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3 NEOGEN Issue Date: 2024-07

Product Instructions
Molecular Detection Assay 2 - Listeria monocytogenes

Product Description and Intended Use

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

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

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

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

Demi-Fraser Broth Base Typical Formula (g/L) Fraser Broth Base Typical Formula (g/L)
Sodium Chloride 20g Sodium Chloride 20g
Sodium Phosphate, dibasic, anhydrous* 9.6g Sodium Phosphate, dibasic, anhydrous* 9.6g
Beef Extract 509 Beef Extract 50¢9
Pancreatic Digest of Casein 50g Pancreatic Digest of Casein 50g
Peptic Digest of Animal Tissue 509 Peptic Digest of Animal Tissue 509
Yeast Extract 50g Yeast Extract 50g
Lithium Chloride 30g Lithium Chloride 30g
Potassium Phosphate, monobasic 1.35¢g Potassium Phosphate, monobasic 1.35¢g
Esculin 1.0g Esculin 1.0g
Acriflavin HCI 0.0125¢g Acriflavin HCI 0.025¢g
Nalidixic Acid 0.01g Nalidixic Acid 0.02g

* Substitute: Sodium Phosphate, dibasic, dihydrate 12.0g

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

Ferric Ammonium Citrate  0.5g/10mL
Final pH 7.2 0.2 at 25°C

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

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

Item Identification Quantity Contents Comments

Racked and
ready to use

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

Neogen® Molecular
Detection Assay 2 - Listeria
monocytogenes

Reagent Tubes

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

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

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

Lyophilized control
DNA, amplification and Ready to use
detection mix

16 (2 pouches of 8
individual tubes)

®
E\Il?%n)gen Reagent Control Clear flip-top tubes

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

Safety

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

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

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

A WARNING

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

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

The user must train its personnel in current proper testing techniques: for example, 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 - Listeria monocytogenes as indicated on the package and in the
product instructions.

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

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

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

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

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

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

o 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.

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

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

Dispose of enriched samples according to current industry standards.

e Samples that have not been properly heat treated during the assay lysis step may be considered a potential biohazard
and should NOT be inserted into the Neogen Molecular Detection Instrument.
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To reduce the risks associated with cross-contamination while preparing the assay:
o Always wear gloves (to protect the user and prevent introduction of nucleases).

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

To reduce the risks associated with exposure to hot liquids:

e Do not exceed the recommended temperature setting on heater.

o Do not exceed the recommended heating time.

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

NOTICE

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

e Change gloves prior to reagent pellet hydration.

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

e Use a new pipette tip for each sample transfer.

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

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

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

o Never open reagent tubes post amplification.

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

o Never autoclave reagent tubes post amplification.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Limitation of Warranties / Limited Remedy

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

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

Storage and Disposal

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Environmental samples

Sample collection devices can be a sponge hydrated with a neutralizing solution to inactivate the effects of the sanitizers.
Neogen recommends the use of a biocide-free cellulose sponge. Neutralizing solution can be Dey-Engley (D/E)
Neutralizing Broth or Letheen Broth. It is recommended to sanitize the area after sampling.

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

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

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

FDA BAM®, USDA FSIS MLG® or ISO 18593 guidelines.

1. Allow the Demi-Fraser Broth enrichment medium (includes ferric ammonium citrate) to equilibrate to ambient
laboratory temperature.
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2. Aseptically combine the enrichment medium and sample according to Tables 2, 3 or 4.

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

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

Enrichment
. Sample Broth Enrichment
Sample Matrix Size Volume Time (hours)
(mL)
Heat-processed,
cooked, cured
meats, poultry,
seafood and fish
Heat-processed /
pasteurized dairy 25 g 205 24-30
products
Produce and
vegetables
Multi-component
foods
Environmental 1 sponge 100 or 225 24-30
samples® 1 swab 10 24-30
Raw meat, poultry, _
seafood, fish 259 475 28-32
Primary Enrichment (Demi-Fraser Broth)® Sec?;r::g grr‘::;:)‘(:? ent
Sample
Sample Matrix Enrichment . . Analysis
Sample Broth Enrichment | Sample Enrichment | Enrichment |\, o
5 : : Temperature Time
Size Volume Time (hours) Size c) )
(mL)
Transfer
0.1 mL
Raw dairy products 25¢g 225 20-24 16‘:L 371 20-24 10 uL
Fraser
Broth

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

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

Specific Instructions for Validated Methods
AOACY® Official Method of Analysis*” 2016.08
AOAC® Performance Tested Method*" #081501

* PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE

081501

LICENSE NUMBER

In AOAC Research Institute OMASM and PTMSM programs, the Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria
monocytogenes was found to be an effective method for the detection of Listeria monocytogenes. The matrices tested in
the study are shown in Table 3.
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Table 3. Enrichment protocols using Demi-Fraser Broth® at 37 £ 1 °C according to AOAC OMASY 2016.08 and PTMSM
Certificate #081501.

. Sample Enrichment Broth Enrichment
Sample Matrix Size Volume (mL) Time (hours)
Beef hot dogs, queso fresco, vanilla ice
cream, 4% milk fat cottage cheese, 3%
chocolate whole milk, romaine lettuce, 259 225 24-30
bagged raw spinach, cold smoked salmon
Raw chicken 25¢g 475 28-32
Deli turkey 125¢g 1125 24-30
Whole Enough volume to
() -
Cantaloupe melon allow melon to float 26-30
s Stainless steel 1 sponge 225 24-30
E Sealed concrete 1 sponge 100 24-30
c g
°a .
‘S g Plastic® 1 swab 10 24-30
Cm®
w w

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

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

(b) Homogenize sample by hand mixing.

() Homogenize sample by vortexing.

NF VALIDATION by AFNOR Certification

e“ \FICATION
C

NF

VALIDATION
EN ISO 16140

3M01/15-09/16
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en

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

NF VALIDATION certified method in compliance with ISO 16140-2®in comparison to ISO 11290®
Scope of the validation: All human food and environmental samples (excluding primary production samples)
Sample preparation: Samples should be prepared according to EN I1ISO 11290-1® and EN 1SO 6887®
Software version: See certificate

Table 4: Enrichment protocols according to NF VALIDATION certified method 3M 01/15-09/16 at 37 = 1°C using
Demi-Fraser Broth and Fraser Broth as needed.

Enrichment | Enrichment |Enrichment| Sample

General Protocol Sample Size |Broth Volume | Temperature Time Analysis | Accepted Interruption Point
(mL) (x1°C) (hours) |Volume®
All food samples e Demi-Fraser Broth up to
(excepted raw meats, 25g 72 hours

raw seafood, and raw

dairy products 225 37 24-30 20pL |eLysate at-20°C
. 2549, 1 swab, e Lysate at 4°C up to
Environmental samples or 1 wipe 79 hours
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Primary Enrichment (Demi-Fraser Broth)® Secondary Enrichment (Fraser Broth)®
Specifi Enrichment . . . . Accepted
pecific Sample Broth Enrichment |Enrichment Sample Enrichment |Enrichment| Sample Interruption
Protocol Sizz Volume Temperature Time Sizz Temperature Time Analysis Point
(mL) (x1°C) (hours) (x1°C) (hours) |Volume®
e Fraser
Broth up
E’lae‘:ts Transfer to
raw ’ 0.1 mL 72 hours
seafood, | 25g 205 37 20-24 Into 37 20-24 10l |e Lysate at
10 mL o
and raw -20°C
dairy Fraser
Broth e Lysate at
products 4°C up to
72 hours
(@) Volume of sample transferred to the Neogen Lysis Solution tubes. Refer to Step 4.6 of Lysis section.

(b)

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

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

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

Preparation of the Neogen® Molecular Detection Speed Loader Tray

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

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

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

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

Preparation of the Neogen® Molecular Detection Chill Block Insert

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

Preparation of the Neogen® Molecular Detection Heat Block Insert

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

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

Preparation of the Neogen® Molecular Detection Instrument

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

2. Turn on the Neogen Molecular Detection Instrument.

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

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

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

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

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

w

Remove the enrichment broth from the incubator.

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

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

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

4.3 Transfer enriched samples to Neogen Lysis Solution Tubes as described below:

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

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

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

4.5.1 For processing of retained lysate, see Appendix A.

4.6 Transfer 20 pL of sample into a Neogen Lysis Solution tube unless otherwise indicated in Protocols from Tables 2, 3,
or 4 (e.g., raw dairy products or when using environmental samples with neutralizing buffer use 10 pL).

\
AW

I
ﬁou\‘

5. Repeat step 4.4 to 4.6 until each individual sample has been added to a corresponding Neogen Lysis Solution tube in the
strip.

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

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

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

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

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

10. Remove the rack of Neogen Lysis Solution tubes from the Neogen Molecular Detection Chill Block Insert.
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1. One Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria monocytogenes Reagent Tube is required for each sample and the NC.

Amplification

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

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

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

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

Transfer each sample lysate into individual Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria monocytogenes Reagent
Tubes first followed by the NC. Hydrate the Neogen Reagent Control tube last.

5. Use the Neogen® Molecular Detection Cap/Decap Tool-Reagent to decap the Neogen Molecular Detection Assay 2 -
Listeria monocytogenes Reagent Tubes —one Reagent tube strip at a time. Discard cap.

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

5.2 Repeat step 5.1 until individual Sample lysate has been added to a corresponding Neogen Molecular Detection
Assay 2 - Listeria monocytogenes Reagent Tube in the strip.

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

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

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

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

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

2
g‘g‘f‘? I|
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7. Review and confirm the configured run in the Neogen Molecular Detection System Software.
8. Click the Start button in the software and select instrument for use. The selected instrument’s lid automatically opens.

9. Place the Neogen Molecular Detection Speed Loader Tray into the Neogen Molecular Detection Instrument and close
the lid to start the assay. Results are provided within 75 minutes, although positives may be detected sooner.
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10. After the assay is complete, remove the Neogen Molecular Detection Speed Loader Tray from the Neogen Molecular
Detection Instrument and dispose of the tubes by soaking in a 1-5% (v:v in water) household bleach solution or
equivalent solution for 1 hour and away from the assay preparation area.

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

Results and Interpretation

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

Presumptive positive samples should be confirmed as per the laboratory standard operating procedures or by following
the appropriate reference method confirmation -3, beginning with transfer from the primary enrichment to secondary
enrichment broth (if applicable), followed by subsequent plating and confirmation of isolates using appropriate biochemical
and serological methods.

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

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

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

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

for more information.
Confirmation of Results According to the NF VALIDATION Certified Method
Option 1: Using the ISO 11290® standard starting from Demi-Fraser enrichment

Option 2: By isolation on PALCAM agar or on chromogenic agar (O&A) forming part of a NF VALIDATION certified method
for detection of the Listeria monocytogenes. The presence of characteristic colonies is sufficient to confirm the presence of
Listeria monocytogenes.

Option 3: Using nucleic acid probes as described in EN I1SO 7218® standard, performed on isolated colonies, from
selective agar (see Options 1 or 2).

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

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

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

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

10
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Appendix A. Protocol Interruption: Storage and re-testing of heat-treated lysates.
1. To store a heat-treated lysate, re-cap the lysis tube with a clean cap (see “Lysis”, 4.5)

Store at 4 to 8°C for up to 72 hours.
Prepare a stored sample for amplification by inverting 2-3 times to mix.
Decap the tubes.

a0

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

o

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

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

References:

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

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

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

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

6. Neogen Installation Qualification (1Q) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen
Molecular Detection System.

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

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

Explanation of Product Label Symbols

info.neogen.com/symbols

11



Neogen Food Safety

Neogen Corporation
620 Lesher Place
Lansing, M| 48912 USA
Neogen.com

Neogen Europe Ltd.
The Dairy School
Auchincruive

Ayr, KA6 5HU
Scotland, UK

Neogen Ireland, Ltd.
Bray Business Park, Bray

Co. Wicklow
A98YV29, Ireland

K NEOGEN

Neogen Corporation

620 Lesher Place Lansing, M| 48912 USA

www.neogen.com

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

© 2024, Neogen. Tous droits réservés.

Neogen est une marque de commerce de Neogen.
FS00867B



(Frangais) ﬁ H

iNEﬂEEN Date de parution : 2024-07

Instructions relatives au produit

Kit de détection moléculaire Listeria monocytogenes version 2

Description et utilisation du produit

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

de fagon extrémement spécifique et sensible, associée a la bioluminescence pour détecter I'amplification. Les résultats
présumés positifs sont visibles en temps réel tandis que les résultats négatifs sont affichés a la fin de I'essai. Les résultats
présumés positifs doivent étre confirmés par la méthode de votre choix ou en utilisant une méthode conforme aux
réglementations locales!'>3.

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

sur des échantillons d’eau, pharmaceutiques, cosmétiques, cliniques ou vétérinaires. Le Kit de détection moléculaire
Listeria monocytogenes Neogen version 2 n’a pas été évalué en utilisant tous protocoles de test ou toutes les souches
bactériennes possibles.

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

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

Formule typique de la basse du bouillon (g9/L) Formule typique de la basse du (g/L)
demi-Fraser bouillon Fraser

Chlorure de sodium 20g Chlorure de sodium 209
Phosphate de sodium dibasique anhydre* 9,69 Phosphate de sodium dibasique anhydre* 9,69
Extrait de boeuf 509 Extrait de boeuf 509
Digestat pancréatique de caséine 509 Digestat pancréatique de caséine 509
Digestat peptique de tissu animal 509 Digestat peptique de tissu animal 509
Extrait de levure 509 Extrait de levure 509
Chlorure de lithium 30g Chlorure de lithium 30g
Phosphate de potassium, monobasique 1,35g Phosphate de potassium, monobasique 1,35g
Esculine 1,09 Esculine 1,09
Hydrochlorure d’acriflavine 0,0125¢g Hydrochlorure d’acriflavine 0,025¢g
Acide nalidixique 0,01g Acide nalidixique 0,02g

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

Complément de bouillon Fraser

(Ingrédients par flacon de 10 mL. Ajout d’un flacon par litre de milieu basal.)

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

pH final 7,2+0,2a25°C

Linstrument de détection moléculaire Neogen® est congu pour étre utilisé avec des échantillons traités thermiquement
pendant I'étape de lyse, procédé qui détruit les organismes présents dans I’échantillon. Les échantillons qui n’ont pas

été soumis a un traitement thermique adéquat pendant I'étape de lyse peuvent étre considérés comme potentiellement
dangereux et ne doivent PAS étre insérés dans I'instrument de détection moléculaire Neogen.
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Neogen Sécurité Alimentaire respecte la norme ISO (International Organization for Standardization) 9001 en matiére de
conception et de fabrication.

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

Tableau 1. Composants du Kit de détection moléculaire Neogen

Elément Identification Quantité Contenu Commentaires

. . Placé sur
Solutlon®de lyse (LS) Solution rose en 96 (12 barrettes 580 pL de LS par tube portoir et prét
Neogen tubes transparents | de 8 tubes) "D .

a l'emploi
Tubes de réactif du kit Meélange spécifique
de détection moléculaire . 96 (12 barrettes lyophilisé pour T .
Listeria monocytogenes Tubes jaunes de 8 tubes) I'amplification et Préts 4 Femploi
Neogen® version 2 la détection
96 (12 barrettes

Bouchons supplémentaires | Bouchons jaunes Préts a 'emploi

de 8 bouchons)

ADN témoin lyophilisé,

Contréle de réactif Tubes « Flip-Top » | 16 (2 poches de mélange pour Préts & 'embloi
Neogen® (RC) transparents 8 tubes individuels) ’amplification et P
la détection

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

Sécurité

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

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

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

A AVERTISSEMENT

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

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

Lutilisateur doit former son personnel aux techniques d’analyse actuelles appropriées, par exemple : les bonnes
pratiques de laboratoire, la norme ISO/CEl 17025* ou la norme ISO 72189,

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.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Eliminer les échantillons enrichis conformément aux normes du secteur actuelles.

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

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

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

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

o Ne pas dépasser le temps de chauffe recommandé.

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

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.

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

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

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

e Utiliser un poste de travail de biologie moléculaire disposant si possible d’'une lampe germicide. Décontaminer
réguliérement les plans de travail et le matériel du laboratoire (pipettes, outils d’ouverture/de fermeture, etc.) avec
une solution d’eau de Javel 4 1 et 5 % (v:v dans de I’eau) ou avec une solution pour I’élimination de TADN.

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

o 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 a1 et 5 %
(v:v dans I'eau) ou une solution équivalente pendant 1 heure. Effectuer cette procédure a distance de la zone de
préparation de I'analyse.

e Ne jamais stériliser a 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 I'utilisateur

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

Consulter notre site Web www.neogen.com ou contacter votre représentant ou distributeur Neogen local pour obtenir de
plus amples informations.

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

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

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

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

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

Limitations de garanties/Limites de recours _

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

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

Limitation de responsabilité de Neogen

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

Stockage et mise au rebut

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

2 et 8 °C. Ne pas congeler. Conserver a I'abri de la lumiére. Une fois le kit ouvert, vérifier que le sachet en aluminium est
intact. Si ce sachet est endommagé, ne pas utiliser le kit. Aprés ouverture, les tubes de réactif non utilisés doivent toujours
étre conservés dans le sachet refermable, en laissant 'agent déshydratant a I'intérieur afin de maintenir la stabilité des
réactifs lyophilisés. Conserver les poches refermées a une température comprise entre 2 et 8 °C. Ne pas conserver plus
de 60 jours.

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

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

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

Lutilisateur doit suivre la formation de qualification de I'opérateur (OQ) du systéme de détection moléculaire Neogen,
comme décrit dans le document intitulé « Protocoles et instructions relatifs & la qualification d’installation (1Q)/qualification
opérationnelle (OQ) pour le systéme de détection moléculaire Neogen »®,

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

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

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

Enrichissement de I’échantillon

Les tableaux 2, 3 et 4 fournissent des indications pour I'enrichissement des échantillons d’aliments et environnementaux.
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.
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Aliments

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

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

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

4, Pour les produits laitiers crus (voir les tableaux 2, 3 ou 4), transférer 0,1 mL de 'enrichissement primaire dans 10 mL de
bouillon Fraser. Incuber a2 37 £ 1 °C pendant 20 & 24 heures.

Echantillons environnementaux

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

AVERTISSEMENT : si vous choisissez d’utiliser un tampon neutralisant (NB) 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 conduire a la libération de produit contaminé. Une autre option consiste a transférer 10 pL de
I’enrichissement du tampon neutralisant dans les tubes de solution de lyse Neogen.

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

la zone dans les deux directions (de gauche a droite puis de haut en bas) ou prélevez des échantillons environnementaux
en suivant votre protocole d’échantillonnage actuel ou selon les directives de la FDA BAM™, USDA FSIS MLG®

ou ISO 18593,

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

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

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

Volume du
. . bouillon Durée d’en-

Mattcete | oo, | denrichis- | ichissement

sement (h)
(mL)

Viandes,

volaille et

poisson

transformés par
la chaleur, cuits
ou séchés

Produits laitiers
transformés 25g 225 24-30
par la chaleur

ou pasteurisés

Fruits et
légumes

Aliments multi-

composants

Echantillons 1 éponge 100 ou 225 24-30
environnemen-

taux® 1 tampon 10 24-30

Viande, volaille,
fruits de mer, 25g 475 28-32
poissons crus

Enrichissement primaire Enrichissement secondaire
(bouillon demi-Fraser)® (bouillon Fraser)®
Volume
Matrice de Volume du d’échantil-
I’échantillon Taille de bouillon Durée d’en- Taille de | Température | Durée d’en- | lon d’ana-
Péchantillon d’enrichis- | richissement | I’échantil- | d’enrichisse- | richisse- lyse®
sement (h) lon ment (°C) ment (h)
(mL)
Transférez
0,1 mL
Produits laitiers dans
crus 25¢g 225 20-24 10 mL de 37 +1 20-24 10 uL
bouillon
Fraser

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

(b) Volume d’échantillon transféré dans les tubes de solution de lyse Neogen. Consulter Iétape 4.6 de la section Lyse.

Instructions spécifiques pour méthodes validées
Official Method of Analysis*™ de TAOAC®2016.08
AOAC® Performance Tested Method*” #081501

. PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE

LICENSE NUMBER 081501

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

6



(Frangais) ﬁ H

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

Taille de Volume du bouillon Durée
Matrice de I’échantillon ,x - d’enrichissement d’enrichissement
I’échantillon
(mL) (h)
Hot dogs de beeuf, fromage frais, glace a
la vanille, fromage blanc au lait a 4 % de
matiéres grasses, lait entier au chocolat 25¢g 225 24-30
3 %, laitue romaine, épinards crus en
sachet, saumon fumé froid
Poulet cru 25¢g 475 28-32
Dinde préparée 125g 1125 24-30
Assez de volume
Melon® Melon entier | pour permettre au 26-30
melon de flotter
;; | Acier inoxydable 1 éponge 225 24-30
E Béton verni 1 éponge 100 24-30
c
@
2E
22
= 5 Plastique® 1 tampon 10 24-30
23
O C
W o

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

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

(b) Homogénéiser I'échantillon en mélangeant a la main.
(c) Homogénéiser 'échantillon au vortex.

Méthode certifiée par AFNOR Certification

eﬂwlcnnon
4

NF

&
VALIDATION
EN ISO 16140

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

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

Méthode de certification NF VALIDATION, conformément & la norme 1SO 16140-2® par rapport a la norme

ISO 11290®Portée de la validation : tous aliments pour I'alimentation humaine et échantillons environnementaux (&
I'exception des échantillons de production primaires)

Préparation de I’échantillon : les échantillons doivent étre préparés conformément aux normes EN ISO 11290-1® et
EN I1SO 6887@®

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

Volume du Tempéra- Durée Volume
Protocole général Taille de bouillon tured’enri- | d’enri- | d’échantil- Point d’interruption
9 I’échantillon | d’enrichisse- | chissement | chisse- | lon d’ana- accepté
ment (mL) (£1°C) ment (h) lyse®©
Tout type d’échantillon
alimentaire o Bouillon demi-Fraser
(sauf viandes crues, 25¢g jusqu’a 72 heures
fruits de mer crus et o
produits laitiers crus) 225 37 24-30 20 uL e lysata-20°C
. . 25g, elysatad°C
Echantillons 1 égouvillon jusqu’a 72 heures
environnementaux .
ou 1 lingette
Enrichissement primaire Enrichissement secondaire
(bouillon demi-Fraser)® (bouillon Fraser)®
Proto- Volume du | Tempéra- Tempéra- Volume | Point d’in-
cole spé- | Taille de | bouillon |tured’en-| Durée Taillede |, c'I)’enri- Durée |d’échan-| terruption
cifique |Pléchan- | d’enrichis- | richis- | d’enrichis- | I'échantil- 2 d’enrichis- | tillon accepté
chissement N
sement sement | sement (h) lon (£1°C) sement (h) | d’ana-
(mL) (x1°C) - lyse®©
¢ Bouillon
Viandes J’; r:qsﬁfé
crues, Transférer 72 heures
fruits 0.1 mL
de mer 225 37 20-24 |dansiOmL| 37 20-24 | 1oL |®lysata
crus et de bouill -20°C
roduits € doullion
Ip't' Fraser e Lysat
altiers 34 GC
crus jusqu,é
72 heures

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

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

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

| REMARQUE : Les échantillons supérieurs a 25 g n'ont pas été testés dans le cadre de I'étude NF Validation.

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

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

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

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

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

toute utilisation.

Préparation du support de bloc refroidissant pour systéme de détection moléculaire Neogen®
Plateau de bloc refroidissant pour systéme de détection moléculaire Neogen® directement sur la paillasse de laboratoire,

utiliser le bloc refroidissant a la température ambiante du laboratoire (20 4 25 °C).

Préparation du support de bloc chauffant pour systéme de détection moléculaire Neogen®
Placer le support de bloc chauffant pour systéme de détection moléculaire Neogen® dans une unité de traitement
thermique a sec double bloc. Allumer 'unité de traitement thermique a sec et régler la température afin que le support de
bloc chauffant pour systéme de détection moléculaire Neogen atteigne et conserve une température de 100 £ 1 °C.
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REMARQUE : selon I'unité de traitement thermique utilisée, le support de bloc chauffant pour systeme de détection
moléculaire Neogen atteint la température souhaitée en 30 minutes environ. Utiliser un thermomeétre étalonné adapté

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

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

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

2. Mettre I'instrument de détection moléculaire Neogen sous tension.

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

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

AN,

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

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

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

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

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

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

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

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

4.5 Jeter le bouchon du tube de solution de lyse Neogen. Si le lysat doit &tre soumis & un nouveau test, placer les
bouchons dans un récipient propre pour réapplication apreés 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, sauf indication contraire dans le tableau
du 2, 3 ou 4 (exemple : utiliser 10 pl avec les produits laitiers crus ou les échantillons environnementaux avec
tampon neutralisant).
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5.

6.

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

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

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

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

moléculaire Neogen.

001500

N e
000500

Amplification

1.

