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Product Instructions

Molecular Detection Assay 2 - STEC Gene Screen (stx and eae)

Product Description and Intended Use

The Neogen® Molecular Detection Assay 2 - STEC Gene Screen (stx and eae) is used with the Neogen® Molecular
Detection System for the rapid and specific detection of Shiga toxin gene (stx1 and/or stx2) and intimin gene (eae)
from Shiga toxin-producing E. coli (STEC, also known as “verocytotoxin-producing E. coli”) in enriched foods and food
process environmental samples. The term STEC refers to E. coli pathotypes capable of producing Shiga toxin type 1
(Stx1), type 2 (Stx2), or both, encoded by stx1 and stx2 genes, respectively. STEC containing virulence genes for stx1
and/or stx2 and eae (intimin gene involved in attaching and effacing phenotype) are designated enterohemorrhagic
E. coli (EHEC). The screening kit contains two separate reagent tubes, one to detect virulence genes stx1 and/or stx2
and the other to detect eae from STEC (EHEC). The Neogen® Molecular Detection System Software reports results
separately for each of the assays and uses results from both assays to call the sample positive or negative for STEC
(EHEC). For a presumptive positive for STEC (EHEC), both gene targets (stx1 and/or stx2 and eae) must be positive.
The stx assay does not differentiate between stx1 and stx2, but detects presence of stx1 and/or stx2.

The Neogen Molecular Detection Assay uses loop-mediated isothermal amplification to rapidly amplify nucleic acid
sequences with high specificity and sensitivity, combined with bioluminescence to detect the amplification. Presumptive
positive results are reported in real-time while negative results are displayed after the assay is completed. Presumptive
positive results should be confirmed using your preferred method" 2 or as specified by local regulations.

The Neogen Molecular Detection Assay 2 - STEC Gene Screen (stx and eae) is intended for use in a laboratory
environment by professionals trained in laboratory techniques. Neogen has not documented the use of this product

in industries other than food or beverage. For example, Neogen has not documented this product for testing
pharmaceutical, cosmetics, clinical or veterinary samples. The Neogen Molecular Detection Assay 2 - STEC Gene
Screen (stx and eae) 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 - STEC Gene Screen (stx and eae) with buffered
peptone water (BPW)-ISO enrichment broth.

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

Neogen Food Safety is certified to ISO (International Organization for Standardization) 9001 for design and
manufacturing.
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The Neogen Molecular Detection Assay 2 - STEC Gene Screen (stx and eae) test kit contains 48 tests of each of stx and
eae reagents, described in Table 1.

Table 1. Neogen Molecular Detection Assay Kit Components.

Item Identification Quantity Contents Comments

Racked and
ready to use

Pink solution in

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

Neogen® Lysis Solution (LS)

Neogen® Molecular Detection
Assay 2 - STEC Gene Screen | Orange tubes
(stx) Reagent Tubes

Lyophilized specific
amplification and Ready to use
detection mix

48 (2 pouches; containing
3 strips of 8 tubes)

Neogen® Molecular Detection
Assay 2 -STEC Gene Screen | Red tubes

Lyophilized specific

48 (2 pouches; containing amplification and Ready to use

(eae) Reagent Tubes 3 strips of 8 tubes) detection mix
Extra caps Orange caps 96 (12 strips of 8 caps) Ready to use
Extra caps Red caps 96 (12 strips of 8 caps) Ready to use

Lyophilized control
DNA, amplification Ready to use
and detection mix

Neogen® Reagent Control
(RC)

16 (2 pouches of 8

Clear flip-top tubes | . | 1 - jual tubes)

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

A quick start guide is available at www.neogen.com

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 - STEC Gene Screen (stx and eae). Retain the safety
instructions for future reference.

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

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

A WARNING

Do not use the Neogen Molecular Detection Assay 2 - STEC Gene Screen (stx and eae) in the diagnosis of conditions
in humans or animals.

The user must train its personnel in current proper testing techniques: for example, Good Laboratory Practices®,
ISO/IEC 17025®), or ISO 7218©),

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

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

e Store the Neogen Molecular Detection Assay 2 - STEC Gene Screen (stx and eae) as indicated on the package and
in the product instructions.

Always use the Neogen Molecular Detection Assay 2 - STEC Gene Screen (stx and eae) by the expiration date.
Use the Neogen Molecular Detection Assay 2 - STEC Gene Screen (stx and eae) with food and environmental
samples that have been validated internally or by a third party.

e Use the Neogen Molecular Detection Assay 2 - STEC Gene Screen (stx and eae) only with surfaces, sanitizers,
protocols and bacterial strains that have been validated internally or by a third party.

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

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

e Perform pathogen testing in a properly equipped laboratory under the control of trained personnel. Incubated
enrichment media and equipment or surfaces that have come into contact with incubated enrichment media may
contain pathogens at levels sufficient to cause risk to human health.
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e Always follow standard laboratory safety practices, including wearing appropriate protective apparel and eye
protection while handling reagents and contaminated samples.
Avoid contact with the contents of the enrichment media and reagent tubes after amplification.
Dispose of enriched samples according to current local/regional/national regulatory standards.
Samples that have not been properly heat treated during the assay lysis step may be considered a potential
biohazard and should NOT be inserted into the Neogen Molecular Detection Instrument.

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

To reduce the risks associated with 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:

Change gloves prior to reagent pellet hydration.

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

Use a new pipette tip for each sample transfer.

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

Use a molecular biology workstation containing germicidal lamp where available.

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

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

e Never open reagent tubes post amplification.

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

e Never autoclave reagent tubes post amplification.

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

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

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

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

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

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

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

To help customers evaluate the method for various food matrices, Neogen has developed the Neogen® Molecular
Detection Matrix Control kit. When needed, use the Neogen Molecular Detection Matrix Control (MC) to determine if
the matrix has the ability to impact the Neogen Molecular Detection Assay 2 - STEC Gene Screen (stx and eae) 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.
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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 - STEC Gene Screen (stx and eae) at 2-8°C (35-47°F). 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 (35-47°F) for no longer than 90 days.

Do not use Neogen Molecular Detection Assay 2 - STEC Gene Screen (stx and eae) 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 - STEC Gene Screen (stx and eae) tubes can potentially contain pathogenic materials.
When testing is complete, follow current industry standards for the disposal of contaminated waste. Consult the Safety
Data Sheet for additional information and local regulations for disposal.

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

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

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

See Section “Specific Instructions for Validated Methods” for specific requirements:
Table 3 for enrichment protocols according to Performance Tested Method®™ (PTM) Certificate #071902.

Sample Enrichment
Tables 2 and 3 present guidance for general 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. Allow BPW ISO enrichment medium to equilibrate to 41.5 +1°C.

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

3. Mix all matrices and incubate as outlined in the appropriate protocol table (see Table 2 or 3).

Environmental samples

WARNING: Should you select to use neutralizing buffer that contains aryl sulfonate complex as the hydrating
solution for the sponge, it is required to perform a 1:2 dilution (1 part sample into 1 part sterile enrichment broth)
of the enriched environmental sample before testing in order to reduce the risks associated with a false-negative
result leading to the release of contaminated product. Another option is to transfer 10 pL of the neutralizing buffer
enrichment into the Neogen Lysis Solution tubes.

It is the user’s responsibility to validate alternate sampling protocols or dilution ratios to ensure this test method meets
the user’s criteria.
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Table 2. General Enrichment Protocols.

Sample Matrix Sample Size Enrichment Broth Enrichment Enrichment Sample

Volume (mL) Temperature | Time (hours) Analysis
(pre-warmed) (x1°C) Volume (pL)

Raw ground beef,, pieces 375¢ 1125 BPW-ISO 41.5 10-18 20

and trim®

Raw Meat (pork, poultry, 375g 1125 BPW-ISO 415 10-18 20

lamb, bison)®

Leafy Produce® 200 g 450 BPW-ISO 41.5 18-24 20

Sprouts®© 25¢g 225 BPW-ISO 41.5 18-24 20

Raw Dairy 25gor25mL 225 BPW-ISO 41.5 18-24 20

® Hand massage the beef (ground beef, pieces and trim) and raw meat (ground pork, poultry and non-beef meat)
samples for 30-60 seconds to disperse and break apart clumps after adding pre-warmed BPW-ISO.

® For leafy produce, rinse enrichment broth (pre-warmed BPW-ISO) over leaves and agitate gently for 30-60 seconds.
Do not massage or homogenize leaves.

© For sprouts, rinse enrichment broth (pre-warmed BPW-ISO) over sprouts for 30-60 seconds and do not massage or
homogenize.

@ Homogenize the raw dairy samples for 30 to 60 seconds after adding pre-warmed BPW-ISO.

Specific Instructions for Validated Methods
AOAC® Performance Tested Method®™ (PTM) Certificate #071902

* PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 071902

In AOAC Research Institute PTMSV studies, the Neogen Molecular Detection Assay 2 — STEC Gene Screen (stx and eae)
was found to be an effective method for the detection of STEC. The matrices tested in the study are shown in Table 3.

Table 3. Enrichment Protocols According to AOAC PTMSM Certificate #071902.

Sample Matrix Sample Enrichment Broth Enrichment Enrichment | Sample Analysis
Size Volume (mL) Temperature (= 1°C) | Time (hours) | Volume (pL)
Raw beef trim® 375g | 1125 BPW-ISO (pre-warmed) 41.5 10-18 20
Raw ground beef® 375g | 1125 BPW-ISO (pre-warmed) 41.5 10-18 20
Raw ground beef® 25¢g 225 BPW-1SO (pre-warmed) 41.5 10-18 20
Raw ground pork® 375g [ 1125 BPW-ISO (pre-warmed) 41.5 10-18 20
Raw poultry parts® 375g | 1125 BPW-ISO (pre-warmed) 415 10-18 20

Mechanically

separated chicken 25¢g 225 BPW-1SO (pre-warmed) 41.5 10-24 20
Spinach® 200g | 450 BPW-ISO (pre-warmed) 41.5 18-24 20
Sprouts® 25¢g 225 BPW-1SO (pre-warmed) 41.5 18-24 20
Dried cannabis flower, | 4 o 90 BPW-ISO 41.5 28-32 20

dried hemp flower®

@ For the beef samples (ground beef and trim) add pre-warmed BPW-ISO to the beef sample. Hand massage for 30-60
seconds to disperse and break apart clumps.
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® For spinach, add pre-warmed BPW-ISO to the matrix. Rinse liquid over leaves and agitate gently for 30-60 seconds.
Do not massage or homogenize leaves.

© For the sprouts, rinse enrichment broth (pre-warmed BPW-1SO) over sprouts for 30-60 seconds and do not massage
or homogenize.

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

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

2. Rinse the Neogen Molecular Detection Speed Loader Tray with water.
3. Use a disposable towel to wipe the Neogen Molecular Detection Speed Loader Tray dry.
4. Ensure the Neogen Molecular Detection Speed Loader Tray is dry before use.

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

Preparation of the Neogen® Molecular Detection Heat Block Insert

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

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

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

Turn on the Neogen Molecular Detection Instrument.

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

3.1. Selection of STXEAE-2 icon in software selects two adjacent wells (like A1, A2, B1, B2, etc.), one for stx and
the other for eae reagent tube, as each sample is run with two assays. NC is set up for each of the reagent
tube and one RC is set up for the kit.
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NOTE: The Neogen Molecular Detection Instrument must reach Ready state before inserting the Neogen Molecular
Detection Speed Loader Tray with reaction tubes. This heating step takes approximately 20 minutes and is indicated
by an ORANGE light on the instrument’s status bar. When the instrument is ready to start a run, the status bar will turn
GREEN.

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

\¢
\
NS

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

Invert the capped tubes to mix. Proceed to next step within 4 hours after inverting.
Remove the enriched sample from the incubator.
One Neogen Lysis Solution tube is required for each sample and the NC (sterile enrichment medium).

4.1. Neogen Lysis Solution tube strips can be cut to desired tube number. Select the number of 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 tube 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.

o
OO0

5. Repeat steps 4.4 to 4.6 as needed, for the number of samples to be tested.

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

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

8. Place the uncovered rack of Neogen Lysis Solution tubes in the Neogen Molecular Detection Heat Block Insert and
heat for 15 = 1 minutes' During heating, the Neogen Lysis Solution will change from pink (cool) to yellow (hot).
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8.1. Samples that have not been properly heat treated during the assay lysis step may be considered a potential
biohazard and should NOT be inserted into the Neogen Molecular Detection Instrument.

Remove the uncovered rack of Neogen Lysis Solution tubes from the Neogen Molecular Detection Heat Block and
allow to cool in the Neogen Molecular Detection Chill Block Insert at least 5 minutes and a maximum of 10 minutes.
The Neogen Molecular Detection Chill Block Insert, used at ambient temperature without the Neogen® Molecular
Detection Chill Block Tray, should sit directly on the laboratory bench. When cool, the Neogen Lysis Solution will
revert to a pink color.

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

001500

99-101 °C

20-25°C
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Amplification

1.

5.

One Neogen Molecular Detection Assay 2 - STEC Gene Screen (stx) and one Neogen Molecular Detection Assay 2 -
STEC Gene Screen (eae) Reagent Tube is required for each sample and the NC.

1.1.  Tube strips can be cut to desired tube number. Select the number of individual Neogen Molecular Detection
Assay 2 - STEC Gene Screen (stx) and Neogen Molecular Detection Assay 2 - STEC Gene Screen (eae)
Reagent Tube or 8-tube strips needed.

1.2. Place Neogen Molecular Detection Assay 2 - STEC Gene Screen (stx) tubes in an empty rack in one column.
1.3. Place Neogen Molecular Detection Assay 2 - STEC Gene Screen (eae) tubes in the adjacent right column.
1.4. Avoid disturbing the reagent pellets from the bottom of the tubes.

Select one Neogen Reagent Control Tube and place in rack.

For NC lysate, select one Neogen Molecular Detection Assay 2 - STEC Gene Screen (stx) Reagent Tube and one
Neogen Molecular Detection Assay 2 - STEC Gene Screen (eae) Reagent Tube and place in rack.

STX EAE
N\ _/
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To avoid cross-contamination, decap one Neogen Molecular Detection Assay 2 - STEC Gene Screen (stx or eae)
Reagent Tube strip at a time and use a new pipette tip for each transfer step.

(o=)

®

®

Transfer each of the lysate to a Neogen Molecular Detection Assay 2 - STEC Gene Screen (stx or eae) Reagent Tube
as described below.

5.1. First, transfer each of the sample lysate to a Neogen Molecular Detection Assay 2 - STEC Gene Screen (stx)
Reagent Tube as described in 5.5 and 5.6.

5.2. Second, transfer each of the same sample lysate to a Neogen Molecular Detection Assay 2 - STEC Gene
Screen (eae) Reagent Tube in the adjacent right column as described in 5.5 and 5.6.

NOTE: Use new pipette tip for each transfer. Do not use same pipette tip for transfer to stx and eae reagent

tube from the same lysate sample.




5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

@ (English) ﬁ ﬁ

After all sample lysate transfer, add NC lysate to each of Neogen Molecular Detection Assay 2 - STEC Gene
Screen (stx) Reagent Tube and Neogen Molecular Detection Assay 2 - STEC Gene Screen (eae) Reagent Tube.

Transfer NC lysate last to Reagent Control Tube.

Use the Neogen® Molecular Detection Cap/Decap Tool-Reagent to decap the Neogen Molecular Detection
Assay 2 - STEC Gene Screen (stx or eae) Reagent Tubes - one strip at a time. Discard cap.

Transfer 20 pL of sample lysate from the upper ¥z of the liquid (avoid precipitate) in the Neogen Lysis
Solution Tube into corresponding Neogen Molecular Detection Assay 2 - STEC Gene Screen (stx or eae)
Reagent Tube. Dispense at an angle to avoid disturbing the pellets. Mix by gently pipetting up and down 5
times.

NOTE: Use new pipette tip for each transfer. Do not use same pipette tip for transfer to stx and eae
reagent tube from the same lysate sample.

5.7.

5.8.

5.9.

5.10.

5.11.

Repeat step 5.6 until individual sample lysate has been added to a corresponding Neogen Molecular
Detection Assay 2 - STEC Gene Screen (stx or eae) Reagent Tube in the strip.

Cover the Neogen Molecular Detection Assay 2 - STEC Gene Screen (stx or eae) 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 5.6 to 5.8 as needed, for the number of samples to be tested for both Neogen Molecular
Detection Assay 2 - STEC Gene Screen (stx and eae) reagent tubes.

When all sample lysates have been transferred, repeat 5.6 to 5.8 to transfer 20 pL of NC lysate into each of a
Neogen Molecular Detection Assay 2 - STEC Gene Screen (stx) and Neogen Molecular Detection Assay 2 -
STEC Gene Screen (eae) 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.

Transfer each sample lysate into individual Neogen Molecular Detection Assay 2 - STEC Gene Screen
Reagent Tube (stx or eae) first followed by the NC. Hydrate the Neogen Reagent Control Tube last.

Load capped tubes into a clean and decontaminated Neogen Molecular Detection Speed Loader Tray then close and
latch the lid.
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20 L

20 L
STX EAE
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Review and confirm the configured run in the Neogen Molecular Detection System Software

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

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

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

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

Results and Interpretation

An algorithm interprets the light output curve resulting from the detection of the nucleic acid amplification. Results
are 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.

The Neogen Molecular Detection System Software reports results separately for each of the assays (stx and eae)

and uses results from both assays to call the sample positive or negative for STEC (EHEC) (see Figure below). For a
presumptive positive for STEC (EHEC), both gene targets (stx1 and/or stx2 and eae) must be positive. If any of the
individual assays show error or inspect, the final result will be error or inspect. Retest is needed to properly callout
the final result (see result key). The software also allows to set up individual assays if needed and the sample lysate

or fresh lysate from enrichment can be retested with the assays following steps as outlined in Appendix A for retained
lysates and steps under Lysis and Amplification section for retained enrichment.
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Enriched sample lysate result keys

ﬂ Both positive, final result positive

ﬂ stx positive, eae negative, final result negative

stx positive, eae inspect, final result inspect, retest

.@ stx positive, eae error, final result error, retest

ﬂ stx negative, eae positive, final result negative

ﬂ stx negative, eae negative, final result negative
9@ stx negative, eae inspect, final result inspect, retest

stx negative, eae error, final result error, retest

(? stx inspect, eae positive, final result inspect, retest

C’Xim stx inspect, eae negative, final result inspect, retest

C‘.’ 9'9] stx inspect, eae inspect, final result inspect, retest

@% stx inspect, eae error, final result error, retest

m stx error, eae positive, final result error, retest

m stx error, eae negative, final result error, retest

([@ stx error, eae inspect, final result error, retest

([@ stx error, eae error, final result error, retest

Negative control keys

@@ Vaiid for both, link valid

’% Valid for one, other error, link error, retest
@@ Valid for one, other invalid, link invalid, retest

@% Both error, link error, retest

@% Both invalid, link invalid, retest
@% One error, other invalid, link error, retest

Presumptive positive samples should be confirmed as per the laboratory standard operating procedures or by following
the appropriate reference method confirmation(-22), beginning with transfer from the primary enrichment broth to
selective plates, confirmation of isolates using appropriate biochemical and serological methods. For matrices specified
by MLG 5C, immunomagnetic separation (IMS) should be done prior to plating on selective medium.

NOTE: Even a negative sample will not give a zero reading as the system and Neogen Molecular Detection Assay 2 -
STEC Gene Screen (stx and eae) 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 -2 % or as specified by local regulations.

11
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Table 4. Symbols and info for various software results.

Well Type | Well Result Symbol | Result Interpretation
Sample ‘ Positive The sample is presumptive positive for the target pathogen.
Sample ‘ Negative The sample is negative for the target pathogen.
The sample matrix was inhibitory to the assay. A re-test may be
Sample @ Inhibited required. Refer to the troubleshooting section and the assay kit
Product Instructions for more information.
The presence or absence of the target pathogen was indeterminate. A
Sample @ Inspect re-test may be required. Refer to the troubleshooting section and the
assay kit Product Instructions for more information.
No bioluminescence was detected. A re-test may be required. Refer
Sample @ Error to the troubleshooting section and the assay kit Product Instructions
for more information.

Appendix A. Protocol Interruption: Storage and re-testing of samples

1. To store a heat-treated lysate, re-cap the Neogen Lysis Solution 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.

3. Store at 4 to 8°C for up to 72 hours.

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

5. Decap the tubes.

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 Neogen Molecular Detection Heat Block and allow to cool
in the Neogen Molecular Detection Chill Block Insert at least 5 minutes and a maximum of 10 minutes.

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

References:

1. Microbiology Laboratory Guidebook. U. S. Department of Agriculture (USDA) Food Safety and Inspection Service
(FSIS) Microbiology Laboratory guidebook 5C.00. Detection and isolation of top seven Shiga toxin-producing
Escherichia coli (STECs) from meat products and carcass and environmental sponges. Feb 4, 2019.

2. US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 4A: Diarrheagenic Escherichia coli.
October 2018.

3. ISO/TS 13136:2012: Microbiology of food and animal feed — Real-time polymerase chain reaction (PCR)-based
method for the detection of food-borne pathogens — Horizontal method for the detection of Shiga toxin-producing
Escherichia coli (STEC) and the determination of 0157, 0111, 026, 0103 and O145 serogroups

4. U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, Title 21, Part 58. Good laboratory practice for
nonclinical laboratory studies.

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

6. ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs - General rules for microbiological examination.

7. Neogen Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen

Molecular Detection System. Contact your Neogen Food Safety representative to obtain a copy of this document.

Explanation of Symbols
info.neogen.com/symbols

12



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

© Neogen Corporation 2024. All rights reserved.

Neogen is a trademark of Neogen Corporation.

5 NE“GEN All other trademarks are the property of their respective companies.

A © 2024, Neogen. Tous droits réservés.
Neogen est une marque de commerce de Neogen.
Neogen Corporation Toutes les autres marques de
620 Lesher Place Lansing, MI 48912 USA commerce appartiennent a leur propriétaire respectif.
www.neogen.com FSO0918A



(Frangais) ﬁ ﬁ
5 Date de parution : 2024-01

5 NEDGEN

Instructions relatives au produit

Kit de détection moléculaire version 2 - STEC Screening des Génes
(stx et eae)

Description et utilisation du produit

Le kit de détection moléculaire version 2 - STEC Screening des Génes (stx et eae) de Neogen® est utilisé avec

le systéme de détection moléculaire Neogen® pour la détection rapide et spécifique du géne de shigatoxine

(stx1 et/ou stx2) et le géne de I'intimine (eae) des E. coli productrices de shigatoxine (STEC, également connues
comme « E. coli productrices de vérocytotoxine ») dans les échantillons environnementaux d’aliments enrichis et de
processus de transformation d’aliments. Le terme STEC se référe a des pathotypes de E. coli capables de produire une
shigatoxine de type 1 (Stx1), de type 2 (Stx2) ou les deux, codées respectivement par les génes stx1 et stx2. Les STEC
contenant des génes de virulence pour stx1et/ou stx2 et eae (géne de I'intimine impliqué dans la fixation et I’effacement
du phénotype) sont appelées E. coli entérohémorragiques (EHEC). Le kit de détection contient deux tubes de réactif
distincts, ’'un pour détecter les génes de virulence stx1 et/ou stx2 et ’autre pour détecter les eae a partir des STEC
(EHEC). Le logiciel du Systéme de détection moléculaire Neogen® rapporte les résultats séparément pour chacun des
tests et utilise les résultats des deux tests pour considérer I’échantillon positif ou négatif pour les STEC (EHEC). Pour un
positif présumé pour le STEC (EHEC), les deux cibles génétiques (stx1 et/ou stx2 et eae) doivent étre positives. Le test
stx ne fait pas de distinction entre stx1 et stx2, mais détecte la présence de stx1 et/ou stx2.

Le kit de détection moléculaire Neogen utilise la technique LAMP (amplification isotherme médiée par des boucles)
afin d’amplifier rapidement les séquences d’acide nucléique de fagon extrémement spécifique et sensible, associée

a la bioluminescence pour détecter 'amplification. Les résultats présumés positifs sont visibles en temps réel tandis
que les résultats négatifs sont affichés a la fin de I’essai. Les résultats présumés positifs doivent étre confirmés par vos
méthodes usuelles->3 ou en fonction des méthodes spécifiques répondant aux normes locales.

Le kit de détection moléculaire version 2 - STEC Screening des Génes (stx et eae) de Neogen est destiné a étre utilisé en
laboratoire par des professionnels formés aux techniques de laboratoire. Neogen n’a pas étudié I'utilisation de ce produit
dans des secteurs autres que I'alimentaire et les boissons. Par exemple, Neogen n’a pas étudié ce produit dans le cadre
de tests sur des échantillons de produits pharmaceutiques, cosmétiques, cliniques ou vétérinaires. Le kit de détection
moléculaire version 2 - STEC Screening des Génes (stx et eae) Neogen n’a pas été évalué en utilisant tous les produits et
processus de transformation alimentaire, tous les protocoles de test ou toutes les souches bactériennes possibles.

Comme avec toutes les méthodes de test, la source, la formulation et la qualité du milieu d’enrichissement peuvent
influencer les résultats. Des facteurs tels que les méthodes d’échantillonnage, les protocoles de test, la préparation
des échantillons, la manipulation et les techniques de laboratoires peuvent également influencer les résultats.

Neogen recommande d’évaluer la méthode, notamment le milieu d’enrichissement, dans I’environnement de I'utilisateur
a l’'aide d’un nombre d’échantillons suffisant et avec des charges microbiennes déterminées pour répondre aux criteres
de l'utilisateur.

Neogen a évalué le kit de détection moléculaire version 2 - STEC Screening des Génes (stx et eae) Neogen avec du
bouillon d’enrichissement a I’eau peptonée tamponnée ISO (BPW).

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

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

Le kit de détection moléculaire version 2 - STEC Screening des Génes (stx et eae) de Neogen contient 48 tests de
chacun des réactifs stx et eae, décrits dans le tableau 1.



