mmﬁmqu)ﬁ ﬁ

raangsqratsgasdaeraanaadual Il uudnudandmsulduaaanadaulunisnsianissiuuianavay Neogen LLad
Tuarusauiigounni 100 £ 1°C unan 5+ 1 uii

ingurvniivasnasaranssasdanuiaaatad Neogen aanannudaniinausau wavtass vifiuludavdandmsuldviaan
nadauluni1snsvszauTuanavay Neogen aavuag 5 uivinazluiin 10 uii

VinnnTUsTnaaana I luriganistinaa1aIUIUAING Az B IAU AU
AllaN1519193ATITUILLATISHUIAIANTITD NS LAz UIEUSFaLNENT UNT 4A: EaF 1A Tanvinluvaada woddniau 2558

aliaviaviiinnisadimenniuuinisauainulaanieiazn1snsiadauainis (FSIS) 5,09 1gynsenainyasausgaluani
(US Department of Agriculture 138 YSDA) N150157311 N150eN warn1sigutananasuadda Escherichia coli O157:H7
NNARNUNULArEINLtadMILazaiINFIInRaN TunTinativaule: 15 unsian 2558

ISO 16654:2001 3aT2IMENUDIDINITUAZATUITERT — FIBNIFTUUIUDURINTUNITNTIANNTD Escherichia coli O157
ISO/IEC 17025. aiaftiuani lldusuaudiuisauasnavilfiifinsnedauiasdauiiiay
ISO 7218. 8% M1 uava1nIslazariisdni — N ldmusunisnsnaneadiinagn

ISO 6887. 3841 VaIAIMNISUATDINITAND - NIFHFLUADL WA INTUNITNAFIL NI5HLDIUaDEITaIAL LarN15IIDINELIN
g115UN19R5I9FaUNINATITINEN

N19015235U589n157A6N (Installation Qualification w3a 1Q) / N15,15935U5a9n15%9U (Operational Qualification 132 OQ)
5¥UUN19M5AINNSee TuLanaway Neogen® Neogen Food Safety

AlasSuradaanal
info.neogen.com/symbols

AOAC flulm3asmnanismannziiousas AOAC INTERNATIONAL
Official Methods 1ilulasmnausnisaanzifiauaas AOAC INTERNATIONAL
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Deteksi Molekuler untuk Pengujian 2 - E. coli 0157 (termasuk H7)

Keterangan Produk dan Penggunaan yang Dimaksudkan
Deteksi Molekuler untuk Pengujian 2° - E. coli 0157 (termasuk H7) Neogen digunakan dengan Sistem Deteksi Molekuler
Neogen® untuk mendeteksi E. coli O157 (termasuk H7) secara cepat dan spesifik pada sampel makanan dan pakan.

Deteksi Molekuler untuk Pengujian Neogen menggunakan loop-mediated isothermal amplification untuk mengamplifikasi
sekuens asam nukleat secara cepat dengan spesifisitas dan sensitivitas yang tinggi, yang dikombinasikan dengan bioluminisensi
untuk mendeteksi amplifikasi. Hasil dugaan positif dilaporkan secara real-time, sementara hasil negatif ditampilkan setelah
pengujian selesai. Hasil dugaan positif harus dikonfirmasi dengan menggunakan metode pilihan Anda atau seperti yang
ditentukan oleh peraturan setempat 29,

Deteksi Molekuler untuk Pengujian 2 - E. coli O157 (termasuk H7) Neogen dimaksudkan untuk digunakan di lingkungan
laboratorium oleh para profesional yang terlatih dalam teknik-teknik laboratorium. Neogen belum mendokumentasikan penggunaan
produk ini dalam industri selain makanan atau minuman. Sebagai contoh, Neogen belum mendokumentasikan produk ini untuk
menguji sampel lingkungan, farmasi, kosmetik, klinis, atau hewan. Deteksi Molekuler untuk Pengujian 2 - E. coli O157 (termasuk H7)
Neogen belum dievaluasi dengan semua kemungkinan produk makanan, proses makanan, protokol pengujian, atau dengan semua
kemungkinan strain bakteri.

Seperti halnya semua metode pengujian, sumber, formulasi, dan kualitas media pengayaan dapat memengarubhi hasil.
Faktor-faktor seperti metode pengambilan sampel, protokol pengujian, persiapan sampel, penanganan, dan teknik laboratorium
juga dapat memengaruhi hasil. Neogen merekomendasikan evaluasi metode yang mencakup media pengayaan di lingkungan
pengguna menggunakan sampel makanan dan uji mikroba tertentu dalam jumlah yang cukup untuk memastikan metode tersebut
memenubhi kriteria pengguna.

Neogen telah mengevaluasi Deteksi Molekuler untuk Pengujian 2 - E. coli 0157 (termasuk H7) Neogen dengan Buffered Peptone
Water ISO.

Instrumen Deteksi Molekuler Neogen® dimaksudkan untuk digunakan dengan sampel yang telah menerima perlakuan panas
selama langkah lisis pengujian, yang dirancang untuk menghancurkan organisme yang ada di dalam sampel. Sampel yang belum
diberi perlakuan panas dengan benar selama langkah lisis pengujian dapat dianggap sebagai potensi bahaya biologis dan TIDAK
boleh dimasukkan ke dalam Instrumen Deteksi Molekuler Neogen.