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

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

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

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

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

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

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

Utiliser I'outil d’ouverture/fermeture pour systéme de détection moléculaire Neogen® - Réactif pour ouvrir les tubes de
réactif du Kit de détection moléculaire Listeria monocytogenes Neogen version 2 un a un. Jeter le bouchon.
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5.1 Transférer 20 pL de lysat d’échantillon prélevé au niveau de la moitié (2) supérieure du liquide (éviter le
précipité) dans le tube de solution de lyse Neogen du Kit de détection moléculaire Listeria monocytogenes
Neogen version 2 correspondant. Incliner la pipette pour ne pas toucher les pastilles. Mélanger en effectuant
5 cycles d’aspiration/de refoulement avec la pipette.

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

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

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

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

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

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

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

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

9. Placer le plateau de chargement rapide pour systéme de détection moléculaire Neogen dans 'instrument de détection
moléculaire Neogen et fermer le couvercle pour lancer I’essai. Les résultats sont obtenus en 75 minutes ; toutefois, les
résultats positifs peuvent étre détectés plus t6t.

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 I'eau) ou une solution équivalente pendant 1 heure, et ce, 4 "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 I’ADN amplifié. Ceci comprend les tubes de réactif du Kit de détection moléculaire Listeria
monocytogenes Neogen version 2, les tubes de contréle de réactif Neogen et les tubes de contréle de matrice. Toujours
éliminer les tubes de réactif fermés en les faisant tremper dans une solution d’eau de Javel concentrée a 1 et 5% (v:v dans
I’eau) ou une solution équivalente pendant 1 heure. Effectuer cette procédure a distance de la zone de préparation de
I'analyse.

Résultats et interprétation

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

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

la confirmation de la méthode de référence appropriée!?3, en commencant par effectuer un transfert du bouillon
d’enrichissement primaire vers le ou les bouillons d’enrichissement secondaires (si applicable), puis en effectuant la mise en
culture et la confirmation des isolats a I'aide des méthodes biochimiques et sérologiques appropriées.

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

11
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Dans le cas peu probable d’un résultat lumineux inhabituel, I'algorithme considérera I'échantillon comme « A vérifier ».
Neogen recommande a l'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 de votre choix ou en utilisant
une méthode conforme aux réglementations locales.

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

. Symbole du . aat
Type de puits résultat du puits Résultat Interprétation
Echantillon . Positif Léchantillon est présumé positif pour le pathogéne cible.
Echantillon . Négatif L'échantillon est négatif pour le pathogéne cible.

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

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

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

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

Aucune bioluminescence n’a été détectée. Un second test

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

Confirmation des résultats selon la méthode de certification NF VALIDATION
Option 1 : utilisation de la norme I1ISO 11290® en commencant par I'enrichissement demi-Fraser.

Option 2 : par isolement sur une gélose PALCAM ou une gélose chromogéne (O&A) certifiée dans le cadre d’une méthode
NF VALIDATION pour la détection de Listeria monocytogenes. La présence de colonies caractéristiques est suffisante pour
confirmer la présence de Listeria monocytogenes.

Option 3 : utilisation de sondes nucléiques tel que décrit dans la norme EN ISO 7218, 3 partir de colonies isolées
provenant de gélose sélective (voir option 1 ou 2).

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

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

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

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

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

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

Stocker a une température comprise entre 4 et 8 °C jusqu’a 72 heures.

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

Ouvrir les tubes.

o> wm

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

o

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

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

12
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2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 8.08. Isolation and Identification of
Listeria monocytogenes from Red Meat, Poultry and Egg Products, and Environmental Samples.
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3. NFEN ISO 11290-1. Microbiology of Food and Animal Feeding Stuffs — Horizontal Method for the Detection and
Enumeration of Listeria monocytogenes. Amendment 1, 2004-10-15.

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

6. Neogen Installation Qualification (1Q) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen
Molecular Detection System.

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

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

Explication des symboles des échantillons
info.neogen.com/symbols
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iNEUEEN Erscheinungsdatum: 2024-07

Gebrauchsanweisungen
Molekulare Detektion 2 — Listeria monocytogenes Nachweis

Produktbeschreibung und Verwendungszweck

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

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

Die vorlaufig positiven Ergebnisse miissen mithilfe eines Testverfahrens lhrer Wahl oder gemaR den jeweils geltenden
Richtlinien bestatigt werden'-23),

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

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

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

Typische Formulierung einer Demi Fraser (g/1) Typische Formulierung einer Fraser (g/1)
Basis Bouillon Basis Bouillon

Natriumchlorid 20g Natriumchlorid 20g
Natriumphosphat, zweibasisch, wasserfrei* 9,69 Natriumphosphat, zweibasisch, wasserfrei* 9,69
Rindfleisch-Extrakt 509 Rindfleisch-Extrakt 509
Pankreatisch verdautes Casein 509 Pankreatisch verdautes Casein 509
Peptisch verdautes tierisches Gewebe 509 Peptisch verdautes tierisches Gewebe 509
Hefeextrakt 50g Hefeextrakt 50g
Lithiumchlorid 3,09 Lithiumchlorid 3,09
Kaliumphosphat, einbasisch 1,35g Kaliumphosphat, einbasisch 1,35g
Aesculin 1,09 Aesculin 1,09
Acriflavin-HCI 0,0125¢g Acriflavin-HCI 0,025g
Nalidixinsaure 0,01g Nalidixinsdure 0,02g

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

Fraser Basis Bouillon-Ergénzung

(Zutaten pro 10-ml-Flaschchen. Ein Flaschchen wird zu einem Liter Basismedium hinzugefiigt.)

Eisen-Ammonium-Citrat 0,5 g/10 ml

Finaler pH-Wert 7,2+0,2bei25°C

Das Neogen® Molekulare Detektion — Gerét ist fiir die Verwendung mit Proben bestimmt, die wahrend der Nachweis-Lyse
warmebehandelt wurden, wodurch die in der Probe vorhandenen Organismen zerstért werden sollen. Proben, die wéahrend

der Lyse nicht ordnungsgemal warmebehandelt wurden, stellen mdglicherweise ein biologisches Risiko dar und sollten
NICHT in das Neogen Molekulare Detektion — Gerat eingesetzt werden.
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Neogen Food Safety hat fiir die Bereiche Entwicklung und Fertigung die Zertifizierung ISO 9001 der Internationalen
Organisation fiir Normung (ISO) erhalten.

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

Tabelle 1. Komponenten des Neogen Molekularen Detektions Assays

Artikel Kennzeichnung Stiickzahl Inhalt Kommentare
Rosafarbene
.. Losung in 96 (12 Streifen mit je 8 . Abgefiillt und
®
Neogen® Lyseldsung (LS) transparenten GefaRen) 580 pl LS pro Gefak gebrauchsfertig
Gefallen
Reagenzgefalle fiir den Lyophilisierte
Neogen® Molekulare . 96 (12 Streifen mitje 8 | spezifische .
Detektion 2 — Listeria Gelbe GefaRe GefaRen) Amplifikations- und Gebrauchsfertig
monocytogenes Nachweis Detektionsmischung
- 96 (12 Streifen mit je 8 .
Zusatzliche Kappen Gelbe Kappen Kappen) Gebrauchsfertig
Neogen® Reagenzkontrolle | Durchsichtige 16 (2 Beutel mit 8 Igﬁghii:;em_?kzgg::_”_ Gebrauchsferti
(RC) GefiRe einzelnen GefiRen) » AMPH , 9
und Detektionsmatrix

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

Sicherheit

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

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

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

A WARNUNG

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

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

Der Anwender muss sein Personal in den entsprechenden Testmethoden unterweisen: z. B. laut den Grundséatzen 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.

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

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

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

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

e Wenn Sie eine Umgebungsprobe haben, die einen Neutralisationspuffer mit einem Acrylsulfonat-Komplex enthalt,
dann missen Sie vor dem Testen der Probe eine 1:2 Verdiinnung (1 Teil Probe in 1 Teil steriler Anreicherungsbouillon)
vornehmen. Ebenso kénnen Sie 10 pl Anreicherungsmedium mit Neutralisationspuffer (NB) in die Neogen LysegeféaRe
tibertragen. Neogen® Produkte zur Probennahme, die Neutralisationspuffer mit Acrylsulfonat-Komplex enthalten:
RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB, HS10NB2G und H52410NB2G.
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Zur Verminderung der Risiken, die mit der Exposition gegeniiber Chemikalien und biogefahrlichen Stoffen

verbunden sind:

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

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

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

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

Die angereicherten Proben sind gemé&R Branchenstandards zu entsorgen.

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

Zur Verminderung von Kreuzkontaminationsrisiken bei der Vorbereitung des Tests:

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

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

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

o Achten Sie darauf, die empfohlene Temperatur des Heizgerats nicht zu liberschreiten.

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

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.

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

e Verwenden Sie fir jede Probeniibertragung eine neue Pipettenspitze.

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

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

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

o Offnen Sie die ReagenzgefiRe niemals nach der Amplifikation.

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

e Autoklavieren Sie die ReagenzgefaRe niemals nach der Amplifikation.

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

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

Verantwortung des Anwenders

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

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

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

Der Anwender tragt ebenfalls die Verantwortung dafiir, dass die angewendeten Testmethoden und Ergebnisse den
Anforderungen seiner Kunden und Lieferanten entsprechen.
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Wie bei allen Testmethoden, stellen die mit Neogen Lebensmittelsicherheitsprodukten erhaltenen Ergebnisse keine
Garantie 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 Matrixkontrolle (MC), um zu
bestimmen, ob die Matrix in der Lage ist, die Ergebnisse der Neogen Molekulare Detektion 2 — Listeria monocytogenes
Nachweis zu beeintrachtigen. Testen Sie mehrere fiir die Matrix représentative Proben, d. h. Proben unterschiedlicher
Herkunft, wahrend einer Validierungsphase, wenn die Neogen Methode zum Einsatz kommt oder beim Testen neuer oder
unbekannter Matrices oder Matrices, die Rohmaterial- oder Verfahrensanderungen durchlaufen haben.

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

Haftungsbeschriankungen/Beschrédnkte Rechtsmittel .

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

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 iibersteigt die Haftung von Neogen den Kaufpreis des angeblich defekten Produkts.

Lagerung und Entsorgung

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

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

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

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

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

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

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

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

Probenanreicherung

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

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

2. Mischen Sie Anreicherungsmedium und Probe aseptisch gemaR den Tabellen 2, 3 oder 4. Bei der Handhabung von
Fleisch- und partikelreichen Proben wird die Verwendung von Filterbeuteln empfohlen.
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3. Homogenisieren Sie griindlich durch Verschneiden, Vermischung oder mischen von Hand fir 2 = 0,2 Minuten.
Inkubieren Sie bei 37 £ 1 °C gemalR der entsprechenden Zeit aus Tabelle 2, 3 oder 4.

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

Umgebungsproben

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Proben-

Probenmatrix e

Wiarmebehandeltes,
gekochtes,
gepokeltes

Fleisch, Geflligel,
Meeresfriichte

und Fisch

Wirmebehandelte/
pasteurisierte
Milchprodukte

259 225 24-30

Erzeugnisse
und Gemiise

Lebensmittel aus
mehreren Zutaten

]
Umgebungs- Schwamm

b (a)
proben 1 Tupfer 10 24-30

100 oder 225 24-30

Rohes Fleisch,

Geflugel, )
Meeresfriichte, 259 475 28-32

Fisch
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Erstanreicherung Zweitanreicherung
(Demi Fraser Bouillon)® (Fraser Bouillon)®
Probenana-
Probenmatrix n o Anreiche- . lysevolu-
Anreiche- Anreiche- Anreiche- "
Pro?gn- rungsbouillon- | rungszeit ProPEn- L En 2 rungszeit men®
groise volumen (ml) | (Stunden) groise p?:gt)ur (Stunden)
0,1 ml
in 10 ml
Rohmilchprodukte 25¢g 225 20-24 Fraser 371 20-24 10 pl
Bouillon
geben

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

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

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

* PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE

LICENSE NUMBER 081501

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

Tabelle 3. Anreicherungsprotokolle mit Verwendung der Demi Fraser Bouillon® bei 37 £ 1 °C gemaR AOAC OMASM
2016.08 und PTM*M Zertifikat Nr. 081501.

. " Anreicherungsbouillon- | Anreicherungs-
Probenmatrix ProbengroRe volumen (ml) zeit (Stunden)
Rindfleisch-Hotdogs, Frischkise, Vanilleeis,
Hittenkase mit 4 % Milchfett, Schokolade _
mit 3 % Vollmilch, Rémersalat, roher Spinat 259 225 24-30
im Beutel, kalt gerducherter Lachs
Rohes Geflligelfieisch 25¢g 475 28-32
Feinkost-Putenfleisch 125¢g 1125 24-30
Soviel Volumen,
Cantaloupe® Ganze Melone dass die Melone 26-30
schwimmen kann

__| Edelstahl 1 Schwamm 225 24-30

E Versiegelter Beton 1 Schwamm 100 24-30

o

¥

w

2

3| Kunststoff© 1 Tupfer 10 24-30

S

£

>

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

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

(b) Probe durch Mischen per Hand homogenisieren.

(c) Probe mit dem Vortexmischer homogenisieren.
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NF

VALIDATION
EN ISO 16140

3M01/15-09/16
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http:/#/nf-validation.afnor.org/en

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

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

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

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

(Deutsch) =

Anreiche- Anreiche- .
Allgemeines Protokoll | ProbengréRe ey || - ?:rzglsczl:t- a:;?yl?s:r\:;- ol
|On\l’((::‘l.il)l"|"|el"l &e;a:g; (Stunden) lumen® Unterbrechungspunkte
Alle
Lebensmittelproben e Demi Fraser Bouillon bis
(auBer rohes 254 zu 72 Stunden
Fleisch, rohe . o
Meeresfriichte und 225 37 24-30 20 pl e Lysat bei —20 °C
Rohmilchprodukte) e Lysat bei 4 °C bis zu
72 Stunden
Umgebungsproben 533’11 _Excp;er
Erstanreicherung (Demi Fraser Bouillon)® Zweitanreicherung (Fraser Bouillon)®
. iche- Akzeptierte
Spezi- Anreiche Anreiche- q Anreiche- . Proben- R
fisches | Proben- brur'nl?s- _ | rungstem- Anremhgt- Proben- | rungstem- Anremhg; analyse- Ucn;:;l;rse_
Protokoll | gréRe outfion peratur rungszel grofle peratur rungszel volu-
volumen o (Stunden) o (Stunden) © punkte
(ml) (x1°C) (x1°C) men®©
e Fraser
Bouillon
Rohes bis zu 72
Fleisch, 0,1 ml Stunden
rohe in 10 ml o Lysat bei
Meeres- 25g 225 37 20-24 Fraser 37 20-24 10 pl _y20 °oC
friichte und Bouillon )
Rohmilch- geben e Lysat bei
produkte 4 °C bis
zu72
Stunden

(a)
(b)

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

(©

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

Volumen der Probe, das in Neogen LysegeféaRe ibertragen wird. Siehe Schritt 4.6 im Abschnitt Lyse.

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

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

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

2. Spllen 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

Platzieren Sie den Neogen® Molekulare Detektion — Kiihlblock direkt auf der Laborbank; verwenden Sie den Kihlblock 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-Heizgerét 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 — Geréts

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

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

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

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

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

N\ Z

1. Lassen Sie die Lyseldsung (Neogen Lyseldsung) im GefaR (iber Nacht (16—18 Stunden) bei Raumtemperatur
(20-25 °C) aufwirmen. Um die Neogen LysegefaRe auf Raumtemperatur zu erwérmen, kénnen Sie die Neogen
LysegeféaRe auch fir mindestens 2 Stunden auf die Laborbank stellen, fiir 1 Stunde bei 37 £ 1 °C inkubieren oder sie fir
30 Sekunden bei 100 °C in ein Trocken-Doppelblock-Heizgerat setzen.

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

w

Nehmen Sie die Anreicherungsbouillon aus dem Inkubator.

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

4.1 Die Neogen Lyselosung-GeféaRstreifen kénnen auf die gewiinschte Neogen Lyselésung-Anzahl an GeféaRen zurecht-
geschnitten werden. Wéahlen Sie die Anzahl der erforderlichen Neogen LysegefélRe oder 8er GefaRstreifen aus.
Setzen Sie die Neogen LysegefaRe in einen leeren Geféaltrager.

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

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

Ubertragen Sie zuerst die angereicherten Proben jeweils einzeln in ein Neogen LysegefaR. Ubertragen Sie die
NC zuletzt.
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4.4 Offnen Sie jeden Neogen Streifen mit LysegefaRen einzeln mit dem Neogen® Molekulare Detektion — Cap/Decap-
Werkzeug - Lyse.

4.5 Entsorgen Sie die Kappen der Neogen LysegefalRe — wenn noch Lysat fiir weitere Tests librig bleibt, bewahren Sie
die Kappen in einem sauberen Container auf, um sie nach der Lyse wieder aufzusetzen.

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

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

\% \1\')\
\

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

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

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

8. Stellen Sie den Trager ohne Deckel mit Neogen LysegefaRen in den Neogen Molekulare Detektion — Heizblockeinsatz

und erwérmen Sie ihn 15 £ 1 Minuten lang. Dabei &ndert sich die Farbe der Neogen Lyselésung von rosafarben (kalt) zu
gelb (heil).

8.1 Proben, die wéahrend der Lyse nicht ordnungsgemaf warmebehandelt wurden, stellen moglicherweise ein
biologisches Risiko dar und sollten NICHT in das Neogen Molekulare Detektions — Gerét eingesetzt werden.

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

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

001500

Il

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

Amplifikation

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

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

1.3 Vermeiden Sie es, die Reagenzkiigelchen im unteren Teil der Gefalle aufzuriihren.
2. Wahlen Sie 1 GefaR mit Neogen Reagenzkontrolle und stellen Sie es in den GefaRtrager.

3. Um eine Kreuzkontamination zu vermeiden, 6ffnen Sie jeweils nur einen ReagenzgeféaRstreifen des Neogen
Molekulare Detektion 2 — Listeria monocytogenes Nachweis und verwenden Sie bei jedem Ubertragungsschritt eine
neue Pipettenspitze.
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4. Ubertragen Sie wie nachfolgend beschrieben die einzelnen Lysate in ein ReagenzgefaR fir den Neogen Molekulare
Detektion 2 - Listeria monocytogenes Nachweis und in ein Gefal# mit Neogen Reagenzkontrolle:

Ubertragen Sie jedes Probenlysat zuerst in ein eigenes ReagenzgefaR fiir den Neogen Molekulare Detektion 2 —
Listeria monocytogenes Nachweis, gefolgt von der NC. Hydrieren Sie das Gefal3 mit Neogen Reagenzkontrolle
als letztes.

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

5.1 Ubertragen Sie 20 ul des Probenlysats aus der oberen Hilfte der Flissigkeit (Ablagerungen vermeiden) im
Neogen Lysegefal} in das entsprechende Reagenzgefal fiir den Neogen Molekulare Detektion 2 — Listeria
monocytogenes Nachweis. Pipettieren Sie schrég in die GefidlRe, um ein Aufriihren der Kiigelchen zu vermeiden.
Mischen Sie anschlieBend den GefiRinhalt, indem Sie ihn 5 Mal auf und ab pipettieren.

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

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

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

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

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

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

7. 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 wéhlen Sie anschlieBend das zu verwendende Geréat aus. Die
Klappe des gewiahlten Gerats 6ffnet sich automatisch.

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

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

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

Interpretation der Ergebnisse

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

Ein positives oder negatives Ergebnis wird durch die Analyse einer bestimmten Anzahl an eindeutigen Kurvenparametern
bestimmt. Die vorldufigen positiven Ergebnisse werden in Echtzeit erstellt, wahrend negative und zu iberpriifende
Ergebnisse erst nach Abschluss des Testdurchlaufs dargestellt werden.
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Vorléufig positive Ergebnisse sollten anhand der Standardarbeitsanweisung fiir Laboratorien oder durch das
anschlieRende Referenzverfahren!? bestatigt werden, beginnend mit der Ubertragung aus der Erstanreicherung in die
Zweitanreicherungsbouillon (sofern zutreffend), gefolgt von anschlieRBendem Ausplattieren und Bestitigen von Isolaten
mittels geeigneter biochemischer und serologischer Verfahren.

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

Falls es in seltenen Féllen zu einer ungewéhnlichen Lichtleistung kommt, wird diese vom Algorithmus als ,,Zu tiberprifen”
gekennzeichnet. Neogen empfiehlt, den Nachweis der so gekennzeichneten Proben zu wiederholen. Falls das Ergebnis
weiterhin als ,,Zu Uberpriifen® gekennzeichnet bleibt, bestétigen Sie das Ergebnis anhand |lhres bevorzugten Testverfahrens
oder gemalR den jeweils geltenden Richtlinien.

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

Vertiefungstyp | Vertiefungsergebnissymbol | Ergebnis Interpretation
o Die Probe wird vorlaufig positiv fiir das
Probe . Positly Zielpathogen betrachtet.

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

Die Probenmatrix hat den Nachweis gehemmt.

Probe @ Inhibiert E_in neuer Test ist erforc_i_erlich. Weiter_e Informationen
finden Sie im Problemlésungsabschnitt und der

Gebrauchsanweisung des Testkits.

Das Vorhandensein oder Fehlen des Zielpathogens
Zu war nicht ermitte!bar. Eil_'l neuer_Te_st ist erforde_.‘rlich.
@ iberpriifen Weitere Infor_matlonen finden Sie im Prot_:lemlo-
sungsabschnitt und der Gebrauchsanweisung
des Testkits.

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

Problemldsungsabschnitt und der Gebrauchsanweisung
des Testkits.

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

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

Probe

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

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

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

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

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

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

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

2. Lagern Sie das Lysat bis zu 72 Stunden bei 4 bis 8 °C.
3. Bereiten Sie eine gelagerte Probe zur Amplifikation vor, indem Sie sie zum Mischen 2-3 Mal umdrehen.
4. Offnen Sie die GefaRe.
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Setzen Sie die gemischten Lysatgeféafe in den Neogen Molekulare Detektion — Heizblockeinsatz und erwérmen Sie sie
5 = 1 Minuten lang bei 100 = 1 °C.,

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

Setzen Sie das Protokoll ab dem oben beschriebenen Abschnitt ,,Amplifikation“ fort.
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Listeria monocytogenes from Red Meat, Poultry and Egg Products, and Environmental Samples.
Effective Date: May 1, 2013.

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

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

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

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

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

Erklarung der Produktbeschriftungs-Symbole

info.neogen.com/symbols
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Istruzioni sul prodotto
Analisi molecolare di seconda generazione per il rilevamento

di Listeria monocytogenes

Descrizione del prodotto e uso previsto

L'Analisi molecolare Neogen® di seconda generazione per il rilevamento di Listeria monocytogenes € utilizzata con il
Sistema per I'analisi molecolare Neogen® per il rilevamento rapido e specifico di Listeria monocytogenes in campioni

di alimenti e ambientali arricchiti. Le analisi molecolari Neogen per il rilevamento dei microrganismi patogeni utilizzano
I’'amplificazione isotermica mediata da loop per amplificare rapidamente le sequenze di acidi nucleici a elevata specificita e
sensibilita, combinata con la bioluminescenza per rilevare I'amplificazione. | risultati presunti positivi sono riportati in tempo
reale, mentre quelli negativi si visualizzano al completamento dell’analisi. | risultati presunti positivi vanno confermati
utilizzando il proprio metodo convenzionale o secondo quanto specificato dalle normative locali"23,

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

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

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

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

Formula tipica della base per brodo Demi-Fraser | (g/l) Formula tipica della base per brodo Fraser | (g/l)
Cloruro di sodio 20g Cloruro di sodio 20g
Fosfato di sodio, bibasico, anidro* 9,649 Fosfato di sodio, bibasico, anidro* 9,649
Estratto di carne bovina 5049 Estratto di carne bovina 50g
Digerito pancreatico della caseina 50g Digerito pancreatico della caseina 509
Digerito peptico di tessuto animale 509 Digerito peptico di tessuto animale 509
Estratto di lievito 50g Estratto di lievito 5049
Cloruro di litio 3,09 Cloruro di litio 3,09
Fosfato di potassio, monobasico 1,35g Fosfato di potassio, monobasico 1,35g
Esculina 1,0g Esculina 1,0g
Acriflavina HCI 0,0125¢g Acriflavina HCI 0,025¢g
Acido nalidixico 0,01g Acido nalidixico 0,02g
*Sostituito: fosfato di sodio, bibasico, biidrato 12,0g

Supplemento per brodo Fraser

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

Citrato ferrico di ammonio 0,5 g/10 ml

pH finale 7,2+£0,2a25°C

Lo Strumento per I’analisi molecolare Neogen® & destinato all’'uso su campioni sottoposti a trattamento termico durante
la fase di lisi dell’analisi, atto ad annientare gli organismi presenti nel campione. | campioni non correttamente trattati

termicamente durante la fase di lisi dell’analisi possono essere considerati un potenziale rischio biologico e NON devono
essere inseriti nello Strumento per 'analisi molecolare Neogen.
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Neogen Food Safety & certificata ISO (International Organization for Standardization) 9001 per la progettazione
e la produzione.