Tableau 1. Composants du kit de détection moléculaire Neogen.
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Elément

Identification

Quantité

Contenu

Commentaires

Solution de lyse (LS)
Neogen®

Solution rose
en tubes
transparents

96 (12 barrettes de
8 tubes)

580 pL de LS par tube

Placé sur
portoir et prét a
’emploi

Tubes de réactifs du kit

de détection moléculaire
version 2 - STEC Screening
des Génes (stx) de
Neogen®

Tubes orange

48 (2 poches, contenant
3 barrettes de 8 tubes)

Mélange spécifique
lyophilisé pour
’amplification et la
détection

Préts a 'emploi

Tubes de réactifs du kit

de détection moléculaire
version 2 - STEC Screening
des Génes (eae) de
Neogen®

Tubes rouges

48 (2 poches, contenant
3 barrettes de 8 tubes)

Mélange spécifique
lyophilisé pour
’amplification et la
détection

Préts a 'emploi

Bouchons supplémentaires

Bouchons orange

96 (12 barrettes de
8 bouchons)

Préts a 'emploi

Bouchons supplémentaires

Bouchons rouges

96 (12 barrettes de
8 bouchons)

Préts a I’emploi

Contrdle de réactif
Neogen® (RC)

Tubes « Flip-Top »
transparents

16 (2 poches de 8 tubes
individuels)

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

Préts a 'emploi

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

utiliser d’eau comme NC.

Un guide de démarrage rapide est disponible a ’adresse www.neogen.com

Sécurité

Lutilisateur doit lire, comprendre et suivre toutes les informations de sécurité mentionnées dans les instructions relatives
au systéme de détection moléculaire Neogen et au kit de détection moléculaire version 2 - STEC Screening des Génes
(stx et eae) Neogen. Conserver ces consignes de sécurité pour référence ultérieure.

AAVERTISSEMENT :

blessures graves et/ou des dommages matériels.

AVIS :

indique une situation dangereuse qui, si elle n’est pas évitée, pourrait entrainer un déceés, des

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

A AVERTISSEMENT

Ne pas utiliser le Neogen Kit de détection moléculaire version 2 - STEC Screening des Génes (stx et eae) dans le
diagnostic de maladies chez les humains ou les animaux.

Lutilisateur doit former son personnel aux techniques d’analyse actuelles appropriées, par exemple : les bonnes
pratiques de laboratoire, la norme 1ISO/CEIl 17025® ou ISO 7218©,

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

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

e Conserver le kit de détection moléculaire version 2 - STEC Screening des Génes (stx et eae) Neogen comme
indiqué sur I’'emballage et dans les instructions relatives au produit.

e Toujours utiliser le kit de détection moléculaire version 2 - STEC Screening des Génes (stx et eae) Neogen avant la

date d’expiration.

e Utiliser le Neogen Kit de détection moléculaire version 2 - STEC Screening des Génes (stx et eae) avec des
échantillons alimentaires et environnementaux qui ont été validés en interne ou par un tiers.

e Nutiliser le Neogen Kit de détection moléculaire version 2 - STEC Screening des Génes (stx et eae) qu’avec des
surfaces, des désinfectants, des protocoles et des souches bactériennes validés en interne ou par une tierce partie.
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e En cas d’échantillon environnemental contenant un tampon neutralisant avec un composé d’aryle sulfonate, diluer
Péchantillon dans un bouillon d’enrichissement stérile 1:2 avant I’'analyse (1 volume d’échantillon pour 1 volume
de bouillon). Une autre option consiste & transférer 10 pL de I’enrichissement du tampon neutralisant dans les
tubes de solution de lyse Neogen. Produits pour la manipulation des échantillons Neogen® comprenant un tampon
neutralisant contenant un complexe d’aryle sulfonate : RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB,
HS10NB2G et HS2410NB2G.

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

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

e Toujours respecter les consignes de sécurité courantes du laboratoire, porter des tenues et lunettes de protection
adaptées lors de la manipulation de réactifs et d’échantillons contaminés.
Eviter tout contact avec le contenu du milieu d’enrichissement et les tubes de réactifs aprés I’'amplification.
Eliminer les échantillons enrichis conformément aux normes locales/régionales/nationales/réglementaires actuelles.
Les échantillons qui n’ont pas été soumis a un traitement thermique adéquat pendant I’étape de lyse peuvent
étre considérés comme potentiellement dangereux et ne doivent PAS étre insérés dans I'instrument de détection
moléculaire Neogen.

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

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

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

e Ne pas dépasser le temps de chauffe recommandé.

e Utiliser un thermométre étalonné adapté pour vérifier la température du support de bloc chauffant pour systeme
de détection moléculaire Neogen® (p. ex. thermomeétre & immersion partielle ou thermométre a thermocouple
numérique et non un thermométre a8 immersion totale). Le thermomeétre doit étre placé a I’endroit indiqué du support
de bloc chauffant pour systéme de détection moléculaire Neogen.

AVIS

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

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

o Utiliser de préférence des pipettes de qualité conforme a la biologie moléculaire, stériles et munies d’embouts
a filtre.
Utiliser une nouvelle pipette pour chaque transfert d’échantillon.
Utiliser les bonnes pratiques de laboratoire pour transférer I’échantillon de I’enrichissement vers le tube de lyse.
Pour éviter toute contamination des pipettes, I'utilisateur peut choisir d’ajouter une étape de transfert intermédiaire.
Par exemple, I'utilisateur peut transférer chaque échantillon enrichi dans un tube stérile.
Utiliser un poste de travail de biologie moléculaire disposant si possible d’'une lampe germicide.
Décontaminer régulieérement les plans de travail et le matériel du laboratoire (pipettes, outils d’ouverture/de
fermeture, etc.) avec une solution de 1-5 % d’eau de Javel (v:v dans de I’eau) ou avec une solution pour I’élimination
de PADN.

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

e Ne jamais ouvrir les tubes de réactif aprés amplification.

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

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

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

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

Responsabilité de 'utilisateur

Il incombe aux utilisateurs de prendre connaissance des instructions et des informations relatives au produit. Consulter
notre site Web www.neogen.com pour obtenir davantage d’informations ou contacter votre représentant ou
distributeur Neogen local.
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Lors du choix d’une méthode d’analyse, il est important d’admettre que des facteurs externes comme les méthodes
d’échantillonnage, les protocoles de test, la préparation des échantillons, la manipulation, les techniques de laboratoire
et ’échantillon lui-méme peuvent influencer les résultats.

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

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

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

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

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

Limitations de garanties/Limites de recours

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

cas de défaut de tout produit Neogen Sécurité Alimentaire, Neogen ou son distributeur agréé s’engage, a son entiére
discrétion, au remplacement ou au remboursement du prix d’achat du produit. Il s’agit de vos recours exclusifs. Tout
défaut supposé du produit devra étre notifié a Neogen dans un délai de soixante jours et le produit renvoyé a Neogen.
Merci de contacter votre représentant Neogen ou votre distributeur Neogen agréé pour toute autre question.

Limitation de responsabilité de Neogen

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

Stockage et mise au rebut

Stocker le kit de détection moléculaire version 2 - STEC Screening des Génes (stx et eae) Neogen a 2 et 8 °C (35 et 47 °F).
Ne pas congeler. Conserver a I’abri de la lumiére. Une fois le kit ouvert, vérifier que le sachet en aluminium est intact. Si

ce sachet est endommagé, ne pas utiliser le kit. Aprés ouverture, les tubes de réactif non utilisés doivent toujours étre
conservés dans le sachet refermable, en laissant ’'agent déshydratant a I'intérieur afin de maintenir la stabilité des réactifs
lyophilisés. Conserver les poches refermées a une température comprise entre 2 et 8 °C (entre 35 et 47 °F). Ne pas
conserver plus de 90 jours.

Ne pas utiliser kit de détection moléculaire version 2 - STEC Screening des Génes (stx et eae) Neogen aprés la date
d’expiration. La date de péremption et le numéro de lot sont inscrits sur I’étiquette extérieure de la boite. Aprés
utilisation, le milieu d’enrichissement et les tubes du kit de détection moléculaire version 2 - STEC Screening des Genes
(stx et eae) Neogen peuvent potentiellement contenir des matériaux pathogénes. Lorsque I’analyse est terminée, suivre
les normes actuelles du secteur pour I’élimination des déchets contaminés. Consulter la fiche de données de sécurité
pour obtenir des informations supplémentaires et connaitre la réglementation locale relative a la mise au rebut.

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

Décontaminer réguliérement les plans de travail et le matériel du laboratoire (pipettes, outils d’ouverture/de fermeture,
etc.) avec une solution de 1-5 % d’eau de Javel (v:v dans de I’eau) ou avec une solution pour I’élimination de ’ADN.
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Lutilisateur doit suivre la formation de qualification de 'opérateur (OQ) du systéme de détection moléculaire
Neogen, comme décrit dans le document intitulé « Protocoles et instructions relatifs a la qualification d’installation (IQ)/
qualification opérationnelle (OQ) pour le systéme de détection moléculaire Neogen »7,

Se référer a la section « Instructions spécifiques pour méthodes validées » pour connaitre les exigences spécifiques :
Tableau 3 pour I’enrichissement des protocoles en fonction du certificat n° 071902 de la Performance Tested Method®M
(PTM).

Enrichissement de I’échantillon
Les tableaux 2 et 3 présentent des lignes directrices pour les protocoles généraux d’enrichissement des aliments.

Il incombe a l'utilisateur de valider des protocoles d’échantillonnage ou des proportions de dilution différent(e)s pour
garantir que cette méthode d’analyse est conforme a ses critéres.

Aliments
1. Laisser le milieu d’enrichissement BPW ISO s’équilibrer 2 41,5 + 1 °C.

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

3. Mélanger toutes les matrices et incuber comme indiqué dans le tableau de protocole approprié (Voir Tableau 2
ou 3).

Echantillons environnementaux

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

Il incombe & I'utilisateur de valider des protocoles d’échantillonnage ou des proportions de dilution différent(e)s pour
garantir que cette méthode d’analyse est conforme a ses critéres.

Tableau 2. Protocoles d’enrichissement généraux.

Matrice de I’échantillon Taille de Bouillon Température Durée Volume
I’échantillon | d’enrichissement | d’enrichissement | d’enrichissement | d’échantillon

Volume (mL) (x1°C) (h) d’analyse (pL)
(préchauffé)

Boeuf haché cru, 3759 1125 BPW ISO 41,5 10-18 20

morceaux et émincé®

Viande crue (porc, 3759 1125 BPW ISO 41,5 10-18 20

volaille, agneau, boeuf)®

Légumes-feuilles® 200 g 450 BPW I1SO 41,5 18-24 20

Choux© 25¢ 225 BPW ISO 41,5 18-24 20

Produits laitiers crus® 22559m°L” 225 BPW ISO 41,5 18-24 20

@ Malaxer & la main les échantillons de boeuf (bceuf haché, morceaux et émincé) et de viande crue (porc haché, volaille
et viande non bovine) pendant 30 a 60 secondes afin de disperser et de briser les morceaux aprés ’'ajout de BPW-1SO
préchauffé.

® Pour les légumes feuilles, rincer le bouillon d’enrichissement (BPW-1SO préchauffé) sur les feuilles et agiter
doucement pendant 30 a 60 secondes. Ne pas malaxer ou homogénéiser les feuilles.

© Pour les graines germées, rincer le bouillon d’enrichissement (BPW-1SO préchauffé) sur les graines germées pendant
30 a 60 secondes et ne pas malaxer ni homogénéiser.

@ Homogénéiser les échantillons laitiers crus pendant 30 & 60 secondes aprés I'ajout de BPW-1SO préchauffé.
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Dans les études PTM®M de I'Institut de recherche de CLAOAC, le kit de détection moléculaire version 2 - STEC Screening
des Génes (stx et eae) Neogen s’est avéré étre une méthode efficace pour la détection des STEC. Les matrices testées
au cours de I’étude sont répertoriées dans le tableau 3.

Tableau 3. Protocole d’enrichissement selon FPAOAC PTMSM Certificat n® 071902.

Matrice de Taille de Volume du bouillon Température Durée Volume
I’échantillon I’échantillon | d’enrichissement (mL) d’enrichissement | d’enrichissement | d’échantillon
(x1°C) (h) d’analyse (uL)

Emincé de 1125 BPW ISO

beeuf cru® 3759 (préchauffé) 41,5 10-18 20

Boeuf cru haché® 3759 ! 125, BPW I,SO 41,5 10-18 20
(préchauffé)

Boeuf cru haché® 25¢g 225,BPW IS,O 41,5 10-18 20
(préchauffé)

Porc cru haché® 3759 ! 125, BPW I,SO 41,5 10-18 20
(préchauffé)

Morceaux de 1125 BPW ISO

volaille crus® 3759 (préchauffé) 41,5 10-18 20

Po,ulet séparé 259 EPT ?25 ml (I’SO) 41,5 10-24 20

mécaniquement (pré-chauffée)

- 450 BPW I1SO

; ®) -
Epinards 200g (préchauffe) 41,5 18-24 20
225 BPW ISO
(c) -

Choux 25¢g (préchauffe) 41,5 18-24 20

Fleur de cannabis

séchée, fleur de 10g EPT 90 ml (ISO) 41,5 28-32 20

chanvre séchée®

@ Pour les échantillons de boeuf (boeuf haché et émincé), ajouter le BPW-1SO préchauffé a I’échantillon de boeuf.

Malaxer a la main pendant 30-60 secondes pour disperser et briser les morceaux.

® Pour les épinards, ajouter le BPW-1SO préchauffé a la matrice. Rincer le diluant sur les feuilles et agiter doucement
pendant 30 a 60 secondes. Ne pas malaxer ou homogénéiser les feuilles.

© Pour les graines germées, rincer le bouillon d’enrichissement (BPW-ISO préchauffé) sur les graines germées pendant
30 a 60 secondes et ne pas malaxer ni homogénéiser.

@ Fleur de cannabis séchée (> 0,3 % THC) et fleur de chanvre séchée (< 0,3 % THC)

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

1.

nettoyer le plateau de chargement rapide pour systéme de détection moléculaire Neogen.

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

Humidifier un chiffon ou une serviette jetable a I’aide d’une solution de 1-5 % d’eau de Javel (v:v dans de I’eau) et

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

S’assurer que le plateau de chargement rapide pour systéme de détection moléculaire Neogen est sec avant toute utilisation.
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Préparation du support de bloc refroidissant pour systéme de détection moléculaire Neogen®

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

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

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

REMARQUE : selon l'unité de traitement thermique utilisée, le support de bloc chauffant pour systéme de détection
moléculaire Neogen atteint la température souhaitée en 30 minutes environ. Utiliser un thermomeétre étalonné adapté
(p. ex., un thermomeétre & immersion partielle ou un thermomeétre 4 thermocouple numérique, et non un thermométre
a immersion totale) placé a I’endroit indiqué du support de bloc chauffant pour systéme de détection moléculaire
Neogen afin de vérifier que sa température est de 100 = 1 °C.

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

Mettre I'instrument de détection moléculaire Neogen sous tension.

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

3.1. La sélection de I'icone STXEAE-2 dans le logiciel sélectionne deux puits adjacents (comme A1, A2, B1, B2,
etc.), un pour stx et I’autre pour le tube de réactif eae, car chaque échantillon est soumis a deux tests. Le NC
est configuré pour chaque tube de réactif et un RC est configuré pour le kit.
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REMARQUE : I'instrument de détection moléculaire Neogen doit étre prét avant I'insertion du plateau de chargement
rapide pour systéeme de détection moléculaire Neogen, dans lequel sont placés les tubes de réactif. Cette étape de
chauffage prend environ 20 minutes ; pendant ce processus, un voyant lumineux ORANGE s’allume sur la barre d’état
de I'instrument. Lorsque I'instrument est prét pour I'analyse, la barre d’état passe au VERT.

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

\¢

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

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

Retourner les tubes recouverts d’'un bouchon pour les mélanger. Passer a I’étape suivante dans un délai de 4 heures
apres avoir retourné les tubes.

Retirer I’échantillon enrichi de I'incubateur.

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

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

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

4.3. Transférer I’échantillon enrichi dans les tubes de solution de lyse Neogen comme indiqué ci-dessous :

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

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

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

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

4.6. Transférer 20 pL d’échantillon dans un tube de solution de lyse Neogen.

o o)

Répéter les étapes 4.4 a 4.6 en fonction des besoins pour tous les échantillons a analyser.

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

Vérifier que la température du support de bloc chauffant pour systéme de détection moléculaire Neogen est de
100+ 1 °C.

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

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

Retirer le portoir non couvert de tubes de solution de lyse Neogen du bloc chauffant pour systéme de détection
moléculaire Neogen et laisser refroidir dans le support de bloc refroidissant pour systéme de détection moléculaire
Neogen pendant au moins 5 minutes et au plus 10 minutes. Utilisé a température ambiante sans le plateau de bloc
refroidissant pour systéme de détection moléculaire Neogen®, le support de bloc refroidissant pour systéme de
détection moléculaire Neogen doit étre posé directement sur le plan de travail du laboratoire. Une fois froide, la
solution de lyse Neogen retrouvera une couleur rose.
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10. Retirer le couvercle des tubes de solution de lyse Neogen du support de bloc refroidissant pour systeme de

détection moléculaire Neogen.

001500

99-101 °C

Amplification

1.

5.

Un tube de réactif pour le kit de détection moléculaire version 2 - STEC Screening des Génes (stx) Neogen et
un tube de réactif pour le kit de détection moléculaire version 2 - STEC Screening des Génes (eae) Neogen sont
nécessaires pour chaque échantillon et pour le NC.

1.1. Les barrettes de tubes peuvent étre coupées de maniére a obtenir le nombre de tubes souhaité. Sélectionnez
le nombre nécessaire de tubes de réactif individuels ou de bandes de 8 tubes du Neogen Kit de détection
moléculaire version 2 - STEC Screening des Génes (stx) et du Neogen Kit de détection moléculaire
version 2 - STEC Screening des Génes (eae).

1.2. Placer les tubes du Neogen Kit de détection moléculaire version 2 - STEC Screening des Génes (stx) dans un
portoir vide dans une colonne.

1.3. Placer les tubes du Neogen Kit de détection moléculaire version 2 - STEC Screening des Génes(eae) dans la
colonne de droite adjacente.

1.4. Eviter de toucher les pastilles réactives se trouvant au fond des tubes.
Sélectionner un tube de contrdle de réactif Neogen et le placer dans le portoir.

Pour le lysat NC, sélectionner un tube de réactif du kit de détection moléculaire version 2 - STEC Screening des
Génes (stx) Neogen et un tube de réactif du kit de détection moléculaire version 2 - STEC Screening des Génes
(eae) Neogen et les placer dans le portoir.

STX EAE
N\ _/

880000000000

0000000000
0000000000
0000000000
0000000000
0000000000
O0000000OGH—RC
000000000E e

4
Afin d’éviter toute contamination croisée, ouvrir une barrette de tubes de réactif du kit de détection moléculaire

version 2 - STEC Screening des Génes (stx ou eae) Neogen 2 la fois et utiliser un nouvel embout de pipette pour
chaque étape de transfert.

(o=)

®

®

Transférer chacun des lysats dans un tube de réactif du kit de détection moléculaire version 2 - STEC Screening des
Génes (stx ou eae) Neogen comme décrit ci-dessous.

5.1. Tout d’abord, transférer chaque lysat d’échantillon dans un tube de réactif du kit de détection moléculaire
version 2 - STEC Screening des Génes (stx) Neogen comme décrit aux étapes 5.5 et 5.6.

5.2. Ensuite, transférer chacun des mémes lysats d’échantillon dans un tube de réactif du Kit de détection
moléculaire version 2 - STEC Screening des Génes (eae) Neogen dans la colonne de droite adjacente comme
décrit aux étapes 5.5 et 5.6.

REMARQUE : Utiliser un nouvel embout de pipette pour chaque transfert. Ne pas utiliser le méme embout de

pipette pour le transfert dans le tube de réactif stx et eae du méme échantillon de lysat.

9




5.3.

5.4.

5.5.

5.6.
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Apreés tous les transferts de lysats d’échantillon, ajoutez le lysat de NC dans chacun des tubes de réactif
du kit de détection moléculaire version 2 - STEC Screening des Génes (stx) Neogen et du kit de détection
moléculaire version 2 - STEC Screening des Génes (eae) Neogen.

Transférer le lysat NC en dernier dans le tube de controle de réactif.

Ouvrir les tubes de réactif du Neogen Kit de détection moléculaire version 2 - STEC Screening des Génes
(stx ou eae) a I'aide de 'outil d’ouverture/fermeture pour systéme de détection moléculaire Neogen® - Réactif,
une barrette a la fois. Jeter le bouchon.

Transférer 20 pL de lysat d’échantillon de la moitié supérieure du liquide (éviter le précipité) du tube

de solution de lyse Neogen dans le tube de réactif correspondant du Neogen Kit de détection moléculaire
version 2 - STEC Screening des Génes (stx ou eae). Incliner la pipette pour ne pas toucher les pastilles.
Mélanger en effectuant 5 cycles d’aspiration / de refoulement avec la pipette.

REMARQUE : Utiliser un nouvel embout de pipette pour chaque transfert. Ne pas utiliser le méme embout
de pipette pour le transfert dans le tube de réactif stx et eae du méme échantillon de lysat.

5.7.

5.8.

5.9.

5.10.

5.11.

Répéter I'étape 5.6 jusqu’a ce que le lysat de I’échantillon individuel ait été ajouté a un tube de réactif
correspondant du kit de détection moléculaire version 2 - STEC Screening des Génes (stx ou eae) Neogen
dans la barrette.

Placer la capsule supplémentaire prévue a cet effet sur les tubes de réactif du kit de détection moléculaire
version 2 - STEC Screening des Génes (stx ou eae) Neogen puis prendre le bord arrondi de I'outil d’ouverture/
fermeture pour systéme de détection moléculaire Neogen - Réactif et appuyer dans un mouvement de va-et-
vient afin de s’assurer que la capsule est fermement insérée sur le tube.

Répétez les étapes 5.6 a 5.8 au besoin, pour le nombre d’échantillons a tester pour les deux tubes de réactifs
du kit de détection moléculaire version 2 - STEC Screening des Génes (stx et eae) Neogen.

Lorsque tous les lysats d’échantillon ont été transférés, répéter 5.6 a 5.8 pour transférer 20 pL de lysat NC
dans chaque tube de réactif du kit de détection moléculaire version 2 - STEC Screening des Génes (stx)
Neogen et du kit de détection moléculaire version 2 - STEC Screening des Génes (eae) Neogen.

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

Transférer chaque lysat d’échantillon dans un tube de réactif du kit de détection moléculaire version 2 - STEC
Screening des Génes (stx ou eae) Neogen d’abord suivi par le NC. Hydrater le tube de contrdle de réactif
Neogen en dernier.

Charger les tubes recouverts d’'un bouchon dans un plateau de chargement rapide pour systéeme de détection
moléculaire Neogen propre et décontaminé, puis fermer et verrouiller le couvercle.
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20 L

20 L
STX EAE
3 [

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

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

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

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

AVIS : pour réduire le risque de résultats faux positifs dus a une contamination croisée, ne jamais ouvrir les tubes de
réactif contenant de ’ADN amplifié. Ceci inclut les tubes de réactif, de contréle de réactif Neogen et de contrdle de
matrice Neogen du kit de détection moléculaire version 2 - STEC Screening des Génes (stx et eae) Neogen. Toujours
éliminer les tubes de réactif fermés en les trempant dans une solution d’eau de Javel 4 1-5 % (v:v dans de I’eau)
pendant 1 heure, et ce a I’écart de la zone de préparation des analyses.

Résultats et interprétation

Un algorithme interpréte la courbe de résultats provenant de la détection de ’'amplification de I’acide nucléique.

Les résultats sont automatiquement analysés par le logiciel et sont codés par couleur en fonction du résultat. Un résultat
positif ou négatif est déterminé par I’analyse d’un nombre de paramétres des courbes individuelles. Les résultats
présumés positifs sont rapportés en temps réel tandis que les résultats négatifs ou a vérifier sont affichés a la fin

de l’essai.

Le logiciel du Systéme de détection moléculaire Neogen rapporte les résultats séparément pour chacun des tests (stx
et eae) et utilise les résultats des deux tests pour considérer I’échantillon positif ou négatif pour les STEC (EHEC) (voir
Figure ci-dessous). Pour un positif présumé pour le STEC (EHEC), les deux cibles génétiques (stx1 et/ou stx2 et eae)
doivent étre positives. Si ’'un des dosages individuels montre une erreur ou une vérification, le résultat final sera

« Erreur » ou « A vérifier ». Un nouveau test est nécessaire pour appeler correctement le résultat final (voir touche de
résultat). Le logiciel permet également de mettre en place des tests individuels si nécessaire, et le lysat d’échantillon ou
le lysat frais provenant de I’enrichissement peuvent étre testés a nouveau avec les tests, en suivant les étapes décrites a
I’Annexe A pour les lysats conservés et les étapes de la section Lyse et Amplification pour I’enrichissement conservé.

11
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Touches de résultat de lysat d’échantillon enrichi

ﬂ Deux résultats positifs, résultat final positif

ﬂ stx positif, eae négatif, résultat final négatif

stx positif, eae a inspecter, résultat final a inspecter, analyser de nouveau

.@ stx positif, eae erroné, résultat final erroné, analyser de nouveau

ﬂ stx négatif, eae positif, résultat final négatif

ﬂ stx négatif, eae négatif, résultat final négatif
o EA]E stx négatif, eae a inspecter, résultat final a inspecter, analyser de nouveau
.@ stx négatif, eae erroné, résultat final erroné, analyser de nouveau
@m stx a inspecter, eae positif, résultat final a inspecter, analyser de nouveau
C’@ stx a inspecter, eae négatif, résultat final a inspecter, analyser de nouveau
C‘.’ 2(?)| stx a inspecter, eae a inspecter, résultat final 2 inspecter, analyser de nouveau
@% stx a inspecter, eae erroné, résultat final erroné, analyser de nouveau
m stx erroné, eae positif, résultat final erroné, analyser de nouveau
m stx erroné, eae négatif, résultat final erroné, analyser de nouveau
([@ stx erroné, eae a inspecter, résultat final erroné, analyser de nouveau

([@ stx erroné, eae erroné, résultat final erroné, analyser de nouveau

Touches de contrdle négatif

.ﬂ Deux résultats valides, lien valide

.@ Un résultat valide, un résultat erroné, erreur de lien, analyser de nouveau
@@ Un résultat valide, un résultat non valide, lien non valide, analyser de nouveau
@% Deux résultats erronés, lien erroné, analyser de nouveau

@% Deux résultats non valides, lien non valide, analyser de nouveau

@% Un résultat erroné, un résultat non valide, lien erroné, analyser de nouveau

Les échantillons présumés positifs doivent étre confirmés conformément aux modes opératoires normalisés du
laboratoire ou en suivant la confirmation par une méthode de référence appropriée’>2%, en commencant par le transfert
du bouillon d’enrichissement primaire vers des géloses sélectives et la confirmation des isolats a I'aide de méthodes
biochimiques et sérologiques appropriées. Pour les matrices spécifiées par MLG 5C, la séparation immunomagnétique
(IMS) doit étre effectuée avant I'inoculation sur un milieu sélectif.