Neogen Food Safety disertifikasi oleh ISO (Organisasi Standardisasi Internasional) 9001 untuk desain dan produksi.
Kit Uji Deteksi Molekuler untuk Pengujian 2 - E. coli O157 (termasuk H7) Neogen berisi 96 uji, seperti dijelaskan dalam Tabel 1.
Tabel 1. Komponen Kit Deteksi Molekuler untuk Pengujian Neogen

Item Identifikasi Jumlah Isi Komentar
Larutan merah .. Ditata dalam
Larutan Lisis (LS) Neogen® | muda dalam 96 (12 strip 8 tabung) 580 pL Larutan Lisis Neogen per rak dan siap
. tabung .
tabung bening digunakan

Tabung Reagen Deteksi

Molekuler untuk Pengujian | Tabung merah Campuran amplifikasi dan deteksi

2® - E. coli O157 muda 96 (12 strip 8 tabung) khusus liofilisasi Siap digunakan
(termasuk H7) Neogen

Tutup tambahan :::32 merah 96 (12 strip 8 tutup) Siap digunakan
Kontrol Reagen (RC) Tabung flip-top | 16 (2 kantong masing- DNA kontrol terliofiliasi, Siap digunakan
Neogen® bening masing 8 tabung) campuran amplifikasi dan deteksi pdig

Kontrol Negatif, tidak disediakan dalam kit, adalah media pengayaan steril, misalnya BPW ISO. Jangan gunakan air sebagai
Kontrol Negatif.

Keamanan

Pengguna harus membaca, memahami, dan mengikuti semua informasi keselamatan dalam petunjuk Sistem Deteksi Molekuler
Neogen dan Deteksi Molekuler untuk Pengujian 2 - E. coli 0157 (termasuk H7) Neogen. Simpan petunjuk keselamatan untuk
referensi di masa mendatang.

A PERINGATAN: Menunjukkan situasi berbahaya yang, jika tidak dihindari, dapat mengakibatkan kematian atau cedera serius
dan/atau kerusakan properti.

PERHATIAN: Menunjukkan situasi yang berpotensi berbahaya yang, jika tidak dihindari, dapat mengakibatkan kerusakan
properti.
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A PERINGATAN

Jangan gunakan Deteksi Molekuler untuk Pengujian 2 - E. coli 0157 (termasuk H7) Neogen dalam diagnosis kondisi pada
manusia atau hewan.

Pengguna harus melatih personelnya perihal teknik pengujian yang tepat dan mutakhir: misalnya, Praktik Laboratorium
yang Baik, ISO/IEC 17025“, atau ISO 7218®),

Untuk mengurangi risiko terkait hasil negatif palsu yang menyebabkan pelepasan produk yang terkontaminasi:

e lkuti protokol dan lakukan pengujian persis seperti yang dijelaskan dalam petunjuk produk.

e Gunakan media yang telah dihangatkan ke suhu 41,5 + 1 °C. Jangan biarkan suhu media turun di bawah kisaran
suhu inkubasi selama persiapan sampel.

e Simpan Deteksi Molekuler untuk Pengujian 2 - E. coli 0157 (termasuk H7) Neogen seperti yang tertera pada kemasan dan
petunjuk produk.

e Selalu gunakan Deteksi Molekuler untuk Pengujian 2 - E. coli 0157 (termasuk H7) Neogen sebelum tanggal kedaluwarsa.

e Gunakan Deteksi Molekuler untuk Pengujian 2 - E. coli 0157 (termasuk H7) Neogen dengan sampel makanan, pakan, dan
proses makanan yang telah divalidasi secara internal atau oleh pihak ketiga.

e Gunakan Deteksi Molekuler untuk Pengujian 2 - E. coli 0157 (termasuk H7) Neogen hanya dengan permukaan, pembersih,
protokol, dan strain bakteri yang telah divalidasi secara internal atau oleh pihak ketiga.

e Untuk sampel lingkungan yang mengandung Neutralizing Buffer (NB) dengan kompleks aril sulfonat, lakukan pengenceran
1:2 sebelum pengujian (1 bagian sampel ke dalam 1 bagian kaldu pengayaan steril). Pilihan lainnya adalah memindahkan
10 pL pengayaan buffer penetral ke dalam tabung Larutan Lisis Neogen. Produk Penanganan Sampel Neogen® yang
menyertakan Buffer Penetral Neogen® dengan kompleks aril sulfonat: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, XSLSSL10NB,
HS10NB, dan HS119510NB.

Untuk mengurangi risiko terkait paparan bahan kimia dan bahaya biologis:

e Lakukan pengujian patogen di laboratorium yang dilengkapi dengan peralatan yang memadai di bawah pengawasan
personel terlatih. Media pengayaan yang diinkubasi dan peralatan atau permukaan yang sudah bersentuhan dengan media
pengayaan yang diinkubasi dapat mengandung patogen pada tingkat yang cukup dapat menyebabkan risiko bagi kesehatan
manusia.

o Selalu ikuti praktik keselamatan laboratorium standar, termasuk mengenakan pakaian pelindung dan pelindung mata yang
sesuai saat menangani reagen dan sampel yang terkontaminasi.

e Hindari sentuhan dengan isi media pengayaan dan tabung reagen setelah amplifikasi.

e Buang sampel yang telah diperkaya dan limbah terkontaminasi terkait dengan mematuhi standar lokal/regional/nasional/
industri yang berlaku.

e Jangan mengatur suhu melebihi suhu yang disarankan pada pemanas.

e Jangan mengatur waktu pemanasan lebih lama dari yang disarankan.

e Gunakan termometer yang sesuai dan terkalibrasi untuk memverifikasi suhu Sisipan Blok Panas Deteksi Molekuler Neogen®
(misalnya, termometer pencelupan sebagian atau termometer termokopel digital, bukan termometer pencelupan total).
Termometer harus ditempatkan di lokasi yang ditentukan dalam Sisipan Blok Panas Deteksi Molekuler Neogen.

Untuk mengurangi risiko terkait kontaminasi silang saat menyiapkan pengujian:
e Selalu kenakan sarung tangan (untuk melindungi pengguna dan mencegah masuknya nuklease).