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

Tabella 1. Componenti del kit di analisi molecolare Neogen

Articolo Identificazione Quantita Contenuto Commenti

In rastrelliera
e pronte all’'uso

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

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

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

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

96 (12 strisce da
8 provette)

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

Provette trasparenti 16 (2 buste da Miscela di rilevamento
con apertura a e amplificazione DNA di | Pronte all’'uso
scatto controllo liofilizzato

Controllo reagente

Neogen® (RC) 8 provette singole)

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

Sicurezza

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

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

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

A AVVERTENZA

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

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

Lutente deve addestrare il proprio personale all’esecuzione corretta delle tecniche di prova: ad esempio, buone prassi
di laboratorio, ISO/IEC 17025“, 0 1ISO 7218,

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

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

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

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

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

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

e Per un campione ambientale contenente un tampone neutralizzante con il complesso di aril solfonato, eseguire una
diluizione in rapporto 1:2 prima di eseguire il test (1 parte di campione in 1 parte di brodo di arricchimento sterile).
Un’altra opzione consiste nel trasferire 10 ul di arricchimento del tampone neutralizzante all’interno delle provette per
Soluzione di lisi Neogen. Prodotti per la raccolta dei campioni di Neogen® che includono Tampone neutralizzante con
complesso aril solfonato: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB, HS10NB2G e HS2410NB2G.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

e Non superare il tempo di riscaldamento raccomandato.

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

AVVISO

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

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

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

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

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

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

Per ridurre i rischi associati a un risultato falso positivo:

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Limitazione di garanzia/Rimedio limitato

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

Limitazione di responsabilita da parte di Neogen

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

Conservazione e smaltimento

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

Non congelare. Conservare il kit lontano da fonti luminose. Dopo aver aperto il kit, verificare che la busta d’alluminio non risulti
danneggiata. Qualora la busta d’alluminio fosse danneggiata, non utilizzare i prodotti contenuti all'interno. Dopo I'apertura, le
provette di reagente inutilizzate dovranno essere sempre conservate in una busta richiudibile con essiccante all’interno per
mantenere la stabilita dei reagenti liofilizzati. Conservare le buste richiudibili a 2-8 °C per un periodo non superiore a 60 giorni.

Non utilizzare I’Analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il rilevamento di Listeria monocytogenes oltre la
data di scadenza. La data di scadenza e il numero di lotto sono riportati sull’etichetta esterna della scatola. Dopo I'utilizzo,
il terreno di arricchimento e le provette per ’'analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il rilevamento di
Listeria monocytogenes possono potenzialmente contenere materiali patogeni. Una volta completato il test, attenersi agli
standard di settore vigenti in materia di smaltimento di rifiuti contaminati. Per ulteriori informazioni, consultare la Scheda di
sicurezza dei materiali e le normative locali per lo smaltimento.

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

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

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

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

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

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

Arricchimento del campione )

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

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

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

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

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

Campioni ambientali

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

Lestensione raccomandata dell’area di campionamento per verificare la presenza o I'assenza del patogeno sulla superficie
¢ di almeno 100 cm? (10 cm x 10 cm 0 4” x 4”). Quando si effettua il campionamento con una spugna, coprire I'intera area
in due direzioni (da sinistra a destra, quindi su e gil), oppure raccogliere campioni ambientali attenendosi al protocollo di

campionamento vigente o secondo le linee guida FDA BAM(), USDA FSIS MLG® o ISO 18593,

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

2. Unire asetticamente il terreno di arricchimento al campione in base alle tabelle 2, 3 0 4.

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

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

secondo necessita.

Volume .
Matrice campione Dimensione brodo di arr.:-zcr:rll'l?r?'l:rlito
P campione | arricchimento

(ml) (ore)
Carni, pollame,
frutti di mare
e pesce sottoposti
a trattamento
termico, cotti,
affumicati
Prodotti lattiero-
caseari sottoposti 25¢g 225 24-30
a trattamento
termico/
pastorizzati
Verdure e ortaggi
Alimenti
multicomponente
Campioni 1 spugna 100 0 225 24-30
ambientali® 1 tampone 10 24-30
Carne cruda,
pollame, frutti di 25¢g 475 28-32
mare, pesce

Arricchimento primario Arricchimento secondario
(brodo Demi Fraser)® (Brodo Fraser)®
Volume
. . Tempe- dell’analisi
Matrice campione Dimensione t:i-(:::;n c?i arr.:-zcr:‘:'n?r?'lgri\to Dimensione ;a::;.::r:hcil-i c};e::r‘i}:- dei:"‘;?:,'
campione | arricchimento campione chimento P
(ml) (ore) mento Gt
(°C)
Trasferire
Prodotti 0,1 mlin
lattiero-caseari 25¢g 225 20-24 10 ml di 371 20-24 10 pl
crudi brodo
Fraser

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

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

& PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 081501
Nei programmi OMASM e PTMSM dell’Istituto di ricerca AOAC, I’Analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il
rilevamento di Listeria monocytogenes & risultata essere un metodo efficace per il rilevamento di Listeria monocytogenes.
Le matrici testate nello studio sono riportate nella Tabella 3.

Tabella 3. Protocolli di arricchimento che usano brodo Demi Fraser® a 37 = 1 °C secondo AOAC OMASM 2016.08 e PTMSM,
Certificato n. 081501.

Matrice campione Dimensione Volume brodo di ar;:-zcr:'l"l?r::rllto
P campione | arricchimento (ml) o)

Hot dog di manzo, formaggio fresco,
gelato alla vaniglia, formaggio fresco in
fiocchi al latte 4%, latte intero al cioccolato 25¢g 225 24-30
3%, lattuga romana, spinaci crudi in busta,
salmone affumicato a freddo

Pollo crudo 25¢g 475 28-32
Affettato di tacchino 125¢g 1125 24-30
Melone Volume sufficiente
Cantalupo® . per consentire al 26-30
intero . X
melone di galleggiare

Acciaio inossidabile 1 spugna 225 24-30

== Calcestruzzo sigillato 1 spugna 100 24-30
S E
Q.9

g-g Plastica® 1 tampone 10 24-30
O

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

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

(b) Omogeneizzare il campione miscelando a mano.

(c) Omogeneizzare il campione agitando al Vortex.

NF VALIDATION concessa dalla AFNOR Certification

VALIDATION
EN ISO 16140

3M01/15-09/16
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en

Per maggiori informazioni sulla scadenza, consultare il certificato NF VALIDATION, disponibile sul sito web menzionato
in precedenza.
Metodo certificato NF VALIDATION in conformita di ISO 16140-2@® rispetto a ISO 11290®
Ambito della validazione: tutti i campioni di alimenti per 'uomo e ambientali (esclusi i campioni di produzione primaria)
Preparazione del campione: i campioni devono essere preparati secondo EN I1ISO 11290-1©® ed EN ISO 6887®
Versione del software: vedere il certificato
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Tabella 4: protocolli di arricchimento secondo il metodo certificato NF VALIDATION 3M 01/15-09/16 a 37 £ 1 °C che
usano brodo Demi Fraser e brodo Fraser secondo necessita.

Volume Temperatu- Tempo Volume
Protocollo generico Dimensione | brodo diar- | radiarric- diarric- |dell’analisi| Punto diinterruzione
campione | ricchimento | chimento | chimento | del cam- accettato
(ml) (£1°C) (ore) pione®
Tutti i campioni
alimentari (eccetto e Brodo Demi Fraser fino
carni crude, frutti di 25¢g a72 ore
ereba i 225 37 24-30 | 204 |elisatoa-20°C
25g, elisatoa4 °Cfinoa
Campioni ambientali |1 tampone o 72 ore
1 salvietta
Arricchimento primario Arricchimento secondario
(brodo Demi Fraser)® (brodo Fraser)®
Proto- . Punto di
— Dlrnen- ;‘:::'; Tempera.tu- 'I:em;?o Dimen- Tempgra- 'I:em;?o Vo’lumg linterruzione
specifico| 19" | arricchi- | ™ diarric- | diarric- sione turadiar- | diarric- | dellanalisi | " c4tat0
cam- chimento | chimento q ricchimen- | chimento | del cam-
: mento + 40 campione + 40 . "
pione (ml) (x1°C) (ore) to(x1°C) (ore) pione
Carni e Brodo
crude, Fraser fino
frutti di Trasferire a72ore
mare 0,1 ml o Lisato a
crudie 25¢g 225 37 20-24 in 10 ml 37 20-24 10 pl 20°C
prodotti di brodo
lattiero- Fraser e Lisatoa
caseari 4 °C fino
crudi a72ore

(@) Volume di campione trasferito alle provette per Soluzione di lisi Neogen. Fare riferimento al punto 4.6 della sezione Lisi.

(b)

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

(c) Volume di campione trasferito alle provette per soluzione di lisi Neogen. Fare riferimento al punto 4.6 della sezione Lisi.

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

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

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

2. Sciacquare con acqua il Vassoio per caricamento rapido per il sistema di rilevamento molecolare Neogen.

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

4, Assicurarsi che il Vassoio per caricamento rapido per il sistema di rilevamento molecolare Neogen sia asciutto prima

dell’'uso.

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

Posizionare il Blocco di raffreddamento estraibile per il sistema di rilevamento molecolare Neogen® direttamente sul banco
del laboratorio; utilizzare il pozzetto di raffreddamento alla temperatura ambiente del laboratorio (20-25 °C).

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

Posizionare |'Inserto del blocco di calore per il sistema di rilevamento molecolare Neogen® in un’unita riscaldante a secco con
doppio blocco. Accendere 'unita riscaldante a secco con blocco e impostare la temperatura per consentire all'Inserto del
blocco di calore per il sistema di rilevamento molecolare Neogen di raggiungere e mantenere una temperatura di 100 = 1 °C.

NOTA: a seconda dell’unita riscaldante, attendere circa 30 minuti affinché I'Inserto del blocco di calore per il sistema

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




@D (italiano) fr =
Preparazione dello Strumento per I’analisi molecolare Neogen®

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

2. Accendere lo Strumento per I’analisi molecolare Neogen.

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

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

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

AN,

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

2. Capovolgere le provette provviste di tappo per miscelare. Procedere con la fase successiva entro 4 ore.

w

Rimuovere il brodo di arricchimento dall’incubatore.

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

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

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

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

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

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

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

4.5.1 Per I’elaborazione del lisato conservato, consultare ’Appendice A.

4.6 Trasferire 20 ul di campione in una provetta con Soluzione di lisi Neogen se non diversamente specificato nei
protocolli delle tabelle 2, 3 0 4 (p. es., prodotti lattiero-caseari crudi o quando si utilizzano campioni ambientali con
tampone neutralizzante, utilizzare 10 pl).
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5.

6.

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

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

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

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

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

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

10. Rimuovere la rastrelliera portaprovette per Soluzione di lisi Neogen dal Blocco di raffreddamento estraibile per il

sistema di rilevamento molecolare Neogen.

1

2025

—
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Amplificazione

1.

2.
3.

4,

E richiesta una provetta di reagente per I’Analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il rilevamento di

Listeria monocytogenes per ciascun campione e per ’'NC.

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

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

1.3 Evitare di spostare le pastiglie di reagente poste sul fondo delle provette.
Selezionare una provetta di Controllo reagente Neogen e posizionarla nella rastrelliera.

Al fine di evitare la contaminazione crociata, rimuovere i tappi da una striscia di provette di reagente per I’Analisi
molecolare di seconda generazione Neogen per il rilevamento di Listeria monocytogenes alla volta e utilizzare un nuovo
puntale per pipetta per ciascuna fase di trasferimento.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Risultati e interpretazione

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

| campioni presunti positivi vanno confermati in base alle procedure operative standard del laboratorio o seguendo
il metodo di conferma appropriato->%, iniziando dal trasferimento dal brodo di arricchimento primario al brodo di
arricchimento secondario (se pertinente), seguito dalla piastratura e dalla conferma degli isolati utilizzando metodi
biochimici e sierologici adeguati.
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NOTA: anche un campione negativo non fornira una lettura zero, poiché il sistema e i reagenti di amplificazione
dell’Analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il rilevamento di Listeria monocytogenes riportano un valore
di “background” dell’unita di luce relativa (RLU).

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

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

Tipo di Simbolo del risultato

pozzetto del pozzetto Risultato Interpretazione
Campione . Positivo Il campione & presunto positivo per il patogeno bersaglio.
Campione . Negativo | Il campione & negativo per il patogeno bersaglio.
La matrice del campione é stata inibitoria dell’analisi. Pud essere
Campione @ Inibito richiesta una ripetizione del test. Per maggiori informazioni,
P fare riferimento alla sezione relativa alla risoluzione dei problemi

e alle Istruzioni sul prodotto del kit di analisi.

La presenza o I'assenza del patogeno bersaglio & stata
Da indetermipat_af. Puo essere richie_sta una ripetizione_del test.
@ Per maggiori informazioni, fare riferimento alla sezione relativa
alla risoluzione dei problemi e alle Istruzioni sul prodotto del kit
di analisi.

Campione ;
esaminare

Non é stata rilevata alcuna bioluminescenza. Pud essere richiesta
@ Errore una ript_etizione del test. Per ma_ggiori ir_\formazio.ni, fare riferi[nepto

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

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

Campione

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

Opzione 3: utilizzo di sonde di acido nucleico come descritto nello standard EN ISO 7218%, con esecuzione su colonie
isolate, da agar selettivo (vedere opzione 1 o 2).

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

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

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

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

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

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

Togliere il tappo alle provette.

a b wWN

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

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

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

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

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

NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.
NF EN I1SO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General rules for microbiological examination.

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

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

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

Legenda dei simboli delle etichette dei prodotti
info.neogen.com/symbols
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Instrucciones del Producto
Ensayo de Deteccion Molecular 2 para Listeria monocytogenes

Descripcion del producto y uso adecuado

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

El Ensayo de Deteccién Molecular 2 para Listeria monocytogenes Neogen estéa previsto para el uso en laboratorios por
profesionales capacitados en el empleo de técnicas de laboratorio. Neogen no documenté el uso de este producto en
otras industrias que no sean la alimentaria o la de bebidas. Por ejemplo, Neogen no documentd este producto para el
analisis de muestras de agua, farmacéuticas, cosméticas, clinicas o veterinarias. El Ensayo de Detecciéon Molecular 2
para Listeria monocytogenes Neogen no ha sido evaluado con todos los protocolos de analisis ni con todas las cepas
bacterianas 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 anélisis, la preparacion de

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

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

Férmula tipica de Base de Caldo Demi Fraser (g/L) Férmula tipica de Base de Caldo Fraser (g/L)
Cloruro de sodio 20g Cloruro de sodio 20g
Fosfato de sodio, dibasico, anhidro* 9,69 Fosfato de sodio, dibasico, anhidro* 9,69
Extracto de carne 50g Extracto de carne 50g
Hidrolizado pancreatico de caseina 50g Hidrolizado pancreatico de caseina 50g
Hidrolizado péptico de tejido animal 50g9 Hidrolizado péptico de tejido animal 50g
Extracto de levadura 509 Extracto de levadura 50g9
Cloruro de litio 3,09 Cloruro de litio 3,09
Fosfato de potasio, monobasico 1,35g Fosfato de potasio, monobasico 1,35g
Esculina 1,0g Esculina 1,0g
Acriflavina HCI 0,0125¢g Acriflavina HCI 0,025¢g
Acido nalidixico 0,01g Acido nalidixico 0,02g

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

Suplemento de Caldo de Fraser

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

pH final 7,2+x0,2a25°C

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

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

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

Articulo Identificacién Cantidad Contenido Comentarios

Solucién de Lisis (LS) Solucién rosada en . En gradillay
Neogen® tubos transparentes 96 (12 tiras de 8 tubos) | 580 pL de LS por tubo lista para usar

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

Mezcla de deteccion
Tubos amarillos 96 (12 tiras de 8 tubos) |y amplificacién Listo para usar
especifica liofilizada

Tapas adicionales Tapas amarillas 96 (12 tiras de 8 tapas) Listo para usar
Control de Reactivos :(I;'L;tr)\?asarentes con 16 (2 bolsas de 8 tubos ?jzﬁ}?cgiigﬁtggig:tzol Listo para usar
Neogen® (RC) P individuales) P P

liofilizado de DNA

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

tapa de bisagra

Seguridad

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

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

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

A ADVERTENCIA

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

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

El usuario debe capacitar a su personal en lo que respecta a las técnicas de prueba adecuadas, por ejemplo,
Buenaspracticas de laboratorio, ISO/IEC 17025@ o0 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.

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

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

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

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

e En el caso de muestras ambientales que contengan una solucidn de caldo neutralizante con complejo aril sulfonato,
prepare una dilucién en una proporcién de 1:2 (1 parte de muestra en 1 parte de caldo de enriquecimiento estéril)
antes de realizar la prueba. Otra opcidn es transferir 10 pL de la muestra del caldo neutralizante de enriquecimiento a
los tubos de Solucién de Lisis Neogen. Productos para la Recolecciéon de Muestras Neogen® que incluyen una Solucién
de Caldo Neutralizante con el complejo aril sulfonato: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB,
HS10NB2G y HS2410NB2G.

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

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

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

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

2



@ (Espafiol) ‘ﬁ [ﬁ

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

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

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

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

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

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

e No exceda la temperatura recomendada al configurar el calentador.

o No exceda el tiempo de calentamiento recomendado.

e Utilice un termémetro calibrado adecuado para verificar la temperatura del Bloque de Calor para el Sistema de
Deteccién Molecular Neogen® (p. ej., un termémetro de inmersién parcial o un termémetro digital termopar, y no un
termoémetro de inmersién 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 contaminacién cruzada mientras se prepara el ensayo:

e Cambiese los guantes antes de hidratar los granulos reactivos.

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

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

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

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

Para reducir los riesgos relacionados con un resultado falso positivo:

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

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

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

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

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

Responsabilidad del usuario

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

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

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

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

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

Para ayudar a los clientes a evaluar el método para varias matrices, Neogen ha desarrollado el kit de Control de Matriz para
Deteccion Molecular Neogen®. Cuando sea necesario, utilice el Control de Matriz (MC) para determinar si la matriz puede
afectar los resultados del Ensayo de Deteccion Molecular 2 para Listeria monocytogenes Neogen. Analice varias muestras
representativas de la matriz, es decir, las muestras obtenidas de diferente origen, durante cualquier periodo de validacion
al adoptar el método de Neogen, al analizar matrices nuevas o desconocidas, o matrices que hayan sido sometidas a
cambios en el proceso o la materia prima.
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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 eleccion. Estos son sus recursos exclusivos. Péngase en contacto con
su representante de Neogen o distribuidor autorizado de Neogen para que se le responda cualquier otra pregunta.

Limitacion de responsabilidad de Neogen )

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

Almacenamiento y desecho

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

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

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

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

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

Descontamine periddicamente 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 solucién 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 Calificacién para la Instalacion (1Q)/Calificacién Operativa
(OQ) e Instrucciones para el Sistema de Deteccién Molecular Neogen™®,

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

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

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

Enriquecimiento de la muestra

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

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

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

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

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

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

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

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

100 cm? (10 cm x 10 cm o 4 in. x 4 in.). Cuando realice el muestreo con una esponja, cubra toda el 4rea en dos direcciones
(de izquierda a derecha, luego, de arriba hacia abajo) o recolecte las muestras ambientales segun el protocolo de muestreo
actual o con los lineamientos de FDA BAM®, USDA FSIS MLG® o la norma ISO 185937,

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

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

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

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

Volumen
del Tiempo de

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

miento (horas)

(mL)

Procesados
térmicamente,
cocinados, carnes
curadas, carnes
de aves, mariscos
y pescados
Productos lacteos
pasteurizados, 25¢g 225 24-30
procesados
por calor
Frutas, hortalizas
y vegetales
Alimentos
multicomponentes
Muestras 1 esponja | 1000 225 24-30
ambientales® 1 hisopo 10 24-30
Carne de res cruda,
carne de aves 259 475 28-32
cruda, mariscos y
pescados crudos
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Enriquecimiento primario Enriquecimiento secundario
(Caldo Demi Fraser)® (Caldo Fraser)®
. Volumen Volumen de
r:?::::;fa del Tiempo de Temperatura ﬂed";po analisis de
Tamafiode | caldode | enriqueci- | Tamafio de | de enriqueci- enriqueci- la muestra®
la muestra | enriqueci- miento la muestra miento mignto
miento (horas) (°C)
(mL) (horas)
Transfiera
Productos 0,1 mL
lscteos crudos 25¢g 225 20-24 al0mL 371 20-24 10 yL
de Caldo
Fraser

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

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

Instrucciones especificas para métodos validados
AOACP Official Method of Analysis*” 2016.08
AOAC® Performance Tested Method*" n.° 081501

. PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE

LICENSE NUMBER

081501

En los programas de AOAC Research Institute OMASM y PTMSM, se determiné que el Ensayo de Deteccién Molecular 2
para Listeria monocytogenes Neogen es un método eficaz para la deteccion de Listeria monocytogenes. Las matrices
evaluadas en el estudio se muestran en la Tabla 3.

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

2016.08 y el certificado PTM™ n.° 081501.

Tamafio de Volumen del caldo Tiempo de
Matriz de la muestra la muestra de enriquecimiento | enriquecimiento
(mL) (horas)
Salchicha de carne de vaca, queso fresco,
helado de vainilla, queso cottage con 4%
de grasa, leche entera chocolatada con 3% 259 225 24-30
grasa, lechuga romana, espinaca cruda en
bolsa, salmén ahumado frio
Pollo crudo 25¢g 475 28-32
Embutidos de pavo 125¢g 1125 24-30
Mel6n cantaloupe® Melén Volumen suﬁ’mente 26-30
entero para que melén flote
B Acero inoxidable 1 esponja 225 24-30
- 8 Concreto sellado 1 esponja 100 24-30
s 2
7.0
) -g Plastico® 1 hisopo 10 24-30
(]

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

indique lo contrario.

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

(b) Homogeneizar la muestra mediante mezclado manual.
(c) Homogeneizar la muestra mediante agitador eléctrico.
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VALIDATION
EN ISO 16140

3M01/15-09/16
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http:/#/nf-validation.afnor.org/en

Para mas informacién acerca del final de la validez, consulte el certificado de NF VALIDATION disponible en el sitio web
mencionado anteriormente.

Método certificado de NF VALIDATION en cumplimiento de la norma ISO 16140-2®, en comparacién con la norma
ISO 11290® Alcance de la validacién: todas las muestras ambientales y de alimentos para humanos (excluidas las

muestras de la produccién primaria)
Preparacién de la muestra: las muestras deben prepararse segun las normas EN ISO 11290-1® y EN ISO 6887@®
Version de software: consulte el certificado

Tabla 4: Protocolos de enriquecimiento segun el método certificado NF VALIDATION 3M 01/15-09/16a37°C £ 1°Cen
los que se utiliza Caldo Demi Fraser y Caldo Fraser, seglin sea necesario.
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d;:‘::lz;:lfrc‘ie VEIPELEIE | VIEWED el Volumen de
Protocolos generales 'Il'amano de enriqueci- de enriqueci=| enriquect |, slisisdela | . Pu‘n'to de
a muestra . miento miento @) interrupcion aceptado
miento (+1°C) (horas) muestra
(mL) -
Todas las muestras
de alimentos .
(excepto carnes o5 ® Caldo Demi Fraser
crudas, mariscos 9 hasta 72 horas
crudos y productos 225 37 24-30 20 uL e Lisado a =20 °C
lécteos crudos) e Lisado a 4 °C hasta
. 25 9, 72 horas
Muestras ambientales |1 hisopo
o 1 toalla
Enriquecimiento primario (Caldo Demi Fraser)® | Enriquecimiento secundario (Caldo Fraser)®
Volumen
Tempera- Tempera- Volumen Punto de
Protocolo T fio d I:eld turade 1'ie|:npo d.e Tamaiio | turade 1'ie|:npo d.e de interrup-
especifico Iamano e[ cadode | onriqueci- | E"MIYEC | dela | enriqueci- | "TAYC” | analisis | cion acep-
A e?:igl;fgl- miento ?I:::?rl:sc)' muestra| miento ?I:::?rl:sc)' dela tado
(mL) (x1°C) (x1°C) muestra®
e Caldo
Fraser
Carnes hasta
crudas, Transfiera| 72 horas
mariscos 0,1 mL e Lisado a
crudos y 259 225 37 20-24 al0OmL 37 20-24 10puL _20°C
productos de Caldo
lacteos Fraser e Lisado
crudos ad°C
hasta
72 horas

(a
(b)

amoniacal) en el enriquecimiento primario o secundario.

(©

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

El Caldo Demi Fraser o el Caldo Fraser siempre deben adicionarse con el suplemento de Caldo Fraser (citrato férrico

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

| NOTA: Las muestras de més de 25 g no han sido sometidas a prueba en el estudio de NF Validation.
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Preparacion de la Bandeja de Carga Rapida para el Sistema de Deteccién Molecular Neogen®

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

2. Enjuague la Bandeja de Carga Répida para el Sistema de Deteccién Molecular Neogen con agua.

3. Utilice una toalla desechable para secar la Bandeja de Carga Rapida para el Sistema de Deteccién Molecular Neogen.

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

Preparacion del Bloque de Frio para el Sistema de Deteccion Molecular Neogen®
Coloque la Bandeja para el Bloque de Frio del Sistema de Deteccién Molecular Neogen® directamente sobre la mesa de
laboratorio. Utilice el Bloque de Enfriamiento a temperatura ambiente de laboratorio (20 °C-25 °C).