REMARQUE : méme un échantillon négatif ne donnera pas de résultat égal a zéro, car le systéme et les réactifs
d’amplification du kit de détection moléculaire version 2 - STEC Screening des Génes (stx et eae) Neogen effectuent
une lecture d’unité relative de lumiére (RLU) « de base ».

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

Neogen recommande a I'utilisateur de recommencer I’essai pour tout échantillon considéré comme « A vérifier ». Si le
résultat continue a étre « A vérifier », passer au test de confirmation en utilisant la méthode("-22 de votre choix ou en
utilisant une méthode conforme aux réglementations locales.
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Tableau 4. Symboles et informations pour divers résultats logiciels.

Type de Symbole du

Résultat | Interprétation

puits résultat du puits
Echantillon ‘ Positif Léchantillon est présumé positif pour le pathogeéne cible.
Echantillon ‘ Négatif | Léchantillon est négatif pour le pathogene cible.

Echantillon

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

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

Echantillon

La présence ou I’'absence du pathogéne cible est indéterminée. Un second

@ A test peut étre nécessaire. Consulter la section de dépannage et les
vérifier | instructions relatives au produit du kit de détection pour obtenir plus

de renseignements.

Aucune bioluminescence n’a été détectée. Un second test peut étre

Echantillon @ Erreur nécessaire. Consulter la section de dépannage et les instructions relatives

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

Annexe A. Interruption du protocole : conservation et nouveau test des échantillons

1.

2B

8.

Pour conserver un lysat soumis a un traitement thermique, refermer le tube de solution de lyse Neogen avec un
bouchon propre (se reporter a la section Lyse, 4.5).

Pour conserver un échantillon enrichi, incuber pendant au moins 18 heures avant la conservation.
Stocker a une température comprise entre 4 et 8 °C jusqu’a 72 heures.

Préparer un échantillon conservé pour amplification en retournant 2 a 3 fois pour mélanger.
Ouvrir les tubes.

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

Retirer le portoir de tubes de solution de lyse Neogen du bloc chauffant pour systéme de détection moléculaire
Neogen et laisser refroidir dans le support de bloc refroidissant pour systeme de détection moléculaire Neogen
pendant au moins 5 minutes et au plus 10 minutes.

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

Références:

1.

Microbiology Laboratory Guidebook. U. S. Department of Agriculture (USDA) Food Safety and Inspection Service
(FSIS) Microbiology Laboratory guidebook 5C.00. Detection and isolation of top seven Shiga toxin-producing
Escherichia coli (STECs) from meat products and carcass and environmental sponges. Feb 4, 2019.

US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 4A: Diarrheagenic Escherichia coli.
October 2018.

ISO/TS 13136:2012: Microbiology of food and animal feed — Real-time polymerase chain reaction (PCR)-based
method for the detection of food-borne pathogens — Horizontal method for the detection of Shiga toxin-producing
Escherichia coli (STEC) and the determination of 0157, 0111, 026, 0103 and O145 serogroups

U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, Title 21, Part 58. Good laboratory practice for
nonclinical laboratory studies.

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.

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

Explication des symboles
info.neogen.com/symbols
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5 NEDGEN

Gebrauchsanweisungen
Molekulares Detektions Assay 2 - STEC Gene Screen (stx und eae)

Produktbeschreibung und Verwendungszweck

Der Neogen® Molekulares Detektions Assay 2 - STEC Gene Screen (stx und eae) wird mit dem Neogen® Molekulares
Detektionssystem fiir den schnellen und spezifischen Nachweis von Shigatoxin-Genen (stx1 und stx2) und Intimin-

Gen (eae) von Shigatoxin-produzierenden E. coli (STEC, auch als ,Verotoxin-produzierende E. coli“ bezeichnet) in
angereicherten Proben aus Lebensmitteln und Umgebungen der Lebensmittelverarbeitung verwendet. Der Begriff STEC
bezieht sich auf E. coli-Pathotypen, die in der Lage sind, Shigatoxin-Typ1 (stx1), -Typ 2 (stx2) oder beide zu produzieren,
die durch das Gen stx1 bzw. stx2-Gen kodiert werden. STEC-enthaltende Virulenzgene fiir stx1 und/oder stx2 und

eae (Am Attaching/Effacing des Phenotyps beteiligtes Intimin-Gen) sind designierte enterohdmorrhagische E. coli
(EHEC). Das Screening-Kit enthalt zwei separate ReagenzgefiaRe: eines fiir den Nachweis der virulenten Gene stx1 und/
oder stx2 und das andere fiir den Nachweis von eae aus STEC (EHEC). Die Neogen® Molekulares Detektionssystem —
Software meldet Ergebnisse separat fiir jeden Assay und verwendet Ergebnisse beider Assays, um die Probe als STEC
(EHEC) positiv oder negativ zu bezeichnen. Fiir ein vorlaufig positives Ergebnis fiir STEC (EHEC) miissen beide Genziele
(stx1 und/oder stx2 und eae) positiv sein. Der stx-Assay unterscheidet nicht zwischen stx1 und stx2, weist jedoch das
Vorhandensein von stx1 und/oder stx2 nach.

Der Neogen Molekulares Detektions Assay verwendet die mittels einer ,Loop® initiierte isotherme Amplifikation, um
Nukleinsduresequenzen mit hoher Spezifitat, Sensitivitdt und Geschwindigkeit zu amplifizieren, und kombiniert diese mit
Biolumineszenz fiir den Nachweis der Amplifikation. Die vorlaufig positiven Ergebnisse werden in Echtzeit erstellt, wahrend
negative Ergebnisse erst nach Abschluss des Tests dargestellt werden. Die vorlaufig positiven Ergebnisse sollten mithilfe
eines Testverfahrens Ihrer Wahl"-2% oder gemaR den jeweils geltenden értlichen Richtlinien bestatigt werden.

Der Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - STEC Gene Screen (stx und eae) ist fiir den Gebrauch in Laboren
bestimmt und muss von in Laborverfahren geschultem Fachpersonal angewendet werden. Neogen verfiigt Giber keine
Daten zur Anwendung dieses Produkts in anderen Industrien als der Lebensmittel- und Getrankeindustrie. Zum Beispiel
verfliigt Neogen Uiber keine Daten zur Verwendung dieses Produkts mit Pharmazeutika-, Kosmetika- oder klinischen
und tiermedizinischen Proben. Der Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - STEC Gene Screen (stx und eae) wurde
nicht fir alle moéglichen Lebensmittelprodukte, Lebensmittelverarbeitungsverfahren, Testprotokolle oder alle méglichen
Bakterienstimme evaluiert.

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

Neogen hat den Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - STEC Gene Screen (stx und eae) mit gepuffertem
Peptonwasser (BPW)-1SO als Anreicherungsbouillon evaluiert.

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

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

Das Testkit fiir den Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - STEC Gene Screen (stx und eae) enthilt jeweils 48 Tests
mit stx- und eae-Reagenzien, die in Tabelle 1 beschrieben werden.
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Tabelle 1. Komponenten des Neogen Molekulares Detektions Assay-Kits.

Artikel Kennzeichnung | Stiickzahl Inhalt Kommentare

Rosafarbene
.. Lésung in 96 (12 Streifen mit n Abgefiillt und
®

Neogen® Lyseldsung (LS) transparenten je 8 GefaRen) 580 I LS pro GefaR gebrauchsfertig
GefaRen

Reagenzgefale fiir den . Lyophilisierte

Neogen® Molekulares Orangefarbene 183(28,5:;:: ém't spezifische Gebrauchsferti

Detektions Assay 2 - STEC Réhrchen 18 GefaRe) Amplifikations- und 9

Gene Screen (stx) Detektionsmischung

ReagenzgefaRe fiir den 48 (2 Beutel mit Lyophilisierte

Neogen® Molekulares Rote GefaRe je 3 Streifen a spezifische Gebrauchsferti

Detektions Assay 2 - STEC ’8 Gefie) Amplifikations- und 9

Gene Screen (eae) Detektionsmischung

Zusatzliche Kappen Orangefarbene .96 (12 Streifen mit Gebrauchsfertig
Kappen je 8 Kappen)

Zusétzliche Kappen

Rote Kappen

96 (12 Streifen mit
je 8 Kappen)

Gebrauchsfertig

Neogen® Reagenzkontrolle
(RC)

Durchsichtige
Gefalle

16 (2 Beutel
mit 8 einzelnen
GefaRen)

Lyophilisierte Kontroll-
DNS, Amplifikations-
und Detektionsmatrix

Gebrauchsfertig

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

Eine Kurzanleitung finden Sie unter www.neogen.com

Sicherheit

Der Anwender muss sédmtliche in der Gebrauchsanweisung des Neogen Molekulares Detektionssystem und des

Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - STEC Gene Screen (stx und eae) aufgefiihrten Sicherheitshinweise gelesen
und verstanden haben. Bewahren Sie diese Sicherheitshinweise auf, um spéater auf sie zuriickgreifen zu kénnen.

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

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

A WARNUNG

Den Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - STEC Gene Screen (stx und eae) nicht zur Diagnose von
Erkrankungen bei Menschen oder Tieren einsetzen.

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

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

kontaminierten Produkts fiihren kénnen:

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

e Lagern Sie den Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - STEC Gene Screen (stx und eae) wie auf der Packung und
in den Gebrauchsanweisungen beschrieben.

e Verwenden Sie den Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - STEC Gene Screen (stx und eae) stets vor Ablauf des
Verfalldatums.

e Verwenden Sie den Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - STEC Gene Screen (stx und eae) mit Lebensmittel-
und Umweltproben, die intern oder durch Dritte validiert wurden.

e Verwenden Sie den Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - STEC Gene Screen (stx und eae) nur mit Oberflachen,
Desinfektionsmitteln, Protokollen und Bakterienstdmmen, die intern oder durch Dritte validiert wurden.
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e Wenn Sie eine Umgebungsprobe haben, die einen Neutralisationspuffer mit einem Acrylsulfonat-Komplex
enthalt, dann miissen Sie vor dem Testen der Probe eine 1:2 Verdiinnung (1 Teil Probe in 1 Teil steriler
Anreicherungsbouillon) vornehmen. Ebenso kénnen Sie 10 pl Anreicherungsmedium mit Neutralisationspuffer
in die Neogen LysegefaRe tGbertragen. Neogen® Produkte zur Probenhandhabung, die Neutralisationspuffer mit
Acrylsulfonat-Komplex enthalten: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB, HS10NB2G und
HS2410NB2G.

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

verbunden sind:

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

o Befolgen Sie stets die Uiblichen Labor-Sicherheitsmalnahmen und tragen Sie bei der Handhabung von Reagenzien
und kontaminierten Proben angemessene Schutzkleidung und geeigneten Augenschutz.

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

Die angereicherten Proben sind gemaR lokaler/regionaler/landesweiter regulatorischer Standards zu entsorgen.
Proben, die wéahrend der Lyse nicht ordnungsgemafR warmebehandelt wurden, stellen moglicherweise ein bio-logisches
Risiko dar und sollten NICHT in das Neogen Molekulare Detektion — Gerat eingesetzt werden.

Zur Verminderung von Kreuzkontaminationsrisiken bei der Vorbereitung des Tests:
e Tragen Sie stets Handschuhe (sowohl zum Schutz des Anwenders als auch, um ein Einbringen von Nukleasen zu
vermeiden).

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

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

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

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

HINWEIS

Zur Verminderung von Kreuzkontaminationsrisiken bei der Vorbereitung des Tests:

Wechseln Sie vor Hydratation der Reagenzpellets die Handschuhe.

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

Verwenden Sie fir jede Probeniibertragung eine neue Pipettenspitze.

Wenden Sie die Grundsitze der Guten Laborpraxis bei der Ubertragung der angereicherten Probe auf das
LysegefaR an. Um eine Kontamination der Pipette zu vermeiden, sollte der Anwender bei der Ubertragung einen
Zwischenschritt durchfihren. Beispielsweise kann der Anwender jede angereicherte Probe auf ein steriles GefaR
Ubertragen.

Sofern moéglich, arbeiten Sie an einer molekularbiologischen Arbeitsstation mit Germizidlampe.

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

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

e Offnen Sie die ReagenzgefiRe niemals nach der Amplifikation.

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

e Autoklavieren Sie die Reagenzgefalle niemals nach der Amplifikation.

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

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

Verantwortung des Anwenders

Anwender missen sich auf eigene Verantwortung mit den Gebrauchsanweisungen und Informationen des Produkts
vertraut machen. Fiir weitere Informationen besuchen Sie unsere Website unter www.neogen.com oder wenden Sie
sich an lhren lokalen Neogen Verkaufsvertreter oder Handler.
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Bei der Auswabhl einer Testmethode ist zu beachten, dass externe Faktoren wie Probennahme, Testprotokoll, Pro-
benaufbereitung, Handhabung, Labortechnik und die Probe selbst die Ergebnisse beeinflussen kénnen.

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

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

Wie bei allen Testmethoden, stellen die mit Neogen Lebensmittelsicherheitsprodukten erhaltenen Ergebnisse keine
Garantie fir die Qualitat der untersuchten Matrices oder Prozesse dar.

Als Unterstiitzung von Kunden bei der Validierung der Methode fiir verschiedene Lebensmittel-Matrices hat Neogen

das Set Neogen® Molekulare Detektion Matrixkontrolle entwickelt. Verwenden Sie bei Bedarf die Neogen Molekulare
Detektion — Matrixkontrolle (MC), um zu bestimmen, ob die Matrix in der Lage ist, die Ergebnisse des Neogen
Molekulares Detektions Assay 2 - STEC Gene Screen (stx und eae) zu beeintrachtigen. Testen Sie mehrere fiir die Matrix
reprasentative Proben, d. h. Proben unterschiedlicher Herkunft, wahrend einer Validierungsphase, wenn die Neogen
Methode zum Einsatz kommt oder beim Testen neuer oder unbekannter Matrices oder Matrices, die Rohmaterial- oder
Verfahrensanderungen durchlaufen haben.

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

Haftungsbeschrankungen/Beschrankte Rechtsmittel

AUSSER ES WIRD AUSDRUCKLICH ANDERS IM ABSCHNITT DER HAFTUNGSBESCHRANKUNGEN DER VER-
PACKUNG DES JEWEILIGEN PRODUKTS ANGEGEBEN, LEHNT NEOGEN ALLE AUSDRUCKLICHEN UND STILL-
SCHWEIGENDEN GARANTIEN, EINSCHLIESSLICH, JEDOCH NICHT BESCHRANKT AUF, DIE GEWAHRLEISTUNG
DER MARKTGANGIGKEIT ODER DER EIGNUNG FUR EINEN BESTIMMTEN ZWECK AB. Sollte sich ein Produkt

von Neogen Food Safety als defekt herausstellen, wird es von Neogen oder einem autorisierten Vertragshandler

nach eigenem Ermessen ersetzt oder der Kaufpreis zuriickerstattet. Gewahrleistungsanspriiche bestehen nicht. Sie
sind verpflichtet, Neogen umgehend innerhalb von sechzig Tagen, nachdem die mutmaRlichen Defekte am Produkt
festgestellt wurden, dariiber zu informieren und das Produkt an Neogen zuriickzusenden. Bei weiteren Fragen wenden
Sie sich bitte an den Neogen-Verkaufsvertreter oder autorisierten Neogen-Héandler.

Haftungsbeschriankungen von Neogen

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

Lagerung und Entsorgung

Lagern Sie den Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - STEC Gene Screen (stx und eae) bei 2—-8 °C (35-47 °F). Nicht
einfrieren. Lichtgeschiitzt lagern. Vergewissern Sie sich nach dem Offnen des Sets, dass der Folienbeutel unbeschadigt
ist. Verwenden Sie das Set keinesfalls bei beschadigtem Beutel. Nach dem Offnen sollten nicht verwendete Reagenz-
geféalBe gemeinsam mit dem Trockenmittel stets im wiederverschlieRbaren Beutel verwahrt werden, um die Stabilitat der
lyophilisierten Reagenzien sicherzustellen. Wiederverschlossene Beutel héchstens 90 Tage lang bei 2-8 °C (35-47 °F)
lagern.

Verwenden Sie den Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - STEC Gene Screen (stx und eae) nicht nach Ablauf des
Verfalldatums. Das Verfalldatum und die Chargennummer sind auf dem duReren Etikett der Packung angegeben. Nach
dem Gebrauch kénnen das Anreicherungsmedium und die GefalRe des Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - STEC
Gene Screen (stx und eae) pathogene Stoffe enthalten. Beachten Sie nach Abschluss der Testverfahren die giiltigen
Branchennormen fiir die Entsorgung von kontaminierten Abfallen. Weitere Informationen sowie die jeweils vor Ort
geltenden Richtlinien zur Entsorgung entnehmen Sie bitte dem Sicherheitsdatenblatt.

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

Desinfizieren Sie die Laborbinke und Arbeitsgerate (Pipetten, Cap/Decap-Werkzeuge usw.) regelmaRig mit einer
1-5%igen Haushaltsbleichmittelldsung (v:v in Wasser) oder DNS-Entfernungslésung.
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Der Anwender sollte die Funktionsqualifizierung (Operational Qualification, OQ) fiir das Neogen Molekulare
Detektionssystem absolvieren wie im Dokument ,Protokolle und Anweisungen fiir Installationsqualifizierung (1Q) /
Funktionsqualifizierung (OQ) fiir das Neogen Molekulare Detektionssystem“ beschrieben(.

Spezifische Anweisungen finden Sie im Abschnitt ,Spezielle Anweisungen fiir validierte Verfahren®:
Fir Anreicherungsprotokolle gemaR Performance Tested Method®™ (PTM) Nr. 071902 in Tabelle 3.

Probenanreicherung
Tabelle 2 und 3 enthalten Richtlinien fiir das Anreichern von Lebensmittelproben.

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

Lebensmittel
1. Anreicherungsmedium BPW ISO auf 41,5 = 1 °C erwarmen.

2. Vereinen Sie das Anreicherungsmedium und die Probe gemaR einem aseptischen Verfahren. Bei der Handhabung
von Fleisch- und partikelreichen Proben wird die Verwendung von Filterbeuteln empfohlen.

3. Mischen Sie alle Matrices und inkubieren Sie sie wie in der entsprechenden Protokolltabelle beschrieben (siehe
Tabelle 2 oder 3).

Umgebungsproben

WARNUNG: Sollten Sie einen Neutralisationspuffer mit Acrylsulfonat-Komplex als Hydrierlésung fiir den Schwamm
verwenden, miissen Sie vor dem Testen eine 1:2-Verdiinnung (1 Teil Probe in 1 Teil steriler Anreicherungsbouillon) der
angereicherten Umgebungsprobe vornehmen, um die mit einem falsch negativen Ergebnis verbundenen Risi-

ken, die zur Freigabe eines kontaminierten Produkts fiihren kénnen, zu verringern. Ebenso kénnen Sie 10 pl Anreiche-
rungsmedium mit Neutralisationspuffer in die Neogen LysegefaRe lbertragen.

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

Tabelle 2. Allgemeine Anreicherungsprotokolle.

Probenmatrix ProbengroBe [ Anreicherungs-| Anreicherungs- | Anreicherungszeit | Probenanaly-
bouillon temperatur (Stunden) sevolumen (ul)
Volumen (ml) (x1°C)
(vorgewarmt)
Rohes Rinderhack-
fleisch, Schabefleisch 375¢g 1125 BPW-ISO 41,5 10-18 20
und Abschnitte®
Rohes Fleisch (Schwein,
Gefliigel, Lamm, Bison)® 3759 1125 BPW-ISO 41,5 10-18 20
Blattsalate® 200 g 450 BPW-ISO 41,5 18-24 20
Sprossen® 25¢g 225 BPW-ISO 41,5 18-24 20
Rohmilchprodukte@® 25 goder25 ml | 225 BPW-ISO 41,5 18-24 20

@ Massieren Sie die Proben von Rindfleisch (Hackfleisch, Schabfleisch und Abschnitte) und Rohfleisch (Hackfleisch
vom Schwein, Gefliigel und anderes als Rindfleisch) 30-60 Sekunden, um Klumpen nach Zugabe von vorgewérmtem
BPW-1SO aufzuldsen und auseinanderzubrechen.

® GieRen Sie bei Blattsalaten Anreicherungsbouillon (vorgewarmtes BPW-1SO) (iber die Blatter und schiitteln Sie sie
sanft 30—-60 Sekunden lang. Blatter nicht massieren oder homogenisieren.

© GieRen Sie bei Sprossen 30-60 Sekunden lang Anreicherungsbouillon (vorgewarmtes BPW-1SO) iiber die Sprossen
und massieren oder homogenisieren Sie sie nicht.

@ Homogenisieren Sie die Rohmilchprodukt-Proben nach Zugabe von vorgewarmtem BPW-I1SO 30-60 Sekunden lang.
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Spezifische Anweisungen fiir validierte Verfahren
AOAC® Performance Tested Method™ (PTM) Zertifikat-Nr. 071902

* PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 071902

In PTMSM-Studien des AOAC-Forschungsinstituts wurde der Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - STEC Gene
Screen (stx und eae) als effektive Methode fiir den Nachweis von STEC bewertet. Die in der Studie getesteten Matrices
sind in Tabelle 3 aufgefiihrt.

Tabelle 3. Anreicherungsprotokolle gemaR AOAC PTM®M Zertifikat Nr. 071902.

Probenmatrix ProbengroRe | Anreicherungsbouillon | Anreicherungs- Anreiche- Probenanaly-
Volumen (ml) temperatur rungszeit sevolumen (ul)
(x1°C) (Stunden)

Rohes Rindfleisch, 1125 BPW-ISO

Abschnitte® 3759 (vorgewarmt) 41,5 10-18 20

Rf)hes Hackfleisch, 375g 1125 BP\{Y—ISO 41,5 10-18 20

Rind® (vorgewarmt)

R9hes Hackfleisch, 254 225 BPVY-ISO 41,5 10-18 20

Rind® (vorgewarmt)

Rohes !—Iackﬁelsch, 375g 1125 BPW—ISO 41,5 10-18 20

Schwein® (vorgewérmt)

Rohgefliigel-Teile® 3759 1125 BPW-ISO 41,5 10-18 20
(vorgewarmt)

Mechanisch

separiertes 25g ?szr B:x\;'rﬁg 41,5 10-24 20

Hihnerfleisch 9

Spinat® 2009 790 BPWISO 41,5 18-24 20
(vorgewdérmt)

Sprossen®© 259 225 BPV\./._ISO 41,5 18-24 20
(vorgewarmt)

Getrocknete

Cannabisblten, 10g 90 BPW-ISO 41,5 28-32 20

getrocknete

Hanfbliiten®

@ Geben Sie fiir Rindfleischproben (Hack- und Schabfleisch) vorgewérmte BPW-1SO zur Rindfleischprobe. 30-60
Sekunden lang von Hand massieren, um Klumpen aufzulésen und zu zerteilen.

® Geben Sie fiir Spinat vorgewarmtes BPW-1SO zur Matrix. GieRen Sie die Fliissigkeit tiber die Blatter und schiitteln Sie
sie sanft 30—60 Sekunden lang. Blatter nicht massieren oder homogenisieren.

© GieRen Sie fiir Sprossen 30—60 Sekunden lang Anreicherungsbouillon (vorgewarmtes BPW-ISO) iiber die Sprossen
und massieren oder homogenisieren Sie sie nicht.

@ Getrocknete Cannabisbliten (>0,3 % THC) und getrocknete Hanfbliiten (0,3 % THC)

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

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

Vorbereitung des Neogen® Molekulare Detektion - Kiihlblockeinsatzes
Stellen Sie den Neogen Molekulare Detektion — Kiihlblockeinsatz direkt auf die Laborbank: Der Neogen Molekulare
Detektion — Kiihlblocktrager wird nicht verwendet. Verwenden Sie den Block bei Laborraumtemperatur (20-25 °C).

Vorbereitung des Neogen® Molekulare Detektion — Heizblockeinsatzes

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

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

Vorbereitung des Neogen® Molekulare Detektion — Gerits

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

Schalten Sie das Neogen Molekulare Detektion — Gerat ein.

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

3.1. Durch Auswahl des STXEAE-2-Symbols in der Software werden zwei nebeneinander liegende Vertiefungen
(wie z. B. A1, A2, B1, B2 usw.) ausgewihlt, eine fiir das stx- und die andere fiir das eae-ReagenzgefiR, da jede
Probe mit zwei Assays durchgefiihrt wird. Die Negativkontrolle ist fiir die einzelnen ReagenzgefilRe und eine
Reagenzkontrolle ist fiir das Kit vorbereitet.
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HINWEIS: Das Neogen Molekulare Detektion — Gerat muss bereit sein, bevor die Neogen Molekulare Detektion —
Beladehilfe mit den ReaktionsgefafRen eingesetzt werden kann. Dieses Erwarmungsverfahren nimmt etwa 20 Minuten
in Anspruch und wird durch eine ORANGEFARBENE Leuchte auf der Statusleiste des Gerats angezeigt. Sobald das
Gerit einsatz-bereit ist, wechselt die Leuchte der Statusleiste auf GRUN.

Lyse
Entfernen Sie die Unterseite des Neogen Lyseldsungstragers mit einem Schraubendreher oder Spatel, bevor Sie ihn im
Neogen Molekulare Detektion — Heizblockeinsatz platzieren.
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Lassen Sie die Neogen Lyseldsung im GefaR iiber Nacht (16—18 Stunden) bei Raumtemperatur (20-25 °C)
aufwarmen. Um die Neogen LysegeféRe auf Raumtemperatur zu erwarmen, kénnen Sie die Neogen Lysegefalie fir
mindestens 2 Stunden auf die Laborbank stellen, fiir 1 Stunde bei 37 = 1 °C inkubieren oder die Neogen Lysegefille
fiir 30 Sekunden bei 100 °C in ein Trocken-Doppelblock-Heizgerat setzen.

Mischen Sie die mit Kappen verschlossenen Gefale. Fahren Sie innerhalb von 4 Stunden nach dem Mischen mit
dem nachsten Schritt fort.