Untuk mengurangi risiko terkait paparan cairan panas:

e Jangan mengatur suhu melebihi suhu yang disarankan pada pemanas.

e Jangan mengatur waktu pemanasan lebih lama dari yang disarankan.

e Gunakan termometer yang sesuai dan terkalibrasi untuk memverifikasi suhu Sisipan Blok Panas Deteksi Molekuler Neogen®
(misalnya, termometer pencelupan sebagian atau termometer termokopel digital, bukan termometer pencelupan total).
Termometer harus ditempatkan di lokasi yang ditentukan dalam Sisipan Blok Panas Deteksi Molekuler Neogen.

PERHATIAN

Untuk mengurangi risiko terkait kontaminasi silang saat menyiapkan pengujian:

e Direkomendasikan untuk menggunakan ujung pipet kelas biologi molekuler yang steril dan berpenghalang aerosol (difilter).

e Gunakan ujung pipet baru untuk setiap pemindahan sampel.

e Gunakan Praktik Laboratorium yang Baik untuk memindahkan sampel dari pengayaan ke tabung lisis. Untuk menghindari
kontaminasi pipettor, pengguna dapat memilih untuk menambahkan langkah pemindahan perantara. Misalnya, pengguna
dapat memindahkan setiap sampel yang diperkaya ke dalam tabung steril.

e Gunakan stasiun kerja biologi molekuler yang mengandung lampu pembasmi kuman jika tersedia.

Untuk mengurangi risiko terkait hasil positif palsu:

e Jangan pernah membuka tabung setelah amplifikasi.

e Selalu buang tabung yang terkontaminasi dengan merendamnya dalam larutan pemutih rumah tangga 1-5% (v:v dalam air)
selama 1 jam dan jauhkan dari area persiapan pengujian.

Baca Lembar Data Keselamatan untuk informasi tambahan dan peraturan setempat terkait pembuangan.

Jika Anda memiliki pertanyaan tentang aplikasi atau prosedur tertentu, silakan kunjungi situs web kami di www.neogen.com
atau hubungi perwakilan atau distributor Neogen setempat.
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Tanggung Jawab Pengguna

Pengguna bertanggung jawab untuk memahami petunjuk dan informasi produk. Kunjungi situs web kami di
www.neogen.com, atau hubungi perwakilan atau distributor Neogen setempat untuk informasi lebih lanjut.

Ketika memilih metode pengujian, penting untuk mengetahui bahwa faktor eksternal seperti metode pengambilan sampel,
protokol pengujian, persiapan sampel, penanganan, dan teknik laboratorium dapat memengaruhi hasil.

Dalam memilih metode pengujian atau produk apa pun, pengguna bertanggung jawab untuk mengevaluasi sampel dalam
jumlah yang mencukupi dengan matriks dan tantangan mikroba yang sesuai untuk memastikan bahwa metode pengujian
yang dipilih memenubhi kriteria mereka.

Pengguna juga bertanggung jawab untuk menentukan bahwa metode dan hasil pengujian apa pun memenuhi persyaratan
pelanggan dan pemasoknya.

Seperti halnya metode pengujian lain, hasil yang diperoleh dari penggunaan produk Keamanan Pangan Neogen bukanlah
jaminan kualitas matriks atau proses yang diuji.

Untuk membantu pelanggan mengevaluasi metode untuk berbagai matriks makanan, Neogen telah mengembangkan kit
Kontrol Matriks Deteksi Molekuler Neogen®. Jika perlu, gunakan Kontrol Matriks (MC) untuk menentukan apakah matriks
memiliki kemampuan untuk memengaruhi hasil Deteksi Molekuler untuk Pengujian 2 - E. coli O157 (termasuk H7) Neogen.
Ujilah beberapa sampel, yang mewakili matriks, yaitu sampel yang diperoleh dari sumber yang berbeda-beda, selama periode
validasi apa pun saat menggunakan metode Neogen atau saat menguji matriks baru atau yang tidak dikenal atau matriks yang
telah mengalami perubahan bahan baku atau proses.

Matriks dapat didefinisikan sebagai jenis produk dengan sifat intrinsik seperti komposisi dan proses. Perbedaan antarmatriks
mungkin hanya berupa efek yang disebabkan oleh perbedaan pemrosesan atau penyajiannya, misalnya, mentah versus
dipasteurisasi; segar versus dikeringkan, dll.

Batasan Jaminan/Solusi Terbatas

KECUALI JIKA DINYATAKAN SECARA TEGAS DALAM BAGIAN JAMINAN TERBATAS PADA SETIAP KEMASAN PRODUK,
NEOGEN MENAFIKAN SEMUA JAMINAN TERSURAT DAN TERSIRAT, TERMASUK NAMUN TIDAK TERBATAS PADA,
JAMINAN KELAYAKAN UNTUK DIPERDAGANGKAN ATAU KESESUAIAN UNTUK PENGGUNAAN TERTENTU. Jika terdapat
Produk Keamanan Makanan Neogen yang cacat, Neogen atau distributor resminya akan, berdasarkan pilihannya, mengganti
atau mengembalikan dana pembelian produk. Ini adalah solusi eksklusif Anda. Anda harus segera memberi tahu Neogen dalam
waktu enam puluh hari sejak ditemukannya dugaan kecacatan pada suatu produk dan mengembalikannya ke Neogen. Silakan
hubungi perwakilan Neogen atau distributor resmi Neogen untuk pertanyaan lebih lanjut.

Batasan Kewajiban Neogen

NEOGEN TIDAK AKAN BERTANGGUNG JAWAB ATAS KERUGIAN ATAU KERUSAKAN, BAIK KERUGIAN LANGSUNG,
TIDAK LANGSUNG, KHUSUS, INSIDENTAL, MAUPUN KONSEKUENSIAL, TERMASUK NAMUN TIDAK TERBATAS PADA
KEHILANGAN KEUNTUNGAN. Dalam hal apa pun, tanggung jawab Neogen berdasarkan teori hukum apa pun tidak akan
melebihi harga pembelian produk yang diduga cacat.