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

Coloque el Bloque de Calor para el Sistema de Deteccion Molecular Neogen® en la unidad calentadora seca de bloques
doble. Encienda la unidad calentedora seca de bloques y ajuste la temperatura para permitir que el Bloque de Calor para el
Sistema de Deteccion 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 adecuado

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

Preparacion del Equipo de Detecciéon Molecular Neogen®
1. Inicie el software del Sistema de Deteccién Molecular Neogen® e inicie sesién. Contacte a su representante de
Neogen Food Safety para asegurarse de que tiene la tltima versién del software.

2. Encienda el Equipo de Deteccién Molecular Neogen.

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

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

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

N\ Z

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

2. Invierta los tubos tapados para mezclarlos. Contintie con el paso siguiente dentro de las siguientes 4 horas.

w

Retire el caldo de enriquecimiento de la incubadora.

4. Se requiere un tubo de Solucidn de Lisis Neogen para cada muestra y uno como control negativo (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 de la
Solucién de Lisis Neogen. Seleccione la cantidad de tubos de Solucion de Lisis Neogen individuales o tiras de 8
tubos necesarias. Coloque los tubos de Solucién de Lisis Neogen en una gradilla vacia.

4.2 Para evitar la contaminacién cruzada, destape una tira de tubos de Solucién de Lisis Neogen por vez y use una
nueva punta de pipeta para cada paso de transferencia.
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4.3 Transfiera la muestra enriquecida a los tubos de Solucién de Lisis Neogen como se describe a continuacién:

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

4.4 Utilice la Herramienta para Encapuchado/Desencapuchado del Sistema de Deteccion Molecular - Lisis Neogen®
para destapar una tira de tubos de Solucion de Lisis Neogen, una tira a la vez.

4.5 Deseche la tapa del tubo de Solucién de Lisis Neogen; si se conservara el lisado para repetir la prueba, coloque las
tapas en un envase limpio para reutilizarlas luego de la lisis.

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

4.6 Transfiera 20 pL de la muestra en un tubo de Solucién de Lisis Neogen a menos que se indique lo contrario en
los protocolos de las Tablas 2, 3 o 4 (p. ej., productos lacteos crudos o si se emplean muestras ambientales con
solucién de caldo neutralizante, utilice 10 pL).

5. Repita los pasos 4.4 al 4.6 hasta que cada muestra individual se haya agregado al correspondiente tubo de Solucién de
Lisis Neogen de la tira.

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

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

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

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

9. Retire la gradilla descubierta de tubos de Solucién de Lisis Neogen del bloque de calor y deje que se enfrie en la
Insercién del Bloque de Frio para el Sistema de Deteccion Molecular Neogen al menos durante 5 minutos y por un
maximo de 10 minutos. Cuando se utiliza el Bloque de Frio Molecular Neogen a temperatura ambiente, debe colocarse
directamente sobre la mesa de laboratorio. Cuando esté fria, la solucién de lisis revertira a un color rosado.

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

001500

D D 00:05.00

1. Se necesita un Tubo de Reactivo del Ensayo de Deteccion Molecular 2 para Listeria monocytogenes Neogen por cada
muestra y uno para el NC.

Amplificacion

1.1 Las tiras de tubos de reactivo pueden cortarse para obtener la cantidad de tubos deseada. Seleccione la cantidad
de Tubos de Reactivos del Ensayo de Deteccién Molecular 2 para Listeria monocytogenes Neogen o tiras de
8 tubos, segln sea necesario.

1.2 Coloque los Tubos de Reactivos del Ensayo de Detecciéon Molecular 2 para Listeria monocytogenes Neogen en una
gradilla vacia.

1.3 Evite mover las perlas de reactivo del fondo de los tubos.
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3. Para evitar la contaminacion cruzada, destape un Tubo de Reactivo del Ensayo de Deteccién Molecular 2 para Listeria
monocytogenes Neogen a la vez y utilice una nueva punta de pipeta para cada paso de transferencia.

2. Seleccione 1 tubo de Control de Reactivos Neogen y coléquelo en la gradilla.

4. Transfiera el lisado a un Tubo de Reactivo del Ensayo de Detecciéon Molecular 2 para Listeria monocytogenes Neogen y
a un tubo de Control de Reactivos Neogen como se describe a continuacién:

Transfiera el lisado de cada muestra a los Tubos de Reactivo del Ensayo de Deteccién Molecular 2 para Listeria
monocytogenes Neogen primero, seguido por el NC. Hidrate el Tubo de Control de Reactivos Neogen al final.

5. Utilice la Herramienta para Encapuchado/Desencapuchado del Sistema de Deteccién Molecular — Reactivo Neogen®
para destapar el Tubo de Reactivo del Ensayo de Deteccién Molecular 2 para Listeria monocytogenes Neogen, una tira a
la vez. Deseche la tapa.

5.1 Transfiera 20 pL del lisado de muestra de la 2 superior del liquido (evite el precipitado) en el tubo de Solucién
de Lisis Neogen al Tubo de Reactivo correspondiente del Ensayo de Detecciéon Molecular 2 para Listeria
monocytogenes Neogen. Dispense en un dngulo que evite movimientos en las perlas. Mezcle pipeteando
suavemente hacia arriba y hacia abajo 5 veces.

5.2 Repita el paso 5.1 hasta que se haya agregado una muestra individual del lisado a un Tubo de Reactivo
correspondiente del Ensayo de Deteccién Molecular 2 para Listeria monocytogenes Neogen en la tira.

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

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

5.5 Cuando se hayan transferido todos los lisados de la muestra, repita el paso 5.1 para transferir 20 pL de lisado NC
a un Tubo de Reactivo del Ensayo de Deteccion Molecular 2 para Listeria monocytogenes Neogen.

5.6 Transfiera 20 pL del lisado NC a un tubo de Control de Reactivos Neogen. Dispense en un dngulo que evite
movimientos en las perlas. Mezcle pipeteando suavemente hacia arriba y hacia abajo 5 veces.

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

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

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

9. Coloque la Bandeja de Carga Rapida para el Sistema de Deteccion Molecular Neogen en el Equipo de Deteccién
Molecular Neogen y cierre la tapa para comenzar con el ensayo. Obtendra los resultados al cabo de 75 minutos, aunque
los positivos pueden detectarse antes.

10. Después de completar el ensayo, retire la Bandeja de Carga Rapida para el Sistema de Deteccion Molecular Neogen
del Equipo de Deteccion Molecular Neogen y deseche los tubos dejandolos inmersos en una solucion de cloro de uso
doméstico del 1% al 5% (v:v en agua) durante 1 hora y lejos del 4rea en que se prepara el ensayo.

ATENCION: Para minimizar el riesgo de falsos positivos a causa de contaminacién cruzada, nunca abra tubos de reactivo
que contengan DNA amplificado. Esto incluye un Tubo de Reactivo del Ensayo de Deteccién Molecular 2 para Listeria
monocytogenes Neogen, el Control de Reactivos Neogen y los Tubos de Control de Matriz. Siempre deseche los tubos
contaminados dejandolos inmersos en una solucién de cloro de uso doméstico del 1% al 5% (v:v en agua) durante 1 hora
y lejos del area en que se prepara el ensayo.

Resultados e interpretacion

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

El software analiza automaticamente los resultados y se codifican por color segun el resultado. Los resultados Positivo

o Negativo se determinan mediante el anélisis de una cantidad de parametros caracteristicos de la curva. Los resultados

10
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presuntivos positivos se informan en tiempo real, mientras que los resultados Negativo e Inspeccionar se muestran una vez
terminado el andlisis.

Las muestras con resultados presuntivos positivos deben confirmarse segtn los procedimientos operativos estandar
del laboratorio o mediante la confirmacién del método de referencia apropiado!2%, comenzando con la transferencia
del caldo de enriquecimiento primario al secundario (si corresponde), seguido del posterior sembrado en placay la
confirmacién de aislados, mediante métodos bioquimicos y serolégicos apropiados.

NOTA: Incluso una muestra negativa no arrojara una lectura de cero, ya que los reactivos de amplificacion del Ensayo
de Deteccion Molecular 2 para Listeria monocytogenes Neogen tienen una lectura de unidades relativas de luz de fondo
(RLU).

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

Tabla 5: Simbolos de los resultados para las muestras y su interpretacion, segln se proporcionan por el software del
Sistema de Deteccién Molecular Neogen.

. Simbolo del ‘s
Tipo de pozo resultado del pozo Resultado Interpretacion
Muestra . Positiva La muestra es presuntamente positiva para el patégeno objetivo.
Muestra . Negativa La muestra es negativa para el patégeno objetivo.

La matriz de la muestra fue inhibidora para el ensayo. Es posible

- que se requiera una repeticion de la prueba. Para obtener mas
Muestra @ Inhibida informacién, consulte la seccién de solucién de problemas y las
instrucciones del producto del kit de ensayo.

No se pudo determinar la presencia o ausencia del patéogeno
objetivo. Es posible que se requiera una repeticién de la prueba.
Para obtener mas informacién, consulte la seccién de solucién de
problemas y las instrucciones del producto del kit de ensayo.

Muestra @ Inspeccionar

No se detectd bioluminiscencia. Es posible que se requiera una
repeticion de la prueba. Para obtener mas informacion, consulte la
Muestra Error " y ; .
seccion de solucién de problemas y las instrucciones del producto
del kit de ensayo.

Confirmacion de los resultados segtin el Método Certificado de NF VALIDATION
Opcién 1: siguiendo la norma ISO 11290® a partir del enriquecimiento de Caldo Demi Fraser.

Opcién 2: mediante el aislamiento en agar PALCAM o en agar cromogénico (O&A) que forman parte de un método
certificado NF VALIDATION para la deteccion de Listeria monocytogenes. La presencia de colonias caracteristicas es
suficiente para confirmar la presencia de Listeria monocytogenes.

Opcién 3: mediante uso de sondas de acido nucleico, tal como se describe en la norma EN ISO 72189, en colonias
aisladas de agar selectivo (consulte las Opciones 1 o0 2).

Opcidn 4: mediante el empleo de cualquier otro método certificado NF VALIDATION, cuyo principio debe ser diferente
del Ensayo de Deteccion Molecular 2 para Listeria monocytogenes Neogen. Se debe utilizar el protocolo completo descrito
para este segundo método validado. Todos los pasos previos al comienzo de la confirmacién deben ser comunes para
ambos métodos.

En caso de resultados discordantes (presuntamente positivos con el método alternativo, no confirmados por alguno de los
medios descritos anteriormente), el laboratorio debe seguir los pasos necesarios para garantizar la validez del resultado
obtenido.

En caso de que haya resultados opuestos (supuestamente positivos con el Ensayo de Deteccidén Molecular 2 para Listeria
monocytogenes Neogen, no confirmados por alguno de los medios descritos anteriormente, el laboratorio debe seguir los
pasos necesarios para garantizar la validez de los resultados obtenidos.

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

11
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Apéndice A. Interrupcion por protocolo: Almacenamiento y repeticion de pruebas de lisados tratados térmicamente.
1. Para almacenar un lisado tratado térmicamente, vuelva a tapar el tubo de lisis con una tapa limpia (consulte “Lisis”

seccién 4.5).

2. Almacene entre 4 °C y 8 °C por hasta 72 horas.

3. Prepare la muestra almacenada para amplificacion invirtiéndola 2 a 3 veces para mezclar.

4. Destape los tubos.

5. 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.

6. Retire la gradilla de tubos de Solucién de Lisis Neogen del bloque de calor y deje que se enfrie en la Insercién del

Bloque de Frio para el Sistema de Deteccion Molecular Neogen al menos durante 5 minutos y por un maximo de 10
minutos.

7. Siga el protocolo en la seccion “Amplificacion” que se detalla arriba.
Referencias:

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

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

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

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

6. Neogen Installation Qualification (1Q) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen
Molecular Detection System.

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

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

Explicacion de los Simbolos de la Etiqueta del Producto
info.neogen.com/symbols
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iNEDEEN Datum van uitgifte: 2024-07

Productinstructies

Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes

Productbeschrijving en beoogd gebruik

De Neogen® Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes wordt samen met het Neogen® Moleculaire
Detectiesysteem gebruikt voor een snelle en specifieke detectie van Listeria monocytogenes in verrijkte voedsel- en
voedingsmonsters. De Neogen Moleculaire detectie assays maken gebruik van lusgebonden isothermische amplificatie
voor de snelle amplificatie van nucleinezuurschakels met een hoge specificiteit en gevoeligheid, in combinatie met
bioluminescentie om de amplificatie te detecteren. Vermoedelijk positieve resultaten worden onmiddellijk gerapporteerd,
terwijl negatieve resultaten pas worden weergegeven nadat de analyse voltooid is. Vermoedelijk positieve resultaten
moeten door middel van een door u gewenste methode of conform de lokale wet- en regelgeving: %% worden bevestigd.

De Neogen Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes is bestemd voor gebruik in een laboratoriumomgeving
door professionals die zijn geschoold in laboratoriumtechnieken. Neogen heeft het gebruik van dit product niet
gedocumenteerd in andere sectoren dan de voedings- of drankensector. Neogen heeft dit product bijvoorbeeld niet
gedocumenteerd voor het testen van water-, farmaceutische, cosmetische, klinische of veterinaire monsters. De Neogen
Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes is niet geévalueerd met alle mogelijke testprotocollen of alle
mogelijke bacteriestammen.

Zoals bij alle testmethoden, kunnen de bron, de formulering en de kwaliteit van het verrijkingsmedium de

resultaten beinvlioeden. Factoren als bemonsteringsmethoden, testprotocollen, monstervoorbereiding, hantering en
laboratoriumtechniek kunnen tevens de resultaten beinvioeden. Neogen beveelt evaluatie van de methode aan, met inbegrip
van het verrijkingsmedium, in de omgeving van de gebruiker aan de hand van een voldoende aantal monsters met specifieke
voedingsmiddelen en microbiéle uitdagingen om ervoor te zorgen dat de methode aan de criteria van de gebruiker voldoet.

Neogen heeft de Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria monocytogenes aan de hand van Demi Fraser bouillon
met ijzerammoniumcitraat en Fraser bouillon met ijzerammoniumcitraat zoals vereist geévalueerd. Hieronder wordt een
gebruikelijke samenstelling van dit medium gegeven.

Gebruikelijke samenstelling Demi Fraser (g/1) Gebruikelijke samenstelling Fraser bouillon (g/1)
bouillon (basis) (basis)

Natriumchloride 20g Natriumchloride 20g
Natriumfosfaat, dibasisch, watervrij* 9,6g Natriumfosfaat, dibasisch, watervrij* 9,6g
Rundvleesextract 509 Rundvleesextract 509
Pancreatisch verteringsproduct van caseine 509 Pancreatisch verteringsproduct van caseine 509
Peptisch verteringsproduct van dierlijk weefsel | 5,0 g Peptisch verteringsproduct van dierlijk weefsel |5,0g
Gistextract 50g Gistextract 50g
Lithiumchloride 30g Lithiumchloride 30g
Kaliumfosfaat 1,35g Kaliumfosfaat 1,35g
Aesculine 1,09 Aesculine 1,09
Acriflavine HCI 0,0125g | Acriflavine HCI 0,025¢g
Nalidixinezuur 0,01 g Nalidixinezuur 0,02g

* Vervangende stof: Natriumfosfaat, dibasisch, dihydraat 12,0 g

Fraser bouillon-supplement

(Ingrediénten per buisje van 10 ml. Per liter basismedium wordt één buisje toegevoegd.)

IJzerammoniumcitraat 0,5g/10 ml

Definitieve pH-waarde 7,2+0,2bij25°C

Het Neogen® Moleculair Detectieinstrument is bedoeld voor gebruik bij monsters die tijdens de lyseanalysestap een
warmtebehandeling hebben ondergaan, die ontwikkeld is om de in het monster aanwezige organismen te vernietigen.

Monsters die tijdens de lyseanalysestap niet de juiste warmtebehandeling hebben ondergaan, kunnen als een potentieel
biologisch gevaar worden beschouwd en mogen NIET in het Neogen Moleculaire Detectieinstrument worden geplaatst.

Neogen Food Safety is ISO (Internationale Organisatie voor Standaardisatie) 9001-gecertificeerd voor het ontwerp en
de productie.

De Neogen Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes-testset bevat 96 tests, vermeld in tabel 1.




@ (Nederlands) ﬁ H

Tabel 1. Onderdelen Neogen Moleculaire detectie assay-set

Artikel Identificatie Hoeveelheid Inhoud Opmerkingen
. Roze oplossing
® -
Neogen® Lyse-oplossing in doorzichtige 96 (1.% stroken van 580 pl LS per buisje Inrek en kliaar
(LS) buisjes 8 buisjes) voor gebruik

Neogen® Moleculaire .
: Gevriesdroogde

detectie assay 2 Listeria .. 96 (12 stroken van et e Klaar voor
Gele buisjes - specifieke amplificatie- .
monocytogenes- 8 buisjes) S gebruik
_ en detectiemix
reagensbuisjes
96 (12 stroken van Klaar voor
Extra doppen Gele doppen 8 doppen) gebruik
Neogen® Reagenscontrole Dc'.o.rz'Cht'ge 16 (2 zakjes met 8 Gevriesdroogd controle- Klaar voor
(RC) buisjes met individuele buisjes) DNA, amplificatie- gebruik
kliksluiting en detectiemix

De negatieve controle, die niet in de set is meegeleverd, is een steriel verrijkingsmedium, zoals Demi Fraser bouillon.
Gebruik geen water als negatieve controle.

Veiligheid

De gebruiker moet alle veiligheidsinformatie in de instructies van het Neogen Moleculaire Detectiesysteem en
de Neogen Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes lezen, begrijpen en in acht nemen. Bewaar de
veiligheidsinstructies om deze later te kunnen raadplegen.

AWAARSCHUWING: Geeft een gevaarlijke situatie aan die, indien deze niet wordt vermeden, de dood, ernstig letsel
en/of materiéle schade tot gevolg kan hebben.

KENNISGEVING: Geeft een mogelijk gevaarlijke situatie aan die, indien deze niet wordt vermeden, materiéle schade
tot gevolg kan hebben.

A WAARSCHUWING

Gebruik de Neogen Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes niet voor het diagnosticeren van
aandoeningen bij mensen of dieren.

Met de Neogen Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes-methode kan mogelijk een hoeveelheid Listeria
monocytogenes worden geproduceerd die indien zwangere vrouwen hieraan worden blootgesteld doodgeboorten
en miskramen tot gevolg kan hebben.

De gebruiker moet zijn personeel scholen in de huidige en juiste testtechnieken, zoals goede laboratoriumpraktijken
(GLP), ISO/IEC 17025“, of ISO 72180,

Op de volgende wijze kunt u de risico's beperken van een vals negatief resultaat dat tot vrijgave van een besmet

product leidt:

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

¢ Bewaar de Neogen Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes volgens de instructies op de verpakking en in
de productinstructies.

e Gebruik de Neogen Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes altijd voordat de vervaldatum verstreken is.

e Gebruik de Neogen Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes voor voedsel- en voedingsmonsters die intern
of door een derde partij zijn gevalideerd.

e Gebruik de Neogen Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes alleen voor oppervlakken, reinigingsmiddelen,
protocollen en bacteriestammen die intern of door een derde partij zijn gevalideerd.

o \oor een omgevingsmonster dat een neutraliserende bufferoplossing bevat met een arylsulfonaatcomplex, verdunt
u 1:2 voorafgaand aan het testen (1 deel monster op 1 deel steriele verrijkingsbouillon). Ook kan 10 pl van de
neutraliserende bufferverrijking naar de buisjes met Neogen Lyse-oplossing worden overgebracht. Neogen® producten
voor monsterverzameling, waaronder een neutraliserende buffer met arylsulfonaatcomplex: RS96010NB, RS9604NB,
SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB, HS10NB2G en HS2410NB2G.

Op de volgende wijze kunt u de risico's van blootstelling aan biologische en chemische gevaren beperken:

o Het wordt ten zeerste aanbevolen om vrouwelijke laboranten op de hoogte te stellen van het risico dat blootstelling aan
Listeria monocytogenes voor een foetus in de ontwikkelingsfase kan vormen als gevolg van een infectie van de moeder.

e Voer de pathogeentests uit in een goed uitgerust laboratorium onder het toezicht van opgeleid personeel.
Geincubeerde verrijkingsmedia en -apparatuur of oppervlakken die met geincubeerde verrijkingsmedia in contact zijn
gekomen, bevatten mogelijk voldoende pathogenen om een gevaar voor de menselijke gezondheid te vormen.

e Volg bij de hantering van reagentia en besmette monsters altijd de standaard veiligheidsvoorschriften voor laboratoria
op, met inbegrip van het dragen van toepasselijke beschermende kleding en oogbescherming.

e Vermijd contact met de inhoud van de verrijkingsmedia en reagensbuisjes na amplificatie.
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e Voer verrijkte monsters af conform de in de branche geldende normen.

¢ Monsters die tijdens de lyseanalysestap niet de correcte warmtebehandeling hebben ondergaan, kunnen als een
potentieel biologisch gevaar worden beschouwd en mogen NIET in het Neogen Moleculaire Detectieinstrument
worden geplaatst.

Op de volgende wijze kunt u tijdens de voorbereiding van de test het risico op kruisbesmetting beperken:
o Draag altijd handschoenen (om de gebruiker te beschermen en de introductie van nucleases te voorkomen).

Op de volgende wijze kunt de risico’s van milieuverontreiniging beperken:
e Volg de van kracht zijnde industrienormen betreffende de afvoer van besmet afval.

Op de volgende wijze kunt u de risico's van blootstelling aan hete vloeistoffen beperken:

e Overschrijd de aanbevolen temperatuurinstelling op de verwarmer niet.

e Overschrijd de aanbevolen verwarmingstijd niet.

e Gebruik een geschikte, gekalibreerde thermometer om de temperatuur van het Neogen® Moleculaire Detectie
- Verwarmingsblokinzetstuk te controleren (zoals een gedeeltelijk ondergedompelde thermometer of digitale
thermokoppelthermometer, geen volledig ondergedompelde thermometer). De thermometer moet op de
aangewezen locatie in het Neogen Moleculaire Detectie - Verwarmingsblokinzetstuk worden geplaatst.

KENNISGEVING

Op de volgende wijze kunt u tijdens de voorbereiding van de test het risico op kruisbesmetting beperken:

e Verwissel uw handschoenen alvorens reagenspellets te hydrateren.

e Het gebruik van steriele pipettips geschikt voor moleculaire biologie met spuitbusbarriére (gefilterd) wordt aanbevolen.

e Gebruik een nieuwe pipettip bij elke monsteroverdracht.

e Maak gebruik van goede laboratoriumpraktijken (GLP) bij de monsteroverdracht van de verrijking naar het lysebuisje.
Ter voorkoming van pipetbesmetting kan de gebruiker ervoor kiezen een extra overdrachtsstap toe te voegen.
De gebruiker kan bijvoorbeeld elk verrijkt monster naar een steriel buisje overbrengen.

e Gebruik waar mogelijk een moleculair biologiewerkstation met een kiemdodende lamp. Ontsmet regelmatig
laboratoriumtafels en apparatuur (pipetten, Cap/Decap gereedschap, enz.) met een bleekwateroplossing van 1-5%
(volumeconcentratie in water) of DNA-verwijderingsoplossing.

Op de volgende wijze kunt u het risico op fout-positieve resultaten beperken:

e U dient reagensbuisjes nooit na amplificatie te openen.

e \oer de verontreinigde buisjes altijd af door ze gedurende 1 uur onder te dompelen in een
huishoudbleekmiddeloplossing van 1-5% (volumeconcentratie in water) of een vergelijkbare oplossing, uit de buurt
van de testbereidingsruimte.

e U dient reagensbuisjes nooit na amplificatie te autoclaveren.

Raadpleeg het veiligheidsinformatieblad voor aanvullende informatie en lokale wet- en regelgeving inzake afvalverwerking.

Als u vragen hebt over specifieke toepassingen of procedures, kunt u onze website www.neogen.com bezoeken of contact
opnemen met uw plaatselijke vertegenwoordiger of distributeur van Neogen.

Verantwoordelijkheid van de gebruiker

Gebruikers worden geacht zich vertrouwd te maken met de productinstructies en -informatie. Bezoek onze website
www.neogen.com of neem contact op met uw plaatselijke Neogen-vertegenwoordiger of -distributeur voor

meer informatie.

Bij het kiezen van een testmethode is het belangrijk om te erkennen dat externe factoren zoals bemonsteringsmethoden,
testprotocollen, monstervoorbereiding en -behandeling en laboratoriumtechniek invlioed op de resultaten kunnen hebben.

De gebruiker is verantwoordelijk voor de selectie van een testmethode of product waarbij een voldoende aantal monsters
met gepaste matrices en microbiéle uitdagingen wordt onderzocht, zodat de gekozen testmethode aan de criteria van de
gebruiker voldoet.