Nehmen Sie die angereicherte Probe aus dem Inkubator.
Fiir jede Probe (steriles Anreicherungsmedium) und die NC wird jeweils ein GefaR mit Neogen Lyselésung benétigt.

4.1. Die Neogen LysegefaBstreifen kénnen auf die gewiinschte Anzahl an GefaRen zurechtgeschnitten
werden. Wihlen Sie die erforderliche Anzahl GefaRe oder Streifen mit 8 GefaRen aus. Setzen Sie die
Neogen LysegefaRe in einen leeren Gefaldtrager.

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

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

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

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

4.5. Entsorgen Sie die Kappen der Neogen Lysegefafle. Wenn noch Lysat fiir weitere Tests librig bleibt, bewahren
Sie die Kappen in einem sauberen Behélter auf, um sie nach der Lyse wieder aufzusetzen.

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

4.6. Ubertragen Sie 20 pl Probe in ein Neogen-LysegefaR.

o o)

Wiederholen Sie bei Bedarf die Schritte 4.4 bis 4.6 bei allen zu priifenden Proben.

Sobald Sie alle Proben {ibertragen haben, tibertragen Sie 20 ul der Negativkontrolle (steriles Anreicherungsmedium,
z. B. gepuffertes Peptonwasser BPW) in ein Neogen LysegefaR. Als Negativkontrolle kein Wasser verwenden.

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

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

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



9.

(Deutsch) ﬁ ﬁ

Nehmen Sie den Trager ohne Deckel mit den Neogen Lysegefalen aus dem Neogen Molekulare Detektion —
Heizblockeinsatz. Lassen Sie ihn im Neogen Molekulare Detektion — Kiihlblockeinsatz 5 bis 10 Minuten lang
abkiihlen. Der Neogen Molekulare Detektion — Kiihlblockeinsatz wird bei Raumtemperatur ohne den Neogen®
Molekulare Detektion — Kiihlblocktrager verwendet und sollte direkt auf die Laborbank gesetzt werden. Wenn die
Neogen-Lyseldsung abgekihlt ist, nimmt sie wieder eine rosa Farbe an.

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

# 20-25°C
D D 000500

Amplifikation

1.

2.
3.

Fir jede Probe und ihre Negativkontrolle ist ein Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - STEC Gene Screen (stx)-

und ein Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - STEC Gene Screen (eae)-ReagenzgefaR erforderlich.

1.1. Die Gefal3streifen kdnnen auf die gewiinschte Anzahl der Gefél3e zurechtgeschnitten werden. Wahlen Sie
die Anzahl der erforderlichen ReagenzgeféfRe oder den Streifen mit 8 GefaRen fiir den Neogen Molekulares
Detektions Assay 2 - STEC Gene Screen (stx) oder den Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - STEC Gene
Screen (eae) aus.

1.2. Setzen Sie die GefaRe des Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - STEC Gene Screen (stx) in eine Reihe
eines leeren Tragergestells.

1.3. Setzen Sie die GefaRe des Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - STEC Gene Screen (eae) in die
angrenzende rechte Reihe.

1.4. Vermeiden Sie es, die Reagenzkiigelchen im unteren Teil der GefaRe aufzurihren.
Wihlen Sie ein GefalR mit Neogen Reagenzkontrolle und stellen Sie es in den Gefaldtrager.

Wihlen Sie fur das Negativkontroll-Lysat ein ReagenzgefaR fir den Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - STEC
Gene Screen (stx) und eines fir den Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - STEC Gene Screen (eae) aus und
stellen Sie sie in den GefaRtrager.
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Um eine Kreuzkontamination zu vermeiden, 6ffnen Sie jeweils nur einen Reagenzgefal3streifen des

Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - STEC Gene Screen (stx oder eae) und verwenden Sie bei jedem
Ubertragungsschritt eine neue Pipettenspitze.

Ubertragen Sie wie unten beschrieben die einzelnen Lysate in ein ReagenzgefaR fiir den Neogen Molekulares
Detektions Assay 2 - STEC Gene Screen (stx oder eae), wie unten beschrieben.

5.1. Ubertragen Sie zunichst die einzelnen Lysate in ein ReagenzgefaR fiir den Neogen Molekulares Detektions
Assay 2 - STEC Gene Screen (stx), wie in 5.5. und 5.6 beschrieben.

5.2. Ubertragen Sie im zweiten Schritt alle gleichen Probenlysate auf ein ReaktionsgefaR des Neogen Molekulares
Detektion Assay 2 - STEC Gene Screen (eae) in der angrenzenden rechte Reihe, wie in 5.5 und 5.6 be-schrieben.
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HINWEIS: Verwenden Sie fiir jede Ubertragung eine neue Pipettenspitze. Verwenden Sie nicht die gleiche
Pipette fiir die Ubertragung der gleichen Lysatprobe auf das stx- und eae-ReagenzgefiR.

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

Sobald Sie alle Probenlysate iibertragen haben, geben Sie NC-Lysat in jedes ReagenzgefaR fiir den
Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - STEC Gene Screen (stx) und den Neogen Molekulares Detektions
Assay 2 - STEC Gene Screen (eae).

Ubertragen Sie zuletzt das Negativkontroll-Lysat auf das Reagenzkontroll-Gef4R.

Offnen Sie die ReagenzgefiRe fiir den Neogen® Molekulares Detektions Assay 2 - STEC Gene Screen (stx
oder eae) mit dem Neogen Molekulare Detektion — Cap/Decap-Werkzeug — Reagenz, und zwar immer nur
einen Streifen auf einmal. Werfen Sie die Kappe weg.

Ubertragen Sie 20 pl des Probenlysats aus der oberen Hilfte der Fliissigkeit (Ablagerungen vermeiden) im
Neogen LysegefiR in das entsprechende Reagenzgefal fiir den Neogen Molekulares Detektions Assay 2 -
STEC Gene Screen (stx oder eae). Pipettieren Sie schrig in die GefiRe, um ein Aufriihren der Kiigelchen zu
vermeiden. Mischen Sie anschlieRend den GefaRinhalt, indem Sie ihn 5 Mal auf und ab pipettieren.

HINWEIS: Verwenden Sie fiir jede Ubertragung eine neue Pipettenspitze. Verwenden Sie nicht die gleiche
Pipette fiir die Ubertragung der gleichen Lysatprobe auf das stx- und eae-ReagenzgefiR.

5.7.

5.8.

5.9.

5.10.

5.11.

Wiederholen Sie Schritt 5.6, bis Sie jedes einzelne Probenlysat einem entsprechenden Reagenzgefal fiir den
Neogen Molekulare Detektions Assay 2 - STEC Gene Screen (stx oder eae) im Streifen hinzugefiigt haben.

VerschlieRen Sie die Reagenzgefile fiir den Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - STEC Gene
Screen (stx oder eae) mit den mitgelieferten zusétzlichen Kappen und iben Sie mit der abgerundeten
Seite des Neogen Molekulare Detektion — Cap/Decap-Werkzeugs — Reagenz in einer Vorwarts- und
Rickwartsbewegung Druck aus, um sicherzustellen, dass die Kappe fest sitzt.

Wiederholen Sie bei Bedarf die Schritte 5.6 bis 5.8 fiir die Anzahl der zu testenden Proben fir die Reagenz-
gefaRe des Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - STEC Gene Screen (stx und eae).

Sobald Sie alle Probenlysate ibertragen haben, wiederholen Sie die Schritte 5.6 bis 5.8, um 20 pl des
NC-Lysats in ein ReagenzgefaR fiir den Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - STEC Gene Screen (stx)
und Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - STEC Gene Screen (eae) zu libertragen.

Ubertragen Sie 20 pl des NC-Lysats in ein GefaR mit Neogen Reagenzkontrolle. Pipettieren Sie schrig in die
Gefale, um ein Aufrithren der Kiigelchen zu vermeiden. Mischen Sie anschlieRend den GefaRBinhalt, indem Sie
ihn 5 Mal auf und ab pipettieren.

Ubertragen Sie jedes Probenlysat zuerst in ein eigenes ReagenzgefaR fiir den Neogen Molekulares Detektions
Assay 2 - STEC Gene Screen (stx oder eae), gefolgt von der Negativkontrolle. Hydrieren Sie das GefaR mit
Neogen Reagenzkontrolle als letztes.

Beladen Sie eine saubere und dekontaminierte Neogen Molekulare Detektion — Beladehilfe mit den mit Kappen
verschlossenen Gefallen. AnschlieRend die Klappe schlieBen und verriegeln.

10
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Uberpriifen und bestatigen Sie die Konfiguration des Durchlaufs in der Neogen Molekulare Detektion — Software.

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

9. Setzen Sie die Neogen Molekulare Detektion — Beladehilfe in das Neogen Molekulare Detektion — Gerat und
schlieRen Sie die Klappe, um mit dem Test zu beginnen. Die Ergebnisse sind innerhalb von 60 Minuten verfligbar,
obgleich positive Ergebnisse moglicherweise schneller erfasst werden.

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

HINWEIS: Um das Risiko eines falsch positiven Ergebnisses infolge einer Kreuzkontamination zu minimieren, 6ffnen
Sie niemals Reagenzgefalle, die amplifizierte DNS enthalten. Dies betrifft Reagenzien fir den Neogen Molekularer
Detektions Assay 2 - STEC Gene Screen (stx und eae) sowie GefaRe mit Neogen Reagenzkontrolle und Neogen
Matrix-kontrolle. Entsorgen Sie die verschlossenen Reagenzgefille, indem Sie sie 1 Stunde lang in ausreichender
Entfernung vom Vorbereitungsbereich in einer 1-5%igen Haushaltsbleichmittellésung (v:v in Wasser) einweichen.

Interpretation der Ergebnisse

Die durch die Detektion der Nukleinsdureamplifikation entstehende Lichtkurve wird anhand eines Algorithmus
ausgewertet. Die Ergebnisse werden automatisch von der Software analysiert und je nach Ergebnis farbcodiert. Ein
positives oder negatives Ergebnis wird durch die Analyse einer bestimmten Anzahl an eindeutigen Kurvenparametern
bestimmt. Die vorlaufigen positiven Ergebnisse werden in Echtzeit erstellt, wédhrend negative und zu Gberprifende
Ergebnisse erst nach Abschluss des Testdurchlaufs dargestellt werden.

Die Neogen Molekulares Detektionssystem — Software meldet Ergebnisse separat fiir jeden Assay und verwendet
Ergeb-nisse beider Assays (stx und eae), um die Probe als STEC (EHEC) positiv oder negativ zu bezeichnen. Fiir ein
vorlaufig positives Ergebnis fir STEC (EHEC) miissen beide Genziele (stx1 und/oder stx2 und eae) positiv sein. Wenn
fiir einzelne Assays ,,Fehler” oder ,,Zu liberpriifen“ angezeigt wird, lautet das Endergebnis ,Fehler” oder ,,Zu
tiberpriifen®, Der Test muss wiederholt werden, um die Endergebnisse richtig anzuzeigen (siehe Ergebnisschlissel).
Die Software erméglicht es zudem, bei Bedarf einzelne Assays einzurichten; das Probenlysat oder frische Lysat aus der
Anreicherung kann mit den Assays erneut getestet werden, indem die in Anhang A beschriebenen Schritte fiir nicht
verwendete Lysate und die Schritte m Abschnitt Lyse und Amplifikation fiir nicht verwendete Anreicherung durchgefiihrt
werden.

11
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Ergebnisschliissel fiir das angereicherte Probenlysat

ﬂ Beide positiv, Endergebnis: positiv
stx positiv, eae negativ, Endergebnis: negativ
92'.93)5 stx positiv, eae zu lberprifen, Endergebnis: zu iberpriifen, Test wiederholen
stx positiv, eae Fehler, Endergebnis: Fehler, Test wiederholen
stx negativ, eae positiv, Endergebnis: negativ

stx negativ, eae negativ, Endergebnis: negativ

i1’

2 ] stx negativ, eae zu Uberpriifen, Endergebnis: zu Gberprifen, Test wiederholen
@ stx negativ, eae Fehler, Endergebnis: Fehler, Test wiederholen
@m stx zu Uberpriifen, eae positiv, Endergebnis: zu tiberpriifen, Test wiederholen
:.’ stx zu Uberpriifen, eae negativ, Endergebnis: zu tberprifen, Test wiederholen
2 2(?)| stx zu Uberprifen, eae zu tiberprifen, Endergebnis: zu Gberpriifen, Test wiederhole
(‘.’@ stx zu Uberpriifen, eae Fehler, Endergebnis: Fehler, Test wiederholen
m stx Fehler, eae positiv, Endergebnis: Fehler, Test wiederholen
m stx Fehler, eae negativ, Endergebnis: Fehler, Test wiederholen
Q@ stx Fehler, eae zu liberprifen, Endergebnis: Fehler, Test wiederholen

m stx Fehler, eae Fehler, Endergebnis: Fehler, Test wiederholen

Schlissel der Negativkontrolle

’ﬂ Beide gliltig, Link gliltig

.@ Einer glltig, anderer fehlerhaft, Link fehlerhaft, Test wiederholen
@@ Einer gliltig, anderer ungliltig, Link ungiiltig, Test wiederholen
@% Beide fehlerhaft, Link fehlerhaft, Test wiederholen

@% Beide ungiiltig, Link ungliltig, Test wiederholen

@% Einer fehlerhaft, anderer ungiiltig, Link fehlerhaft, Test wiederholen

Vorlaufig positive Ergebnisse sollten anhand der Standardarbeitsanweisung (SOP) fiir Laboratorien oder durch das
anschlieRende Referenzverfahren(-23 bestitigt werden, beginnend mit der Ubertragung primiren Anreicherungs-
bouillon auf selektive Platten, Bestatigung von Isolaten anhand entsprechender biochemischer, mikroskopischer und
serologischer Verfahren. Fiir mit MLG 5C spezifizierte Matrices sollte vor der Ausplattierung auf einem selektiven
Medium eine immunomagnetische (IMS) Separation erfolgen.

HINWEIS: Selbst ein negatives Ergebnis flihrt nicht zu einem Ergebnis von null, da das System und die Amplifika-
tionsreagenzien des Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - STEC Gene Screen (stx und eae) liber einen
»Hintergrund® verfiigen, der in relativem Verhiltnis zur Lichteinheit (RLU) steht.

Falls es in seltenen Fallen zu einer ungewohnlichen Lichtleistung kommt, wird diese vom Algorithmus als ,Zu tiber-
prifen“ gekennzeichnet. Neogen empfiehlt, den Nachweis der so gekennzeichneten Proben zu wiederholen. Falls das
Ergebnis weiterhin als ,,Zu Gberprifen“ gekennzeichnet bleibt, bestédtigen Sie das Ergebnis anhand lhres bevorzugten
Testverfahrens-2% oder gemaR den jeweils geltenden Richtlinien.
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Tabelle 4. Symbole und Informationen zu verschiedenen Softwareergebnissen.

Vertiefungstyp | Vertiefungsergebnissymbol | Ergebnis Interpretation

Probe

Die Probe wird vorlaufig positiv fiir das

Positiv Zielpathogen betrachtet.

Probe

Negativ Die Probe wird negativ fiir das Zielpathogen betrachtet.

Probe

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

Inhibiert

Probe

Das Vorhandensein oder Fehlen des Zielpathogens war
nicht ermittelbar. Ein neuer Test ist erforderlich.
Weitere Informationen finden Sie im Probleml|6-
sungsabschnitt und der Gebrauchsanweisung

des Testkits.

Zu
Uberprifen

@ O @@

Probe

Keine Bioluminszenz festgestellt. Ein neuer Test ist

@ Fehler erforderlich. Weitere Informationen finden Sie im .
Problemlésungsabschnitt und der Gebrauchsanweisung

des Testkits.

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

1. Um ein warmebehandeltes Lysat zu lagern, verschlieBen Sie das Neogen Lysegefall wieder mit einer sauberen Kappe
(siehe Lyse, Abschnitt 4.5).

2. Zum Lagern einer angereicherten Probe, inkubieren Sie diese mindestens 18 Stunden lang vor der Einlagerung.

3. Lagern Sie sie bis zu 72 Stunden bei 4 bis 8 °C.

4. Bereiten Sie eine gelagerte Probe zur Amplifikation vor, indem Sie sie zum Mischen 2 bis 3 Mal umdrehen.

5. Offnen Sie die GefaRe.

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

7. Nehmen Sie den Trager mit den Neogen LysegefélRen aus dem Neogen Molekulare Detektion — Heizblockeinsatz.
Lassen Sie ihn im Neogen Molekulare Detektion — Kiihlblockeinsatz 5 bis 10 Minuten lang abkihlen.

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

Literaturnachweise:

1. Microbiology Laboratory Guidebook. U. S. Department of Agriculture (USDA) Food Safety and Inspection Service
(FSIS) Microbiology Laboratory guidebook 5C.00. Detection and isolation of top seven Shiga toxin-producing
Escherichia coli (STECs) from meat products and carcass and environmental sponges. Feb 4, 2019.

2. US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 4A: Diarrheagenic Escherichia coli.
October 2018.

3. ISO/TS 13136:2012: Microbiology of food and animal feed — Real-time polymerase chain reaction (PCR)-based
method for the detection of food-borne pathogens — Horizontal method for the detection of Shiga toxin-producing
Escherichia coli (STEC) and the determination of 0157, 0111, 026, 0103 and O145 serogroups

4. U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, Title 21, Part 58. Good laboratory practice for
nonclinical laboratory studies.

5. 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.
7. Neogen Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen

Molecular Detection System. Eine Kopie dieses Dokuments erhalten Sie iber Ihren Neogen Food Safety-
Reprasentanten.

Erklarung der Symbole

info.neogen.com/symbols
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5 NEDGEN

Instrucciones del Producto

Sistema de Deteccion Molecular 2 - Ensayo de Detecciéon Genética de
STEC (stx y eae)

Descripcion del producto y uso previsto

El Neogen® Sistema de Detecciéon Molecular 2 - Ensayo de Deteccién Genética de STEC (stx y eae) se usa con el
Sistema de Deteccién Molecular Neogen® para la deteccién répida y especifica del gen de la toxina Shiga (stx1 y/o
stx2) y el gen intimina (eae) de E. coli productora de toxina Shiga (STEC, también conocida como “E. coli productora de
verocitotoxina”) en muestras ambientales de procesos de alimentos y alimentos enriquecidos. El término STEC se refiere
a los patotipos de E. coli capaces de producir la toxina Shiga tipo 1 (Stx1), tipo 2 (Stx2) o ambas, codificados por los
genes stx1 y stx2, respectivamente. Las STEC que contienen genes de virulencia para stx1 y/o stx2 y eae (gen intimina
involucrado en el fenotipo de adherencia y destruccién) son designados como E. coli enterohemorréagica (EHEC). El kit
de deteccién contiene dos tubos de reactivo separados, uno para detectar los genes de virulencia stx1 y/o stx2 y el otro
para detectar los eae de STEC (EHEC). El software del Sistema de Deteccién Molecular Neogen® informa los resultados
por separado para cada uno de los ensayos y utiliza los resultados de ambos ensayos para denominar la muestra positiva
o negativa para STEC (EHEC). Para un presunto positivo de STEC (EHEC), ambos objetivos genéticos (stx1 y/o stx2 y
eae) deben ser positivos. El ensayo de stx no distingue entre stx1 y stx2, pero detecta la presencia de stx1 y/o stx2.

El Neogen Sistema de Deteccidon Molecular usa amplificacion isotérmica mediada por asas para amplificar répidamente
las secuencias de acidos nucléicos con alta especificidad y sensibilidad, combinadas con bioluminiscencia para detectar
la amplificacién. Los resultados presuntamente positivos se reportan en tiempo real, mientras que los resultados
negativos se revelan una vez terminado el ensayo. Los resultados presuntamente positivos se deben confirmar con el
método que se prefiera>>% o segun lo especifiquen las regulaciones locales.

El Neogen Sistema de Detecciéon Molecular 2 - Ensayo de Deteccién Genética de STEC (stx y eae) esté previsto para el
uso en laboratorios con profesionales capacitados en el empleo de técnicas de laboratorio. Neogen no documenté el
uso de este producto en otras industrias que no sean la alimentaria o la de bebidas. Por ejemplo, Neogen no documento
este producto para el anélisis de muestras clinicas, veterinarias, cosméticas o farmacéuticas. El Neogen Sistema

de Deteccidon Molecular 2 - Ensayo de Deteccién Genética de STEC (stx y eae) no ha sido evaluado con todos los
productos alimenticios ni todos los procesos alimenticios, tampoco con todos los protocolos de evaluacién ni con todas
las cepas de bacterias posibles.

Como con todos los métodos de prueba, el origen, la formulacién y la calidad del medio de enriquecimiento pueden
influir sobre los resultados. Factores tales como los métodos de muestreo, los protocolos de andlisis, la preparacién
de la muestra, la manipulacion y la técnica de laboratorio también pueden afectar los resultados. Neogen recomienda
la evaluacion del método lo que incluye el medio de enriquecimiento usando un nimero suficiente de muestras en
alimentos representativos y con exposicidn a ciertas cepas o bacterias desafiantes para garantizar que el método
satisface los criterios del usuario en su propio entorno.

Neogen ha evaluado el Neogen Sistema de Detecciéon Molecular 2 - Ensayo de Deteccion Genética de STEC (stx y eae)
con agua peptonada tamponada (BPW)-ISO como caldo de enriquecimiento.

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

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

El kit de prueba del Neogen Sistema de Deteccion Molecular 2 - Ensayo de Deteccién Genética de STEC (stx y eae)
contiene 48 pruebas de cada uno de los reactivos de stx y eae, que se describen en la Tabla 1.



Tabla 1. Componentes del kit del Neogen Sistema de Deteccion Molecular.
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Articulo Identificacién | Cantidad Contenido Comentarios
Solucién .
. .. ® . En gradillay
Solucién de Lisis (LS) Neogen rosada en tubos | 96 (12 tiras de 8 tubos) | 580 pL de LS por tubo | ..
lista para usar
transparentes

Tubos de reactivo del Neogen®
Sistema de Deteccion Molecular
2 - Ensayo de Deteccidén
Genética de STEC (stx)

Tubos naranjas

48 (2 bolsas con 3 tiras
de 8 tubos)

Mezcla de deteccién
y amplificacion
especifica liofilizada

Listos para usar

Tubos de reactivo del Neogen®
Sistema de Deteccién
Molecular 2 - Ensayo de
Deteccién Genética de STEC
(eae)

Tubos rojos

48 (2 bolsas con 3 tiras
de 8 tubos)

Mezcla de deteccién
y amplificacién
especifica liofilizada

Listos para usar

Tapas adicionales

Tapas naranjas

96 (12 tiras de 8 tapas)

Listos para usar

Tapas adicionales

Tapas rojas

96 (12 tiras de 8 tapas)

Listos para usar

Tubos Mezcla de deteccién
Control de Reactivos Neogen® | transparentes 16 (2 bolsas de 8 tubos | y amplificacién de .
. . . e Listos para usar
(RC) con tapa de individuales) control liofilizado
bisagra de DNA

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

Puede encontrar una guia de inicio rapido en www.neogen.com

Seguridad

El usuario debe leer, comprender y seguir toda la informaciéon de seguridad incluida en las instrucciones para el Sistema
de Deteccion Molecular Neogen y el Neogen Sistema de Deteccion Molecular 2 - Ensayo de Deteccidén Genética de
STEC (stx y eae). Guarde las instrucciones de seguridad para consultas futuras.

AADVERTENCIA: Indica una situacién peligrosa que, si no se evita, podria ocasionar la muerte o lesiones graves,
o dafios materiales.
ATENCION: Indica una situacidn potencialmente peligrosa que, si no se evita, podria ocasionar dafios materiales.

A ADVERTENCIA

No utilice el Neogen Sistema de Deteccién Molecular 2 - Ensayo de Deteccién Genética de STEC (stx y eae) para el
diagnéstico de afecciones en seres humanos o animales.

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

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

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

e Almacene el Neogen Sistema de Deteccion Molecular 2 - Ensayo de Deteccion Genética de STEC (stx y eae) como
se indica en el embalaje y en las instrucciones del producto.

e Siempre utilice el Neogen Sistema de Deteccién Molecular 2 - Ensayo de Deteccién Genética de STEC (stx y eae)
antes de su fecha de vencimiento.

e Utilice el Neogen Sistema de Deteccién Molecular 2 - Ensayo de Deteccién Genética de STEC (stx y eae) con
muestras ambientales y de alimentos que hayan sido validadas internamente o por un tercero.

e Utilice el Neogen Sistema de Detecciéon Molecular 2 - Ensayo de Deteccién Genética de STEC (stx y eae) solo con
cepas bacterianas, superficies, desinfectantes y protocolos que hayan sido validados internamente o por un tercero.

e En el caso de muestras ambientales que contengan una solucién amortiguadora neutralizante con un complejo
de aril sulfonato, prepare una dilucién en una proporcion de 1:2 (1 parte de muestra en 1 parte de caldo de
enriquecimiento estéril) antes de realizar la prueba. Otra opcién es transferir 10 pL de la muestra de la solucién
amortiguadora neutralizante enriquecida a los tubos de Solucién de Lisis Neogen. Productos para la manipulacién
de muestras Neogen® que incluyen una Solucién Amortiguadora Neutralizante con el complejo aril sulfonato:
RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB, HS10NB2G y HS2410NB2G.
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Para reducir los riesgos asociados con la exposicién a productos quimicos y riesgos biolégicos:

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

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

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

Deseche las muestras enriquecidas de acuerdo con las normas regulatorias locales/regionales/nacionales actuales.
Las muestras que no se hayan tratado debidamente con calor durante el paso de lisis del ensayo pueden
considerarse un posible riesgo biolégico y NO deben introducirse en el Equipo de Deteccion Molecular Neogen.

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

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

o No exceda la temperatura recomendada al configurar el calentador.

e No exceda el tiempo de calentamiento recomendado.

e Use un termémetro calibrado adecuado para verificar la temperatura del Bloque de Calor para el Sistema de
Deteccion Molecular Neogen® (p. ej., un termémetro de inmersién parcial o un termémetro digital termopar, no un
termdmetro de inmersion total). El termémetro debe colocarse en la ubicacién designada en el Bloque de Calor para
el Sistema de Deteccion Molecular Neogen.