Penyimpanan dan Pembuangan

Simpan Deteksi Molekuler untuk Pengujian 2 - E. coli O157 (termasuk H7) Neogen pada suhu 2-8 °C. Jangan dibekukan.
Simpan kit di tempat yang tidak terkena cahaya. Setelah membuka kit, periksa dan pastikan kantong foil tidak rusak. Jangan
digunakan jika kantong rusak. Setelah dibuka, tabung reagen yang tidak digunakan harus selalu disimpan dalam kantong yang
dapat ditutup kembali dengan pengering di dalamnya untuk menjaga stabilitas reagen terliofilisasi. Simpan kantong yang
telah ditutup kembali pada suhu 2-8 °C tidak lebih dari 60 hari.

Jangan gunakan Deteksi Molekuler untuk Pengujian 2 - E. coli O157 (termasuk H7) Neogen setelah tanggal kedaluwarsa.
Tanggal kedaluwarsa dan nomor lot tertera pada label luar kotak. Setelah digunakan, media pengayaan dan tabung Deteksi
Molekuler untuk Pengujian 2 - E. coli 0157 (termasuk H7) Neogen berpotensi dapat mengandung material patogenik. Setelah
pengujian selesai, ikuti standar industri yang berlaku untuk pembuangan limbah yang terkontaminasi. Baca Lembar Data
Keselamatan untuk informasi tambahan dan peraturan setempat terkait pembuangan.

Petunjuk Penggunaan
Ikuti semua petunjuk dengan hati-hati. Kelalaian dapat menyebabkan hasil yang tidak akurat.

Pengguna harus menyelesaikan pelatihan kualifikasi operator Sistem Deteksi Molekuler Neogen, seperti yang dijelaskan
dalam dokumen “Protokol dan Petunjuk Kualifikasi Instalasi (IQ)/Kualifikasi Operasional (OQ) untuk Sistem Deteksi
Molekuler Neogen™®.

Lakukan dekontaminasi meja dan peralatan laboratorium (pipet, alat penutup/pembuka tutup, dll.) secara berkala dengan
larutan pemutih rumah tangga 1-5% (v:v dalam air) atau larutan penghilang DNA.

Buka Bagian “Petunjuk Khusus untuk metode yang divalidasi” untuk melihat persyaratan khusus:
Tabel 3 untuk protokol pengayaan berdasarkan Official Method of AnalysisS™ AOAC® 2017.01
Tabel 4 untuk protokol pengayaan berdasarkan sertifikat NF Validation 3M 01/18-05/17

Pengayaan Sampel

Tabel 2, 3, atau 4 menyajikan panduan untuk protokol pengayaan makanan. Pengguna bertanggung jawab untuk memvalidasi
rasio pengenceran atau protokol pengambilan sampel alternatif untuk memastikan metode pengujian ini memenuhi kriteria
pengguna.
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1. Lakukan pemanasan awal pada media pengayaan BPW ISO ke suhu 41,5 = 1 °C.

2. Campurkan media pengayaan dan sampel secara aseptik sesuai dengan Tabel 2, 3, atau 4. Untuk semua sampel daging
dan sampel yang sangat partikulat, disarankan menggunakan kantong filter.

3. Lakukan homogenisasi semua matriks kecuali sayuran daun dan buah secara menyeluruh dengan cara diblender,
menggunakan stomacher, atau dicampur dengan tangan selama 2 +0,2 menit. Lakukan inkubasi pada suhu 41,5 + 1 °C
selama waktu yang dijelaskan dalam Tabel 2, 3, atau 4.

Tabel 2. Protokol pengayaan umum

Ukuran Volume Kaldu Pengayaan Suhu Waktu
Matriks Sampel® Sampel (mL) Pengayaan Pengayaan
P (£1°C) (jam)
Daging sapi mentah termasuk daging 975 BPW ISO )
giling dan sayat 3259 (dipanaskan di awal) 41,5 10-18
Daging mentah termasuk daging sapi, babi, o5 225 BPW ISO 415 8-18
unggas, domba, dan bison mentah 9 (dipanaskan di awal) ’
Sayuran daun® 200 g : diptigszmisgval) 41,5 18-24
Makanan lain termasuk buah®, sayuran, jus
buah/sayur, bumbu segar, makanan laut o5 225 BPW ISO 415 18-24
mentah, telur mentah, susu mentah, adonan 9 (dipanaskan di awal) ’
biskuit, dan daging olahan
Kacang kenari atau campuran kacang
yang mengandung kacang kenari (protokol
ini sesuai untuk kacang-kacangan lain 259 Izezrfaskusgnbugilr:raﬂap: 41,5 18-24
termasuk kacang pecan, almon, pistasio, yang
kacang mete, dan kastanye,

(a) Sampel beku harus diseimbangkan pada suhu 4-8 °C sebelum ditambahkan ke dalam kaldu pengayaan.

(b) Sampel sayuran berdaun dan buah harus diaduk perlahan dengan tangan selama 5 menit. Jangan diblender atau
menggunakan stomacher.

Petunjuk Khusus untuk Metode yang Telah Divalidasi

Official Methods of Analysiss™ AOAC® 2017.01

Dalam program Official Method of AnalysisS™ AOAC, Deteksi Molekuler untuk Pengujian 2 — E. coli O157 (termasuk H7)
Neogen terbukti sebagai metode efektif untuk deteksi E. coli O157:H7. Matriks yang diuji dalam penelitian ini ditunjukkan
pada Tabel 3.