Het is ook de verantwoordelijkheid van de gebruiker om te bepalen of testmethoden en resultaten aan de vereisten van
klanten en leveranciers voldoen.

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

Om klanten te helpen bij het evalueren van de methode voor verschillende matrices heeft Neogen de Neogen® Moleculaire
Detectie Matrix-controleset ontwikkeld. Gebruik indien nodig de Matrix controle (MC) om te bepalen of de matrix

de resultaten van het Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria monocytogenes kan beinvloeden. Test meerdere
monsters die representatief zijn voor de matrix, zoals monsters met een verschillende oorsprong, tijdens een willekeurige
validatieperiode bij het aannemen van de Neogen-methode of bij het testen van nieuwe of onbekende matrices of matrices
die grondstof- of procesveranderingen hebben ondergaan.
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Een matrix kan worden gedefinieerd als een soort product met intrinsieke eigenschappen, zoals samenstelling en
proces. Verschillen tussen de matrices hangen af van hun verwerking of presentatie, bijvoorbeeld rauw ten opzichte van
gepasteuriseerd; vers ten opzichte van gedroogd enzovoort.

Beperkte garantie / beperkt verhaal

BEHALVE WAAR UITDRUKKELIJK VERMELD IN EEN SECTIE MET BETREKKING TOT DE BEPERKTE GARANTIE VAN EEN
AFZONDERLIJKE PRODUCTVERPAKKING, WIJST NEOGEN ALLE UITDRUKKELIJKE EN IMPLICIETE GARANTIES AF,
MET INBEGRIP VAN, MAAR NIET BEPERKT TOT, ELKE GARANTIE MET BETREKKING TOT DE VERHANDELBAARHEID
EN DE GESCHIKTHEID VOOR EEN BEPAALD DOEL. Als een Neogen Food Safety-product gebrekkig is, zal Neogen of
zijn gevolmachtigde distributeur naar eigen keuze het product vervangen of de aankoopprijs van het product terugbetalen.
Dit is het enige rechtsmiddel waarover u beschikt. Neem contact op met uw Neogen-vertegenwoordiger of erkende
Neogen-distributeur voor verdere vragen.

Beperking van Neogen aansprakelijkheid

NEOGEN IS NIET AANSPRAKELIJK VOOR ENIG(E) VERLIES OF SCHADE, ONGEACHT OF HET GAAT OM DIRECTE,
INDIRECTE, SPECIALE, INCIDENTELE OF GEVOLGSCHADE, MET INBEGRIP VAN, MAAR NIET BEPERKT TOT
WINSTDERVING. In geen geval zal de wettelijke aansprakelijkheid van Neogen onder om het even welke juridische
theorie de aankoopprijs van het vermeend gebrekkige product overschrijden.

Opslag en afvalverwerking

Sla de Neogen Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes op tussen 2-8 °C. Niet invriezen. Bewaar de set tijdens
opslag uit het licht. Controleer na het openen van de set of het foliezakje niet beschadigd is. Gebruik het product niet als
het zakje beschadigd is. Na opening moeten de ongebruikte reagensbuisjes altijd worden bewaard in de hersluitbare zak
met droogmiddel om de stabiliteit van de gevriesdroogde reagentia te behouden. Bewaar opnieuw verzegelde zakjes
tussen 2-8 °C en niet langer dan 60 dagen.

Gebruik de Neogen Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes niet nadat de vervaldatum verstreken is.

De vervaldatum en het batchnummer zijn terug te vinden op het etiket aan de buitenzijde van de doos. Na gebruik kunnen
het verrijkingsmedium en de buisjes van de Neogen Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes mogelijk
pathogeen materiaal bevatten. Zodra de tests zijn afgerond, dient u de van kracht zijnde industrienormen betreffende de
afvoer van besmet afval op te volgen. Raadpleeg het veiligheidsinformatieblad voor aanvullende informatie en lokale wet-
en regelgeving inzake afvalverwerking.

Gebruiksaanwijzingen
Volg alle instructies zorgvuldig op. Wanneer dit niet gebeurt, kan dit onnauwkeurige resultaten tot gevolg hebben.

Ontsmet regelmatig laboratoriumtafels en apparatuur (pipetten, Cap/Decap gereedschap, enz.) met een
bleekwateroplossing van 1-5% (volumeconcentratie in water) of DNA-verwijderingsoplossing.

De gebruiker dient de kwalificatietraining voor de bediener van het Neogen Moleculair Detectiesysteem te voltooien,
zoals beschreven in het document 'Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and
Instructions for Neogen Molecular Detection System'®,

Raadpleeg voor de gedetailleerde eisen het gedeelte 'Specifieke instructies voor gevalideerde methoden':

Tabel 3 voor verrijkingsprotocollen conform AOAC® Official Method of Analysis™ 2016.08 en AOAC® Performance
Tested Method®™, certificaatnr. 081501.

Tabel 4 voor verrijkingsprotocollen conform het NF Validation-certificaat 3M 01/15-09/16.

Monsterverrijking

Tabel 2, 3 of 4 biedt advies voor de verrijking van voedings- en omgevingsmonsters. Het is de verantwoordelijkheid van
de gebruiker om alternatieve bemonsteringsprotocollen of verdunningsverhoudingen te valideren om ervoor te zorgen dat
deze testmethode aan de criteria van de gebruiker voldoet.

Voedingsmiddelen
1. Laat het verrijkingsmedium, de Demi Fraser bouillon, (met inbegrip van ijzerammoniumcitraat) tot de
omgevingstemperatuur van het laboratorium opwarmen.

2. Voeg het monster op steriele wijze aan het verrijkingsmedium toe en neem monsters volgens de aanwijzingen in tabel
2, 3 of 4. Voor alle vlees- en hoge-partikelmonsters is het gebruik van filterzakken aanbevolen.

3. Homogeniseer gedurende 2 + 0,2 minuten zorgvuldig met een blender of Stomacher, of mix met de hand. Incubeer op
37 £ 1 °C zoals vermeld in tabel 2, 3 of 4.

4, Breng bij rauwe melkproducten (zie tabel 2, 3 of 4) 0,1 ml van de primaire verrijking over naar 10 ml Fraser bouillon.
Incubeer gedurende 20-24 uur bij een temperatuur van 37 = 1 °C,
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Omgevingsmonsters

Voor het verzamelen van een monster kan een spons met neutraliserende oplossing worden gehydrateerd om het
effect van de reinigingsmiddelen te inactiveren. Neogen raadt het gebruik van een biocodevrije cellulosespons aan.
Als neutraliserende oplossing kan Dey-Engley (D/E) neutraliserende bouillon of letheenbouillon worden gebruikt.
Het wordt aanbevolen om na gebruik de ruimte te reinigen.

WAARSCHUWING: Mocht u gebruik maken van een neutraliserende buffer (NB) die arylsulfonaatcomplex bevat
als hydraterende oplossing voor de spons, verdunt u het verrijkte omgevingsmonster 1:2 voorafgaand aan het testen
(1 deel monster op 1 deel steriele verrijkingsbouillon) om de risico's te beperken van een fout-negatief resultaat dat
tot vrijgave van een besmet product leidt. Ook kan 10 pL van de neutraliserende bufferverrijking naar de buisjes met
Neogen Lyse-oplossing worden overgebracht.

Het wordt aanbevolen een monstergebied van ten minste 100 cm? (10 cm x 10 cm of 4 in x 4 in) aan te houden om de
aan- of afwezigheid van een pathogeen op het oppervlak te verifiéren. Als u aan de hand van een spons een monster
neemt, dient u het volledige gebied in twee richtingen met de spons af te nemen (van links naar rechts en vervolgens van
boven naar beneden) of omgevingsmonsters te nemen in overeenstemming met uw huidige bemonsteringsprotocollen of
de FDA richtlijnen BAM™, USDA FSIS MLG®, of ISO 18593-richtlijnen.

1. Laat het verrijkingsmedium, de Demi Fraser bouillon, (met inbegrip van ijzerammoniumcitraat) tot de
omgevingstemperatuur van het laboratorium opwarmen.

2. Voeg het monster op steriele wijze aan het verrijkingsmedium toe en neem monsters volgens de aanwijzingen in tabel
2,3 0f 4.

3. Homogeniseer gedurende 2 = 0,2 minuten zorgvuldig met een blender of Stomacher, of mix met de hand. Incubeer
gedurende 24-30 uur op 37 £ 1 °C zoals vermeld in tabel 2, 3 of 4.

Tabel 2: Algemene verrijkingsprotocollen bij 37 = 1 °C die gebruikmaken van Demi Fraser bouillon en Fraser bouillon,
indien nodig.

Volume
Monster- | verrijkings- | Verrijkingstijd
grootte bouillon (uur)

(ml)

Monstermatrix

Verhit(te),
gekookt(e) of
gezouten vlees,
gevogelte,
zeevruchten en vis

Verhitte/
gepasteuriseerde 25¢g 225 24-30
melkproducten

Verse producten
en groenten

Samengestelde

voedingsmiddelen
Omgevings- 1 spons 100 of 225 24-30
monsters® 1 staafje 10 54-30

Rauw(e) vlees,
gevogelte, 25¢g 475 28-32
zeevruchten, vis
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Primaire verrijking Secundaire verrijking
(Demi Fraser bouillon)® (Fraser bouillon)® Volume
Monstermatrix Volume . mon-
Monster- | verrijkings- | Verrijkingstijd | Monster- tVerrukmgs- Verrijkings- stera?b?-
. emperatuur . lyse
grootte bouillon (uur) grootte - tijd (uur)
(°C)
(ml)
Breng
0,1 ml
Rauwe over naar .
melkproducten 259 225 20-24 10 ml 371 20-24 10 pl
Fraser
bouillon

(a) Demi Fraser en Fraser bouillon dienen tijdens de primaire of secundaire verrijking te worden aangevuld met een Fraser
bouillon-supplement (ijzerammoniumcitraat).

(b) Volume van het monster dat naar de buisjes met Neogen Lyse-oplossing wordt overgebracht. Raadpleeg stap 4.6 'Lyse'.

Specifieke instructies voor gevalideerde methoden
AOAC® Official Method of AnalysisS™2016.08
AOAC® Performance Tested Method*™ nr. 081501

s PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE

LICENSE NUMBER 081501

Uit de OMASM- en PTM®M-programma's van het AOAC Research Institute blijkt dat de Neogen Moleculaire detectie assay
2 Listeria monocytogenes een effectieve methode is om Listeria monocytogenes op te sporen. De in de studie geteste
matrices die worden getoond in Tabel 3.

Tabel 3. Verrijkingsprotocollen waarbij wordt gebruikgemaakt van Demi Fraser bouillon® bij 37 = 1 °C, conform AOAC
OMASM 2016.08 en PTM®M, certificaatnr. 081501.

q Volume Verrijkingstijd
Monstermatrix Monstergrootte verrijkingsbouillon (ml) (uur)
Rundvleeshotdogs, queso fresco
(verse kaas), vanille-ijs, cottage cheese
met 4% melkvet, chocolademelk 25¢g 225 24-30
met 3% vet, bindsla, rauwe spinazie,
koud gerookte zalm
Rauwe kip 25¢g 475 28-32
Kalkoenvleeswaren 125¢g 1125 24-30
Voldoende volume
Cantaloupe® Hele meloen om de meloen 26-30
te laten drijven
@ | Roestvrij staal 1 spons 225 24-30
*E Afgedicht beton 1 spons 100 24-30
o
£
w
2
2 Kunststof®© 1 staafje 10 24-30
o
E
@]
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Alle monsters voor de AOAC-validatie werden aan de hand van een Stomacher gehomogeniseerd, tenzij

anders aangegeven,

(a

bouillon-supplement (ijzerammoniumcitraat).

(b)
(@

Homogeniseer het monster in de vortexmixer.

NF VALIDATION door AFNOR Certification

Homogeniseer het monster door met de hand te mixen.

i‘i“,‘ncsmcu\.
%

NF

VALIDATION
EN ISO 16140

3M 01/15-09/16
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en
Voor meer informatie over het einde van de geldigheid kunt u het NF VALIDATION-certificaat op de hierboven
vermelde website raadplegen.
Door NF VALIDATION gecertificeerde methode conform ISO 16140-2® vergeleken met 1ISO 11290®

Toepassingsgebied van de validatie: Alle monsters van voedingsproducten voor menselijke consumptie en
omgevingsmonsters (met uitzondering van primaire productiemonsters)
Monstervoorbereiding: Monsters moeten worden voorbereid conform EN ISO 11290-1® en EN ISO 6887®
Softwareversie: Zie certificaat

Tabel 4: Verrijkingsprotocollen conform de door NF VALIDATION gecertificeerde methode 3M 01/15-09/16 bij 37 £ 1 °C
waarbij wordt gebruikgemaakt van Demi Fraser bouillon en Fraser bouillon.

Demi Fraser en Fraser bouillon dienen tijdens de primaire of secundaire verrijking te worden aangevuld met een Fraser

Monster- | Volume ver- | Verrijkings- | Verrij- V:':::Ie Geaccepteerd
Algemeen protocol grootte rijkingsbouil- ten'lpel;atuur kingstijd sterana- onderbrekingspunt
lon (ml) (x1°C) (uur) lyse®
Alle voedselmonsters
(met uitzondering . .
van monsters van o5 . Den’p Fraser bouillon
rauw vlees, rauwe 9 maximaal 72 uur
zeevruchten en 225 37 24-30 20 ul [ e Lysaat bij -20 °C
rauwe melkproducten) o5 e Lysaat bij 4 °C maximaal
9, 72 uur
Omgevingsmonsters |1 staafje, o
of 1 doekje
(D:;?Fﬁ:see\:e;:t Ilfllllli)“” Secundaire verrijking (Fraser bouillon)® Geac-
Specifiek pro- Volume Verrij- .. . .. | Volume | cepteerd
tocol Nlon- verrij- | kingstem- r_e mj: IV::on- tVerrljklntgs- k}lerr:]: 4 | mon- onderbre-
:oirt to kingsbouil- | peratuur ti'ﬁ!ln(?;r) :oirt to eTf,f roac;Jur I?L?:r)u sterana- | kingspunt
9 lon (ml) (x1°C) ) 9 B lyse®©
e Fraser
bouillon
Breng maximaal
Rauw vlees, 0,1 ml 72 uur
rauwe over e Lysaat bl
zeevruchten 25 g 225 37 20-24 | naar 37 20-24 104l -Zo C )
en rauwe 10 ml
melkproducten Fraser ° Lxsaat
bouillon bij 4 °C
maximaal
72 uur
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(@) Volume van het naar de buisjes met Neogen Lyse-oplossing overgebrachte monster. Raadpleeg stap 4.6 'Lyse".

(b) Demi Fraser en Fraser bouillon dienen tijdens de primaire of secundaire verrijking te worden aangevuld met een Fraser
bouillon-supplement (ijzerammoniumcitraat).

(¢) Volume van het naar de buisjes met Neogen Lyse-oplossing overgebrachte monster. Raadpleeg stap 4.6 'Lyse’.

| OPMERKING: Monsters groter dan 25 g zijn niet getest in de NF validation-studie.

Voorbereiding van de Neogen® Moleculaire Detectie - Speed Loader Tray

1. Maak een doek vochtig met een bleekmiddeloplossing van 1-5% (volumeconcentratie in water) of een vergelijkbare
oplossing en reinig de Neogen® Moleculaire Detectie - Speed Loader Tray.

2. Spoel de Neogen Moleculaire Detectie - Speed Loader Tray met water.

3. Veeg de Neogen Moleculaire Detectie - Speed Loader Tray met een wegwerpdoekje droog.

4, Zorg ervoor dat de Neogen Moleculaire Detectie - Speed Loader Tray droog is voor gebruik.

Voorbereiding van het Neogen® Moleculaire Detectie - Koelblokinzetstuk

Plaats het Neogen® Moleculaire Detectie - Koelblok rechtstreeks op de laboratoriumtafel. Gebruik het koelblok op de
omgevingstemperatuur van het laboratorium (20-25 °C).

Voorbereiding van het Neogen® Moleculaire Detectie - Verwarmingsblokinzetstuk

Plaats het Neogen® Moleculaire Detectie - Verwarmingsblokinzetstuk in een droge dubbelblokverhitter. Schakel de droge
blokverwarmer in en stel de temperatuur zo in dat het Neogen Moleculaire Detectie - Verwarmingsblokinzetstuk 100 = 1 °C
kan bereiken en aanhouden.

OPMERKING: Afhankelijk van de verhitter laat u het Neogen Moleculaire Detectie - Verwarmingsblokinzetstuk
ongeveer 30 minuten op temperatuur komen. Gebruik een geschikte, gekalibreerde, op de aangewezen locatie
geplaatste thermometer (zoals een gedeeltelijk ondergedompelde thermometer of digitale thermokoppelthermometer,
geen volledig ondergedompelde thermometer) om te controleren of het Neogen Moleculaire Detectie -
Verwarmingsblokinzetstuk zich op 100 = 1 °C bevindt.

Voorbereiding van het Neogen® Moleculair Detectieinstrument

1. Start de Neogen® Moleculair Detectieysteem-software en meld u aan. Neem contact op met uw vertegenwoordiger
voor Neogen Food Safety om ervoor te zorgen dat u de nieuwste versie van de software hebt.

2. Zet het Neogen Moleculaire Detectieinstrument aan.

3. Maak of bewerk een run met de gegevens van elk monster. Raadpleeg de handleiding van het Neogen Moleculair
Detectiesysteem voor meer informatie.

OPMERKING: Het Neogen Moleculaire Detectieinstrument moet de status Klaar bereiken voordat u de Neogen
Moleculaire Detectie - Speed Loader Tray met reagensbuisjes invoert. Deze verwarmingsstap duurt ongeveer 20 minuten
en wordt met een ORANJE lampje op de statusbalk van het instrument aangeduid. Wanneer het instrument klaar is voor
een run, wordt de statusbalk GROEN.

Lyse

Verwijder de bodem van het rek met Neogen Lyse-oplossing met een schroevendraaier of spatel voordat u het in het
Neogen Moleculaire Detectie - Verwarmingsblokinzetstuk plaatst.

AN,

1. Laat de buisjes met lyseoplossing (Neogen Lyse-oplossing) opwarmen door het rek een nacht lang gedurende 16-
18 uur op kamertemperatuur (20-25 °C) te plaatsen. U kunt de buisjes met Neogen Lyse-oplossing eveneens op
kamertemperatuur brengen door de buisjes ten minste 2 uur lang op de laboratoriumtafel te plaatsen, de buisjes 1 uur
lang op een temperatuur van 37 = 1 °C in een incubator te incuberen of ze 30 seconden lang op een temperatuur van
100 °C in een droge dubbelblokverhitter te plaatsen.

2. Keer de buisjes met dop om om ze te mengen. Ga binnen 4 uur verder met de volgende stap.
3. Haal de verrijkingsbouillon uit de incubator.




@ (Nederlands) ﬁ H

4, Eris een buisje met Neogen Lyse-oplossing vereist voor elk monster, evenals het negatieve controle-monster
(NC; steriel verrijkingsmedium).

4.1 Stroken met buisjes met Neogen Lyse-oplossing kunnen worden afgesneden tot het gewenste aantal buisjes met
Neogen Lyse-oplossing. Selecteer het benodigde aantal individuele buisjes met Neogen Lyse-oplossing of stroken
met 8 buisjes. Plaats de buisjes met Neogen Lyse-oplossing in een leeg rek.

4.2 Haal de stroken van de buisjes met Neogen Lyse-oplossing één voor één uit de verpakking en gebruik een nieuwe
pipettip voor elke overdrachtsstap om zo kruisbesmetting te voorkomen.

4.3 Breng de verrijkte monsters over naar de buisjes met Neogen Lyse-oplossing zoals hieronder wordt beschreven:

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

4.4 Gebruik de lyse van het Neogen® Moleculaire Detectie Cap/Decap gereedschap - Lyse om één voor één een strook
van een buisje met Neogen Lyse-oplossing open te maken.

4.5 Gooi de dop van het buisje met Neogen Lyse-oplossing weg — als er lysaat voor een hertest wordt bewaard, dienen
de doppen in een schone bak te worden geplaatst om deze na de lyse opnieuw aan te brengen.

4.5.1 Zie Appendix A voor de verwerking van bewaard lysaat.

4.6 Breng 20 pl van het monster over in een buisje met Neogen Lyse-oplossing, tenzij in de protocoltabellen
2, 3 en 4 anders wordt aangegeven (bij monsters van rauwe melkproducten of omgevingsmonsters met een
neutraliserende buffer moet bijvoorbeeld 10 pl worden gebruikt).

™
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5. Herhaal stap 4.4 tot 4.6 totdat elk individueel monster aan het bijhorende buisje met Neogen Lyse-oplossing in de
strook toegevoegd is.

6. Wanneer alle monsters overgebracht zijn, brengt u 20 uyl NC (steriel verrijkingsmedium, zoals, Demi Fraser bouillon) over
naar een buisje met Neogen Lyse-oplossing. Gebruik geen water als NC.

7. Controleer of de temperatuur van het Neogen Moleculaire Detectie - Verwarmingsblokinzetstuk zich op 100 £ 1 °C
bevindt.

8. Plaats het onbedekte rek met buisjes met Neogen Lyse-oplossing in het Neogen Moleculaire Detectie -
Verwarmingsblokinzetstuk en verwarm gedurende 15 £ 1 minuten. Tijdens de verwarming verandert de Neogen Lyse-
oplossing van roze (koel) naar geel (heet).

8.1 Monsters die tijdens de lyseanalysestap niet de juiste warmtebehandeling hebben ondergaan, kunnen als een
potentieel biologisch gevaar worden beschouwd en mogen NIET in het Neogen Moleculaire Detectieinstrument
worden geplaatst.

9. Haal het onbedekte rek met buisjes met Neogen Lyse-oplossing uit het verwarmingsblok en laat het minimaal 5 minuten
en maximaal 10 minuten afkoelen in het Neogen Moleculaire Detectie - Koelblokinzetstuk. Het Neogen Moleculaire
Detectie - Koelblokinzetstuk wordt op omgevingstemperatuur gebruikt en moet rechtstreeks op de laboratoriumtafel
geplaatst zijn. Zodra de lyse-oplossing koel is, krijgt deze een roze kleur.

10. Haal het rek met buisjes met Neogen Lyse-oplossing uit het Neogen Moleculaire Detectie - Koelblokinzetstuk.

_ -
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Amplificatie

1.

N

Eris één Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria monocytogenes-reagensbuisje vereist voor ieder monster en de NC.

1.1 Reagensbuisstrookjes kunnen tot op het gewenste aantal buisjes worden afgesneden. Selecteer het aantal vereiste
individuele Neogen Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes -reagensbuisjes of 8-buisstroken.

1.2 Plaats de Neogen Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes -reagensbuisjes in een leeg rek.
1.3 Zorg ervoor dat het reagens op de bodem van de buisjes niet wordt verstoord.
Selecteer 1 buisje voor Neogen Reagenscontrole en plaats dit in het rek.

Open de stroken van de Neogen Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes -reagensbuisjes een voor een en
gebruik een nieuwe pipettip voor elke overdrachtsstap om zo kruisbesmetting te voorkomen.

Breng alle lysaten over naar Neogen Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes-reagensbuisjes en een buisje
voor Neogen Reagenscontrole zoals hieronder beschreven:

Breng als eerste elk lysaatmonster over naar individuele Neogen Moleculaire detectie assay 2 Listeria
monocytogenes-reagensbuisjes, gevolgd door de NC. Hydrateer het buisje voor Neogen Reagenscontrole als
laatste.

Gebruik het Neogen® Moleculaire Detectie Cap/Decap gereedschap - Reagens om de reagensbuisstroken van de
Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria monocytogenes een voor een open te maken. Gooi de dop weg.

5.1 Breng 20 pl van het lysaatmonster uit de bovenste laag van de vloeistof (voorkom bezinksel) in het buisje met
Neogen lyse-oplossing over naar het bijbehorende Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria monocytogenes
-reagensbuisje. Laat het mengsel in een hoek uitlopen om de pellets niet te verstoren. Meng het mengsel
door voorzichtig 5 keer op en neer te pipetteren.

5.2 Herhaal stap 5.1 totdat elk afzonderlijk monsterlysaat aan het bijoehorende Neogen Moleculair detectie assay 2
Listeria monocytogenes -reagensbuisje in de strook is toegevoegd.

5.3 Bedek de Neogen Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes-reagensbuisjes met de bijgeleverde extra
doppen en gebruik de afgeronde zijde van het Neogen Moleculaire Detectie Cap/Decap gereedschap - Reagens
om in een voor- en achterwaartse beweging druk uit te oefenen om ervoor te zorgen dat de dop goed vastzit.

5.4 Herhaal stap 5.1 tot 5.3, indien nodig, voor alle monsters die moeten worden getest.

5.5 Zodra alle monsterlysaten zijn overgebracht, herhaalt u stap 5.1 om 20 pl NC-lysaat naar een Neogen Moleculair
detectie assay 2 Listeria monocytogenes-reagensbuisje over te brengen.

5.6 Breng 20 pl NC-lysaat over naar een buisje voor Neogen Reagenscontrole. Laat het mengsel in een hoek uitlopen
om de pellets niet te verstoren. Meng het mengsel door voorzichtig 5 keer op en neer te pipetteren.