ATENCION

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

e Cambiese los guantes antes de hidratar los granulos reactivos.

e Serecomienda usar puntas de pipetas estériles de calidad de biologia molecular con barrera para aerosoles
(con filtro).
Use una nueva punta de pipeta para cada transferencia de muestra.
Use las Buenas Practicas de Laboratorio para transferir la muestra del enriquecimiento al tubo de lisis. Para evitar
la contaminacidn de la pipeta, el usuario puede elegir agregar un paso de transferencia intermedia. Por ejemplo, el
usuario puede transferir cada muestra enriquecida a un tubo estéril.

e Use una estacion de trabajo de calidad para biologia molecular con una lampara germicida, siempre que disponga
de una.

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

Para reducir los riesgos relacionados con un resultado falso positivo:

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

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

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

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

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

Responsabilidad del usuario

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

Al seleccionar un método de prueba, es importante reconocer que factores externos tales como los métodos de
muestreo, los protocolos de prueba, la preparacién de la muestra, la manipulacién, la técnica de laboratorio y la muestra
en si pueden afectar los resultados.
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Al seleccionar cualquier método de prueba o producto, es responsabilidad del usuario evaluar un nimero suficiente de
muestras con retos microbianos y matrices apropiadas para satisfacer al usuario en cuanto a que el método de prueba
cumple con los criterios necesarios.

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

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

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

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

Limitacion de garantia/Recurso limitado

SALVO LO EXPRESAMENTE ESTIPULADO EN UNA SECCION DE GARANTIA LIMITADA O EN EL EMBALAJE DE

UN PRODUCTO ESPECIFICO, NEOGEN RENUNCIA A TODAS LAS GARANTIAS EXPRESAS Y TACITAS INCLUIDA,
ENTRE OTRAS, CUALQUIER GARANTIA DE COMERCIABILIDAD O IDONEIDAD PARA UN USO EN PARTICULAR.

Si un producto de Neogen Food Safety es defectuoso, Neogen o su distribuidor autorizado reemplazara el producto

o reembolsara el precio de compra del producto, a su eleccién. Estos son sus recursos exclusivos. Debera notificar
inmediatamente a Neogen en un lapso de sesenta dias a partir del descubrimiento de cualquier sospecha de defecto en
un producto y devolver dicho producto a Neogen. Péngase en contacto con su representante de Neogen o distribuidor
autorizado de Neogen si tuviera cualquier otra pregunta.

Limitacion de responsabilidad de Neogen

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

Almacenamiento y desecho

Almacene el Neogen Sistema de Deteccion Molecular 2 - Ensayo de Deteccién Genética de STEC (stx y eae) a 2 °C-8 °C
(35 °F-47 °F). No lo congele. Durante el almacenamiento, mantenga el kit fuera del alcance de la luz. Después de abrir

el kit, verifique que la bolsa de aluminio no esté dafada. Si la bolsa esta dafiada, no use el producto. Después de abrir el
embalaje, los tubos de reactivo no utilizados se deberan guardar siempre en la bolsa resellable junto con el desecante para
conservar la estabilidad de los reactivos liofilizados. Almacene las bolsas reselladas a 2 °C-8 °C (35 °F-47 °F) durante no
mas de 90 dias.

No utilice el Neogen Sistema de Deteccién Molecular 2 - Ensayo de Deteccién Genética de STEC (stx y eae) después de
su fecha de vencimiento. La fecha de vencimiento y el nimero de lote estan impresos en la etiqueta externa de la caja.
Después de usarlo, el medio de enriquecimiento y los tubos del Neogen Sistema de Deteccion Molecular 2 - Ensayo de
Deteccion Genética de STEC (stx y eae) podrian contener material patégenos. Una vez terminada la prueba, proceda

de acuerdo con los estandares actuales de la industria para el desecho de residuos contaminados. Consulte la Hoja de
Datos de Seguridad para obtener mas informacion y conocer las normativas locales para el desecho de materiales.

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

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

El usuario debe completar la capacitacion de calificacién del operador (OQ) del Sistema de Deteccién Molecular
Neogen segun se describe en el documento “Protocolos de Calificacidn para la Instalacién (IQ)/Calificacion Operativa
(OQ) e Instrucciones para el Sistema de Detecciéon Molecular Neogen”™®,

4
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Consulte la seccidn “Instrucciones especificas para métodos validados” para obtener requisitos especificos.
Tabla 3 para los protocolos de enriquecimiento segun el Performance Tested Method*™ (PTM) N.° de certificado
071902.

Enriquecimiento de la muestra
En las Tablas 2 y 3 se presenta una guia para los protocolos de enriquecimiento generales para alimentos.

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

Alimentos
1. Permita que el medio de enriquecimiento de BPW ISO se equilibre a41,5°C = 1 °C.

2. Combine el medio de enriquecimiento y la muestra de forma aséptica. Para todas las muestras con alto contenido
de particulas y carne, se recomienda utilizar bolsas con filtro.

3. Mezcle todas las matrices e inclibelas como se resume en la tabla del protocolo correspondiente (consulte la Tabla 2
o la Tabla 3).

Muestras ambientales

ADVERTENCIA: Si decidiera usar una solucion amortiguadora neutralizante que contenga el complejo aril sulfonato
como solucién hidratante para la esponja, debera preparar una dilucién 1:2 (1 parte de muestra en 1 parte de caldo
de enriquecimiento estéril) de la muestra ambiental enriquecida antes de realizar la prueba para reducir los riesgos
asociados con un resultado falso negativo que provoque la liberacion del producto contaminado. Otra opcién es
transferir 10 pL de la muestra de la solucidon amortiguadora neutralizante enriquecida a los tubos de Soluciéon de
Lisis Neogen.

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

Tabla 2. Protocolos Generales de Enriquecimiento.

Matriz de la Tamaio de la Volumen del caldo de | Temperatura de Tiempo de Volumen de
muestra muestra enriquecimiento (mL) | enriquecimiento | enriquecimiento | analisis de la
(precalentado) (x1°C) (horas) muestra (pL)

Carne deres
molida cruda, 3759 1125 BPW-ISO 41,5 10-18 20
trozos y recortes®

Carne cruda
(cerdo, carne

erconcamne 375g 1125 BPW-ISO 41,5 10-18 20
bisonte)®

vegetales de hoja® 200 g 450 BPW-ISO 41,5 18-24 20
germinados® 254 225 BPW-ISO 415 18-24 20
E::’jg;ﬁ?s lacteos | o5 3625 mL 225 BPW-ISO 41,5 18-24 20

@ Masajee con las manos las muestras de carne de res (carne de res molida, trozos y recortes) y de carne cruda (cerdo

molido, carne de ave y carne que no sea de res) entre 30 y 60 segundos para dispersar y desintegrar los grumos
después de agregar BPW-ISO precalentada.

® En el caso de las vegetales de hoja, enjuague el caldo de enriquecimiento (BPW-ISO precalentada) sobre las hojas y
agite suavemente entre 30 y 60 segundos. No masajee ni homogeneice las hojas.

© En el caso de los germinados, enjuague el caldo de enriquecimiento (BPW-1SO precalentada) sobre los germinados
entre 30 y 60 segundos sin masajear ni homogeneizar.

@ Homogeneice las muestras de productos lacteos crudos entre 30 y 60 segundos después de agregar BPW-ISO
precalentada.
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En los estudios de AOAC Research Institute PTM®M, se hallé que el Neogen Sistema de Deteccién Molecular 2 - Ensayo
de Deteccidon Genética de STEC (stx y eae) es un método efectivo para la deteccién de STEC. Las matrices evaluadas en
el estudio se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Protocolos de enriquecimiento segin AOAC PTMSM N.° de certificado 071902.

cannabis seca®

Matriz de la Tamaiio Volumen del caldo de Temperatura de Tiempo de Volumen de
muestra dela enriquecimiento (mL) enriquecimiento | enriquecimiento | analisis de la
muestra (x1°C) (horas) muestra (pL)
Recorte de carne 1125 BPW-1SO
de res cruda® 3759 (precalentada) 41,5 10-18 20
Carne de res 1125 BPW-ISO
molida cruda® 3759 (precalentada) 41,5 10-18 20
Carne de res
molida cruda® 25¢g | 225 BPW-ISO (precalentada) 41,5 10-18 20
Carne de cerdo 1125 BPW-1SO
molida cruda® 3759 (precalentada) 41,5 10-18 20
Piezas crudas de 375g 1125 BPW-ISO 41,5 10-18 20
carne de ave® (precalentada)
POIIO,d.IVIdIdO 25¢g 225 BPW-ISO (precalentado) 41,5 10-24 20
mecanicamente
Espinacas® 200g | 450 BPW-ISO (precalentada) 41,5 18-24 20
germinados® 25g | 225 BPW-ISO (precalentada) 41,5 18-24 20
Flor de cannabis
seca, planta de 10g 90 BPW-ISO 41,5 28-32 20

@ En el caso de las muestras de carne de res (carne de res molida y recortes), agregue BPW-ISO precalentada a la
muestra de carne de res. Masajee con las manos entre 30 y 60 segundos para dispersar y desintegrar los grumos.

® En el caso de las espinacas, agregue BPW-1SO precalentada a la matriz. Enjuague el liquido sobre las hojas y agite
suavemente entre 30 y 60 segundos. No masajee ni homogeneice las hojas.

© En el caso de los germinados, enjuague el caldo de enriquecimiento (BPW-1SO precalentada) sobre los germinados
entre 30 y 60 segundos sin masajear ni homogeneizar.

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

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

Enjuague la Bandeja de Carga Réapida para el Sistema de Deteccion Molecular Neogen con agua.

Utilice una toalla desechable para secar la Bandeja de Carga Réapida para el Sistema de Deteccién Molecular

Neogen.

4. Antes de utilizarla, asegurese de que la Bandeja de Carga Rapida para el Sistema de Detecciéon Molecular Neogen

esté seca.
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Preparacién del Bloque de Frio para el Sistema de Detecciéon Molecular Neogen®
Coloque la Insercién del Bloque de Frio para el Sistema de Deteccion Molecular Neogen directamente sobre la mesa de
laboratorio: No se usa la Bandeja para el Bloque de Frio del Sistema de Deteccion Molecular Neogen. Use el bloque a
temperatura ambiente del laboratorio (20 °C-25 °C).

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

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

NOTA: Segun la unidad de calentamiento, espere aproximadamente 30 minutos para que el Bloque de Calor para el
Sistema de Deteccion Molecular Neogen alcance la temperatura deseada. Con un termémetro calibrado apropiado
(p. €j., un termémetro de inmersién parcial o un termémetro digital termopar, no un termémetro de inmersion total)
colocado en la ubicaciéon designada, verifique que el Bloque de Calor para el Sistema de Deteccién Molecular Neogen
se encuentre a 100 °C = 1 °C.

Preparacién del Equipo de Deteccién Molecular Neogen®
1. Inicie el software del Sistema de Deteccion Molecular Neogen e inicie sesion. Contacte a su representante de
Neogen Food Safety para asegurarse de que tiene la ultima version del software.

Encienda el Equipo de Deteccién Molecular Neogen.

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

3.1. Laseleccion del icono STXEAE-2 en el software selecciona dos pozos contiguos (como A1, A2, B1, B2, etc.),
uno para el tubo de reactivo de eae y el otro para stx, puesto que cada muestra se hace con dos ensayos.
El NC se configura para cada tubo de reactivo y un RC se configura para el kit.

zm + (IO OO000O0000O0
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NOTA: El Equipo de Deteccidon Molecular Neogen debe alcanzar el estado de Listo antes de insertar la Bandeja de
Carga Répida para el Sistema de Deteccion Molecular Neogen con los tubos de reaccidn. Este paso de calentamiento
lleva unos 20 minutos y aparece indicado por una luz NARANJA en la barra de estado del equipo. Una vez que el
equipo esté listo para iniciar un ensayo, la barra de estado se cambiara a color VERDE.

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

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

Invierta los tubos tapados para mezclarlos. Proceda con el paso siguiente dentro de las 4 horas después de la
inversion.

Retire la muestra enriquecida de la incubadora.
Se requiere un tubo de Solucién de Lisis Neogen para cada muestra y el NC (medio de enriquecimiento estéril).

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

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

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

Transfiera cada muestra enriquecida a un tubo de Solucién de Lisis Neogen individual primero. Transfiera el NC
al final.

4.4. Utilice la Herramienta para tapar/destapar del Sistema de Deteccidén Molecular — Lisis 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 Solucidn de Lisis Neogen; si se conservara el lisado para una repeticion de
prueba, coloque las tapas en un envase limpio para su reaplicacion luego de la lisis.

4.5.1.Para procesar el lisado conservado, consulte el Apéndice A.

4.6. Transfiera 20 pL de muestra a un tubo de Solucién de Lisis Neogen.

(o

10.

Repita los pasos 4.4 a 4.6 seglin sea necesario para la cantidad de muestras que se deben analizar.

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

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

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

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

Retire la gradilla descubierta de tubos de Soluciéon de Lisis Neogen del Bloque de Calor para la Deteccion Molecular
Neogen y deje que se enfrie en la Insercion del Bloque de Frio para el Sistema de Deteccion Molecular Neogen al
menos durante 5 minutos y por un maximo de 10 minutos. Cuando se usa la Insercién del Bloque de Frio del Sistema
de Deteccion Molecular Neogen a temperatura ambiente sin la Bandeja para el Bloque de Frio para el Sistema de
Deteccion Molecular Neogen®, debe colocarse directamente sobre la mesa de laboratorio. Cuando esté frio, la
Solucién de Lisis Neogen se revertira a un color rosado.

Retire la gradilla de tubos de Solucién de Lisis Neogen de la Insercién del Bloque de Frio para el Sistema de
Deteccion Molecular Neogen.
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Para cada muestra y el NC, se requiere un tubo de reactivo del Neogen Sistema de Deteccion Molecular 2 - Ensayo
de Deteccion Genética de STEC (eae) y uno del Neogen Sistema de Detecciéon Molecular 2 - Ensayo de Deteccion
Genética de STEC (stx).

1.1. Lastiras de tubos pueden cortarse para obtener la cantidad deseada de tubos. Seleccione la cantidad
de tubos de reactivos individuales del Neogen Sistema de Deteccién Molecular 2 - Ensayo de Deteccion
Genética de STEC (eae) y del Neogen Sistema de Deteccion Molecular 2 - Ensayo de Deteccion Genética de
STEC (stx) o las tiras de 8 tubos que se necesitan.

1.2. Coloque los tubos del Neogen Sistema de Detecciéon Molecular 2 - Ensayo de Deteccidén Genética de STEC
(stx) en una gradilla vacia en una columna.

1.3. Coloque los tubos del Neogen Sistema de Detecciéon Molecular 2 - Ensayo de Deteccién Genética de STEC
(eae) en la columna derecha contigua.

1.4. Evite mover las perlas de reactivo en el fondo de los tubos.
Seleccione un tubo de Control de Reactivos Neogen y coléquelo en la gradilla.

Para el lisado NC, seleccione un tubo de reactivo del Neogen Sistema de Deteccién Molecular 2 - Ensayo de
Deteccion Genética de STEC (stx) y un tubo de reactivo del Neogen Sistema de Deteccién Molecular 2 - Ensayo de
Deteccion Genética de STEC (eae) y coléquelos en la gradilla.
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Para evitar la contaminacién cruzada, destape una tira de tubos de reactivo del Neogen Sistema de Deteccidn
Molecular 2 - Ensayo de Deteccién Genética de STEC (stx o eae) por vez y utilice una nueva punta de pipeta para
cada paso de transferencia.

Transfiera cada uno de los lisados a un tubo de reactivo del Neogen Sistema de Deteccion Molecular 2 - Ensayo de
Deteccion Genética de STEC (stx o eae) como se describe a continuacién.

5.1. Primero, transfiera cada uno de los lisados de muestra a un tubo de reactivo del Neogen Sistema de
Deteccién Molecular 2 - Ensayo de Deteccién Genética de STEC (stx) como se describe en los pasos 5.5y en
5.6.

5.2. Segundo, transfiera cada uno de los mismos lisados de muestra a un tubo de reactivo del Neogen Sistema de
Deteccién Molecular 2 - Ensayo de Deteccion Genética de STEC (eae) en la columna derecha contigua como
se describe en los pasos 5.5y en 5.6.

NOTA: Use una nueva punta de pipeta para cada transferencia. No utilice la misma punta de pipeta para
transferir al tubo de reactivo de stx y eae desde la misma muestra de lisado.




5.3.

5.4.

5.5.

5.6.
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Después de transferir todo el lisado de muestra, agregue el lisado NC a cada uno de los tubos de reactivo
del Neogen Sistema de Deteccién Molecular 2 - Ensayo de Detecciéon Genética de STEC (stx) y del Neogen
Sistema de Deteccion Molecular 2 - Ensayo de Deteccion Genética de STEC (eae).

Transfiera el lisado NC al final al tubo de control de reactivos.

Utilice la Herramienta para tapar/destapar del Neogen® Sistema de Deteccién Molecular — Reactivo para
destapar los tubos de reactivo del Neogen Sistema de Deteccién Molecular 2 - Ensayo de Deteccion Genética
de STEC (stx o eae), una tira por vez. Deseche la tapa.

Transfiera 20 pL del lisado de muestra de la ¥z superior del liquido (evite el precipitado) en el tubo de
Solucién de Lisis Neogen al tubo de reactivo del Neogen Sistema de Deteccién Molecular 2 - Ensayo de
Deteccién Genética de STEC (stx o eae) correspondiente. Aplique en un angulo que permita evitar que se
muevan los granulos. Mezcle pipeteando suavemente hacia arriba y hacia abajo 5 veces.

NOTA: Use una nueva punta de pipeta para cada transferencia. No utilice la misma punta de pipeta para
transferir al tubo de reactivo de stx y eae desde la misma muestra de lisado.

5.7.

5.8.

5.9.

5.10.

5.11.

Repita el paso 5.6 hasta que se haya agregado el lisado de muestra individual a un tubo de reactivo
del Neogen Sistema de Deteccién Molecular 2 - Ensayo de Deteccién Genética de STEC (stx o eae)
correspondiente en la tira.

Cubra los tubos de reactivo del Neogen Sistema de Deteccion Molecular 2 - Ensayo de Deteccién Genética
de STEC (stx o eae) con las tapas adicionales provistas y utilice el lado redondeado de la Herramienta

para tapar/destapar del Neogen Sistema de Deteccion Molecular — Reactivo para aplicar presién con un
movimiento hacia adelante y hacia atras para asegurarse de que la tapa quede bien ajustada.

Repita los pasos 5.6 a 5.8 seguiin sea necesario para la cantidad de muestras que se analizaran para ambos
tubos de reactivo del Neogen Sistema de Detecciéon Molecular 2 - Ensayo de Deteccién Genética de STEC
(stx y eae).

Cuando se hayan transferido todos los lisados de muestra, repita los pasos 5.6 a 5.8 para transferir 20 pL del
lisado NC a cada uno de los tubos de reactivo del Neogen Sistema de Deteccién Molecular 2 - Ensayo de
Deteccién Genética de STEC (stx) y del Neogen Sistema de Deteccién Molecular 2 - Ensayo de Deteccién
Genética de STEC (eae).

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

Transfiera cada lisado de muestra a un tubo de reactivo individual del Neogen Sistema de Deteccidn
Molecular 2 - Ensayo de Deteccién Genética de STEC (stx o eae) primero, seguido por el NC. Hidrate el tubo
de Control de Reactivos Neogen al final.

10
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6. Cargue los tubos tapados en una Bandeja de Carga Rapida para el Sistema de Deteccidén Molecular Neogen limpia
y descontaminada. Luego cierre la tapa.

20 L
20 L

7. Revise y confirme la corrida configurada en el software del Sistema de Deteccién Molecular Neogen.

8. Haga clic en el botdn de inicio del software y seleccione el equipo que usara. La tapa del equipo seleccionado se
abrira automaticamente.

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

10. Después de completar el ensayo, retire la Bandeja de Carga Réapida para el Sistema de Deteccion Molecular Neogen
del Equipo de Deteccidén Molecular Neogen y deseche los tubos sumergiéndolos en una solucién de cloro de uso
doméstico del 1 % al 5% (v:v en agua) durante 1 hora y lejos del drea en que se prepara el ensayo.

ATENCION: Para minimizar el riesgo de falsos positivos a causa de contaminacién cruzada, nunca abra tubos de
reactivo que contengan DNA amplificado. Esto incluye los tubos de Control de Matriz Neogen, el Control de Reactivos
Neogen y el reactivo del Neogen Sistema de Detecciéon Molecular 2 - Ensayo de Deteccion Genética de STEC (stx y
eae). Siempre deseche los tubos de reactivo sellados sumergiéndolos en una solucién de cloro de uso doméstico al
1% a 5% (v:venagua) durante 1 hora y lejos del 4rea en que se prepara el anlisis.

Resultados e interpretacion

Un algoritmo interpreta la curva de produccion de luz que se obtiene de la deteccidn de acido nucleico amplificado.

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

El software del Sistema de Detecciéon Molecular Neogen informa los resultados por separado para cada uno de los
ensayos (stx y eae) y utiliza los resultados de ambos ensayos para llamar a la muestra positiva o negativa de STEC
(EHEC) (consulte la Figura que aparece a continuacién). Para un presunto positivo de STEC (EHEC), ambos objetivos
genéticos (stx1 y/o stx2 y eae) deben ser positivos. Si alguno de los ensayos individuales indica un error o que se debe
inspeccionar, el resultado final sera error o inspeccionar. Repita la prueba para obtener el resultado final debido
(consulte las claves de resultados). El software también permite configurar ensayos individuales si es necesario y el
lisado de muestra o el lisado fresco del enriquecimiento pueden volver a analizarse con los ensayos siguiendo los pasos
que se resumen en el Apéndice A para los lisados conservados y los pasos en la seccion Lisis y Amplificacion para el
enriquecimiento conservado.

11
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Claves de resultados del lisado de muestra enriquecido
m Ambos positivos, resultado final positivo
m stx positivo, eae negativo, resultado final negativo
2(?)| stx positivo, eae inspeccionar, resultado final inspeccionar, repita la prueba
@ stx positivo, eae error, resultado final error, repita la prueba
w stx negativo, eae positivo, resultado final negativo
m stx negativo, eae negativo, resultado final negativo
2(?)| stx negativo, eae inspeccionar, resultado final inspeccionar, repita la prueba
% stx negativo, eae error, resultado final error, repita la prueba
@m stx inspeccionar, eae positivo, resultado final inspeccionar, repita la prueba
(? stx inspeccionar, eae negativo, resultado final inspeccionar, repita la prueba
(‘.’ stx inspeccionar, eae inspeccionar, resultado final inspeccionar, repita la prueba
@% stx inspeccionar, eae error, resultado final error, repita la prueba
m stx error, eae positivo, resultado final error, repita la prueba
m stx error, eae negativo, resultado final error, repita la prueba
([@ stx error, eae inspeccionar, resultado final error, repita la prueba

([@ stx error, eae error, resultado final error, repita la prueba

Claves del control negativo

.ﬂ Viélido para ambos, enlace vélido

’% Vaélido para uno, error en el otro, error de enlace, repita la prueba
@@ Vaélido para uno, el otro invélido, enlace invalido, repita la prueba
@% Error en ambos, error de enlace, repita la prueba

@% Ambos invalidos, enlace invélido, repita la prueba

@% Error en uno, el otro invélido, error de enlace, repita la prueba

Las muestras presuntamente positivas deben confirmarse de acuerdo con los procedimientos operativos estandar del
laboratorio o mediante la confirmacién del método de referencia apropiado%%, comenzando con la transferencia del
caldo de enriquecimiento primario a las placas selectivas y la confirmacion de aislados usando los métodos seroldgicos
y bioquimicos apropiados. En el caso de las matrices especificadas por el MLG 5C, la separacion inmunomagnética
(IMS) debe hacerse antes de preparar las placas en un medio selectivo.

NOTA: Incluso una muestra negativa no arrojara una lectura de cero ya que los reactivos de amplificacién del
Neogen Sistema de Deteccion Molecular 2 - Ensayo de Deteccion Genética de STEC (stx y eae) y el sistema tienen una
lectura de unidades relativas de luz de fondo (RLU).

En el raro caso de que se emita una sefial de luz inusual, el algoritmo lo indicard como “Inspeccionar”. Neogen
recomienda al usuario repetir el ensayo para aquellas muestras etiquetadas como Inspeccionar. Si el resultado sigue
siendo Inspeccionar, proceda con la prueba de confirmacién usando su método preferido -2% o segun se especifique
en las regulaciones locales.

12
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Tabla 4. Simbolos e informacién para diversos resultados del software.

Tipo de Simbolo del .
P Resultado Interpretacion
pozo resultado del pozo
Muestra ‘ Positiva La muestra es presuntamente positiva para el patégeno objetivo.
Muestra . Negativa La muestra es negativa para el patégeno objetivo.
La matriz de la muestra fue inhibidora para el ensayo. Es posible
- ue se requiera una repeticion de la prueba. Para obtener mas
Muestra @ Inhibida d q P ., P L.
informacion, consulte la seccién de solucion de problemas y las
instrucciones del producto del kit de ensayo.
No se pudo determinar la presencia o ausencia del patégeno
. objetivo. Es posible que se requiera una repeticion de la prueba.
Muestra Inspeccionar . . .. ., .,
Para obtener mas informacién, consulte la seccién de solucién de
problemas y las instrucciones del producto del kit de ensayo.
No se detectd bioluminiscencia. Es posible que se requiera una
repeticion de la prueba. Para obtener mas informacidn, consulte la
Muestra Error ., ., . .
seccion de solucién de problemas y las instrucciones del producto
del kit de ensayo.

Apéndice A. Interrupcién por protocolo: Almacenamiento y nuevo analisis de las muestras

1. Para almacenar un lisado tratado con calor, vuelva a tapar el tubo de Solucién de Lisis Neogen con una tapa limpia
(consulte la seccién 4.5, Lisis).

2. Para almacenar una muestra enriquecida, incube durante 18 horas como minimo antes de almacenar.

3. Almacene entre 4 °Cy 8 °C por hasta 72 horas.

4. Prepare una muestra almacenada para amplificacién invirtiéndola 2 a 3 veces para mezclar.

5. Destape los tubos.

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

7. Retire la gradilla descubierta de tubos de Solucién de Lisis Neogen del Bloque de Calor para el Sistema de
Deteccion Molecular Neogen y deje que se enfrie en la Insercion del Bloque de Frio para el Sistema de Deteccidn
Molecular Neogen al menos durante 5 minutos y por un maximo de 10 minutos.