Tabel 3. Protokol pengayaan yang menggunakan BPW ISO yang telah dipanaskan di awal pada suhu 41,5 + 1 °C menurut
AOAC?® Official Methods"2017.01

Matriks Sampel Ukuran Volume Kaldu Waktu If’engayaan Dihomogenisasi
Sampel Pengayaan (mL) (jam)
Daging sapi giling mentah . Secara manual dengan tangan
(73% tanpa lemak) 3259 975 10-18 atau dengan alat Stomach
450 Diaduk perlahan dengan
Bayarrll(mentalza)dalam 200g 18-24 tangan selama 5 menit, jangan
antong . S
dihomogenisasi
205 Diaduk perlahan dengan
Kecambah segar 25¢g 18-24 tangan selama 5 menit, jangan
dihomogenisasi
Diaduk perlahan dengan
Bluberi beku®@® 25¢g 225 18-24 tangan selama 5 menit, jangan
dihomogenisasi

(a) Sampel sayuran daun dan buah harus diaduk perlahan dengan tangan selama 5 menit. Jangan diblender atau
menggunakan stomacher.

(b) Sampel beku harus diseimbangkan pada suhu 4-8 °C sebelum ditambahkan ke dalam kaldu pengayaan.

4
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NF Validation oleh Sertifikasi AFNOR

“_‘“:\CA'“ON
.

NF

VALIDATION
EN 1SO 16140

3M 01/18-05/17
METODE ANALISIS ALTERNATIF UNTUK AGRIBISNIS
http://nf-validation.afnor.org/en

Untuk informasi lebih lanjut tentang akhir masa berlaku, silakan lihat sertifikat NF VALIDATION yang tersedia di situs
web yang disebutkan di atas.

Metode Bersertifikasi NF VALIDATION sesuai dengan 1ISO 16140-2® dibandingkan dengan ISO 16654®
Cakupan validasi: Daging sapi mentah, produk susu mentah, buah dan sayuran mentah

Penyiapan sampel: Sampel harus disiapkan sesuai dengan EN ISO 16654 dan EN 1SO 6887®

Versi Perangkat Lunak: Lihat sertifikat

Tabel 4. Protokol pengayaan menggunakan BPW ISO yang telah dipanaskan di awal pada suhu 41,5 = 1 °C sesuai dengan
metode bersertifikasi NF VALIDATION 3M 01/18-05/17

Ukuran Volume Kaldu o Waktu
Protokol Sampel Pengayaan (mL) Suhu Pengayaan (1 °C) Pengayaan (jam)
Produk susu mentah, buah-buahan 254 205 41,5 18-24
mentah, dan sayuran mentah
Daging sapi mentah 25¢ 225 41,5 8-24

CATATAN:

e Sampel lebih dari 25 g belum pernah diuji dalam studi NF VALIDATION.

e Titik interupsi protokol yang direkomendasikan adalah setelah pengayaan atau setelah lisis sampel. Kaldu pengayaan
atau lisat sampel dapat disimpan pada suhu 2-8 °C hingga 72 jam. Setelah mengeluarkan kaldu pengayaan
dari penyimpanan, lanjutkan pengujian dari Langkah 1 di bagian Lisis. Setelah mengeluarkan lisat sampel dari
penyimpanan, lanjutkan pengujian dari Langkah 7 di bagian Lisis. Lisat juga dapat disimpan pada suhu -20 °C.

e Protokol pengayaan singkat peka terhadap kondisi inkubasi, dan suhu yang ditentukan dalam protokol harus
diikuti. Suhu penangas air atau inkubator tempat pemanasan awal kaldu harus diverifikasi untuk memastikan
kaldu pengayaan mencapai suhu yang diperlukan. Total waktu untuk penyiapan sampel, termasuk jeda di antara
akhir langkah pemanasan awal media dan permulaan inkubasi sampel makanan, tidak boleh lebih dari 45 menit.
Disarankan menggunakan inkubator berventilasi selama inkubasi.

Penyiapan Baki Pemuatan Cepat Deteksi Molekuler Neogen®

1. Basahi kain atau handuk sekali pakai dengan larutan pemutih rumah tangga 1-5% (v:v dalam air) dan seka Baki Pemuatan
Cepat Deteksi Molekuler Neogen.

2. Bilas Baki Pemuatan Cepat Deteksi Molekuler Neogen dengan air.

3. Gunakan handuk sekali pakai untuk mengelap Baki Pemuatan Cepat Deteksi Molekuler Neogen hingga kering.

4. Pastikan Baki Pemuatan Cepat Deteksi Molekuler Neogen dalam keadaan kering sebelum digunakan.

Penyiapan Sisipan Blok Dingin Deteksi Molekuler Neogen®

Tempatkan Sisipan Blok Dingin Deteksi Molekuler Neogen langsung di atas meja laboratorium: Baki Blok Dingin Deteksi
Molekuler Neogen tidak digunakan. Gunakan blok pada suhu ruang laboratorium (20-25 °C).

Penyiapan Sisipan Blok Panas Deteksi Molekuler Neogen®

Tempatkan Sisipan Blok Panas Deteksi Molekuler Neogen di dalam unit pemanas blok ganda kering. Hidupkan
unit pemanas blok kering dan atur suhu agar Sisipan Blok Panas Deteksi Molekuler Neogen dapat mencapai dan
mempertahankan suhu 100 = 1 °C.



@ B M =

CATATAN: Tergantung unit pemanasnya, tunggu sekitar 30 menit agar Sisipan Blok Panas Deteksi Molekuler Neogen mencapai
suhu yang tepat. Menggunakan termometer yang sesuai dan terkalibrasi (misalnya, termometer pencelupan parsial, termometer
termokopel digital, bukan termometer pencelupan total) yang ditempatkan di lokasi yang ditentukan, pastikan Sisipan Blok
Panas Deteksi Molekuler Neogen berada pada suhu 100 = 1 °C.

Penyiapan Instrumen Deteksi Molekuler Neogen®

1. Buka Perangkat Lunak Deteksi Molekuler Neogen® dan masuk. Hubungi perwakilan Keamanan Makanan Neogen Anda untuk
memastikan bahwa Anda memiliki versi perangkat lunak yang paling mutakhir.