. Plaats de buisjes met dop in een schone en ontsmette Neogen Moleculaire Detectie - Speed Loader Tray. Sluit en

vergrendel het deksel van de Neogen Moleculaire Detectie - Speed Loader Tray.

Controleer en bevestig de geconfigureerde run en start de Neogen Moleculaire Detectiesysteem-software.

. Klik op de startknop van de software en selecteer het te gebruiken instrument. Het deksel van het geselecteerde

instrument wordt automatisch geopend.

. Plaats de Neogen Moleculaire Detectie - Speed Loader Tray in het Neogen Moleculaire Detectieinstrument en sluit het

deksel om de analyse te beginnen. De resultaten zijn binnen 75 minuten beschikbaar, maar positieve resultaten kunnen
sneller worden gedetecteerd.

10. Nadat de test is afgerond, haalt u de Neogen Moleculaire Detectie - Speed Loader Tray uit het Neogen Moleculaire

Detectieinstrument en verwijdert u de buisjes door ze eerst gedurende 1 uur in een bleekmiddeloplossing van 1-5%
(volumeconcentratie in water) of een vergelijkbare oplossing te dompelen, uit de buurt van de testbereidingsruimte.

10
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KENNISGEVING: Om het risico op fout-positieve resultaten door kruisbesmetting te beperken, mag u nooit
reagensbuisjes met geamplificeerd DNA openen. Dit geldt voor Neogen Moleculaire detectie assay 2 Listeria
monocytogenes-reagensbuisjes, buisjes voor Neogen Reagenscontrole en Matrix-controlebuisjes. Voer de verzegelde
reagensbuisjes altijd af door ze gedurende 1 uur onder te dompelen in een huishoudbleekmiddeloplossing van 1-5%
(volumeconcentratie in water) of een vergelijkbare oplossing, uit de buurt van de testbereidingsruimte.

Resultaten en interpretatie

Een algoritme interpreteert de lichtuitvoercurve die het resultaat is van de nucleinezuuramplificatie. De software analyseert
de resultaten automatisch en deze worden op basis van het resultaat met een kleurencode aangegeven. Een positief of
negatief resultaat wordt bepaald door de analyse van een aantal unieke curveparameters. Vermoedelijk positieve resultaten
worden onmiddellijk gerapporteerd, terwijl de negatieve- en inspectieresultaten pas na de afronding van de analyse
worden weergegeven.

Vermoedelijk positieve monsters moeten worden bevestigd aan de hand van de standaard werkmethoden van het
laboratorium of door de gepaste methode voor bevestiging te volgen‘: 23, te beginnen met de overdracht van de primaire
naar de secundaire verrijkingsbouillon (indien van toepassing), gevolgd door een lagenkweek en verificatie van isolaten met
gebruik van toepasselijke biochemische en serologische methoden.

OPMERKING: Zelfs een negatief monster heeft geen nulmeting tot gevolg, want het systeem en de Neogen Moleculaire
detectie assay 2 Listeria monocytogenes-amplificatiereagentia geven een relatieve lichteenheid (RLU) achtergrondlezing.

In het onwaarschijnlijke geval van ongebruikelijke lichtuitvoer definieert het algoritme dit als 'Inspecteren. Neogen
beveelt de gebruiker aan om de test voor de te inspecteren monsters opnieuw uit te voeren. Als het resultaat nog steeds
'Inspecteren’' is, voert u een bevestigingstest uit aan de hand van uw voorkeursmethode of volgens de lokale wet- en
regelgeving.

Tabel 5: Symbolen die de resultaten en interpretatie van monsters aangeven, zoals deze door de software van het Neogen
Moleculair Detectiesysteem worden verstrekt.

Symbool .
Type well well-resultaat Resultaat Interpretatie
Monster . Positief Het monster van het doelpathogeen is vermoedelijk positief.
Monster . Negatief | Het monster van het doelpathogeen is negatief.

De monstermatrix heeft een remmend effect op de assay. Er dient
mogelijk een hertest te worden uitgevoerd. Raadpleeg het gedeelte
Monster Geremd . . "
Problemen oplossen' en de bij de assay-set meegeleverde
productinstructies voor meer informatie.

De aan- of afwezigheid van een doelpathogeen kon niet worden

Monster @ Inspecteren vastgesteld. Er dient mogelijk een hertest te worden uitgevoerd.
Raadpleeg het gedeelte 'Problemen oplossen' en de bij de assay-set

meegeleverde productinstructies voor meer informatie.

Er is geen bioluminescentie gedetecteerd. Er dient mogelijk een
@ = hertest te worden uitgevoerd. Raadpleeg het gedeelte 'Problemen
out . . . .
oplossen' en de bij de assay-set meegeleverde productinstructies
voor meer informatie.

Monster

Verificatie van resultaten conform de met NF VALIDATION gecertificeerde methode
Optie 1: Pas de ISO-norm 11290@ toe en begin met de Demi Fraser-verrijking

Optie 2: Isolatie op PALCAM-agar of chromogeen agar, (O&A) onderdeel van een door NF VALIDATION gecertificeerde
methode voor de detectie van Listeria monocytogenes. De aanwezigheid van karakteristieke kolonies is voldoende
om de aanwezigheid van Listeria monocytogenes vast te stellen.

Optie 3: Maak gebruik van nucleinezuursondes zoals beschreven in EN ISO-norm 7218, uitgevoerd op geisoleerde
kolonies vanaf een selectief agar (zie optie 1 of 2).

Optie 4: Maak gebruik van een andere met NF VALIDATION gecertificeerde methode, waarvan het principe moet
verschillen van de Neogen Moleculaire detectie assay 2 Listeria monocytogenes. Het volledige protocol van deze tweede
gevalideerde methode moet nauwkeurig worden gevolgd. Alle stappen voorafgaand aan de bevestiging moeten voor
beide procedures hetzelfde zijn.

In geval van tegenstrijdige resultaten (vermoedelijk positief met de alternatieve methode, niet geverifieerd met een van
de hierboven beschreven methoden), moet het laboratorium de noodzakelijke stappen nemen om de validiteit van het
verkregen resultaat te garanderen.

11
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In geval van tegenstrijdige resultaten (vermoedelijk positief met de Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria
monocytogenes, niet geverifieerd met een van de hierboven beschreven methoden) moet het laboratorium de
noodzakelijke stappen nemen om de validiteit van de verkregen resultaten te garanderen.

Als u vragen hebt over specifieke toepassingen of procedures, kunt u onze website www.neogen.com bezoeken of contact
opnemen met uw plaatselijke vertegenwoordiger of distributeur van Neogen.

Appendix A. Protocolonderbreking: Warmtebehandelde lysaten opslaan en hertesten.

1. U kunt een warmtebehandeld lysaat opslaan door opnieuw een schone dop op het buisje met lyse-oplossing te
plaatsen (zie hoofdstuk 4.5, 'Lyse").

2. Sla maximaal 72 uur op bij een temperatuur van 4 tot 8 °C.

3. Bereid een opgeslagen monster voor op de amplificatie door het 2-3 keer om te keren om het te mengen.

4, Verwijder de doppen van de buisjes.

5. Plaats de gemengde lysaatbuisjes op het Neogen Moleculaire Detectie - Verwarmingsblokinzetstuk en verwarm
gedurende 5 £ 1 minuten op een temperatuur van 100 = 1 °C,

6. Haal het rek met buisjes met Neogen Lyse-oplossing uit het verwarmingsblok en laat het minimaal 5 minuten en
maximaal 10 minuten afkoelen in het Neogen Moleculaire Detectie - Koelblokinzetstuk.

7. Gaverder met het protocol in het hierboven beschreven gedeelte '"Amplificatie’.

Referenties:

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

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

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

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

5. NFEN ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General rules for microbiological examination.

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

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

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

decimal dilutions for microbiological examination.

Uitleg over de symbolen op productlabels
info.neogen.com/symbols
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ENEUEEN Datum fér utgdva: 2024-07

Produktinformation

Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes

Produktbeskrivning och avsedd anvandning

Neogen® Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes anvands med Neogen® Molekylart

Detektionssystem f&ér snabb och specifik detektion av Listeria monocytogenes i prover fran anrikade livsmedel och
livsmedelsbearbetningsmiljéer. Neogen Molekyldra Detektionsanalyser anvander LAMP-teknik (Loop-Mediated
Isothermal Amplification) fér att snabbt amplifiera nukleinsyrasekvenser med hég specificitet och sensitivitet kombinerat
med bioluminiscens for att detektera amplifieringen. Presumtivt positiva resultat rapporteras i realtid medan negativa
resultat visas nar analysen har slutférts. Presumtivt positiva resultat bér bekriaftas med hjélp av egen vald metod eller som
specificeras av lokala féreskriftert'-2 3,

Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes ar avsedd att anvéandas i laboratoriemiljé av yrkespersoner
som ar utbildade i laboratorietekniker. Neogen har inte dokumenterat anvéndningen av denna produkt inom andra
industrier &n livsmedels- och dryckesindustrin. Till exempel har Neogen inte dokumenterat denna produkt fér testning

av vatten-, lakemedels-, kosmetiska, kliniska eller veterinarprover. Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria
monocytogenes har inte utvarderats med alla méjliga testprotokoll eller med alla mdjliga bakteriestammar.

Precis som fér alla testmetoder kan killan, beredningen av och kvaliteten pa anrikningsmediet paverka resultaten.
Faktorer som provtagningsmetoder, testprotokoll, provpreparering, hantering och laboratorieteknik kan ocksa paverka
resultaten. Neogen rekommenderar att metoden, inklusive anrikningsmediet, utvdrderas i anvandarens miljé med
tillrackligt ménga prover av séarskilda livsmedel och mikrobiella utmaningar fér att sékerstélla att metoden uppfyller
anvandarens kriterier.

Neogen har utvarderat Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes med Demi-Fraser-buljong
innehéllande ferriammoniumcitrat och Fraser-buljong som innehéller ferriammoniumcitrat efter behov. En typisk
formulering av detta medium féljer nedan.

Demi-Fraser buljongbas typisk sammansittning | (g/1) Fraser-buljong typisk sammansittning (g/1)
Natriumklorid 20g Natriumklorid 20g
Natriumfosfat, dibasiskt, vattenfritt* 9,69 Natriumfosfat, dibasiskt, vattenfritt* 9,69
Oxkottsextrakt 50g Oxkottsextrakt 50g
Pankreasmassa av kasein 50¢9 Pankreasmassa av kasein 509
Peptisk matsméltning av djurvévnad 509 Peptisk matsméltning av djurvévnad 509
Jastextrakt 509 Jastextrakt 509
Litiumklorid 3,09 Litiumklorid 3,09
Kaliumfosfat, monobasiskt 1,359 Kaliumfosfat, monobasiskt 1,359
Eskulin 1,09 Eskulin 1,09
Acriflavin HCI 0,0125¢ Acriflavin HCI 0,025g
Nalidixinsyra 0,01g Nalidixinsyra 0,02g
* Ersattning: Natriumfosfat, dibasiskt, dihydrat 12,09

Fraser buljongerséattning

(Ingredienser per 10 ml injektionsflaska. En injektionsflaska tillsatts till 1 liter basalt medium.)
Ferriammoniumcitrat 0,5g/10 ml

Slutligt pH-vérde 7,2+ 0,2 vid 25°C

Neogen® Molekylart Detektionsinstrument &r avsett att anvidndas med prover som har virmebehandlats under analysens
lyseringssteg, vilket ar utformat for att férstdra organismer i provet. Prover som inte har virmebehandlats korrekt

under analysens lyseringssteg bor betraktas som en potentiell biologisk fara och ska INTE foras in i Neogen Molekylért
Detektionsinstrument.

Neogen Food Safety &r certifierat enligt den internationella standardiseringsorganisationen (1SO) 9001 avseende
konstruktion och tillverkning.

Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes testsats innehaller 96 tester, som beskrivs i tabell 1.
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Tabell 1. Komponenter i Neogen Molecular Detection testsats

Artikel Identifikation Antal Innehall Kommentarer
- : - P -

Neogen® Lyseringsldsning Rosa |OSI"III:'IQ' | 96(12 remsor om 8r5r) | 580 I LS per rér | stéll th klara
(LS) i genomskinliga rér att anvandas
Neogen® Molecular -
D.etec_tion Assay 2 — Gula rér 96 (12 remsor om 8 rér) :&Tj;:z;;ﬁst?gtahd Klara att
Listeria monocytogenes detektionsblandni anvandas
Reagensrar etektionsblandning

96 (12 remsor om Klara att
Extra lock Gula lock 8 lock) anvindas
Neogen® Reagenskontroll | Genomskinliga rér | 16 (2 pasar om :gs':%r::g ksc:n;rct?_:l-DNA, Klara att
(RC) med knéapplock 8 enskilda roér) plimering . anvéndas

detektionsblandning

Den negativa kontrollen, som inte tillhandahalls i satsen, &r ett sterilt anrikningsmedium, t.ex. Demi-Fraser-buljong.
Anvand inte vatten som negativ kontroll.

Sakerhet
Anvandaren ska lasa, forsta och félja all sdkerhetsinformation i anvisningarna till Neogen Molekyléart Detektionssystem och
Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes. Behall sdkerhetsanvisningarna fér framtida bruk.

AVARNING: Indikerar en farlig situation som, om den inte undviks, kan resultera i dédsfall eller allvarliga personskador
och/eller materiella skador.

OBSERVERA: Indikerar en potentiellt farlig situation som, om den inte undviks, kan resultera i materiella skador.

A VARNING

Anvind inte Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria monocytogenes for diagnostisering av tillstand hos
manniskor eller djur.

Metoden Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes metoden kan generera Listeria
monocytogenes till nivaer som &r tillrackliga for att orsaka dédfédda barn och dédsfall hos gravida kvinnor med
reducerats immunforsvar, om de utsitts for bakterien.

Anvindaren maste utbilda sin personal i aktuella korrekta testmetoder: exempelvis Good Laboratory Practices,
ISO/IEC 17025“ eller ISO 7218©),

For att minska riskerna som forknippas med ett falskt negativt resultat som leder till utgivning av

kontaminerad produkt:

e Folj protokollet och utfér testerna exakt s& som anges i produktinformationen.

e Fo&rvara Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes enligt féreskrifterna pa dess férpackning och
i dess produktinformation.

e Anvand alltid Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes fore utgangsdatumet.

e Anvand Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria monocytogenes for livsmedels- och miljéprover som har
validerats internt eller av en tredje part.

e Anvand endast Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes pa ytor, desinficeringsmedel, protokoll
och bakteriestammar som har validerats internt eller av tredje part.

e For miljgprov innehéllande neutraliseringsbuffert med arylsulfonatkomplex, spad till 1:2 innan testet utférs (1 del prov
till 1 del steril anrikningsbuljong). Ett annat alternativ &r att fora 6ver 10 pl av neutraliserande buffertanrikning i
Neogen Lyseringsldsningsréren Neogen® Sample Collection products som inkluderar neutraliseringsbuffert med
arylsulfonatkomplex: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB, HS10NB2G och HS2410NB2G.

For att minska riskerna som forknippas med exponering for kemikalier och biologiska smittorisker:

o Det rekommenderas starkt att kvinnlig laboratoriepersonal informeras om risken for fosterskador till foljd av infektion
hos modern genom exponering fér Listeria monocytogenes.

o Utfor tester av patogener i ett valutrustat laboratorium under 6verinseende av utbildad personal. Inkuberat
anrikningsmedium och utrustning eller ytor som har haft kontakt med inkuberat anrikningsmedium kan innehaélla
patogener vid nivaer som ar tillrackliga for att utgéra en halsorisk fér manniskor.

e Folj alltid praxis for standardiserad laboratoriesékerhet, inklusive anvandning av lampliga skyddsklader och
skyddsglaségon vid hantering av reagenser och kontaminerade prover.

e Undvik kontakt med innehallet i anrikningsmediet och reagensréren efter amplifiering.

Kassera de anrikade proverna enligt géllande branschstandarder.

e Prover som inte har virmebehandlats korrekt under analysens lyseringssteg bor betraktas som en potentiell biologisk
fara och ska INTE foras in i Neogen Molekylart Detektionsinstrument.
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F6r att minska riskerna for korskontaminering vid analysforberedelserna:
e Biér alltid handskar (fér att skydda anvandaren och férhindra inférsel av nukleaser).

For att minska riskerna som &r férbundna med miljéféroreningar:
e Folj gallande branschstandarder fr kassering av férorenat avfall.

F6r att minska riskerna som férknippas med exponering for heta vatskor:

o Overskrid inte rekommenderad temperaturinstillning pa uppvarmningsanordningen.

e Overskrid inte den rekommenderade uppvarmningstiden.

e Anvand en lamplig, kalibrerad termometer (t.ex. en termometer fér delvis nedsénkning eller en digital
virmeelementtermometer, inte en termometer for fullstindig nedsénkning) for att kontrollera temperaturen i Neogen®
Molekylar Detektions nsats fér varmeblock. Termometern maste placeras pa anvisad plats i Neogen Molekylar
Detektion, Insats fér varmeblock.

OBSERVERA

Fér att minska riskerna fér korskontaminering vid analysférberedelserna:

e Byt handskar innan reagens-pelletarna vits.

e Anvindning av sterila pipettspetsar med aerosolbarriér (filtrerade) for molekylarbiologiskt bruk rekommenderas.

e Anvand en ny pipettspets for varje provoverforing.

e Folj god laboratoriepraxis vid dverféringen av provet fran anrikningsroret till lyseringsréret. Fér att undvika
kontaminering av pipetten kan anvdndaren vélja att Iagga till ett mellanliggande 6verféringssteg. Exempelvis kan
anvandaren foéra Gver varje anrikat prov till ett sterilt ror.

e Anvand en arbetsstation avsedd fér molekylarbiologi med bakteriedédande lampa om s&dan finns tillganglig.
Dekontaminera laboratoriebénkar och utrustning (pipetter, verktyg for att fasta och ta av lock o.s.v.) regelbundet med
en 1-5 % (volym i vatten) blekmedelslésning eller DNA-borttagningsldsning.

For att minska riskerna som forknippas med ett falskt positivt resultat:

o Oppna aldrig reagensror efter amplifieringen.

e Kasta alltid de férorenade roren genom att blétlagga i en 1-5 % (volym i vatten) hushallsblekmedel eller motsvarande
|6sning i 1 timme péa avstand fran analysberedningsomradet.

e Autoklavera aldrig reagensror efter amplifieringen.

Se sidkerhetsdatabladet for ytterligare information och lokala féreskrifter for kassering.

Om du har frdgor om specifika tillampningar eller procedurer kan du beséka var hemsida péd www.neogen.com eller
kontakta din lokala representant eller terférséljare for Neogen.

Anvandaransvar
Det aligger anvandarna att bekanta sig med produktinstruktioner och produktinformation. Besék var hemsida pa adressen
www.neogen.com eller kontakta din lokala Neogen-representant eller -leverantér fér mer information.

Vid val av testmetod &r det viktigt att kdnna till att externa faktorer som provtagningsmetod, testprotokoll, provpreparering,
hantering och laboratorieteknik kan paverka resultat.

Det aligger anvéndaren att vid val av testmetoder utvardera tillréckligt ménga prover med lampliga matriser och
utmaningar, foér att dvertyga anvandaren att den valda metoden uppfyller kraven.

Det aligger ocksa anvandaren att faststalla att en testmetod och dess resultat uppfyller kraven fran dennes kunder
och leverantorer.

Liksom med alla testmetoder utgér inte resultat som erhallits fran anvéndning av nagon produkt fran Neogen
Livsmedelshygien en garanti fér kvaliteten hos de matriser eller processer som testats.

For att hjélpa kunder att utvardera metoden for olika livsmedelsmatriser har Neogen utvecklat satsen Neogen® Molekylar
Detektion Matris Kontroll. Vid behov kan Matriskontroll (MC) anvéndas fér att avgéra om matrisen férmar paverka
resultaten hos Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes resultat. Testa flera prover som ar
representativa for matrisen, dvs. prover som inhdmtats fran olika kallor, vid varje valideringstillfalle nar Neogen-metoden
anvands eller nar nya eller okédnda matriser eller matriser som har genomgatt ramaterial- eller bearbetningsandringar testas.

En matris kan definieras som en typ av produkt med sérskilda egenskaper, sdésom sammanséttning eller bearbetning.
Skillnaderna mellan matriser kan orsakas av nagot sa enkelt som effekter av skillnader i bearbetning eller utformning,
till exempel ra kontra pastériserad, farsk kontra torkad, osv.

Garantibegransningar/begréansad ersattning - -

MED UNDANTAG AV VAD SOM UTTRYCKLIGEN ANGES | AVSNITT OM GARANTIBEGRANSNING FOR INDIVIDUELLA
FORPACKNINGAR, FRANSAGER SIG NEOGEN ALLA UTTRYCKLIGA OCH UNDERFORSTADDA GARANTIER, INKLUSIVE,
MEN INTE BEGRANSAT TILL, ALLA GARANTIER BETRAFFANDE SALJBARHET ELLER LAMPLIGHET FOR ETT VISST
ANDAMAL. Om nagon produkt frdn Neogen Livsmedelshygien #r defekt kommer Neogen eller dess auktoriserade leverantdr
att efter eget gottfinnande ersatta produkten eller terbetala produktens inképspris. Detta &r den enda ersattning som ges.
Kontakta din Neogen-representant eller en godkénd Neogen-distributér om du har fler fragor.
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Begridnsning av Neogen:s ansvar

NEOGEN KOMMER INTE ATT I{’ATA SIG NAGOT ANSVAR FOR FORLUST ELLER SKADOR, VARE SIG DIREKTA,
INDIREKTA, SARSKILDA, TILLFALLIGA ELLER EFTERFOLJANDE SKADOR, INKLUSIVE, MEN INTE BEGRANSADE TILL,
FORLORADE VINSTER. Under inga omsténdigheter ska Neogen:s ansvar i nagot som helst lagrum &éverskrida inképspriset
for den pastatt defekta produkten.

Forvaring och kassering

Forvara Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes vid 2—-8°C. Far inte frysas. Forvara satsen pa en
mérk plats. Kontrollera att foliepasen ar oskadad nar satsen har 8ppnats. Anvénd inte om pasen ar skadad. Efter att pasen
har 6ppnats ska oanvénda reagensrér alltid férvaras i den aterférslutningsbara pasen med torkmedlet inuti fér att bevara de
frystorkade reagensernas stabilitet. Férvara aterférslutna pasar vid 2-8°C i hégst 60 dagar.

Anvand inte Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes efter utgangsdatumet. Utgangsdatum och
partinummer anges pé etiketten péa lddans utsida. Efter anvandning kan anrikningsmedlet och réren till Neogen Molecular
Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes eventuellt innehélla patogena material. Félj gallande branschstandarder fér
kassering av kontaminerat avfall nar testen har genomforts. Se sdkerhetsdatabladet for ytterligare information och lokala
foreskrifter for kassering.

Bruksanvisning
Folj alla anvisningar noggrant. Underlatenhet att géra detta kan leda till felaktiga resultat.

Laboratoriebankar och utrustning (pipetter, verktyg for att fasta och ta av lock o.s.v.) regelbundet med en 1-5%
(volym i vatten) blekmedelslésning eller DNA-borttagningslésning.

Anvandaren méste genomga utbildningen i driftkvalifikation (OQ) fér Neogen Molekylért Detektionssystem, enligt
beskrivningen i dokumentet "Protokoll fér installationskvalifikation (IQ)/driftkvalifikation (OQ) och anvisningar fér
Neogen Molekylart Detektionssystem”™®.

Se avsnittet "Specifika anvisningar for validerade metoder” fér sarskilda krav:

Tabell 3 for anrikningsprotokoll enligt AOAC® Official Method of Analysis®™ 2016.08 och AOAC® Performance Tested
Method*™ Certifikat 081501.

Tabell 4 f6r anrikningsprotokoll enligt NF Validation-certifikatet 3M 01/15-09/16.

Provanrikning

| tabell 2, 3 eller 4 visas en vagledning till anrikning av livsmedels- och miljéprover. Anvéndaren ansvarar for att
validera alternativa provtagningsprotokoll eller spadningsforhéllanden for att sékerstélla att testmetoden uppfyller
anvéndarens kriterier.

Livsmedel
1. L&t anrikningsmediet fér Demi-Fraser-buljong (inklusive jarnammoniumcitrat) balanseras till omgivande temperatur
i laboratoriet.

2. Kombinera anrikningsmediet och provet aseptiskt enligt tabellerna 2, 3 eller 4. For prover med kétt och som innehéller
en stor méngd partiklar rekommenderas att filterpasar anvénds.

3. Homogenisera noggrant genom att mixa, anvanda stomacher eller blanda manuellt i 2 = 0,2 minuter. Inkubera vid
37 £ 1°C enligt tabell 2, 3 eller 4.

4. Forraa mejeriprodukter (se tabell 2, 3 eller 4), for éver 0,1 ml av den priméra anrikningen till 10 ml Fraser-buljong.
Inkubera vid 37 = 1°C i 20-24 timmar.