8. Siga el protocolo en la seccion Amplificacion que se detalla arriba.

Referencias:

1. Microbiology Laboratory Guidebook. U. S. Department of Agriculture (USDA) Food Safety and Inspection Service
(FSIS) Microbiology Laboratory guidebook 5C.00. Detection and isolation of top seven Shiga toxin-producing
Escherichia coli (STECs) from meat products and carcass and environmental sponges. Feb 4, 2019.

2. US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 4A: Diarrheagenic Escherichia coli.
October 2018.

3. ISO/TS 13136:2012: Microbiology of food and animal feed — Real-time polymerase chain reaction (PCR)-based
method for the detection of food-borne pathogens — Horizontal method for the detection of Shiga toxin-producing
Escherichia coli (STEC) and the determination of 0157, 0111, 026, 0103 and O145 serogroups

4. U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, Title 21, Part 58. Good laboratory practice for
nonclinical laboratory studies.

5. 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.
7. Neogen Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen Molecular

Detection System. Contacte a su representante de Neogen Food Safety para obtener una copia de este documento.

Explicacién de los simbolos
info.neogen.com/symbols
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5 NEDGEN

Instrugcdes do produto

Ensaio de Detecgao Molecular 2 - Teste de Detecgao Genética de STEC
(stx e eae)

Descrigcao e uso recomendado do produto

O Neogen® Ensaio de Detecgédo Molecular 2 - Teste de Detecgdo Genética de STEC (stx e eae) é utilizado com o
Neogen® Sistema de Detecgdo Molecular para a detecgéo rapida e especifica dos genes de toxina de shiga (stx1 e/ou
stx2) e gene intimina (eae) da E. coli produtora de toxina de shiga (STEC, também conhecida como “E. coli produtora de
verocitotoxina”) em alimentos enriquecidos e amostras ambientais de processos de alimentos. O termo STEC refere-
se aos patétipos de E. coli capazes de produzir a toxina de shiga do tipo 1 (Stx1), tipo 2 (Stx2), ou ambos, codificada
pelos genes stx1 e stx2, respectivamente. STEC contendo genes de viruléncia para stx1 e/ou stx2 e eae (gene intimina
envolvido na fixacdo e apagamento do fenétipo) sdo E. coli entero-hemorragicas designadas (EHEC). O kit de triagem
contém dois tubos de reagentes separados, um para detectar genes de viruléncia stx1 e/ou stx2 e outro para detectar
eae de STEC (EHEC). O software do Neogen® Sistema de Deteccado Molecular relata resultados separadamente para
cada um dos ensaios e usa os resultados de ambos para chamar a amostra de positiva ou negativa para STEC (EHEC).
Para uma positiva presuntiva de STEC (EHEC), ambos os alvos genéticos (stx1 e/ou stx2 e eae) devem ser positivos. O
ensaio de stx ndo diferencia entre stx1 e stx2, mas detecta a presencga de stx1 e/ou stx2.

O Neogen Ensaio de Detecgao Molecular utiliza amplificagédo isotérmica mediada por alga 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. Os resultados positivos presuntivos devem ser confirmados por
meio de seu método de preferéncia>>% ou conforme especificado pelos regulamentos locais.

O Neogen Ensaio de Detecgdo Molecular 2 - Teste de Detecgdo Genética de STEC (stx e eae) destina-se ao uso em
ambiente laboratorial por profissionais treinados em técnicas laboratoriais. A Neogen ndo documentou o uso deste
produto em outros setores que ndo o de alimentos e bebidas. Por exemplo, a Neogen ndo documentou este produto
para testar amostras farmacéuticas, de cosméticos, clinicas ou veterinarias. O Neogen Ensaio de Detecgdo Molecular
2 - Teste de Deteccdo Genética de STEC (stx e eae) néo foi avaliado com todos os possiveis produtos e/ou processos
alimenticios e protocolos de teste, tampouco com todas as estirpes de bactérias possiveis.

Assim como em 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, preparagido de amostras,
manuseio e técnica de laboratério também podem influenciar os resultados. A Neogen recomenda a avaliagédo do
método, incluindo meio de enriquecimento no ambiente do usuario, usando um nimero suficiente de amostras com
alimentos especificos e desafios microbianos para garantir que o método atenda aos critérios do usuario.

A Neogen avaliou o Neogen Ensaio de Detec¢do Molecular 2 - Teste de Detecgdo Genética de STEC (stx e eae) com
4gua peptonada tamponada (BPW ISO) como caldo de enriquecimento.

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

A Neogen Food Safety é certificada pela Organizacéo Internacional de Normalizagéo (ISO) 9001 para projeto e
fabricagao.

O kit de testes do Neogen Ensaio de Detecgdo Molecular 2 - Teste de Detecgédo Genética de STEC (stx e eae) contém
48 testes de cada um dos reagentes stx e eae, conforme descrito na Tabela 1.
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Tabela 1. Componentes do kit Neogen Ensaio para Detecgao Molecular.

Item Identificagéo Quantidade Conteudo Comentarios

Solucéo rosa Armazenados no

em tubos 96 (12 tiras de 8 tubos) t5u8:ou|- de LS por rack e prontos
transparentes para o uso

Neogen® Solugéo de Lise
(LS)

Tubos de reagentes
do Neogen® Ensaio de
Detecgédo Molecular Tubos laranjas
2 - Teste de Deteccéo
Genética de STEC (stx)

Tubos de reagentes
do Neogen® Ensaio de

Mistura de detecgédo
e amplificagéo Pronto para uso
especifica liofilizada

48 (2 embalagens com
3 tiras de 8 tubos)

48 (2 embalagens com Mistura de detecgédo

Deteccédo Molecular 2 - Tubos vermelhos 3 tiras de 8 tubos) e amplificacdo Pronto para uso
Teste de Detecgédo Genética especifica liofilizada
de STEC (eae)
Tampas adicionais Tampas laranjas | 96 (12 tiras de 8 tampas) Pronto para uso
Tampas adicionais Tampas 96 (12 tiras de 8 tampas) Pronto para uso
vermelhas
Tubos Mistura de DNA
Neogen® Controle de transparentes 16 (2 embalagens de de controle, Pronto para uso
Reagentes (RC) com tampa 8 tubos individuais) amplificagéo e P
articulada deteccéo liofilizada

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

Um guia de inicio rapido esta disponivel em www.neogen.com

Segurancga

O usudrio deve ler, entender e seguir todas as informacdes de seguranga contidas nas instru¢des do Neogen Sistema de
Deteccdo Molecular e do Neogen Ensaio de Deteccdo Molecular 2 - Teste de Deteccdo Genética de STEC (stx e eae).
Guarde as instrucdes sobre seguranca para consulta posterior.

AADVERTENCIA: indica uma situacdo de perigo que, se nio evitada, pode resultar em morte ou ferimentos graves
e/ou danos materiais.

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

A ADVERTENCIA

N&o use o Neogen Ensaio de Detec¢io Molecular 2 - Teste de Detecgdo Genética de STEC (stx e eae) no diagnéstico
de problemas de satiilde em humanos ou animais.

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

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

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

e Armazene o Neogen Ensaio de Detecgédo Molecular 2 - Teste de Deteccdo Genética de STEC (stx e eae) conforme
indicado na embalagem e nas instrugdes do produto.

e Utilize sempre o Neogen Ensaio de Detecgédo Molecular 2 - Teste de Detecgdo Genética de STEC (stx e eae) antes
do vencimento.

e Utilize o Neogen Ensaio de Detecg¢édo Molecular 2 - Teste de Detecgdo Genética de STEC (stx e eae) para amostras
alimentares e ambientais que tenham sido validadas internamente ou por um terceiro.

e Utilize o Neogen Ensaio de Deteccdo Molecular 2 - Teste de Deteccdo Genética de STEC (stx e eae) somente
com superficies, desinfetantes, protocolos e estirpes de bactérias que tenham sido validados internamente ou por
um terceiro.
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e Para uma amostra ambiental que contém um tampao neutralizante com complexo de sulfonato de arila, faca uma
diluicdo de 1:2 antes de testar (1 parte da amostra em 1 parte do caldo de enriquecimento estéril). Outra opgéo é
transferir 10 pL do enriquecimento do tampao neutralizante para os tubos de Neogen Solugéo de Lise. Produtos
Neogen® Sample Handling que incluem tampéo neutralizante com complexo de sulfonato de arila: RS96010NB,
RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB, HS10ONB2G e HS2410NB2G.

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

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

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

Evite o contato com o contetido do meio de enriquecimento e dos tubos de reagentes apds a amplificacgao.
Descarte amostras enriquecidas de acordo com os regulamentos padréo locais/regionais/nacionais vigentes da
industria.

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

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

Para reduzir os riscos de exposic¢édo a liquidos quentes:

e N3&o exceda a temperatura recomendada ao ajustar o aquecedor.

e Na&o exceda o tempo de aquecimento recomendado.

e Utilize um termémetro calibrado adequado para verificar a temperatura do Neogen® Bloco de Aquecimento para
Deteccédo Molecular (por exemplo, um termdémetro de imersdo parcial ou termémetro termopar digital, e ndo um
termdmetro de imersio total). O termémetro deve ser colocado no local indicado do Neogen Bloco de Aquecimento
para Detecc¢édo Molecular.

AVISO

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

Troque de luvas antes da hidratacao do pellet dos reagentes.

Recomenda-se o uso de ponteiras de pipeta estéreis, com barreira aerossol (filtros) e nivel de biologia molecular.
Utilize uma nova ponteira de pipeta para cada transferéncia de amostra.

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

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

Para reduzir os riscos de um resultado falso-positivo:

e Nunca abra tubos de reagentes apés a amplificagéo.

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

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

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

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

Responsabilidade do usuario
Os usuérios sdo responsaveis por se familiarizar com as informacgdes e instrugdes do produto. Visite nosso site
www.neogen.com ou entre em contato com o representante ou distribuidor Neogen local para obter mais informagdes.
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Ao selecionar um método de teste, é importante considerar que fatores externos, como métodos de amostragem,
protocolos de teste, preparo de amostras, manipulagdo, a técnica de laboratério utilizada e a propria amostra, podem
influenciar nos resultados.

E de responsabilidade do usuario, ao selecionar qualquer método de teste ou produto, avaliar um nimero suficiente
de amostras com as matrizes e testes microbiolégicos que permitam assegurar que o método escolhido atenda aos
critérios por ele estabelecidos.

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

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

Para ajudar os clientes a avaliar o método para diversas matrizes de alimentos, a Neogen desenvolveu o kit Neogen®
Controle de Matriz para Detec¢do Molecular. Quando necessario, utilize o Neogen Controle de Matriz para Deteccédo
Molecular (MC) para determinar se a matriz tem a capacidade de influenciar nos resultados do Neogen Ensaio de
Deteccdo Molecular 2 - Teste de Deteccdo Genética de STEC (stx e eae). Teste diversas amostras representativas da
matriz, isto é, amostras obtidas a partir de diferentes origens, durante qualquer periodo de validagdo quando adotar o
método da Neogen, quando testar matrizes novas ou desconhecidas ou matrizes que tiverem passado por mudangas de
processo ou matéria-prima.

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

Limitagcdo de garantias/recurso limitado

SALVO CONFORME DECLARADO EXPRESSAMENTE EM UMA SECAO DE GARANTIA DE EMPACOTAMENTO DE
PRODUTO INDIVIDUAL, A NEOGEN REJEITA TODAS AS GARANTIAS EXPRESSAS E IMPLICITAS, INCLUINDO, ENTRE
OUTRAS, QUAISQUER GARANTIAS DE COMERCIALIZACAO OU ADEQUACAO PARA UM DETERMINADO USO.

Se ficar provado que qualquer produto da Neogen Food Safety se encontra defeituoso, a Neogen ou seu distribuidor
autorizado procedera a respectiva substituicdo ou, se assim o decidir, restituird o dinheiro da compra do produto.

Estes sdo os seus Unicos termos de recurso. A Neogen devera ser prontamente notificada em até sessenta dias apds a
descoberta de qualquer defeito suspeito no produto, o qual devera ser devolvido a Neogen. Entre em contato com o
representante da Neogen ou distribuidor autorizado da Neogen para qualquer davida adicional.

Limitagcdes de responsabilidade da Neogen

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

Armazenamento e descarte

Armazene o Neogen Ensaio de Deteccdo Molecular 2 - Teste de Deteccdo Genética de STEC (stx e eae) a

2-8 °C (35-47 °F). Nao congele. Mantenha o kit longe de luz durante o armazenamento. Apds abrir o kit, verifique se a
embalagem de aluminio néo esta danificada. Se a embalagem estiver danificada, ndo utilize. Apds a abertura, os tubos
de reagentes ndo utilizados devem sempre ser armazenados na embalagem resselavel, juntamente com o dessecante
para manter a estabilidade dos reagentes liofilizados. Armazene as embalagens resseléveis a 2—8 °C (35-47 °F) por, no
maximo, 90 dias.

N3o utilize o Neogen Ensaio de Detecgdo Molecular 2 - Teste de Deteccdo Genética de STEC (stx e eae) depois do
vencimento. A data de validade e o nimero do lote estdo anotados no rétulo externo da caixa. Apds o uso, o meio de
enriquecimento e os tubos Neogen Ensaio de Deteccdo Molecular 2 - Teste de Deteccdo Genética de STEC (stx e eae)
podem conter materiais patogénicos. Quando o teste for concluido, siga os regulamentos padréo vigentes da industria
para descarte de residuos contaminados. Consulte a Planilha de Dados de Segurancga para obter informacgdes adicionais
e informacgdes sobre os regulamentos locais para descarte.

Instrugdes de uso
Siga todas as instrugdes com atencgéo. Caso contrario, pode haver resultados imprecisos.

Periodicamente, descontamine as bancadas e os equipamentos do laboratério (pipetas, ferramentas de tampar/
destampar etc.) com uma solugdo de 1-5% (viv em &gua) de 4gua sanitéria ou solucédo de remocéo de DNA.
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O usuério deve concluir o treinamento de qualificacdo do operador (QO) do Sistema de Detecgdo Molecular Neogen,
conforme descrito no documento “Protocolos e Instrucdes de Qualificacdo de Instalagédo (Ql)/Qualificacdo Operacional
(QO) para o Neogen Sistema de Deteccdo Molecular”®,

Consulte a secao “Instrucdes Especificas para Métodos Comprovados” para obter os requisitos especificos:
Tabela 3 para protocolos de enriquecimento conforme o Performance Tested Method*™ (PTM) Certificado n°® 071902.

Enriquecimento de amostra
As Tabelas 2 e 3 oferecem orientagdo para protocolos gerais de enriquecimento de alimentos.

E responsabilidade do usudrio validar os protocolos de amostragem alternativos ou taxas de diluigdo para garantir que
este método de teste atenda aos critérios do usuario.

Alimentos
1. Permita que o meio de enriquecimento BPW ISO mantenha o equilibrio a 41,5 + 1 °C.

2. Combine, de forma asséptica, o meio de enriquecimento e a amostra. Para carnes e amostras altamente
particuladas, recomenda-se o uso de sacos de amostra com filtro.

3. Homogeneize todas as matrizes e incube-as, conforme destacado na tabela do protocolo apropriado (vide Tabela 2
ou 3).

Amostras ambientais

ADVERTENCIA: caso escolha utilizar tamp&o neutralizador que contém complexos de sulfonato de arila como a
solucdo hidratante para a esponja, sera necessario que vocé execute uma diluicdo de 1:2 (1 parte da amostra em

1 parte do caldo de enriquecimento estéril) da amostra ambiental enriquecida antes de testar para reduzir os riscos
de um resultado falso-negativo que levaria a liberagcao de produtos contaminados. Outra opgéo é transferir 10 pL do
enriquecimento do tampé&o neutralizante para os tubos de Neogen Solugéo de Lise.

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

Tabela 2. Protocolos gerais de enriquecimento.

Matriz de amostra Tamanho | Volume do Caldo | Temperatura de Tempo de Volume da
da amostra | de Enriquecimento | enriquecimento | Enriquecimento Analise da
(mL) (£1°C) (horas) Amostra (pL)
(pré-aquecido)
Carne moida crua, em 375 g 1125 BPW-ISO 41,5 10-18 20
pedacos e iscas®
Carnes cruas (suina, aves, | 375 1125 BPW-ISO 41,5 10-18 20
ovina, bisdo)®
Folhas frescas® 200g 450 BPW-ISO 41,5 18-24 20
Brotos® 25¢g 225 BPW-ISO 41,5 18-24 20
Laticinios crus® 25gou 225 BPW-1SO 41,5 18-24 20
25 mL

@ Massageie com as méos as amostras de carne bovina (carne moida, em pedacos e tiras) e carne crua (carne de porco
moida, ave e carne ndo bovina) por 30—60 segundos para dispersar e quebrar os aglomerados apés a adicdo de BPW-
ISO pré-aquecido.

® Para as folhas frescas, enxague as folhas com caldo de enriquecimento (BPW-1SO pré-aquecido) e agite-as por
30-60 segundos. Nao massageie ou homogeneize as folhas.

© Para os brotos, enxadgue-as com caldo de enriquecimento (BPW-1SO pré-aquecido) por 30—60 segundos e n&o as
massageie ou homogeneize.

@ Homogeneize as amostras de laticinios crus por 30 a 60 segundos apds adicionar BPW-1SO.
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Instrucdes especificas para métodos comprovados
Certificado AOAC® Performance Tested Method*™ (PTM) n°® 071902

* PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 071902

Nos programas PTM do Instituto de Pesquisa AOAC®M, o Neogen Ensaio de Detecgdo Molecular 2 - Teste de Deteccgéo
Genética de STEC (stx e eae) foi constatado como um método eficiente para a detecgdo de STEC. As matrizes testadas

no estudo sdo apresentadas na Tabela 3.
Tabela 3. Protocolos de enriquecimento segundo o Certificado AOAC PTMSM n° 071902.

Matriz de amostra | Tamanho Volume do Caldo Temperatura de Tempo de Volume da
da de Enriquecimento enriquecimento Enriquecimento Analise da
amostra (mL) (x1°C) (horas) Amostra (pL)

Car’ne bovina 3754 1 12,5 BPW—.ISO 41,5 10-18 20

moida® (pré-aquecido)

Carne moida crua® 375¢g 1 12,5 BPW_.ISO 41,5 10-18 20
(pré-aquecido)

Carne moida crua® 259 22? BPW-I.SO 41,5 10-18 20
(pré-aquecido)

Car’ne de porco 3754 1 12,5 BPW—.ISO 41,5 10-18 20

moida crua® (pré-aquecido)

Partes cruas de 375g 1 12’5 BPW—_ISO 41,5 10-18 20

aves® (pré-aquecido)

Frango.separado 259 22,5 BPW-I.SO 41,5 10-24 20

mecanicamente (pré-aquecido)

; ®) -

Espinafre 200g 459 BPW I.SO 41,5 18-24 20
(pré-aquecido)

Brotos® 259 225 BPW-1SO 41,5 18-24 20
(pré-aquecido)

Flor de cannabis

seca, flor de 10g 90 BPW-ISO 41,5 28-32 20

canhamo seca®

@ Para as amostras de carne bovina (moida e iscas) adicione BPW-ISO pré-aquecido. Massageie-as com as méaos por

30-60 segundos para dispersar e quebrar os aglomerados.

® Para espinafre, adicione BPW-ISO pré-aquecido & matriz. Enxague as folhas com liquido e agite-as cuidadosamente
por 30-60 segundos. Nao massageie ou homogeneize as folhas.

© Para os brotos, enxadgue-as com caldo de enriquecimento (BPW-ISO pré-aquecido) por 30—60 segundos e n&o as
massageie ou homogeneize.

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

Preparo da Neogen® Bandeja de Carga Rapida para Deteccdo Molecular

1. Umedeca um pano em uma solucdo de 1-5% (viv em dgua) de dgua sanitéria e limpe a Neogen Bandeja de Carga

Rapida para Detecgédo Molecular.

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

Utilize uma toalha descartavel para secar a Neogen Bandeja de Carga Répida para Detecgédo Molecular.

Certifique-se de que a Neogen Bandeja de Carga Rapida para Detecgcdo Molecular esteja seca antes de utiliza-la.
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Preparacdo do Neogen® Bloco de Resfriamento para Detecgdo Molecular

Coloque o Neogen Bloco de Resfriamento para Detecgcdo Molecular diretamente sobre a bancada do laboratério: a
Neogen Bandeja de Bloco de Resfriamento para Detecgédo Molecular ndo é utilizada. Utilize o bloco a temperatura
ambiente do laboratério (20-25 °C).

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

Coloque o Neogen Bloco de Aquecimento para Detecgao Molecular em uma unidade de aquecimento com bloco seco
duplo. Ligue a unidade de aquecimento de bloco a seco e defina a temperatura para permitir que o Neogen Bloco de
Aquecimento para Deteccdo Molecular alcance e mantenha a temperatura de 100 = 1 °C.

NOTA: dependendo da unidade de aquecimento, aguarde aproximadamente 30 minutos até que o Neogen Bloco de
Aguecimento para Detecg¢édo Molecular alcance a temperatura. Utilizando um termémetro calibrado adequado (por
exemplo, um termdmetro de imerséo parcial ou um termdmetro digital de termopares, ndo um termdémetro de imerséo total)
colocado no local indicado, verifique se o Neogen Bloco de Aquecimento para Detecgdo Molecular estd a 100 = 1 °C.

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

Ligue o Neogen Equipamento de Detecgdo Molecular.

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

3.1. Aselecdo do icone STXEAE-2 no software seleciona duas cavidades adjacentes (como A1, A2, B1, B2, etc.),
uma para o tubo do reagente stx e outra para o tubo do eae, pois cada amostra é executada com dois ensaios.
O NC é configurado para cada tubo de reagente e um RC é configurado para o kit.
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NOTA: o Neogen Equipamento de Detecgdo Molecular deve estar pronto para o uso antes de inserir a Neogen
Bandeja de Carga Rapida para Deteccdo Molecular com os 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
equipamento estiver pronto para iniciar uma execugéo, a barra de status ficara VERDE.

Lise
Remova o fundo do Neogen Rack de Solugdo de Lise com uma chave de fenda ou espatula antes de inserir o Neogen
Bloco de Aquecimento para Deteccdo Molecular.
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1. Deixe que os tubos de Neogen Solucéo de Lise cheguem & temperatura ambiente (20-25 °C), deixando os racks
fora de refrigeracédo de um dia para o outro (16—18 horas). A alternativa para equilibrar os tubos Neogen Solucéo
de Lise a temperatura ambiente é posiciona-los na bancada do laboratério durante pelo menos 2 horas, incuba-
los em uma incubadora de 37 £ 1 °C por 1 hora ou colocéa-los em um aquecedor com bloco seco duplo por
30 segundos a 100 °C.

Inverta os tubos com tampa para misturar. Prossiga para a proxima etapa em até 4 horas apds a inversao.
Remova o caldo de enriquecimento da incubadora.
Um tubo de Neogen Solucéo de Lise é necessério para cada amostra e do NC (meio de enriquecimento esterilizado).

4.1. Astiras de tubos de Neogen Solugdo de Lise podem ser cortadas para obter o nimero desejado de tubos.
Selecione o nimero de tubos ou tiras de 8 tubos necessérios. Coloque os tubos de Neogen Solugéo de Lise
em um rack vazio.

4.2. Para evitar contaminagdo cruzada, destampe uma tira de tubo de Neogen Solugéo de Lise de cada vez e
utilize uma nova ponteira de pipeta para cada etapa da transferéncia.

4.3. Transfira a amostra enriquecida para os tubos de Neogen Solugéo de Lise, conforme descrito abaixo:

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

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

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

4.5.1.Para processar o lisado mantido, consulte o Apéndice A.

4.6. Transfira 20 pL de amostra para o tubo de Neogen Solugéo de Lise.
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5. Repita as etapas 4.4 a 4.6, conforme necessario, para o nUmero de amostras a serem testadas.

6. Quando todas as amostras tiverem sido transferidas, transfira 20 uL de NC (meio de enriquecimento estéril, por
exemplo, BPW) para um tubo Neogen Solucéo de Lise. Ndo use 4gua como um NC.

Verifique se a temperatura do Neogen Bloco de Aquecimento para Detecgdo Molecular estd a 100 £ 1 °C.

Coloque o rack descoberto de tubos Neogen Solugéo de Lise no Neogen Bloco de Aquecimento para Detecgéo
Molecular e aqueca por 15 = 1 minuto. Durante o aquecimento, a Neogen Solucéo de Lise mudara da cor rosa (frio)
para amarelo (quente).

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

9. Retire o rack descoberto de tubos de Neogen Solugdo de Lise do Neogen Bloco de Aquecimento para Detecgdo
Molecular e deixe esfriar no Neogen Bloco de Resfriamento para Detecgdo Molecular por pelo menos 5 minutos
e no maximo 10 minutos. O Neogen Bloco de Resfriamento para Detecgdo Molecular, usado em temperatura
ambiente sem a Neogen® Bandeja de Bloco de Resfriamento para Detecgédo Molecular, deve ser colocado
diretamente sobre a bancada do laboratério. Quando resfriada, a Neogen Solugdo de Lise voltara a cor rosa.

10. Retire o rack de tubos Neogen Solucgido de Lise do Neogen Bloco de Resfriamento para Detecgédo Molecular.
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001500

99-101°C

Amplificagao

1.

5.

Um tubo de reagente de Neogen Ensaio de Deteccdo Molecular 2 - Teste de Deteccdo Genética de STEC (stx) e
um tubo de reagente de Neogen Ensaio de Deteccdo Molecular 2 - Teste de Detecgédo Genética de STEC (eae) é
necessario para cada amostra e para o NC.

1.1. Astiras de tubos podem ser cortadas para obter o nimero de tubos desejado. Selecione o nimero de tubos
de reagentes individuais ou de tiras de 8 tubos individuais necessarias para o Neogen Ensaio de Detecg¢édo
Molecular 2 - Teste de Deteccdo Genética de STEC (stx) e para o Neogen Ensaio de Deteccdo Molecular 2 -
Teste de Deteccédo Genética de STEC (eae).

1.2. Coloque os tubos do Neogen Ensaio de Deteccdo Molecular 2 - Teste de Deteccdo Genética de STEC (stx)
em um rack vazio de uma coluna.

1.3. Coloque os tubos do Neogen Ensaio de Deteccado Molecular 2 - Teste de Deteccdo Genética de STEC (eae)
na coluna adjacente da direita.