2. Hidupkan Instrumen Deteksi Molekuler Neogen.

3. Buat atau edit sebuah proses dengan data untuk setiap sampel. Lihat Panduan Pengguna Sistem Deteksi Molekuler Neogen®
untuk detail selengkapnya.

CATATAN: Instrumen Deteksi Molekuler Neogen harus mencapai dan mempertahankan suhu 60 °C sebelum memasukkan Baki
Pemuatan Cepat Deteksi Molekuler Neogen dengan tabung reaksi. Langkah pemanasan ini memerlukan waktu sekitar 20 menit
dan ditandai oleh lampu ORANYE pada bilah status instrumen. Ketika instrumen siap memulai proses, bilah status akan berubah
menjadi HIJAU.

Lisis

1. Biarkan tabung Larutan Lisis Neogen menjadi hangat dengan mengatur suhu rak pada suhu ruang (20-25 °C) semalaman (16-18
jam). Alternatif untuk menyeimbangkan tabung Larutan Lisis Neogen ke suhu ruang adalah dengan meletakkan tabung Larutan
Lisis Neogen di atas meja laboratorium setidaknya selama 2 jam, menginkubasi tabung Larutan Lisis Neogen di dalam inkubator
37 £ 1 °C selama 1 jam, atau meletakkannya di dalam pemanas blok ganda kering selama 30 detik pada suhu 100 °C.

2. Balik tabung yang tertutup untuk mencampur. Lanjutkan ke langkah berikutnya dalam waktu 4 jam.
3. Keluarkan kaldu pengayaan dari inkubator.
4. Satu tabung Larutan Lisis Neogen diperlukan untuk setiap sampel dan sampel Kontrol Negatif (NC) (media pengayaan steril).

4.1 Strip tabung Larutan Lisis Neogen dapat dipotong sesuai dengan nomor tabung Larutan Lisis Neogen yang diinginkan.
Pilih nomor tabung Larutan Lisis Neogen atau strip 8 tabung yang diperlukan. Tempatkan tabung Larutan Lisis Neogen
di rak kosong.

4.2 Untuk menghindari kontaminasi silang, buka satu strip tabung Larutan Lisis Neogen satu per satu dan gunakan ujung
pipet baru untuk setiap langkah pemindahan.

4.3 Pindahkan sampel yang telah diperkaya ke tabung Larutan Lisis Neogen seperti yang dijelaskan di bawabh ini:

Pindahkan setiap sampel yang diperkaya ke dalam tabung Larutan Lisis Neogen individu terlebih dulu. Pindahkan
NC terakhir.

4.4 Gunakan Alat Penutup/Pembuka-Lisis Deteksi Molekuler Neogen® untuk membuka strip tabung Larutan Lisis Neogen -
satu per satu.

4.5 Buang tutup tabung Larutan Lisis Neogen - Jika lisat akan disimpan untuk pengujian ulang, letakkan tutup tabung
ke dalam wadah bersih untuk dipasang kembali setelah lisis.

4.5.1 Untuk pemrosesan lisat yang sudah pernah digunakan, lihat Lampiran A.
4.6 Pindahkan 20 pL sampel ke dalam tabung Larutan Lisis Neogen kecuali dinyatakan lain dalam Tabel Protokol 2, 3, dan 4.

O\O\OOOY

OO0

5. Ulangi langkah 4.3 hingga setiap sampel ditambahkan ke tabung Larutan Lisis Neogen yang sesuai dalam strip.
6. Ulangi langkah 4.1 hingga 4.6 sesuai kebutuhan, untuk jumlah sampel yang akan diuji.

7. Setelah semua sampel dipindahkan, pindahkan 20 uL NC (media pengayaan steril, misalnya BPW 1SO) ke dalam tabung
Larutan Lisis Neogen. Jangan gunakan air sebagai NC.

8. Pastikan Sisipan Blok Panas Deteksi Molekuler Neogen berada pada suhu 100 = 1 °C.

9. Tempatkan rak tabung Larutan Lisis Neogen yang tidak tertutup ke dalam Sisipan Blok Panas Deteksi Molekuler Neogen dan
panaskan selama 15 £ 1 menit Selama pemanasan, larutan Neogen Lysis akan berubah dari merah muda (dingin) menjadi
kuning (panas).

Sampel yang belum diberi perlakuan panas dengan benar selama langkah lisis pengujian dapat dianggap sebagai potensi
bahaya biologis dan TIDAK boleh dimasukkan ke dalam Instrumen Deteksi Molekuler Neogen.
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10. Keluarkan rak tabung Larutan Lisis Neogen yang tidak tertutup dari blok pemanas dan biarkan dingin di dalam Sisipan Blok
Dingin Deteksi Molekuler Neogen sekurang-kurangnya 5 menit dan maksimal 10 menit. Sisipan Blok Dingin Molekuler

Neogen, yang digunakan pada suhu ruang tanpa Baki Blok Dingin Deteksi Molekuler Neogen, harus diletakkan langsung
di atas meja laboratorium. Setelah dingin, larutan lisis akan kembali berwarna merah muda.

11. Keluarkan rak tabung Larutan Lisis Neogen dari Sisipan Blok Dingin Deteksi Molekuler Neogen.

00:15:00

D D D —_ D 20-25°C
000500
Am plifikasi

. Satu Tabung Reagen Deteksi Molekuler untuk Pengujian 2 - E. coli O157 (termasuk H7) Neogen diperlukan untuk setiap
sampel dan NC.

1.1 Strip tabung dapat dipotong sesuai nomor tabung yang diinginkan. Pilih nomor Tabung Reagen Deteksi Molekuler untuk
Pengujian 2 - E. coli O157 (termasuk H7) Neogen atau strip 8 tabung yang diperlukan.

1.2 Tempatkan Tabun Reagen Deteksi Molekuler untuk Pengujian 2 - E. coli 0157 (termasuk H7) Neogen di dalam rak kosong.
1.3 Jangan mengganggu butiran reagen dari bagian bawah tabung.
2. Pilih satu tabung Kontrol Reagen Neogen dan letakkan di rak.