Miljoprover

Provinsamlingsenheter kan vara en svamp som hydrerats med en neutraliserande 16sning for att inaktivera effekterna hos
desinficeringsmedlen. Neogen rekommenderar att man anvénder en biocidfri cellulosa-svamp. Neutraliseringslésningen
kan vara Dey-Engley (D/E) neutraliseringsbuljong eller Letheen-buljong. Det ar rekommenderat att man sanerar omradet
efter provtagning.

VARNING: Om du viljer att anvanda neutraliseringsbuffert (NB) som innehaller arylsuffonatkomplex som

hydrerande |6sning fér svampen méaste man ha en 1:2-spadning (1 del prov i 1 del steril anrikningsbuljong) fér
anrikningsmiljéprovet innan det testas for att minska riskerna som férknippas med ett falskt negativt resultat som
leder till utslapp av kontaminerad produkt. Ett annat alternativ ar att Gverféra 10 pl neutraliserande buffertanrikning till
Neogen Lyseringslésningsroren.

Den rekommenderade storleken pa provtagningsomradet for att verifiera férekomsten eller franvaron av patogenener pa
ytan ar minst 100 cm? (10 cm x 10 cm eller 4”x 4”). N&r du provtar med en svamp, svabba éver hela omrédet i tva riktningar
(vanster till héger och sedan upp och ner) eller samla miljéprover enligt ditt nuvarande provtagningsprotokoll eller enligt
riktlinjerna i FDA BAM™, USDA FSIS MLG® eller ISO 185937,



1. LAt anrikningsmediet fér Demi-Fraser-buljong (inklusive jarnammoniumcitrat) balanseras enligt laboratoriets

omgivande temperatur.
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2. Kombinera anrikningsmediet och provet aseptiskt enligt tabellerna 2, 3 eller 4.

3. Homogenisera noggrant genom att mixa, anvanda stomachereller blanda manuellt i 2 + 0,2 minuter. Inkubera vid
37 £ 1°C i 24-30 timmar enligt tabell 2, 3 eller 4.

Tabell 2: Allmanna anrikningsprotokoll vid 37 + 1°C med anvéandning av Demi-Fraser-buljong och Fraser-buljong

efter behov.

Anriknings- T :
Provmatris Provstorlek | buljongvo- A""ka:')"gs“d
lym (ml)
Varmebehandlat,
kokt, marinerat
kott, fagel, skaldjur
och fisk
Véarmebehandlade/
pastoriserade _
mejeriprodukter 259 225 24-30
Produkter och
gronsaker
Flerkomponents-
livsmedel
100 eller
1 svam 24-30
Miljsprover® P 225
1 svabb 10 24-30
Ratt kott, fagel, _
skaldjur, fisk 259 475 26-32
Priméaranrikning Sekundar anrikning
(Demi-Fraser-buljong)® (Fraser-buljong)® Volym
Provmatris o Toh provana-
Anriknings- T : _ | Anriknings- “oe (b)
Provstorlek | buljongvo- A""ka"')"gs“d Prol\;sktor temperatur A":'izn(':)gs lys
lym (ml) (°C)
Overfor
R3a 0,1 ml
L 25¢g 225 20-24 till 10 ml 37 +1 20-24 10 pl
mejeriprodukter Fraser-
buljong

(a) Demi-Fraser och Fraser-buljong bér alltid kompletteras med Fraser-buljongtillskott (ferriammoniumcitrat) under den
priméra eller sekundéara anrikningen.

(b) Provvolym 6verford till Neogen Lyseringslosningsroren. Se steg 4.6 i avsnittet om lysering.

Specifika anvisningar fér validerade metoder
AOAC? Official Method of Analysis™ 2016.08
AOAC® Performance Tested Method*" #081501

AO

PERFORMANCE TESTED

AC

RESEARCH INSTITUTE

081501

LICENSE NUMBER

| AOAC Research Institute OMA®M och PTMSM studier, fann man att Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria
monocytogenes ar en effektiv metod for att upptéacka Listeria monocytogenes. Matriserna som testades i studien visas

i tabell 3.
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Tabell 3. Anrikningsprotokoll med Demi-Fraser-buljong® vid 37 = 1°C enligt AOAC OMAS™ 2016.08 och PTMS™
Certifikat nr. 081501.

Provmatris Provstorlek Anrikningsbuljongvolym Anrikningstid
(ml) (h)
Notkottskorvar, farskost, vaniljglass,
cottage cheese med 4 % fetthalt, choklad _
med standardmjolk med 3 % fetthalt, 259 225 24-30
romansallat, rd spenat i pase, kallrékt lax
Ré& kycklig 259 475 28-32
Delikatesskalkon 125¢g 1125 24-30
Tillracklig volym for att lata
- ® —
Cantaloupe-melon Hel melon melonen flyta 26-30
Rostfritt stal 1 svamp 225 24-30
& | Férseglad betong 1 svamp 100 24-30
[o]
8
2 Plast® 1 svabb 10 24-30
=

Alla prover for AOAC-valideringen homogeniserades med stomacher om inte annat anges.

(a) Demi-Fraser och Fraser-buljong bér alltid kompletteras med Fraser-buljongtillskott (ferriammoniumcitrat) under den
priméra eller sekundéra anrikningen.

(b) Homogenisera provet med manuell blandning.

(¢) Homogenisera provet genom att vortexa det.

NF VALIDATION av AFNOR Certification

VALIDATION
EN ISO 16140

3M01/15-09/16
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http:/nf-validation.afnor.org/en

For ytterligare information om valideringsslut, las NF VALIDATION-certifikatet som finns tillgédngligt pa ovan
angivna webbsida.

NF VALIDATION-certifierad metod i enlighet med ISO 16140-2® jamfért med ISO 11290
Valideringsomfang: Alla livsmedels- och miljéprover (exklusive prover fér primarproduktion)
Provberedning: Prover bor beredas enligt EN 1ISO 11290-1@ och EN ISO 6887®
Programversion: Se certifikat

Tabell 4: Anrikningsprotokoll som utférs enligt NF VALIDATION certifierad metod 3M 01/15-09/16 vid 37 £ 1°C med
anvandning av Demi-Fraser-buljong och Fraser-buljong efter behov.

Anriknings- | Anriknings- Anrik- Volym

Allméant protokoll Provstorlek buljongvo- | temperatur | . . prova- | Accepterad avbrottspunkt
ningstid (h)

lym (ml) (£ 1°C) nalys®

Alla matprover

(utom ratt kott, raa e Demi-Fraser Buljong upp

skaldjur och ra 259 till 72 timmar
mejeriprodukter 225 37 24-30 20 yl | eLysatvid -20°C
259, e Lysera vid 4°C upp till
Miljoprover 1 svabb eller 72 ti:nr\:mlar upp
1 torkduk
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Primaranrikning (Demi-Fraser-buljong)® Sekundir anrikning (Fraser-buljong)®
- ik- Accepte-
Specifikt Anrik iknings- ikninas-
s | prov- | ingsul- | AHTgS | i | prov. | Akoings | g | Ve |
storlek | jongvolym B ningstid (h) | storlek B ningstid (h) o |Prottspun
(ml) (x1°C) (x1°C) nalys
e Fraser
Buljong
Ratt N upp till
kott, réa %"'19";‘::" 72 timmar
skaldjur | 55 o 225 37 20-24 |4l 10 ml 37 20-24 | 1op |®Lysatvid
och raa Fraser- -20°C
mejeri- A
produkter buljong ¢ \I;?;erc
upp till
72 timmar

(@) Provvolym 6verford till Neogen Lyseringsldsningsroren. Se steg 4.6 i avsnittet om lysering.

(b) Demi-Fraser och Fraser-buljong bér alltid kompletteras med Fraser-buljongtillskott (ferriammoniumcitrat) under den
priméra eller sekundéra anrikningen.

(c) Provvolym éverford till Neogen Lyseringslésningsréren. Se steg 4.6 i avsnittet om lysering.

| ANMARKNING: Prover stérre dn 25 g har inte testats | NF VALIDATION-studien.

Foérberedelse av Neogen® Molekylar Detektion, Snabbladdningslada

1. Vitentrasa med en 1-5% (volym i vatten) hushéllsblekmedel eller motsvarande I6sning och torka av Neogen®
Molekylar Detektion, Snabbladdningslada.

2. Skolj Neogen Molekylar Detektion, Snabbladdningslada med vatten.

3. Torka av Neogen Molekylar Detektion, Snabbladdningslada med en pappershandduk.

4, Sakerstall att Neogen Molekylar Detektion, Snabbladdningslada &r torr innan den anvénds.

Férberedning av Neogen® Molekylar Detektion, Insats for kylblock

Placera Neogen® Molecular Detection Kylblock direkt pa laboratoriebanken. Anvéand kylblock med omgivande temperatur
i laboratoriet (20-25°C).

Forberedelse av Neogen® Molekyldr Detektion, Insats fér vairmeblock

Lagg Neogen® Molekylar Detektion, Insats fér varmeblock i en torr dubbelblocksvarmare. Aktivera den torra
blockvarmaren och stéll in temperaturen sé att Neogen Molekylar Detektion, Insats fér varmeblock tillats uppna och
bibehélla en temperatur pa 100 = 1°C.

ANMARKNING: Beroende pa varmaren tar det cirka 30 minuter for Neogen Molekylar Detektion, Insats for virmeblock
att uppné ratt temperatur. Anvand en lamplig, kalibrerad termometer (t.ex. en termometer fér delvis nedséankning eller
en digital varmeelementtermometer, inte en termometer for fullstandig nedséankning) placerad pa den avsedda platsen
och kontrollera att Neogen Molekylar Detektion insats for varmeblock har en temperatur pa 100 = 1°C.

Beredning av Neogen® Molekyléart Detektionsinstrument
1. Starta Neogen® Molekyldr Detektionssystem-programvara och logga in. Kontakta din Neogen-representant for
livsmedelssékerhet for att sdkerstélla att du har den senaste versionen av programvaran.

2. Aktivera Neogen Molekylart Detektionsinstrument.

3. Skapa eller redigera en datakérning for varje prov. Se anvandarhandboken till Neogen Molekylart Detektionssystem fér
detaljerad information.

ANMARKNING: Neogen Molekylart Detektionsinstrument méaste forsattas i redotillstdnd innan Neogen® Molekylar
Detektion, Snabbladdningsldda med reagensrér fors in. Detta uppvarmningssteg tar cirka 20 minuter och indikeras av en
ORANGE lampa i instrumentets statusfalt. Nar instrumentet &r redo att starta en kérning blir statusfaltet GRONT.

Lysering

Avlagsna nedre delen av Neogen Provrorsstall for lyseringslosning med en skruvmejsel eller spatel innan du placerar det
i Neogen Molekylar Detektion, Insats fér varmeblock.
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L4t réren med lyseringsldsningen (Neogen Lyseringsldsning) varmas upp genom att placera stillet i rumstemperatur
(20-25°C) 6ver natten (16—18 timmar). Alternativa metoder for att virma Neogen Lyseringsldsningsréren till
rumstemperatur dr att stélla Neogen Lyseringslésningsréren pé laboratoriebdnken i minst 2 timmar, inkubera Neogen
Lyseringslésningsréren vid 37 £ 1°C i 1 timme eller placera dem i en torr dubbelblockvarmare i 30 sekunder vid 100°C.

Invertera de lockforsedda roren for att blanda. Fortsétt till ndsta steg inom 4 tim.
Ta ut anrikningsbuljongen fran inkubatorn.
Ett Neogen Lyseringslésningsrér kréavs fér varje prov samt det negativa kontrollprovet (NC) (sterilt anrikningsmedium).

4.1 Remsor med Neogen Lyseringsldsningsror kan klippas for dnskat antal Neogen Lyseringslésningsror. Valj det antal
individuella Neogen Lyseringslésningsrér eller remsor om 8 rér som behovs. Placera Neogen Lyseringslosningsréren
i ett tomt stall.

4.2 Undvik korskontaminering genom att 6ppna ett lock pa en remsa med Neogen Lyseringslsningsror i taget och
anvand en ny pipettspets vid varje 6verféringssteg.

4.3 For 6ver det anrikade provet till Neogen Lyseringslésningsroren enligt beskrivningen nedan:

For dver varje anrikat prov till ett enskilt Neogen Lyseringslosningsror forst. Overfor NC sist.

4.4 Anvand Neogen® Molekylar Detektion, Cap/Decap Redskap - Lysering for att 6ppna en remsa med
Neogen Lyseringsldsningsré — en remsa i taget.

4.5 Kassera locket till Neogen Lyseringslésningsréret — om lysatet ska behallas fér omprov ska locken placeras i en ren
behéllare for ateranvandning efter lysering.

4.5.1 Se bilaga A fér information om behandling av férvarat lysat.

4.6 Overfor 20 pl prov till ett Neogen Lyseringsldsningsror sévida inte annat anges i protokollen i tabell 2, 3 och 4
(t ex. rda mejeriprodukter eller d& man anvander miljéprover med neutraliseringsbuffer pa 10 pl).

\)\% \1\%}\ l
==

Upprepa steg 4.4 till 4.6 tills varje enskilt prov har tillsatts i ett motsvarande Neogen Lyseringslésningsror i remsan.

Nér alla prover har dverforts ska 20 ul NC (sterilt anrikningsmedium, t.ex. buffrad Demi-Fraser-buljong) éverféras till ett
Neogen Lyseringsldsningsrér. Anvand inte vatten som NC.

Kontrollera att temperaturen pd Neogen Molekylar Detektion insats for varmeblock dr 100 = 1°C.

Placera det oovertéackta stallet med Neogen Lyseringslésningsrér i Neogen Molekylar Detektioninsats for varmeblock
och véarm i 15 = 1 minuter. Under uppvarmningen kommer Neogen Lyseringslésningen att dndra farg fran rosa (kall) till
gul (varm).

8.1 Prover som inte har varmebehandlats korrekt under analysens lyseringssteg bér betraktas som en potentiell
biologisk fara och ska INTE foras in i Neogen Molekylart Detektionsinstrument.

Ta ut det o6vertéackta stéllet med Neogen Lyseringslésningsror fran varmeblocket och 1at det svalna i Neogen Molekylar
Detektion -insats for kylblockunder minst 5 minuter men hégst 10 minuter. Neogen Molekylér insats fér kylblock som
anvands vid omgivningstemperatur ska placeras direkt pa laboratoriebénken. Nér lyseringslésningen svalnar atergar
dess farg till rosa.
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10. Ta ut stéllet med Neogen Lyseringslésningsror fran Neogen Molekylar Detektion insats for kylblock.

00500

D D 00.05.00

1. Ett Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes reagensror krévs for varje prov samt for NC-provet.

Amplifiering

1.1 Reagensroérens remsor kan klippas till nskat antal ror. Valj antalet enskilda Neogen Molecular Detection Assay 2 -
Listeria monocytogenes reagensror eller remsor om 8 rér som behdvs.

1.2 Placera Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes Reagensror i ett tomt stll.
1.3 Undvik att rora upp reagens-pelletarna fran provrorens botten.
2. Valj ett ror for Neogen Reagenskontroll och placera det i stéllet.

3. Undvik korskontaminering genom att 6ppna ett lock pa en remsa med Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria
monocytogenes reagensror i taget och anvéand en ny pipettspets vid varje 6verféringssteg.

4. For over lysat till ett Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes reagensrér och ett ror for
Neogen Reagenskontroll enligt beskrivningen nedan:

Overfor varje provlysat till enskilda Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes reagensror
forst, foljt av NC. Hydrera rér for Neogen Reagenskontroll sist.

5. Anvand Neogen® Molekylar Detektion, Cap/Decap Redskap — Reagens fér att 6ppna Neogen Molecular Detection
Assay 2 — Listeria monocytogenes reagensror - en rérremsa i taget. Kassera locket.

5.1 For éver 20 pl av provlysat fran den évre Y av vitskan (undvik utfillning) i Neogen Lyseringslésningsroret till
motsvarande Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes reagensror. Dispensera i en vinkel
for att undvika att pelletsarna rérs upp. Blanda genom att pipettera upp och ned 5 ganger.

5.2 Upprepa steg 5.1 tills enskilda provlysat har lagts till i ett motsvarande Neogen Molecular Detection Assay 2 —
Listeria monocytogenes reagensror i remsan.

5.3 Tack Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes reagensrér med medfoljande extralock och
anvand den rundade sidan av Neogen Molekylar Detektion Cap/Decap Redskap - Reagens och pressa fram och
tillbaka for att stdnga locket ordentligt.

5.4 Upprepa efter behov steg 5.1 till 5.3 for det antal prover som ska testas.

5.5 Nar alla provlysat har éverforts upprepar du steg 5.1 for att fora éver 20 pul NC-lysat i ett Neogen Molecular
Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes reagensror.

5.6 For over 20 pl av NC-lysat i ett ror for Neogen Reagenskontroll. Dispensera i en vinkel for att undvika att
pelletsarna rérs upp. Blanda genom att pipettera upp och ned 5 ganger.

6. Ladda de forslutna provroren i en ren och dekontaminerad Neogen Molekylédr Detektion, Snabbladdningslada. Stang
och l&s locket p& Neogen Molekylar Detektion, Snabbladdningslada.

7. Granska och bekréfta den konfigurerade kérningen i programvaran férNeogen Molekylart Detektionssystem.

8. Klicka pa startknappen i programmet och vilj vilket instrument som ska anvéndas. Det valda instrumentets lock
6ppnas automatiskt.
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9. Placera Neogen Molekylar Detektion, Snabbladdningslada i Neogen Molekylart Detektionsinstrument och sténg locket
for att starta analysen. Resultaten ges inom 75 minuter, men positiva resultat kan detekteras tidigare.

10. Ta ut Neogen Molekylar Detektion, Snabbladdningslédda fran Neogen Molekylart Detektionsinstrument nar
analysen har slutférts och kassera roren genom att blétldgga dem i en 1-5 % (volym i vatten) blekmedelsldsning for
hushallsanvandning i 1 timme pé avstand fran analysberedningsomradet.

OBSERVERA: For att minimera risken for falskt positiva resultat pa grund av korskontaminering ska reagensprovrér med
amplifierad DNA aldrig 6ppnas. Detta inkluderar ror for Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes
reagens, Neogen Reagenskontroll och matriskontroll. Kassera alltid férslutna reagensrér genom att blétlagga dem i en
1-5 % (volym i vatten) blekmedelslésning eller motsvarande i 1 timme pa avsténd fran analysberedningsomrédet.

Resultat och tolkning

En algoritm tolkar ljusutstralningskurvan som genereras genom detektion av nukleinsyraamplifiering. Resultaten analyseras
automatiskt av programmet och fargkodas baserat pa resultatet. Ett positivt eller negativt resultat faststélls genom analys
av ett antal unika kurvparametrar. Presumtivt positiva resultat rapporteras i realtid medan resultat som ar negativa och
sadana som &r mérkta Inspektera visas nér kérningen har slutforts.

Presumtivt positiva resultat bér konfirmeras enligt laboratoriets standardrutiner eller genom referensmetod!'%%, bérjar med
dverforing fran den primara anrikningen till den sekundéra anrikningsbuljongen (om tillampligt), f6ljt av utspridning och
bekréftelse av isolat med anvandning av Iampliga biokemiska och serologiska metoder.

ANMARKNING: Ett negativt prov ger inte ett noll-resultat vid avldsning eftersom systemet och Neogen Molecular
Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes forstarkningsreagens ger en "bakgrund” relativ ljusenhet (RLU) vid avldsning.

Skulle ovanlig ljusutstralning férekomma, vilket &r séllsynt, méarker algoritmen detta med "Inspektera”. Neogen
rekommenderar att anvdndaren upprepar analysen av prover som resulterar i Inspektera. Om resultatet fortsatter att vara
Inspektera ska du ga vidare till testbekréftelse med den metod du féredrar eller sé som anges i lokala foreskrifter.

Tabell 5: Resultatsymboler fér prover och tolkning som tillhandahalls av Neogen Molekylart Detektionssystem-programvaran.

Brunnstyp Brunnresultatsymbol Resultat Tolkning
Prov . Positiv Provet ar antagligen positivt fér malpatogenen.
Prov . Negativ Provet ar negativt fér mélpatogenen.
Provmatrisen hdmmade analysen. Ett omtest kan behévas.
Prov @ Spérrad Se avsnittet felsdkning och produktinstruktioner for
analyspaketet for mer information.
Narvaron eller franvaron av malpatogenen var obestamd.
Prov ® Inspektera | Ett omtest kan behdvas. Se avsnittet felsékning och
produktinstruktioner fér analyspaketet fér mer information.
Ingen bioluminescens detekterades. Ett omtest kan behdvas.
Prov @ Fel Se avsnittet felsékning och produktinstruktioner fér

analyspaketet fér mer information.

Bekriftelse av resultat enligt NF VALIDATION-certifierad metod
Alternativ 1: Anvénda ISO 11290®-standarden frdn Demi-Fraser-anrikningen.
Alternativ 2: Genom isolering pa PALCAM-agar (O&A) eller pé kromogen agar som ingér i en NF VALIDATION-certifierad

metod for detektion av Listeria monocytogenes. Férekomsten av karakteristiska kolonier ar tillracklig for att bekrafta
férekomsten av Listeria monocytogenes.

Alternativ 3: Anvinda nukleinsyrasonder som beskrivs i EN ISO 7218 standarden och som utférs pé isolerade kolonier,
fran selektiv agar (se alternativ 1 eller 2).

Alternativ 4: Anvand nagon annan certifierad NF VALIDATION-metod, vars princip maste vara annorlunda &n den som
anvands i Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria monocytogenes. Hela protokollet fér denna andra validerade
metod méste anvéndas. Alla steg fére starten av bekréftelsen méaste vara gemensamma fér bada metoderna.

| fall av icke 6verensstammande resultat (presumtivt positiva med den alternativa metoden, ej bekraftade med nagon
av de beskrivna metoderna ovan) méste laboratoriet félja de obligatoriska stegen for att sékerstilla validiteten fér de
erhallna resultaten.

| fall av icke dverensstimmande resultat (presumtivt positiva med Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria
monocytogenes, som inte bekriftas med ndgon av de ovan beskrivna metoderna) méste laboratoriet félja de obligatoriska
stegen for att sakerstélla validiteten for de erhéllna resultaten.

10
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Om du har fragor om specifika tillampningar eller procedurer kan du beséka var hemsida pa www.neogen.com eller
kontakta din lokala representant eller aterférséljare for Neogen.

Bilaga A. Protokollavbrott: Férvaring och omprovning av virmebehandlade lysater.
1. For att lagra ett virmebehandlat lysat, tack lyseringsroret igen med ett rent lock (se “Lysering”, 4.5).

2. Forvaravid 4 till 8°C i upp till 72 timmar.
3. Forbered ett férvarat prov fér amplifiering genom att véinda det upp och ned 2-3 génger s att det blandas.
4. Avlagsna locken fran roren.
5. Placera de blandade lysatréren i Neogen Molekylar Detektion, Insats fér varmeblock och varm vid 100 = 1°C
i 5+ 1 minuter.
6. Ta bort stéllet med Neogen Lyseringslésningsrér fran varmeblocket, och |at det svalna i Neogen Molekylar Detektion,

insats for kylblock i minst 5 minuter och hdgst 10 minuter.
7. Fortsatt enligt protokollet i avsnittet "Amplifiering” som beskrivs ovan.
Referenser:

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

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

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

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

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

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

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

Forklaring av produktetikettsymbolerna
info.neogen.com/symbols
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iNEﬂEEN Udstedelsesdato: 2024-07

Produktvejledning

Molekylaer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes

Produktbeskrivelse og tilsigtet brug

Neogen® Molekyleer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes bruges sammen med Neogen® Molekyleer Detektions
System til hurtig og preecis detektion af Listeria monocytogenes i opformerede fedevareprgver og miljgprever. Neogen
Molekylaer Detektions Analyser bruger loop-medieret, isotermisk amplifikation til hurtigt at forstaerke nukleinsyresekvenser
med hgj specificitet og falsomhed kombineret med bioluminescens for at afslgre amplifikationen. Formodede positive
resultater bliver rapporteret i realtid, mens negative resultater bliver vist, nar analysen er gennemfgrt. Formodede positive
resultater ber verificeres ved hjeelp af din foretrukne metode eller som angivet i de lokale vedtaegter’:2 3,

Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes er beregnet til brug i laboratorieomgivelser af
professionelle, der er uddannet i laboratorieteknikker. Neogen har ikke dokumenteret brugen af dette produkt i andre
brancher end fade- og drikkevarer. For eksempel har Neogen ikke dokumenteret dette produkt til test af vandpraver,
medicinalvareprever, kosmetikprgver, kliniske praver eller veterinaere praver. Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 -
Listeria monocytogenes er ikke blevet evalueret med alle mulige testprotokoller eller med alle mulige bakteriestammer.

Som for alle testmetoder kan kilden, sammensaetningen og kvaliteten af opformeringsmediet pavirke resultatet.
Faktorer sasom prevetagningsmetoder, testprotokoller, praveforberedelse, handtering samt laboratorieteknik kan ligeledes
pavirke resultaterne. Neogen anbefaler evaluering af metoden inklusive opformeringsmediet i brugerens omgivelser

ved hjeelp af et tilstreekkeligt antal prever med specifikke fedevarer og mikrobielle udfordringer for at sikre, at metoden
opfylder brugerens kriterium.