1.4. Evite agitar os pellets dos reagentes da parte inferior dos tubos.
Selecione um tubo Neogen Controle de Reagentes e coloque-o no rack.

Para o lisado NC, selecione um tubo de reagentes para o Neogen Ensaio de Detecg¢do Molecular 2 - Teste de
Deteccdo Genética de STEC (stx) e um para o Neogen Ensaio de Deteccdo Molecular 2 - Teste de Detecgéo
Genética de STEC (eae).

STX EAE
N\ _/

880000000000

0000000000
0000000000
0000000000
0000000000
0000000000
O0000000OGH—RC
000000000E e

l4
Para evitar contaminagdo cruzada, destampe uma tira do tubo de reagente de Neogen Ensaio de Detecgao

Molecular 2 - Teste de Detecgdo Genética de STEC (stx ou eae) de cada vez e utilize uma nova ponteira de pipeta
para cada etapa da transferéncia.

®

®

Transfira cada um dos lisados para um tubo de reagente Neogen Ensaio de Detecgdo Molecular 2 - Teste de
Deteccdo Genética de STEC (stx ou eae), conforme descrito abaixo.

5.1. Primeiro, transfira cada um dos lisados para um tubo de reagente Neogen Ensaio de Detecgdo Molecular 2 -
Teste de Deteccédo Genética de STEC (stx), conforme descrito em 5.5 e 5.6.

5.2. Depois, transfira cada um dos lisados para um tubo de reagente Neogen Ensaio de Detec¢do Molecular 2 -
Teste de Detecgédo Genética de STEC (eae) na coluna adjacente da direita, conforme descrito em 5.5 e 5.6.

NOTA: utilize uma nova ponteira de pipeta para cada transferéncia. Nao utilize a mesma ponteira de pipeta
para o tubo de reagente do stx e do eae da mesma amostra de lisado.

5.3. Apos todas as transferéncias de amostra de lisado, adicione o lisado NC a cada tubo de reagente do Neogen
Ensaio de Detecgdo Molecular 2 - Teste de Deteccdo Genética de STEC (stx) e do Neogen Ensaio de
Deteccédo Molecular 2 - Teste de Deteccédo Genética de STEC (eae).

9
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Transfira o lisado NC por Gltimo ao tubo de controle de reagentes.

Use a Neogen® Ferramenta de Tampar/Destampar para Detecgcdo Molecular - Reagente para destampar os
tubos do reagente do Neogen Ensaio de Deteccédo Molecular 2 - Teste de Deteccdo Genética de STEC (stx ou
eae), uma tira de cada vez. Descarte a tampa.

Transfira 20 puL de amostra de lisado da ¥z superior do liquido (evite o precipitado) no tubo de Neogen
Solugdo de Lise para o tubo de reagente do Neogen Ensaio de Detecgao Molecular 2 - Teste de Detecgéo
Genética de STEC (stx ou eae) correspondente. Dispense em um angulo que evite a agitacido dos pellets.
Misture pipetando gentilmente 5 vezes.

NOTA: utilize uma nova ponteira de pipeta para cada transferéncia. Nao utilize a mesma ponteira de
pipeta para o tubo de reagente do stx e do eae da mesma amostra de lisado.

5.7.

5.8.

5.9.

5.10.

5.11.

Repita a etapa 5.6 até que a amostra de lisado individual tenha sido adicionada a um tubo de reagente para o
Neogen Ensaio de Deteccdo Molecular 2 - Teste de Deteccdo Genética de STEC (stx ou eae) correspondente
na tira.

Cubra os tubos de reagentes do Neogen Ensaio de Detecgdo Molecular 2 - Teste de Detecgdo Genética
de STEC (stx ou eae) com a tampa adicional fornecida e utilize o lado arredondado da Neogen Ferramenta
de Tampar/Destampar para Detec¢cdo Molecular - Reagente para apertar com um movimento de vaivém,
garantindo que a tampa fique bem apertada.

Repita as etapas 5.6 a 5.8 conforme necessario, para o nimero de amostras a serem testadas dos tubos de
reagentes do Neogen Ensaio de Deteccdo Molecular 2 - Teste de Deteccdo Genética de STEC (stx e eae).

Quando todas as amostras de lisado tiverem sido transferidas, repita as etapas de 5.6 a 5.8 para transferir

20 pL de lisado NC para um tubo de reagente do Neogen Ensaio de Detecgdo Molecular 2 - Teste de
Deteccdo Genética de STEC (stx) e do Neogen Ensaio de Deteccdo Molecular 2 - Teste de Deteccdo Genética
de STEC (eae).

Transfira 20 pL de lisado NC para um tubo de Neogen Controle de Reagentes. Dispense em um angulo que
evite a agitagdo dos pellets. Misture pipetando gentilmente 5 vezes.

Transfira cada amostra de lisado para os tubos de reagentes individuais de Neogen Ensaio de Detecgdo
Molecular 2 - Teste de Detecgdo Genética de STEC (stx ou eae) primeiro e, em seguida, para o NC. Por
Gltimo, hidrate o tubo Neogen Controle de Reagentes.

Carregue os tubos tampados em uma Neogen Bandeja de Carga Répida para Detecgédo Molecular limpa e
descontaminada e, em seguida, trave a tampa.

10
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20 L

20 L
STX EAE
i/

7. Analise e confirme a execugéo configurada no Software do Neogen Sistema de Detecgédo Molecular.

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

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

10. Depois que o ensaio estiver concluido, remova a Neogen Bandeja de Carga Rapida para Detecgado Molecular do
Neogen Equipamento de Deteccdo Molecular e descarte os tubos mergulhando-os em uma solugdo de 1-5% (v:v
em agua) de dgua sanitaria por 1 hora, fora da area de preparacdo do ensaio.

AVISO: para minimizar o risco de falso-positivos por contaminagéo cruzada, nunca abra tubos de reagentes que
contenham DNA amplificado. Isto inclui o reagente para Neogen Ensaio de Deteccdo Molecular 2 - Teste de Detecgédo
Genética de STEC (stx e eae), o Neogen Controle de Reagentes e os tubos de Neogen Controle de Matriz. Sempre
descarte os tubos de reagentes selados mergulhando-os em uma solucédo de 1-5% (v:v em dgua) de &dgua sanitaria por
1 hora, fora da area de preparagéo do ensaio.

Resultados e Interpretacao

Um algoritmo interpreta a curva de saida de luz que resulta da detecg¢do da amplificagdo do acido nucleico.

Os resultados sdo analisados automaticamente pelo software e sdo codificados em cores de acordo com o resultado.
Um resultado é determinado positivo ou negativo pela analise de diversos parametros exclusivos das curvas. Resultados
positivos presuntivos séo relatados em tempo real, enquanto resultados negativos e resultados de inspecéo serdo
exibidos apds a conclusédo da execugéo.

O software do Neogen Sistema de Detecgdo Molecular relata resultados separadamente para cada um dos ensaios

(stx e eae) e usa os resultados de ambos para chamar a amostra de positiva ou negativa para STEC (EHEC) (consulte

a Figura abaixo). Para uma positiva presuntiva de STEC (EHEC), ambos os alvos genéticos (stx1 e/ou stx2 e eae)

devem ser positivos. Se algum dos ensaios individuais apresentar erro ou inspegéo, o resultado final sera erro ou
inspecao. E necessario refazer o teste para representar corretamente o resultado final (consultar a tecla de resultado).
O software também permite a configuragéo de ensaios individuais, se necessario, e a amostra de lisado ou lisado atual
do enriquecimento pode ser testado novamente com os ensaios, seguindo as etapas descritas no Apéndice A para
lisados mantidos e as etapas da secéo Lise e Amplificagdo para o enriquecimento mantido.
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Teclas de resultado da amostra enriquecida de lisado

ﬂ Ambos positivos, resultado final positivo
stx positivo, eae negativo, resultado final negativo
92'_9&\! stx positivo, eae com Inspecionar, resultado final com Inspecionar, reteste
% stx positivo, eae com erro, resultado final com erro, reteste
ﬂ stx negativo, eae positivo, resultado final negativo
ﬂ stx negativo, eae negativo, resultado final negativo
2(?)| stx negativo, eae com Inspecionar, resultado final com Inspecionar, reteste
.@ stx negativo, eae com erro, resultado final com erro, reteste
@m stx com Inspecionar, eae positivo, resultado final com Inspecionar, reteste
(:’m stx com Inspecionar, eae negativo, resultado final com Inspecionar, reteste
C‘.’ stx com Inspecionar, eae com Inspecionar, resultado final com Inspecionar, reteste
(:.’ stx com Inspecionar, eae com erro, resultado final com erro, reteste
(/ stx com erro, eae positivo, resultado final com erro, reteste
(/ stx com erro, eae negativo, resultado final com erro, reteste
stx com erro, eae com Inspecionar, resultado final com erro, reteste

([@ stx com erro, eae com erro, resultado final com erro, reteste

Teclas de controle negativo

.ﬂ Valido para ambos, ligagdo valida

'@ Vaélido para um, outro com erro, link com erro, reteste
@@ Vélido para um, outro invalido, link invélido, reteste
@% Ambos com erro, link com erro, reteste

@% Ambos invalidos, link invéalido, reteste

@% Um com erro, outro invélido, link com erro, reteste

Amostras positivas presuntivas devem ser confirmadas conforme os procedimentos operacionais padrdo de
laboratérios, ou seguindo o0 método de confirmacéo de referéncia apropriado(’-%%, comecando com a transferéncia
do caldo de enriquecimento primério para as placas seletivas e a confirmacéo de isolados por meio de métodos
bioquimicos, microscépicos e sorolégicos apropriados. Para matrizes especificadas pelo MLG 5C, a separacao
imunomagnética deve ser feita antes do plaqueamento no meio selecionado.

NOTA: até mesmo uma amostra negativa nao resultard em leitura zero, pois o sistema e os reagentes de amplificagéo
do Neogen Ensaio de Deteccdo Molecular 2 - Teste de Deteccdo Genética de STEC (stx e eae) tem uma leitura de
Unidades Relativas de Luz (URL) em “plano de fundo”.

Em casos raros de saida de luz fora do comum, o algoritmo rotula o caso como Inspecionar. A Neogen recomenda que o
usuadrio repita o ensaio para qualquer amostra Inspecionar. Se o resultado continuar como “Inspecionar”, prossiga com o
teste de confirmacéo utilizando o método de sua preferéncia™> 2% ou conforme especificado pelos regulamentos locais.
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Tabela 4. Simbolos e informacdes para diversos resultados de software.

Tipo de Simbolo de =
P Resultado | Interpretacao
pocgo resultado do pogo
Amostra ‘ Positivo A amostra é positiva presuntiva para o patégeno alvo.
Amostra . Negativo A amostra é negativa presuntiva para o patégeno alvo.
A matriz da amostra foi inibitéria para o ensaio. Pode ser necessario
Amostra @ Inibido um novo teste. Consulte a segéo de resolugdo de problemas e o kit
de Instrugdes do Produto do ensaio para obter mais informagdes.
A presenca ou auséncia do patégeno alvo foi indeterminada. Pode
. ser necessario um novo teste. Consulte a secdo de resolugdo de
Amostra Inspecionar . - .
problemas e o kit de Instrugdes do Produto do ensaio para obter
mais informacdes.
Nao foi detectada bioluminescéncia. Pode ser necessario um
Amostra @ Erro novo teste. Consulte a secdo de resolucao de problemas e o kit de
Instrugdes do Produto do ensaio para obter mais informacgdes.

Apéndice A. Interrupgao de protocolo: armazenamento e novo teste das amostras

1. Para armazenar um lisado tratado termicamente, tampe novamente o tubo de Neogen Solugéo de Lise com uma
tampa limpa (consulte a secéo “Lise”, 4.5).

2. Para armazenar uma amostra enriquecida, incube-a por no minimo 18 horas antes do armazenamento.

3. Armazene entre 4 e 8 °C por até 72 horas.

4. Prepare uma amostra armazenada para amplificagdo invertendo de 2 a 3 vezes para misturar.

5. Destampe os tubos.

6. Coloque os tubos de lisado misturados no Neogen Bloco de Aquecimento para Detecgdo Molecular e aqueca a
100 =1 °C por 5 = 1 minuto.

7. Retire o rack de tubos Neogen Solucéo de Lise do Neogen Bloco de Aquecimento para Detecgdo Molecular e deixe
esfriar no Neogen Bloco de Resfriamento para Detecgdo Molecular por pelo menos 5 minutos e no maximo 10
minutos.

8. Continue o protocolo na se¢do Amplificacdo detalhada acima.

Referéncias:

1. Microbiology Laboratory Guidebook. U. S. Department of Agriculture (USDA) Food Safety and Inspection Service
(FSIS) Microbiology Laboratory guidebook 5C.00. Detection and isolation of top seven Shiga toxin-producing
Escherichia coli (STECs) from meat products and carcass and environmental sponges. Feb 4, 2019.

2. US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 4A: Diarrheagenic Escherichia coli.
October 2018.

3. 1SO/TS 13136:2012: Microbiology of food and animal feed — Real-time polymerase chain reaction (PCR)-based
method for the detection of food-borne pathogens — Horizontal method for the detection of Shiga toxin-producing
Escherichia coli (STEC) and the determination of 0157, 0111, 026, 0103 and 0145 serogroups

4. U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, Title 21, Part 58. Good laboratory practice for
nonclinical laboratory studies.

5. 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.
7. Neogen Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen

Molecular Detection System. Contate seu representante da Neogen Food Safety para obter uma cépia deste
documento.

Explicagdo dos simbolos
info.neogen.com/symbols
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1. Microbiology Laboratory Guidebook. U. S. Department of Agriculture (USDA) Food Safety and Inspection Service
(FSIS) Microbiology Laboratory guidebook 5C.00. Detection and isolation of top seven Shiga toxin-producing
Escherichia coli (STECs) from meat products and carcass and environmental sponges. Feb 4, 2019.

2. US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 4A: Diarrheagenic Escherichia coli.
October 2018.

3. ISO/TS 13136:2012: Microbiology of food and animal feed — Real-time polymerase chain reaction (PCR)-based
method for the detection of food-borne pathogens — Horizontal method for the detection of Shiga toxin-producing
Escherichia coli (STEC) and the determination of 0157, 0111, 026, 0103 and 0145 serogroups

4. U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, Title 21, Part 58.Good laboratory practice for
nonclinical laboratory studies.

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

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

eSS DA

info.neogen.com/symbols

12



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

© Neogen Corporation 2024. All rights reserved.

Neogen is a trademark of Neogen Corporation.

5 NE“GEN All other trademarks are the property of their respective companies.

A © 2024, Neogen. Tous droits réservés.
Neogen est une marque de commerce de Neogen.
Neogen Corporation Toutes les autres marques de
620 Lesher Place Lansing, MI 48912 USA commerce appartiennent a leur propriétaire respectif.
www.neogen.com FSO0918A



@D @ 4 =

3 %75 B#:2024-01

5 NEDGEN
FRIER

g;?ﬁﬂﬂﬁtﬁﬂ% 2 - FEREFEKAEE RENERTHE (stx BEH eae

= amist BA Ke Tl HA A i

Neogen® 3 FHMIRF & 2 - =ERSRZAIEE RENERTHIE (stx EFEF] eae EF) E1E5 Neogen® 5 FHUM AL —
EER, BFRRE ZEIBEEEN R KM BRI TIFEFRPN=ER S EAHIELA KE (STEC, WHRE“T™ Vero SR A
BE%ERE ) NERSERER (st /3% stx2 EE) MNEBZEE (eae BH) . STEC —IafEMIRAILIF=4E 1 B (Stx1). 2 B!
(Stx2) EHRSEAFMEBNBRN AFRAE EF (D FIRA stxl F stx2 BFERID) o 58 stx1 F/3 stx2 LUK eae G R HIE
JHBRRENERZRRER) BURERER STEC #HIRER WL M1 X725 EHE (EHEC), RE RN S| AWM MEHFE, —X
AT ENBRER stx1 /5 stx2, B— AT 1N STEC (EHEC) H1fY eae.Neogen® 2 FHMARFZ RS BIRIRESME
MEYEER, HERR-MLUNEHERRE TR SRTAY STEC (EHEC) PRMESFAM . S0#EE STEC (EHEC) PR, MmN EEEE
(stx1 F/3¥ stx2 LAz eae) B TAIBAME . stx KM TT A X 53 stx1 Fl stx2, BR] LU N RS ZTE stx1 F1/3¢ stx2,

Neogen 73 FIZMIAFIER AN SERY G ARRRY BZERFS, HEFRR IR RMESHNER, HESEMA X
B SRAG I IS 2 B (R E FAM ARG LR &, PAMERNED TRRGE ER. N EREENRN 5 AR R A MIEMIEERN
FEC2 MR EPR LS R

Neogen S FIoMIAF & 2 - =ERSREAIRE RENERETHIE (stx BEAF eae EFE) EEZILRER AT Z LA
RELWEFR TER N FERRIIREIAIMITTIL P EEH L &, Neogen i# KB Z R ATIE, fl40, 33 F Rt~ & B F1amn
2. . IR R E ¥, Neogen iR B ZRAIE, MR EHXIFAE A SN B M~ fa. Bamil T e 75 R FrE Al ae
HIH R L EIT(E Neogen 7 FHRMIATIZ 2 - =ERBEARE RENERETFIX (stx BEEF eae EH) o

IEANFRBIENTS E—, RIS SFENFRR. RS NREBTESTMER IEFE NS R FREE LABENTRERA
ZREEIRERFMMLE R Neogen BINTE A FIMEHF A7 B HENHE R UNRIFEN R @NBEY B AR B IEE FIT
FEERNG EHITHMG, BEREN S AT S AP R,

Neogen B £t%t Neogen 73 FH0MIAFIE 2 - =ERBEKRFHIER R KENVERTHIE (stx EEH eae EFE) 5% AHERBIRK
(BPW)-ISO 1B ERZHNEX & FER#H1T 7 1,

Neogen® 3 FHMINESZ AT EDITNMBES BRET MBS, ZP B EERTAERPEENREY . RESHRED
B @ SANENERARESHEMANETBEEMREEY, R EIEN Neogen 73 FHaMI{Y 2R,

Neogen B &£ ML= BEIRTF 1SO (B FRAR/EHLEL) 9001 NI,

Neogen 3 FIoMIAF & 2 - =ERSEAMIRE RENERETHIE (stx BEAF eae EE) FEE 48 X stx Ml eae IlFIHEM R
NE, FMESIBENR 1,

& 1. Neogen 73 FHNAFI 2 Ao

mE iR nE AEY &3
® FU N7 > = N1 faxas [ Ec.t’?"gj El];q:
Neogen® A (LS) FEIRE, MELLAR %6 (12H, B8 &) #E 580 L LS e

Neogen® 73 FHMIIAFIE 2 - o 41 4 S 33
EEREEAGAERENE | BeE 48 (2483 4, SHE8 ) ?ﬁii’;ﬁ”*ﬂ'}”‘“ﬁﬁ”“ BDFFENA
BITFE32E (ot ELR]) L7155

Neogen® 73 FHMIAFIE 2 -

FFES AT BY

EREEAGRERDNE |IaE stk sHeE | BLFFEDF
R TFi%E (eae EF) IXFE -

TONE B 96 (12 1, BHE 8 = AT
T = Te= 96 (12 1, BHE 8 %) AN
Neogen® %362 (RC) EEPEE 16(2%, B8 ) DNA ISR | psrenpg

BFURTFITER &
FAMESTER (NC) REM R THEILEIEFE (30 BPW-ISO) , REMIAFI E iR M. 15708 KBENC,
INFTREVIRIRNIJIER, 1E1H 18] www.neogen.com




@D @ 4 =
=z%

FAF R332, IR H 8T Neogen 73 FHUARSEM Neogen 3 FIUMIAF R 2 - #ERBHRAEE RERNERTHIE (stx B
K eae BE) AR IRMIFIBE L 2EE . XEREFLX2WASE, UEHEER,

ABS: RRERIERN, IRTERESE, AJ RSN TR ERA S HEM/E 5K,
AR RBENRRER, MRTETER, RSB Hi%,

BMEALEZMHIZETPER Neogen B FHEMIAFE 2 - =ERSRAIER REBERTHiE (stx BEF eae £H)
FA P 7008 24 03& FE BAS M R3S A ST, 5130 : (R RIRIEZERE@. 1SO/IEC 17025 5 ISO 72186,

AT RESBRIALESREXHRE, BRERH 2538~ m, I EEUTED:

o ETFRMEMEHIZEBSREBSPRENS AT,

o IRBREEEN™MEEFIIERIETF Neogen D FRMIATIE 2 - =ERBZEARE RENERATFIX (stx EEF] eae
BRAD),
YR IEI B HAZ B Neogen 0 FHUMNRAF R 2 - FERSRZAEE RENERTHIE (stx EFEF eae EH) .
¥ Neogen D FHUNMIATI R 2 - =ERBRAIEE RENERETTHIE (stx EE eae BEE) B FEAZE =S RIER
B RIS R

e & Neogen BFHMIAFIZRE 2 - =&
RE.HST ARMNE K.

o XTFEBAPRMEARMEEBREES SYMHNINEER, NERNETE 1:2 NEEGI#ITHRE (1 HFEET 1 HERER
A7) o F—FNEFR R 10 uL P FIE HIEFRIEZ E Neogen HEBREN. S EPME PRI B BEBREES S0
Neogen® ¥~ faB%:RS96010NB. RS9604NB. SSL10NB. SSL10NB2G.HS10NB. HS10NB2G #1 HS2410NB2G.,

AT RESHFRNEYRERBEXNKL, FHESUTER:

o FIIHARNILIEARNERT, FZEREHNLEERHRITRRELNERIFFEUREMIIERIEFEAIREHR
BRI REEEBURE, B U A RIS N,

IRRBTANEREEREIE, BEELIREAIMN RIS 34F MY 8IS LB R RAMFIREE.

B IR ARIE FIR SRR G I BRI,

RIE Sty X/ [E SRR E R BT E RN S 18 E B a1 TR A A 1

REDMTRBES BRI ESRCENFmAIERIKANEEBEENEEN, FRIGEEN Neogen 73 FHNIYES.

AT EEED IR RS ZSSRIAXNIE, HEEUTER:
o IMARWFE (RIFAFMBILESINZERES) o

ATHRESEERERBEXNONE, FERUTED:
o AEBHENNMMARIDEEIRE,
o REBHEINAIMMAEE,
o EREMNEIRENEEITRIE Neogen® 73 FHMMMARIREVEE (B0, BiERE T SHABBAFTRET, MiFER
REIT) REITHANE T Neogen 73 FIOMIIFAEIRPHIIEE ML E
EE
AT EEESRIRES XS REXBME, HES A TED:
EHATIRF N Z BB F R,
BWERTEN. HUARERE (FIEE) D FEMBRBZREK.
o BREBEHmIMERHIRk.
o RIFmMIBREIEFRERZERBEMNEFELNE RIFRFNE. A T E#RBRESR, AP A LUEFEN— 1 hiaiEiEd
B 5140, AR A RS M IR R EXEE R,
o ERRAREIND FEMIRLNETT),
o fER 1-5% (5KHARLL) RAZRA AR DNA XFAREMFULEETFEMIRE BRE.FERF) o
AT EESHRALSEREXRE, HEEUTER:
o BNEYTIEEITFAHFE.
o EZIFRAVHER, MR HBIEREN 1-5% (SKHERLL) WRAZREARPRE 108, BIaRinm oihEE X,
o BNEYVIEEMNHANEH#HITESERE.,
BEEREWER THRECEEMENFEZEN.

NREXS FIFENN AR ZFEEE S0, HHRENIAIMIE www.neogen.com, 2] 51& LAY Neogen KRR HB AR
LIRS B,

N

IERZAIRE RENEEIE (stx BEM eae BER) BFEABRE=HRIE

!




@D @ 4 =

RBR&E
P A RERES RE BEMIREA 15HRFAIN ML www.neogen.com TEEX R & LAY Neogen KRN EZ 5/, LU T RS
ZER.

PRI 75 ERT, SHINRBIZFRIMNBERZR QN 75 E NS 2 1 mblE AR KR ERAMNE A S) H s
%R

B ATEEEN AR MY, M B1THAZHER G ENERMMEY AR & 15 % 0 Mt TiHE, R RPmERAN
73 REEI P BT A,

RN ENEREG BT RMENENERBHAF 135,
BFFERINT A1, EAEM Neogen Rink 2 &~ MRS EINGRATERRIERNERIIEFHRE.,

FEBEFPITHER TR MEL A, Neogen FF &R T Neogen® 73 FALME X IRIAFIZ . FEBY, ATLAERA Neogen 73 F 1
ERXER (MC) KEEFEE 27N Neogen B FIENMIRF R 2 - “ERBRAMIELTE KERNERETHE (stx BE eae &
&) Y45 R 72X Neogen 75 AR NF AR AR HEFEMHH LT ZREXENEFREMIVIERE, MxtEFHE
AR a7, BliEd A RR IR R dno

BERAIEXA—MAEERREEE QIUERDNITZ) = m. £RENER RN TRV R EMSHNES, HIG0REFH
ZIBRESREZENES UAHEMNTIRZBINER.

BIRIFIE/ B R+ RdEE

FRAER N mEENE RFRIEE 57 BBHAER, N, NEOGEN KRR EAEMBAREBRFRIE, EIFERRTFEHE M HIFERE
1B R RIE AR IEBBE(T Neogen B iR 2P/~ MTETETAFE, Neogen SN ERNEH A vl U BITRE BIRMIR L, KEX =
R TIR R X B MR HAYME — RS 2 B MTE LRI = S fZTE R AT R 22 R PR AT 60 KAIZENEAN Neogen, H 1%/ miR
145 Neogen, SN B 1EAIEEIR], 1EEX Z Neogen 7R3 Neogen HINE i,
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N FEAIRKREIRE, TICREE. [BlIE. 5%, BARFEZFEREKIIRE, NEOGEN B A FIBEEI54E, BIFERRTFF
IR IRIEERIEIL, Neogen XYFTIBF ARG~ mAEN A B = mA W E N1,

fEENFE

£ 2-8°C (35-47°F) ;REE Tfi#7F Neogen 3 FINIIRF & 2 - =ERSEKFHIRE RENERTHIZ (stx BEEH eae BERE) 15
MR R BNEFRTN AT AT EE, NICE R BRE LR NRBARER, ENER AT ZE, RERIXFI BN E
KEFENITE TIEFNAEREZHERARP, URRATRFIRRE . S ERE IS HARMETETR 2-8°C (35-47°F) '&
ET, BfFrEREEEE 90 X,

BMERI AN Neogen B FIEMIAFIE 2 - =ERSZAHIRE KRENERETFIE (stx BEF eae BH) . IHAB MM S F
FRTE B EEFEIMUBIARE £ A Z /G, I EIEFEF Neogen B FHIMIAFIR 2 - =ERSEZAHIEF KENERTHE (stx B
EF eae ERA) XTI E T EE B BRYR. NG, RERHFINTUANERBES S RNERYIGSE “ReIBER"T
RETEEMHHMNFE L.

fEMEA

BIFRERFTE B, BN, e SRER T ER,

fEF 1-5% (57kB9AFALL) RAER AR DNA ERFARERRULRETEEMLZE BRE AEHEF) .