3. Untuk menghindari kontaminasi silang, buka strip Tabung Reagen Deteksi Molekuler untuk Pengujian 2 - E. coli O157
(termasuk H7) Neogen satu per satu dan gunakan ujung pipet baru untuk setiap langkah pemindahan.

4. Pindahkan lisat ke Tabung Reagen Deteksi Molekuler untuk Pengujian 2 - E. coli O157 (termasuk H7) Neogen dan tabung
Kontrol Reagen Neogen seperti yang dijelaskan di bawah:

Pindahkan setiap sampel lisat ke dalam setiap Tabung Reagen Deteksi Molekuler untuk Pengujian 2 - E. coli O157
(termasuk H7) Neogen terlebih dulu dan diikuti dengan NC. Lakukan hidrasi pada tabung Kontrol Reagen Neogen kemudian.

5. Gunakan Alat Penutup/Pembuka-Reagen Deteksi Molekuler Neogen® untuk membuka tutup Tabung Reagen Deteksi
Molekuler untuk Pengujian 2 - E. coli O157 (termasuk H7) Neogen — satu strip tabung secara bergantian. Buang tutup.

5.1 Pindahkan 20 pL lisat Sampel dari ¥z bagian atas cairan (hindari endapan) di dalam tabung Larutan Lisis Neogen
ke dalam Tabung Reagen Deteksi Molekuler untuk Pengujian 2 - E. coli O157 (termasuk H7) Neogen yang sesuai.
Keluarkan secara miring agar tidak mengganggu butiran. Campur dengan cara menyedot dan mengeluarkan
dengan pipet secara perlahan sebanyak 5 kali.

5.2 Ulangilangkah 5.1 hingga setiap lisat sampel telah ditambahkan ke Tabung Reagen Deteksi Molekuler untuk Pengujian
2 - E. coli O157 (termasuk H7) Neogen yang sesuai di dalam strip.

5.3 Tutup Tabung Reagen Deteksi Molekuler untuk Pengujian 2 - E. coli O157 (termasuk H7) Neogen dengan tutup tambahan
yang disediakan dan gunakan sisi membulat pada Alat Penutup/Pembuka-Reagen Deteksi Molekuler Neogen untuk
memberikan tekanan dengan gerakan maju-mundur untuk memastikan tutupnya terpasang erat.

5.4 Ulangi langkah 5.1 hingga 5.3 sesuai kebutuhan, untuk jumlah sampel yang akan diuiji.

5.5 Ketika semua lisat sampel telah ditransfer, ulangi langkah 5.1 hingga 5.3 untuk memindahkan 20 pL lisat NC ke dalam
Tabung Reagen Deteksi Molekuler untuk Pengujian 2 - E. coli O157 (termasuk H7) Neogen.

5.6 Pindahkan 20 pL lisat NC ke dalam tabung Kontrol Reagen Neogen. Keluarkan secara miring agar tidak mengganggu
butiran. Campur dengan cara menyedot dan mengeluarkan dengan pipet secara perlahan sebanyak 5 kali.

6. Masukkan tabung yang telah ditutup ke dalam Baki Pemuatan Cepat Deteksi Molekuler Neogen yang bersih dan telah
didekontaminasi. Kemudian tutup dan kencangkan penutupnya.
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7. Tinjau dan konfirmasikan konfigurasi proses di dalam Perangkat Lunak Deteksi Molekuler Neogen.

8. Klik tombol Mulai pada perangkat lunak dan pilih instrumen yang akan digunakan. Tutup instrumen yang dipilih akan terbuka
secara otomatis.

9. Tempatkan Baki Pemuatan Cepat Deteksi Molekuler Neogen ke dalam Instrumen Deteksi Molekuler Neogen dan pasang penutupnya
untuk memulai pengujian. Hasil diberikan dalam waktu 60 menit, meskipun hasil positif dapat terdeteksi lebih cepat.

10. Setelah pengujian selesai, keluarkan Baki Pemuatan Cepat Deteksi Molekuler Neogen dari Instrumen Deteksi Molekuler Neogen dan
singkirkan tabung dengan merendamnya dalam larutan pemutih rumah tangga 1-5% (v:v dalam air) selama 1 jam dan jauhkan dari
area persiapan pengujian.

PERHATIAN: Untuk meminimalkan risiko positif palsu akibat kontaminasi silang, jangan sekali-kali membuka tabung reagen
yang berisi DNA yang telah diamplifikasi. Termasuk di antaranya Kontrol Reagen Neogen, Tabung Reagen Deteksi Molekuler
untuk Pengujian 2 - E. coli O157 (termasuk H7) Neogen, dan Tabung Kontrol Matriks Neogen. Selalu buang tabung reagen
yang telah disegel dengan merendamnya dalam larutan pemutih rumah tangga 1-5% (v:v dalam air) selama 1 jam dan jauhkan
dari area persiapan pengujian.

Hasil dan Penafsiran

Algoritma menginterpretasikan kurva output cahaya yang dihasilkan dari pendeteksian amplifikasi asam nukleat. Hasilnya dianalisis
secara otomatis oleh perangkat lunak dan diberi kode warna berdasarkan hasilnya. Hasil Positif atau Negatif ditentukan oleh analisis
sejumlah parameter kurva yang unik. Hasil dugaan positif dilaporkan secara real-time, sedangkan hasil Negatif dan Inspeksi akan
ditampilkan setelah proses selesai.

Sampel terduga positif harus dikonfirmasi sesuai dengan prosedur operasional standar laboratorium atau dengan mengikuti konfirmasi
metode referensi yang sesuai>?, dimulai dengan pemindahan dari kaldu pengayaan BPW ISO primer ke kaldu pengayaan sekunder,
diikuti dengan pelapisan dan konfirmasi isolat menggunakan metode biokimia dan serologi yang sesuai.

CATATAN: Bahkan sampel negatif tidak akan memberikan pembacaan nol karena sistem dan reagen amplifikasi Deteksi
Molekuler untuk Pengujian 2 - E. coli O157 (termasuk H7) Neogen memiliki pembacaan unit cahaya relatif (RLU) “latar”.

Jika terjadi output cahaya yang tidak biasa, algoritma akan memberinya label “Inspeksi”. Neogen merekomendasikan
pengguna untuk mengulangi pengujian untuk setiap sampel berlabel Inspeksi. Jika hasilnya tetap Inspeksi, lanjutkan
ke tes konfirmasi menggunakan metode pilihan Anda atau seperti yang ditentukan oleh peraturan setempat.

Jika terjadi hasil yang tidak sesuai (dugaan positif dengan Deteksi Molekuler untuk Pengujian 2 - E. coli O157 (termasuk H7) Neogen,
yang tidak dikonfirmasi dengan salah satu cara yang dijelaskan di atas, dan khususnya untuk uji aglutinasi lateks), laboratorium harus
mengikuti langkah-langkah yang diperlukan untuk memastikan keabsahan hasil yang diperoleh.

Konfirmasi Hasil Menurut Metode Bersertifikasi NF VALIDATION

Dalam konteks NF VALIDATION, semua sampel yang diidentifikasi positif oleh Deteksi Molekuler untuk Pengujian 2 - E. coli O157
(termasuk H7) Neogen harus dikonfirmasi oleh salah satu tes berikut ini:

Opsi 1: Menggunakan standar ISO 16654® yang dimulai dari pengayaan larutan penyangga pepton®.

Opsi 2: Menerapkan metode konfirmasi yang terdiri dari langkah berikut: Teteskan 50 L pengayaan larutan penyangga pepton®

ke cawan agar Cefixime Potassium Tellurite Sorbitol MacConkey (CT-SMAC)®. Lakukan inkubasi selama 24 +3 jam pada suhu 37 °C.
Teteskan koloni karakteristik pada agar nutrien dan lakukan uji aglutinasi lateks secara langsung pada koloni yang telah diisolasi.

Jika hasil Deteksi Molekuler untuk Pengujian 2 - E. coli O157 (termasuk H7) Neogen tidak terkonfirmasi, lakukan langkah pemisahan
imunomagnetik lalu teteskan 50 pL ke CT-SMAC.

Opsi 3: Menggunakan probe asam nukleat seperti yang dijelaskan di standar EN ISO 7218®, yang dilakukan pada koloni yang diisolasi
(dimurnikan atau tidak) dari CT-SMAC (lihat Opsi 1 atau 2). Probe asam nukleat harus berbeda dari yang digunakan dalam Deteksi
Molekuler untuk Pengujian 2 - E. coli O157 (termasuk H7) Neogen.

Opsi 4: Menggunakan metode lain yang bersertifikasi NF VALIDATION, yang prinsipnya harus berbeda dari Deteksi Molekuler untuk
Pengujian 2 - E. coli 0157 (termasuk H7) Neogen. Protokol lengkap yang dijelaskan untuk metode tervalidasi kedua ini harus digunakan.
Semua langkah sebelum dimulainya konfirmasi harus sama untuk kedua metode tersebut.

Jika terjadi hasil yang tidak sesuai (dugaan positif dengan metode alternatif, yang tidak dikonfirmasi dengan salah satu cara yang
dijelaskan di atas), laboratorium harus mengikuti langkah-langkah yang diperlukan untuk memastikan keabsahan hasil yang diperoleh.

Jika Anda memiliki pertanyaan tentang aplikasi atau prosedur tertentu, silakan kunjungi situs web kami di www.neogen.com atau
hubungi perwakilan atau distributor Neogen setempat.

Lampiran A. Interupsi Protokol: Penyimpanan dan pengujian ulang sampel

1. Untuk menyimpan lisat yang telah menerima perlakuan panas, tutup kembali tabung lisis dengan tutup yang bersih
(lihat bagian Lisis, 4.5)

Untuk menyimpan sampel yang sudah diperkaya, lakukan inkubasi selama minimal 18 jam sebelum disimpan.
Simpan pada suhu 4 hingga 8 °C hingga 72 jam.

Siapkan sampel yang disimpan untuk amplifikasi dengan membalikkan 2-3 kali untuk mencampur.

SEENEAN

Buka tutup tabung.



7.

8.

(Bahasa ﬁ ﬁ
Indonesna)
Tempatkan tabung lisat yang telah dicampur ke Sisipan Blok Panas Deteksi Molekuler Neogen dan panaskan pada suhu

100 £ 1 °C selama 5 = 1 menit.

Keluarkan rak tabung Larutan Lisis Neogen dari blok panas dan biarkan dingin di dalam Sisipan Blok Dingin Deteksi
Molekuler Neogen setidaknya selama 5 menit dan paling lama 10 menit.

Lanjutkan protokol di bagian Amplifikasi yang dijelaskan di atas.

Referensi:

1.

2.

6.

7.

US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 4A: Diarrheagenic Escherichia coli.
November 2015.

US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 5.09. Detection, Isolation and
Identification of Escherichia coli O157:H7 from Meat Products and Carcass and Environmental Sponges. Tanggal
Berlaku: 15 Januari 2015.

ISO 16654:2001 Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal method for the detection of Escherichia
coli O157.

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

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

Kualifikasi Instalasi (IQ)/Kualifikasi Operasional (OQ) Sistem Deteksi Molekuler Neogen®. Keamanan Makanan Neogen.

Penjelasan Simbol
info.neogen.com/symbols

AOAC adalah merek dagang terdaftar milik AOAC INTERNATIONAL
Official Methods adalah merek layanan terdaftar milik AOAC INTERNATIONAL
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