FFP R S8R “6t % Neogen 2 FIOMAZHNREGT (1Q)/AREEIE (0Q) FRMIUER” XA ERES Neogen 7 F1a
MAFIRERZRREIE (0Q) 1)l

BB WIEAEREKNRER" 2, THRIFEENK:

& 3. fF& Performance Tested Method™ (PTM) iE$ #071902 AYIZE 52,

HFRigE

R2MRIRETHN BRI —RIEE A RIES.

BARESRARIESANE S RAEBRESR, LIAREKN S AT S PR

B

1. 1L BPWISO BEIEAEFHE 41.5 £ 1°C,

2. EEEME M RIEFENERHEITRE S X TAAE RN SR, BINERSIESR,

3. BEERESHIRBENNARRHFITIEF(ESIR2HFRI).
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EE NREERER S EEKRES SN P RERRIENBEIKIER, NHFTERNZ 711Z 1:2 BELH] (1 H1F &
1P ERIEERZ) HRIEENTF RS M, LR RSER SR mBERNRIBME ROBX XL 5 —MEEER 10 uL
IR BT RS E Neogen HFBREN,

BAERERIEEAIFARZRERRER, ARG AT S B F RE,
xR2. BAKESE.

HmER HEmA) BERNH WEEE HEtia) HmothE
£ (mL) (£ 1°C) (@N:5)) (bL)
(F#R)
A4 AR TRIA 375g 1125 BPW-ISO 41.5 10-18 20
i%@fwi% AR 375¢g 1125 BPW-ISO 41.5 10-18 20
MR =me 200 g 450 BPW-ISO 41.5 18-24 20
[T 25¢g 225 BPW-ISO 41.5 18-24 20
Agne 2598 25mL 225 BPW-ISO 41.5 18-24 20
@ JINFIRAY BPW-I1SO 5, BFFHEF N FR4 A IR TAIR) AR FERER RSAUKRFRLINIAZ) #54

30-60 FHMERIR I HL
©F 34 F M RER ™ an, FHEE A7 FUARY BPW-1SO) JRZFEMF EHEREHIE) 30-60 0. Y170 EN F e EH L.
© XFEHF, FIEER7 (FFRBY BPW-I1SO) FEF 5 £ (742 30-60 ) , IR ES FHEH Bk,

Loy pr 33 ST L]

AOAC?® Performance Tested Method*" (PTM) iif45 #071902

* PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 071902

AOAC HZFT PTMM B R BTN, Neogen D FINNHAFIR 2 - FERESRAEE KENVER TR IE (stx B EF eae &
&) B—MHE KB STEC 75 7% AR PN EF BR7ER 3 Fo

7R 3. fT& AOAC PTMSM I #071902 RUIE E 5 =,

HmER E 2TV NI\ WERH WERE (X 1°C) |IEEYE (heY) | HmAPIFE (L)
= (mL)
F AR 375¢ 1125 BPW ISO (Fii##) 41.5 10-18 20
ERIERFR 375¢g 1125 BPW ISO (Fiifh) 41.5 10-18 20
ERIEFR 25¢g 225 BPW ISO (Fii#k) 41.5 10-18 20
ERIERER 3759 1125 BPW ISO (Fiifh) 41.5 10-18 20
$8eme 375¢ 1125 BPW ISO (Fii##) 41.5 10-18 20
XA BE 259 225 BPW-1SO (Fiift) 41.5 10-24 20
B 200 ¢ 450 BPW 1SO (Fii#) 41.5 18-24 20
FE=30) 25g 225 BPW ISO (Fiifh) 41.5 18-24 20
;*ﬁ%gf“ TR 104 90 BPW-ISO 41.5 28-32 20
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3. FEA—RMAKNIET Neogen 7 FHMIREEZITRE,
4. {EFARTHR Neogen 9 F MR EEIZIT R RIF T8,
Neogen® 73 FH&MS EN A ER TIF
3% Neogen D F NS AN HIZE T RWETES £ TEMEF Neogen 72 FHiN4S AEIRITE (SR FIF R EE (20-25°C)
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100 £ 1°C,
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Ui
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BEZREBETER (20-25°C) 18 T—%7% (16-18 /)\BY) , ik Neogen HARBF R E TN, fF Neogen MBAREFHIER
KNS —M7AERE Neogen HFAREMERKVETIES LE/D 2 /B 1E 37 £ 1°CIEFIREPIEF Neogen RAFARK
& 1/, S EE TR A HTE 100°C THEEMPA 30 7,

2. BIENENREERE, EHESIHY.ERAER 4 /NTRSEHITTI—D,
3. MIEBFEEHREREEEFm.
4. BMERI NC (TEERIEFE) MEE—X Neogen RIFARE.

4.1. TILIRIBFIERIXEER, X Neogen REEAREBLHFE H1THIE R HHENXE N 8 BXHIE 3 Neogen HHiE
BAREBNTELRF,

4.2. ATERIZXTER, IF—R{FTH—HE Neogen RFARENE R, H BB R A RIMERIEVE R K,

4.3. FM TGS IR mEEZ S Neogen HBARE !

| BERE MR BN SB R Neogen HEARETR. BB NC.

4.4. {EF Neogen® 73 FHuMIFF 28 - Lysis ¥17F Neogen HEERREXAFENE H, —RIITH—HE

4.5. EF Neogen HFARENES - MREBRGRBRUEIHION, IFREZMAN T ANB ST, UENBEENE
Fo
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4.6. ¥ 20 pL Mm%l Neogen HRARE N,
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RIBEREX RN RESSE 4.4 5 4.6,
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138 Neogen 9 FIOMMAEIRAVRERTHXE T 100 + 1°Co

BEARMZER Neogen HRAREZZMN Neogen 73 FHUMANFMEIRB N 15 = 1 5550, INFAHAIE], Neogen HfRAR R

MIELIE (R) THEE 1) .

8.1. RESTHMBSBHLTBELUAMEBENERTRESWNNETEBEEMREN, FRIGHEIEN Neogen 73 F 1l
%28,

M Neogen 2 FHMINFRR A ERH R INZEHT Neogen HAFBREL, BEMN Neogen 73 FHaMLENZEHLHNEL 5
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10. M Neogen 73 F1u)2 #1ZR_E#%BR Neogen HFEAREL,
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STX EAE

SRARHREN
e BE) X E 8 B

\:IH'

=0
10N

SEAMRERRANERETE (stx BE) I EMN—FIZ=EZRH,
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(stx X eae BEA) HFIENE S, — A ITH—H. EZFE S
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5.11. %% 20 uL NC ZUBRIZTEE Neogen IRFIRERE . MAEEN, OB RS\ BiE# £ TRz 5K, URDES.
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@D stx BAMOE; eae BA:HIZ; RALR #IR; EFEN
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DEZFE 18 /\BY,

B E (B RE D 4.5)0
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Microbiology Laboratory Guidebook. U. S. Department of Agriculture (USDA) Food Safety and Inspection Service
(FSIS) Microbiology Laboratory guidebook 5C.00. Detection and isolation of top seven Shiga toxin-producing
Escherichia coli (STECs) from meat products and carcass and environmental sponges. Feb 4, 2019.

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

October 2018.

3. 1SO/TS 13136:2012: Microbiology of food and animal feed — Real-time polymerase chain reaction (PCR)-based
method for the detection of food-borne pathogens — Horizontal method for the detection of Shiga toxin-producing
Escherichia coli (STEC) and the determination of 0157, 0111, 026, 0103 and 0145 serogroups

4. U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, Title 21, Part 58. Good laboratory practice for

nonclinical laboratory studies.

5. 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.

7. Neogen Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen

Molecular Detection System, 15X R &M Neogen BT £ 2R, LURENARIEIZ,
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A usUInNS I UNAn AU

ApnadaLIFaseeuTuEana 2 - STEC Gene Screen (stx uas eae)

"3’]ﬂﬂ”taﬂﬂwaﬂﬂm%Lla"’)ﬂf]ﬂ'i"a\‘lﬂﬂ’l‘i‘l‘ﬁ\ﬂu

Neogen® ganadauidasziuTuiana 2 - STEC Gene Screen (stx uax eae) ‘l‘ﬁﬂmuuummaauL‘ﬁanaisﬂsvmuiuLaﬂa'T,mmﬁ
Neogen® &113un13053UEU (stx1 uaw/v1aa stx2) Ltau‘iﬂsmuaumuu (Intimin) (eae) Nnidadlalafasrofingia (Shiga
Toxin-Producing E. coli: STEC) umﬂumsannu‘lwﬁaLsﬁaa‘f,ﬂ”lamﬂswm5wwLaa‘T,5'LsﬁTmmaﬂsﬁu (“Verocytotoxin-Producing E.
coli”) GL‘LLGYJEIU’NB’]'H’HVIVL(’N’51Jﬂ’]‘iLaENL‘Ii’e_'lLta”‘lum’)aﬂﬂﬁa’mﬁﬂLL’Jﬂaallﬂ‘i"iJ’Juﬂ’]’illﬂ’iﬁﬂaﬁﬂﬁﬁ A191 STEC vinnadiviga E.

coli H’\UWLLSVIE!’]JJ’]5ﬂﬁ‘5’1\13’15WH‘ﬁﬂ’1‘ﬁuﬂﬂ 1 (Stx1) afiafi 2 (Stx2) Wiavudaveiin Godnsiasubiu stxl uay stx2 auady
STEC 1JivnaumuUumum']mul,m‘mn'ﬁna’iﬁﬂ stx1 uav/v3a stx2 uar eae (Buduifufinudsrdasiufliunilunisinga
uazvinany) dedmilunguifa Enterohemorrhagic E. coli (EHEC) AanadauAnnsavlsznauiiavaanslalaufdavaaaLuniu
waaﬂuuwLwams’mmuumm‘suuso‘lumiﬂaiiﬂ stx1 uaz/v3a stx2 uardnuaaauiiaiiians1auniiu eae 310 STEC (EHEC)
snavxlmLLas‘suuummaam‘ﬁana‘[smvmu‘[uLana‘immﬁ Neogen® s18v1unanIsnadayuaniudinivusazisnaday wasladnanis
wmaaumnmam'sﬁmmaauLwaa‘sﬂmwamamqLﬂumﬂmmﬂuauamsu STEC (EHEC) dm5una STEC (EHEC) Aifluuiniu
[favdudmsuiuiwmnaisa e (stx1 uaz/m3a stx2 lar eae) Wan1snadausiadluuin Aganeaday stx Iz ldnanindudns
Al lasendan stx1 uas stx2 Waasn31ININAEU stx1 uas/mia stx2 nia li

‘mmmaam‘“ﬁvaivﬁu‘imanaimf“ 5 Neogen nrsiinseafuuuugianmigiidian (Loop-mediated isothermal amplification)
Lwaqusnmunsmmﬂaanmmamum’mmtm mvmuavmm’laawmunumsLsmu,awrw?amwmammqunﬁvwmjmﬂ
Fuunaniamadoudavsuiiuuinas ldsunissauluiug ansfinanisnesouiiluavazudninaniondsainiinisnagay
ANAUFSIFUYSOLUA? nafiduiingiuinduuin adsldsunisiuduineldasivinuniuauast 2 9 uianuiszy 1 lusudovda
THAUSsAUaNAU
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1. Microbiology Laboratory Guidebook. U. S. Department of Agriculture (USDA) Food Safety and Inspection Service
(FSIS) Microbiology Laboratory guidebook 5C.00. Detection and isolation of top seven Shiga toxin-producing
Escherichia coli (STECs) from meat products and carcass and environmental sponges. Feb 4, 2019.

2. US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 4A: Diarrheagenic Escherichia coli.
October 2018.

3. ISO/TS 13136:2012: Microbiology of food and animal feed — Real-time polymerase chain reaction (PCR)-based
method for the detection of food-borne pathogens — Horizontal method for the detection of Shiga toxin-producing
Escherichia coli (STEC) and the determination of 0157, 0111, 026, 0103 and 0145 serogroups

4. U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, Title 21, Part 58. Good laboratory practice for
nonclinical laboratory studies.

5. 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.
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Neogen Lysis Solution0| 2Z Q= CHA| HHZIL|C},

-

10. Neogen Lysis Solution £E2| 21Z Neogen Molecular Detection 'dZt 25 QA E0|A HAHEILICE.

~ ol

# 20-25°C
D D 000500

2t A|22F NCE 2I8Hl 17H2] Neogen Molecular Detection Assay 2 - A|7t5 A MM CHE# (STEC)(stx)2t 1702 Neogen
Molecular Detection Assay 2 - A|7t 54 MM CHEH (STEC)(eae) Reagent S E7F HRBtL|C},

1.1. RE AERIZ 6t= BEEH 2 X2 £ UELICE 7HE Neogen Molecular Detection Assay 2 - A|7t5 4 MM

L& (STEC)(stx) 2t Neogen Molecular Detection Assay 2 - A| 754 MM CHZEHAZ (STEC)(eae) Reagent £E
= URT 8IS0 RE AER 5 ME{BIL|CE

JH

1.2. Neogen Molecular Detection Assay 2 - A|7t5 A MM CHE A (STEC)(stx) EEE H|O U= 2Hoj| o S22 =ELICE
1.3. Neogen Molecular Detection Assay 2 - A|7t= 4 ‘84 CHE T (STEC)(eae) FEE H|O] /U= ol QAT RER

E0i| s&LIch
1.4. FE otz A|of AZH0|E FAX| OFUAI2.
8ILES| Neogen Reagent IEZE FHE MEdst 1 20| S&LICE

NC lysate2| 22, Neogen Molecular Detection Assay 2 - A|7t5 4 MM Ci &+ (STEC)(stx) Reagent £E 1712
Neogen Molecular Detection Assay 2 - A|7}5 4 MM CHEHR (STEC)(eae) Reagent £E 17HE MEYSIO 2Hof| E&LICE
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At LS WX|SHY| 28l 8 Ol Neogen Molecular Detection Assay 2 - =& A & (EHEC) Reagent §2 AEE! 1
Hel e Bi7|n ZH 23 CHAIDICH Af m|Tl Bl S AFSRHLICE
ofzi MHEI L2 2t lysate= Neogen Molecular Detection Assay 2 - &M LZH# (EHEC) Reagent REZ SZILICE.

5.1. H™X 552560 dHEI CHZ A= lysate ZfZfS Neogen Molecular Detection Assay 2 - A|7t54 MM CHE
(STEC)(stx) Reagent REZ SZILICL.

5.2. 12552 5.60| HHE CHE SUTt A= lysate 2122 711H2 LEZ 2| Neogen Molecular Detection Assay
2-A7t5 A MM CZEH? (STEC)(eae) Reagent SEZ FZILILCE

H11: 2} 0|E Al M O™ ElE A2 AR, SUT lysate A|R0|M stx X eae A REZ FZ M Z

AL2SHX] OH A 2.
5.3. 2 E M= lysateE &7 ¥ Neogen Molecular Detection Assay 2 - A|7b5 4 MM CHE R (STEC)(stx) Reagent
E H2} Neogen Molecular Detection Assay 2 - A| 754 MM CHE -+ (STEC)(eae) Reagent FE 2H2H0]| NC lysate

=
g QouAe.

5.4. OpX|ZtOZ NClysate= Reagent Z1EE FEZ F7|HA|I2.

s &

rlo
mio

5.5. Neogen® Molecular Detection Reagent Cap/Decap ToolE AFH2510{ ot tHOj| AEE! StLI4 Neogen Molecular
Detection Assay 2 - &8 M [HZ# (EHEC) Reagent S E2| HS HZIL|Ct S HE|MA|2.

5.6. Neogen Lysis Solution FEOj|A] 29| A5 140)|M A|Z Lysate 20uLE AT E|X| L= 510] i} Neogen
Molecular Detection Assay 2 - &M [fZ 3 (EHEC) Reagent SEZ KZIL|CL. LZ40|7} $|X0{X 410|X|
ULCE 7|20 ZRELICL fI0IHZE 7HHA| 5HE m|BIgElsto] 4 &LICE

H3: 2 0[S Al M I|B 2 ALBSHIAIL. EU lysate AZ0IM stx 2 eae Al FEZ 52 1 22 13

al:
2stx| OHd A 2.

fuio
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5.7. H¥ A2 LysateO] AEZ9| 5{= Neogen Molecular Detection Assay 2 - =M L&+ (EHEC) Reagent REE
H 11, Neogen 24} ZZ Reagent Cap/Decap Tool2| 82 HE AFE5I0] AT E LS 716H0] O THEs| B
U=X| 2ISHAI2.

5.8. HMZ= 29| 0172 Neogen Molecular Detection Assay 2 - A=A L&A (EHEC) Reagent REE 11,
Neogen =X} &= Reagent Cap/Decap Tool2| S HZ AIESI0 5|2 LS J15H0] 20| THEHS| B JU=X]
2RI AI2.

5.9. Neogen Molecular Detection Assay 2 - &Z& M & (EHEC) Al2f S EO| CHSH Al A= 0] CHel, 23t
o2 5.6~5.8 CHAIE gHEEtLICE.

5.10. 2 E A& Lysate2 &7 ¥ 5.6~5.8 £HHE Bt=E510| NC Lysate 20uLE 222 Neogen Molecular Detection Assay
2-AN7t54 MM CHEF (STEC)(stx) % Neogen Molecular Detection Assay 2 - A|7t5 4 MM CHEHR (STEC)(eae)
Reagent 22 RZILIC}

5.11. NC lysate 20uLE Neogen Reagent ZIEE SHZ SZIL|Ct, 2 7H0|7} 3| MO X AHO|X| A== 7|20 2&L|C}
Qlotef 2 JHHA| 5 S TTElsto] M&LICE

Zt |2 23122 i Neogen Molecular Detection Assay 2 - =& M &+ (EHEC) Reagent £ E £ HX §7I
T NCE F7|4A|2. OtX| 20| Neogen Reagent ZIEE SEEHE £3}8fL|Ct,
6. ZHO| AT EHE TRt QAL X| 242 Neogen Molecular Detection AL|E 2 E2f|0]0f| L2{=2 CIS FH2 © 1
x2L|C}
(==} .

20 L
20 L
STX EAE
i/

Neogen Molecular Detection System £2ZE Q00| A LM =l MHS HESED SHoIghL|Ct,

ATEQO0M AR HES 226t ALY 7|7|E MEiRILICE MEdst T]7]|9| 5°40| Xts2 = HELICE

Neogen Molecular Detection AI|= 2 E2{|0|E Neogen Molecular Detection ZH|0f| 11 522 SOH AR 0|
AZEIL|CH Z1t= 602 O|LHOl| M ZE[X|2H e o2 = O U™ HEY + JUSLICEH

10. Algl0| &2 &} 2™ Neogen Molecular Detection ZH|0f| A Neogen Molecular Detection AL E 2 E2{|0|E THLHD
1~5%(viv )2 7HE 8 B HO|| 1A|ZH St HUCHH 24 FH| S0l HO{T 20f| T 7|SHY A 2.

FO|: Wkt QECE 2t Yo S £ AstEH ZEE DNAE & R%t Reagent REHE HO| EX| OtMA2. 0f7]0l=
Neogen Molecular Detection Assay 2 - & & &M &+ (EHEC) Reagent, Neogen Reagent ZAIEE %! Neogen Matrix
HEE SHI ZEELICHL YEE Reagent FE = 1~5%(viv 2)2 718 HUH[O 1A|ZH SO B £RAULCHIL 7| E EH| 1t
Ha| Do{ Tl ¢ x|of m|7|gfL|Ct.

k|
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gug|E2 M ZSES EHXT O sABtLIC Zats ATEY0fof ofs A5 2
=
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N3} = 2
F 0 M o] BMOZ EEELIC &
L=

= 0 .
Neogen 2Xt ZHE A|AH AT EYQ 2t A& (stx U eae)df| CHSE Z2utE 22| B0t = A2 AutE AFESHH A|Z7}
STEC(EHEC)(OF2 12! &t=x)of| CHall Y¥AQIX| =2 SAQIX| BtetstL|C STEC(EHEC)O| CH3ll ¥Alo2 2XNE= AR &
[t CHA (stx1 B/EE= stx2 B eae) 25 410|0{0F LT FHE AHOIM RFLE AL EA|EICHH XS Aot QR EE=
ZAL2 LEEFEL|CE £|Z ZtE HESHA| 71X 22{H "A|&o] HQBILCHZ T 7] £ X)), ATEQ 0= LRst AL JHE A& Q|
MHEE 5{25tH BEE A0 MHE CHAQF EEEl S| Lysis I S MMof| dHEI CHA|E 2t EZEl lysateOfl Lo A= lysate
e 579 MlysateS CHA| A|EE 4= JUSLICE
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SoE ME lysate Z3} 7|

@® oz os oy Az H Ay
@) stx 24, ece 24,55 2T 24
stx &N, eae A& ZAL 21Z ATt Al ZAL HAIY
@) stx Y, eqe 27,215 23 27, MAIY
ﬂ stx 24, ece Y, 2|Z 2t 4
: stx 24, eae 24, 25 21t 24
: 92'.@]5 stx 4, eae A& AL 2|5 2ot Al AAL JAIE
.@ stx 34, eqe 27, AT 21 2F, MAH
@) stx A% LA eae B4, 21Z 2t A4 ZAL A
stx Al UAL eae 34, 21T 22 7% ZAL HAIE
stx Al ZAL eae HZ ZAL 215 23 AlS AL HAE
@)L stx A% HAL eae 2F, 21F A1t 2F, MAIY
m stx 27, eqe ¥, EZ 20 R, MAE
m stx 2% eae 54, AF 21 2F, MAH
m stx 2F, eae A& AAL AZ 21 F, MA
?@ stx 22 eae 2F, XF 21 27, MA™
S4 HEE 7|
Oe®) 2=occs5 233s
O] sz gz, 2= 08, Y3 28, WA
WP stz gz, 02 = 9%, Y3 97, YA
@WHA9] 2z oz 23 08 M
WOM9| oz 2w, 23 2 HAIY
W] $1% 2F, C12 % 27,3 2F, HAY
UUOR FHEIE NBE 14 52 H{LN STOIM HHE Z2A|0|ER O[TsH= HojM AlXfeiof HEeh Weiol ol dHoy
UHOR HalF 21018 MAJSts S AYM BE 2@ MAH e MESH &1 U 2010298 Sef z I8}0F BHLICH MLG 5C

o

0ﬂkl HAIE OHERIAS| A, MEHX HIX[0f| Z2|0|EE S7| Mol HY Xt7| 22[(IMS)E —’F@OHOF Lot
£ 31: A|AEIT} Neogen Molecular Detection Assay 2 - =8 M &+ (EHEC) &

ANEBEZ 02 7|52 MBstX| A&LICE

of2 Kol 4 20| LIEHH= 22, YA|FS 0|F HA(Inspect) 2 ERELICE Neogen2 ZE At ARO| CHs 242
uhEsts 212 HEELICH 2ot Al il 2 A2, 7|8 ME Q0,292 ALRSI{L HIX| FRO| w2t 2 AR
RIS AL,

H4.0{2{ 2ZE0of Z2atof| st 7|2 3 FE.

Uy [azFnds EE] 34

Az ©) &y AZE e 4SS0 chef Y02 FHELIC

AZ = =¥ ARE tha 4ES 20 Chsh SHYLICH

Az % o A2 BEZAE AEO| chefl AFE|ASLICL A0l BRE + ULICH

- RIS LISS SRl 2 MM AE TIE ME HEMES BESIAIL.

o4 AESF0] X 012E S S+ GIBLICH A0 R &

Az ®@ = USLICE AMEE B2 20 32 43 AR 7IE HE MRNE
AESHIAIL.

Az % o= AT £ AA ROl GELICH MAEO| BRY + ASLICH KAE LhES

™ Sx sE MMt A|E 7 |E HE AHME AHESIAAL.
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a3o) i =]

A AE A=ZIM Bk Algo| Ht 9l TAE
EX2|=l LysateE 2252 ™ MRt 2O 2 Neogen Lysis Solution FEE CIA| 4| ZL|CHLysis MM, 4.5 £=X).
STE MRS 225t H 2|0k B2t 18A|2H Tof B FSfLICt.
4~8°COl| A Z[C 72A|1 2t SO LT,
2~3H F TN 25t H2tE A28 SESI=E FH|EL(C
FHo| Mg HYLICL
Neogen 24t ZHE d|2 22 2ME =& E Lysate FEE 1 100 1°COA 51127 7L EtL|Ct
Neogen Lysis Solution £E2| 24S Neogen £Xt ZZ 5|2 =F0|A M52 Neogen EXF HE W2t 25 QME XA 5
2, Z|ch 102 'HZtA|ZLICE

IO 2HMS] 2o SF MM I2EES AL

HIOXE:

1. Microbiology Laboratory Guidebook. U. S. Department of Agriculture (USDA) Food Safety and Inspection Service
(FSIS) Microbiology Laboratory guidebook 5C.00. Detection and isolation of top seven Shiga toxin-producing
Escherichia coli (STECs) from meat products and carcass and environmental sponges. Feb 4, 2019.

2. US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 4A: Diarrheagenic Escherichia coli.
October 2018.

3. ISO/TS 13136:2012: Microbiology of food and animal feed — Real-time polymerase chain reaction (PCR)-based
method for the detection of food-borne pathogens — Horizontal method for the detection of Shiga toxin-producing
Escherichia coli (STEC) and the determination of 0157, 0111, 026, 0103 and O145 serogroups

4. U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, Title 21, Part 58. Good laboratory practice for
nonclinical laboratory studies.

5. 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.

7. Neogen Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen
Molecular Detection System. & EA{2| AH2E @ 22{H Neogen Food Safety B2 XI0i[7| 2|5 A2,

7|2 MY

info.neogen.com/symbols
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