Neogen har evalueret Neogen Molekylaer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes med Demi Fraser Bouillon
med ferriammoniumcitrat og Fraser Bouillon med ferriammoniumcitrat efter behov. En typisk sammensaetning af dette
medie er angivet nedenfor.

Typisk sammenszetning af Demi Fraser (g/1) Typisk sammenszetning af Fraser (g/1)
Basis Bouillon Basis Bouillon
Natriumklorid 20g Natriumklorid 20g
Natriumfosfat, dibasisk, vandfri* 96g Natriumfosfat, dibasisk, vandfri* 96g
Oksekgdsekstrakt 50g Oksekadsekstrakt 50g
Pankreatisk fordgjelse af casein 50g Pankreatisk fordgjelse af casein 50g
Peptisk fordgjelse af animalsk vaev 50g Peptisk fordgjelse af animalsk vaev 50g
Geerekstrakt 50g Gaerekstrakt 50g
Lithiumklorid 3,09 Lithiumklorid 3,09
Kaliumfosfat, monobasisk 1,35¢g Kaliumfosfat, monobasisk 1,35¢g
Esculin 1,09 Esculin 1,09
Acriflavin HCI 0,0125¢g Acriflavin HCI 0,025¢g
Nalidixinsyre 0,01g Nalidixinsyre 0,029
* Erstatning: Natriumfosfat, dibasisk, dihydrat 12,0g

Suppleret med Fraser Bouillon

(Ingredienser pr. 10 ml glas. Et glas tilszettes til én liter basismedie).

Ferriammoniumcitrat 0,5g/10 ml

Slut-pH 7,2 0,2 ved 25°C

Neogen® Molekyleer Detektions Instrument er beregnet til brug sammen med prever, der har gennemgaet
varmebehandling under analysens lysinbehandlingstrin, der er designet til at destruere organismer, der optreeder i praven.

Praver, som ikke er blevet korrekt varmebehandlet under analysens lysinbehandlingstrin, kan udgere en vaesentlig
miljerisiko og ber IKKE seettes ind i Neogen Molekylaer Detektions Instrument.

Neogen Food Safety er ISO 9001-certificeret (International Organisation for Standardisering) med hensyn til design
og produktion.

Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes testkittet indeholder 96 tests, beskrevet i tabel 1.
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Tabel 1. Neogen Molekyleer Detektions Analyse-kittets komponenter

Artikel Identifikation Kvantitet Indholdsfortegnelse Kommentarer
Neogen® Lysinoplasning Lyserad oplasning | 96 (12 strimler med Pa holder og
(LS) i klare reagensglas | 8 reagensglas) 580 pl LS pr. reagensglas klar til brug

Neogen® Molekylaer
Detektions Analyse 2 -
Listeria monocytogenes
reagensglas

Frysetarret, specifik
amplifikations- og Klar til brug
detektionsblanding

96 (12 strimler med

Gule reagensglas | g\ 0000nsglas)

Ekstra haetter Gule heetter g?\gﬁ;:)nmler med Klar til brug
16 (2 poser med Frysetgrret kontrol-
®
8'2%")96” Reagens Kontrol ﬂ:&ef;ie"’_fjnsg'as 8 individuelle DNA, amplifikations- Klar til brug
p-top reagensglas) og detektionsblanding

Den negative kontrol, som ikke medfelger i kittet, er et sterilt opformeringsmedie, f.eks. Demi Fraser Bouillon. Brug ikke
vand som en negativ kontrol.

Sikkerhed

Brugeren skal leese, veere indforstdet med og felge alle sikkerhedsoplysninger i vejledningen til Neogen Molekylzer
Detektions System og Neogen Molekylzer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes. Gem sikkerhedsvejledningen til
fremtidig reference.

A ADVARSEL: Indikerer en farlig situation, som kan resultere i dgdsfald eller alvorlig personskade og/eller skade pa
ejendele, hvis den ikke undgés.

BEMAERK: Indikerer en potentielt farlig situation, som udger en risiko for beskadigelse af ejendom, hvis den
ikke undgas.

/A ADVARSEL

Neogen Molekylaer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes ma ikke anvendes til diagnosticering af sygdomme
pa mennesker eller dyr.

Metoden med Neogen Molekylzer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes kan generere Listeria monocytogenes
pa niveauer, der er tilstreekkelige til at medfere dedfedsel og dedsfald hos gravide kvinder og personer med nedsat
immunforsvar, hvis de eksponeres.

Brugeren skal uddanne sit personale i aktuelle korrekte preveteknikker: for eksempel god laboratoriepraksis,
ISO/IEC 17025“ eller ISO 7218©),

For at reducere risiciene forbundet med et falsk-negativt resultat, der forer til frigerelse af kontaminerede produkter:

e Fglg protokollen, og udfer tests praecist som angivet i produktvejledningen.

e Opbevar Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes som angivet pa pakken og
i produktvejledningen.

e Anvend altid Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes inden udlgbsdatoen.

¢ Anvend Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes til fedevare- og miljgprever, der er blevet
godkendt internt eller af en tredjepart.

¢ Anvend udelukkende Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes med overflader,
desinfektionsmidler, protokoller og bakteriestammer, der er blevet evalueret internt eller af en tredjepart.

e For at lave en miljgprave, der indeholder neutraliserende buffer med arylsulfonatkompleks, foretages fortynding
1:2 inden testning (1 del preve til 1 del steril opformeringsbouillon). En anden mulighed er at overfare 10 pl af
NB-opformeringsmediet til Neogen LS-reagensglassene. Neogen®-prgveindsamlingsprodukter, som inkluderer
neutraliserende buffer med arylsulfonatkompleks: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB,
HS10NB2G og HS2410NB2G.

For at reducere risiciene forbundet med eksponering med kemikalier og biologiske farer:

o Det anbefales kraftigt, at kvindeligt laboratoriepersonale informeres om risikoen for fosterets udvikling som fglge af
infektion hos moderen ved eksponering med Listeria monocytogenes.

e Foretag patogentestning i et korrekt udstyret laboratorium under uddannet personales kontrol. Inkuberet
opformeringsmedie og udstyr eller overflader, der har veeret i kontakt med inkuberet opformeringsmedie, kan indeholde
patogenniveauer, der er tilstraekkelige til at udgere en risiko for menneskelig sundhed.

e Folg altid sikkerhedspraksis for et standardlaboratorium, inklusive brug af passende beskyttelsesudstyr og
beskyttelsesbriller under handtering af reagenser og kontaminerede prgver.

e Undga kontakt med indholdet af opformeringsmediet og reagensglas efter amplifikationen.

Bortskaf opformerede praver i overensstemmelse med gzeldende branchestandarder.

e Prgver, som ikke er blevet korrekt varmebehandlet under analysens lysinbehandlingstrin, kan udgere en vaesentlig
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Overhold fglgende forholdsregler for at reducere risiciene i forbindelse med krydskontaminering under klargaring
af analysen:

e Brug altid handsker (for at beskytte brugeren og undgé introduktion af nukleaser).

miljgrisiko og bar IKKE seettes ind i Neogen Molekyleer Detektions Instrument.

For at reducere risici forbundet med miljskontaminering:
e Folg de geeldende branchestandarder for bortskaffelse af kontamineret affald.

For at reducere risici forbundet med eksponering med varme veesker:

e Overskrid ikke den anbefalede temperaturindstilling pé varmeelementet.

e Overskrid ikke den anbefalede opvarmningstid.

e Brug et passende, kalibreret termometer til at verificere temperaturen for Neogen® Molekylzer Detektions Varmeblok
Indlzeg (f.eks. et termometer til delvis nedsaenkning eller et digitalt termoelementtermometer, ikke et termometer
til hel nedsaenkning). Termometeret skal anbringes pa det dertil indrettede sted i Neogen Molekylzer Detektions
Varmeblok Indleeg.

BEMARK

Overhold felgende forholdsregler for at reducere risiciene i forbindelse med krydskontaminering under klargaring

af analysen:

e Skift handsker fgr reagenskuglehydrering.

e Der anbefales brug af sterile, aerosol-barriere (filtrerede), molekyleerbiologiske pipettespidser.

e Brug en ny pipettespids til hver preveoverfarsel.

e Anvend god laboratoriepraksis til overfersel af preven fra opformeringsglasset til lysinreagensglasset. For at undgéa
kontaminering af pipetterne kan brugeren veelge at tilfaje et mellemliggende overfarselstrin. For eksempel kan brugeren
overfare hver enkel opformerede prave til et sterilt reagensglas.

e Anvend om muligt en molekyleerbiologisk arbejdsstation, der inkluderer en bakteriedraebende lampe. Dekontaminer
med jeevne mellemrum laboratoriets arbejdsborde og udstyr (pipetter, luknings-/dbningsredskaber osv.) med en 1-5%
(v:v i vand) husholdningsklorinopl@sning eller DNA-renseopl@sning.

For at reducere risiciene i forbindelse med et falsk-positivt resultat:

e Reagensglas ma aldrig dbnes efter amplifikation.

e For bortskaffelse af de kontaminerede reagensglas skal de altid ibledlsegges i en 1-5 % (v:v i vand)
husholdningsklorinoplasning eller en tilsvarende oplasning i 1 time og holdes veek fra omradet for analyseforberedelse.

e Reagensglas ma aldrig autoklaveres efter amplifikation.

Se sikkerhedsdatabladet for yderligere oplysninger og lokale vedtaegter for bortskaffelse.

Hvis du har spargsmal til specifikke anvendelser eller procedurer, bedes du besgge vores websted péd www.neogen.com
eller kontakte din lokale Neogen-reprzesentant eller -distributer.

Brugerens ansvar
Brugeren er ansvarlig for at gere sig bekendt med produktvejledninger og -oplysninger. Besgg vores hjemmeside pa
www.neogen.com, eller kontakt din lokale Neogen-repraesentant eller -distributer for at fa yderligere oplysninger.

Nar der veelges en testmetode, er det vigtigt, at man er klar over, at eksterne faktorer sdsom preveudtagningsmetoder,
testprotokoller, preveforberedelse, handtering samt laboratorieteknikker kan pavirke resultaterne.

Det er brugerens eget ansvar at vaelge en testmetode eller et produkt, som evaluerer et tilstreekkeligt antal prever med
de passende matricer og mikrobielle udfordringer for derved at sikre brugeren, at den valgte testmetode lever op til
brugerens krav.

Det er ogsa brugerens eget ansvar at kontrollere, at alle testmetoder og resultater lever op til kundernes og leverandarernes
krav.

Som med alle andre testmetoder gzelder det, at de resultater, der opnas med dette Neogen Food Safety-produkt, ikke giver
garanti for kvaliteten af de testede matricer og processer.

For at hjeelpe kunder med at evaluere metoden til flere forskellige fadevarematricer har Neogen udviklet Neogen®
Molekylzer Detektions Matrix Kontrol-kit. Efter behov kan Matrix Kontrol (MC) anvendes til at afg@re, om matricen har
evnen til at pavirke resultaterne af Neogen Molekylser Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes. Test flere forskellige
repraesentative prgver fra matricen, dvs. praver hentet fra forskellige kilder, fra enhver valideringsperiode under anvendelse
af Neogen-metoden eller under testning af nye eller ukendte matricer eller matricer, der har gennemgaet sendringer i
ramaterialet eller i processen.

En matrice kan defineres som en produkttype med iboende egenskaber sdsom sammensaetning og proces.
Forskelle mellem matricer kan veere s& simple som effekterne forarsaget af forskelle i deres bearbejdning eller
praesentation, f.eks. ra vs. pasteuriseret, frisk vs. t@rret osv.
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Begraensning af garantier/begraenset retsmiddel

BORTSET FRA HVAD DER ER UDTRYKKELIGT ANF@RT | DEN BEGRANSEDE GARANTI PA DEN INDIVIDUELLE
PRODUKTEMBALLAGE, FRASIGER NEOGEN SIG ALLE UDTRYKKELIGE OG UNDERFORSTAEDE GARANTIER,
HERUNDER, MEN IKKE BEGRANSET TIL, ENHVER SALGBARHEDSGARANTI ELLER EGNETHED TIL EN BESTEMT
ANVENDELSE. Hvis et Neogen Food Safety-produkt er behaeftet med fejl eller mangler, vil Neogen eller en af dennes
autoriserede distributerer efter dennes eget skan erstatte produktet eller refundere kabsprisen. Dette er det eneste
til radighed veerende retsmiddel. Kontakt venligst din Neogen-repraesentant eller autoriserede Neogen-distributer for
yderligere spgrgsmal.

Begransning af Neogen's ansvar

NEOGEN KAN IKKE HOLDES ANSVARLIG FOR NOGEN TAB ELLER SKADER, UANSET OM DET DREJER SIG OM
DIREKTE, INDIREKTE, SARSKILT DOKUMENTEREDE, HANDELIGE SKADER ELLER FOLGESKADER, HERUNDER, MEN
IKKE BEGRANSET TIL MISTET FORTJENESTE. Under ingen omstaendigheder skal Neogen's erstatningsansvar kunne
overstige kabsprisen for det produkt, der efter sigende er behaeftet med fejl.

Opbevaring og bortskaffelse

Opbevar Neogen Molekylzer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes ved 2-8°C. Undlad frysning. Opbevar kittet
pa et merkt sted. Efter abning skal det kontrolleres, at folieposen er intakt. Hvis posen er beskadiget, ma produktet ikke
anvendes. Efter abning ber ubenyttede reagensglas altid opbevares i den genlukkelige pose med terremidlet indeni for
at opretholde de fryseterrede reagensers stabilitet. Opbevar de forseglede poser ved temperaturer mellem 2-8°C i hgjst
60 dage.

Anvend ikke Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes efter udlgbsdatoen. Udlgbsdato

og varepartinummer findes pa aeskens udvendige maerkat. Efter brug kan det berigede medie og reagensglas med
Neogen Molekylzer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes muligvis indeholde sygdomsfremkaldende materialer.
Nar testning er fuldfert, bedes du felge de gaeldende branchestandarder for bortskaffelse af kontamineret affald.

Se sikkerhedsdatabladet for yderligere oplysninger og lokale vedtaegter for bortskaffelse.

Brugsanvisning
Felg omhyggeligt alle vejledninger. Hvis dette ikke overholdes, kan det medfere ungjagtige resultater.

Dekontaminer med jeevne mellemrum laboratoriets arbejdsborde og udstyr (pipetter, luknings-/dbningsredskaber osv.)
med en 1-5 % (v:v i vand) husholdningsklorinopl@sning eller DNA-renseopl@sning.

Brugeren skal fuldfgre undervisningen til Neogen Molekylser Detektions System brugerkvalifikation (OQ) som beskrevet
i dokumentet “Installation Qualification (1Q) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen
Molecular Detection System™®.

Se afsnittet “Specifikke instruktioner for validerede metoder” for specifikke krav:

Tabel 3 for opformeringsprotokoller ifalge AOAC® Official Method of Analysis®™ 2016.08 og AOAC® Performance
Tested Method®™ Certificate #081501.

Tabel 4 for opformeringsprotokoller ifelge NF Validation-certifikat 3M 01/15-09/16.

Proveopformering
Tabel 2, 3 og 4 viser retningslinjer for opformering af fedevare- og miljgpraver. Det er brugerens ansvar at evaluere
alternative prgveprotokoller eller blandingsforhold for at sikre, at denne testmetode img@dekommer brugerens kriterier.

Fedevarer
1. Lad Demi Fraser Bouillon opformeringsmedie (med ferriammoniumcitrat) stabilisere til laboratorietemperatur.

2. Kombiner opformeringsmediet og praven aseptisk iht. tabel 2, 3 eller 4. Til alle kedpraver og hgjpartikelpraver
anbefales brug af filterposer.

3. Homogeniser grundigt ved blendning, centrifugering eller hdndmiksning i 2 = 0,2 minutter. Inkuber ved 37 = 1°C iht.
tabel 2, 3 eller 4.

4. Forrd mejeriprodukter (se tabel 2, 3 eller 4) overfgres 0,1 ml af den primaere opformering til 10 ml Fraser Bouillon.
Inkuber ved 37 = 1°C i 20-24 timer.

Miljgprover

Pregveindsamlingsanordningen kan veere en svamp fugtet med en neutraliserende oplasning til inaktivering af
desinfektionsmidlerne. Neogen anbefaler brug af en biocidfri cellulosesvamp. Den neutraliserende opl@sning kan veere
Dey-Engley (D/E) neutraliserende bouillon eller Letheen bouillon. Det anbefales at desinficere omradet efter pravetagning.
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ADVARSEL: Hvis | veelger at bruge neutraliserende buffer (NB) med arylsulfonatkompleks til hydreringsopl@sningen

til svampen, skal der foretages fortynding 1:2 (1 del preve i 1 del steril opformeringsbouilllon) af den opformerede
miljgprave inden testning for at reducere risiciene forbundet med et falsk-negativt resultat, der farer til frigerelse af
kontaminerede produkter. En anden mulighed er at overfgre 10 pL af den neutraliserende opformeringsbuffer til Neogen
LS-reagensglassene.

Den anbefalede starrelse pa prevetagningsomrédet til bekreeftelse af forekomst eller fraveer af patogenet pa overfladen
er mindst 100 cm? (10 cm x 10 cm eller 4 x 4 tommer). Ved prevetagning med en svamp skal hele omradet deekkes ved
at bevaege den i to retninger (venstre mod hgjre og derefter op og ned) for at tage miljspraver ifelge den gaeldende
prevetagningsprotokol eller iht. retningslinjerne i FDA BAM™, USDA FSIS MLG® eller 1ISO 185937,

1. Lad Demi Fraser Bouillon opformeringsmedie (med ferriammoniumcitrat) stabilisere til laboratorietemperatur.
2. Kombiner opformeringsmediet og preven aseptisk iht. tabel 2, 3 eller 4.

3. Homogeniser grundigt ved blendning, centrifugering eller hdndmiksning i 2 = 0,2 minutter. Inkuber ved 37 = 1°C
i 24-30 timer iht. tabel 2, 3 eller 4,

Tabel 2: Generelle opformeringsprotokoller ved 37 + 1°C ved brug af Demi Fraser Bouillon og Fraser Bouillon efter behov.

Opforme-
5 ; Opforme-
Pregvematrice Prevestor- | ringsbouil- ringstid
relse lonens vo- i
lumen (ml)
Varmebehandlet,
tilberedt, konserveret
ked, fierkree, skaldyr
og fisk
Varmebehandlede/
pasteuriserede )
meelkeprodukter 259 225 24-30
Landbrugsprodukter
og grentsager
Fedevarer med
flere komponenter
100 eller
1 svam 24-30
Miljgprever® P 225
1 podepind 10 24-30
Rat ked, fjerkree, )
skaldyr, fisk 259 475 28-32
Primaer opformering Sekundzer opformering
(Demi Fraser Bouillon)® (Fraser Bouillon)® 5
rgveana-
Pregvematrice Opforme- lysevolu-
o . | Opforme- _ Opforme- Opforme- ®)
Pmr‘;?:;m :?ng::so:;l_ ringstid sr;:’r:Tse ringstempe- ringstid men
lumen (ml) (timer) ratur (°C) (timer)
Overfer
0,1 ml
Ra& meelkeprodukter 25¢g 225 20-24 til 10 ml 37 =1 20-24 10 pl
Fraser
Bouillon

(@) Demi Fraser og Fraser Bouillon skal altid suppleres med Fraser Bouillon (ferriammoniumcitrat) under primeer eller
sekundzer opformering.

(b) Pravevolumen overfert til Neogen LS-reagensglassene. Se trin 4.6 i afsnittet Lysinbehandling.
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Specifikke instruktioner for validerede metoder
AOAC?® Official Method of Analysis™ 2016.08
AOAC® Performance Tested Method*" #081501

& PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 081501
| OMASM- og PTM3M-programmer udfert af AOAC Research Institute har Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 -
Listeria monocytogenes vist sig at vaere en effektiv metode til detektion af Listeria monocytogenes. Matricerne, der er testet
i denne undersa@gelse, er vist i Tabel 3.

Tabel 3. Opformeringsprotokoller med Demi Fraser Bouillon® ved 37 = 1°C iht. AOAC OMAS™ 2016.08 og
PTMSM-certifikat nr. 081501.

Opformeringsbouillonens Opformeringstid

Prevematri Provestorrel .
gvematrice gvestorrelse volumen (ml) (timer)

Hotdogs med oksekad, queso fresco,
vanilleis, hytteost med 4 % mzelkefedt, .
sedmazelkskakaomaelk 3 %, romainesalat, ra 259 225 24-30
spinat i pose, koldraget laks

Ré& kylling 25¢g 475 28-32
Kalkunpalaeg 125¢g 1125 24-30
Cantaloupemelon® Hel melon T"St;rill(gﬁgg \I::Lu?y?jnet” at 26-30
Rustfrit stal 1 svamp 225 24-30
§ Forseglet beton 1 svamp 100 24-30

]
% Plast® 1 podepind 10 24-30

Alle praver til AOAC-valideringen blev homogeniseret med centrifugering, medmindre andet er angivet.

(a) Demi Fraser og Fraser Bouillon skal altid suppleres med Fraser Bouillon (ferriammoniumcitrat) under primeer eller
sekundeer opformering.

(b) Homogeniser preven ved handmixning.

(c) Homogeniser prgven i en vortex-blander.

NF VALIDATION med AFNOR Certification

QUFICATION
®

NF

VALIDATION
EN ISO 16140

3M01/15-09/16
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en
For yderligere oplysninger om validering henvises der til NF VALIDATION-certifikatet, der er tilgeengeligt pa det ovenfor
nzevnte websted.
NF VALIDATION-certificeret metode i overensstemmelse med ISO 16140-2® i sammenligning med ISO 11290®
Valideringsomradet: Alle prgver af humane fedevarer samt miljgprever (med undtagelse af praver fra primaer produktion)
Pregveforberedelse: Praver bar forberedes i henhold til EN 1ISO 11290-1® og EN I1SO 6887
Softwareversion: Se certifikat
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Tabel 4: Opformeringsprotokoller iht. NF VALIDATION-certificeret metode 3M 01/15-09/16 ved 37 £ 1°C med Demi
Fraser Bouillon og Fraser Bouillon efter behov.

Opforme- Opforme- | Opforme- | Preveana-
Generel protokol Prevestor- | ringsbouillo- | - pstem e- r?n stid | lysevolu- Accepteret
P relse nens volu- tg (*1EC) (t'g ) Y @ afbrydelsespunkt
men (ml) | ratur( imer, men
Alle fadevarepraver . .
(undtagen rat e Demi Fraser Bouillon op
kad, ra skaldyr og 259 til 72 timer
ré maelkeprodukter) 225 37 24-30 20 pl e Lyser ved -20°C
259, e Lyser ved 4°C i op til
Miljgprever 1 podepind 72 timver Hop
eller 1 serviet
Primaer opformering (Demi Fraser Bouillon)® | Sekundser opformering (Fraser Bouillon)®
» Opforme- Prove- | ccepte-
Specifik | Prgve- | ringsbouil-| Opforme- | Opforme-| Prove- | Opforme- |Opforme- analy- ret afbry-
protokol |stgrrel-| lonens |ringstempe-| ringstid | sterrel- | ringstempe-| ringstid sev oI)L- delses-
se volumen | ratur(21°C) | (timer) se ratur (x1°C) | (timer) men® punkt
(ml)
® Fraser
Bouillon
op til
Rat kad Overfer 72 timer
o > 0,1 ml
raskaldyr | g g 225 37 20-24 | il 10 ml 37 20-24 | 1oy |®Lyserved
og ra meael- -20°C
keprodukter Fraser
P Bouillon ® Lyser
ved 4°C
i op til
72 timer
(a) Prevevolumen overfgrt til Neogen LS-reagensglassene. Se trin 4.6 i afsnittet Lysinbehandling.

(b)

Demi Fraser og Fraser Bouillon skal altid suppleres med Fraser Bouillon (ferriammoniumcitrat) under primeer eller
sekundzer opformering.

(©)

| BEMAERK: Prover starre end 25 g er ikke testet i NF validation-undersggelsen.

Pravevolumen overfart til Neogen LS-reagensglassene. Se trin 4.6 i afsnittet Lysinbehandling.

Forberedelse af Neogen® Molekylaer Detektions Bakke til hurtig pafyldning

1. Fugt en klud med en 1-5 % (v: v i vand) husholdningsklorinoplgsning eller en tilsvarende opl@sning, og after
Neogen® Molekylser Detektions Bakke til hurtig pafyldning.

2. Skyl Neogen Molekyleer Detektions Bakke til hurtig pafyldning med vand.

3. Brug et engangshandkleede til at afterre Neogen Molekyleer Detektions Bakke til hurtig pafyldning.

4. Segrg for, at Neogen Molekylzer Detektions Bakke til hurtig pafyldning er ter inden brug.

Forberedelse af Neogen® Molekylzer Detektions Keleblok Indlag

Anbring Neogen® Molekylser Detektions Kaleblok direkte pa laboratoriebordet. Brug keleblokken ved
laboratorietemperatur (20-25°C).

Forberedelse af Neogen® Molekylser Detektions Varmeblok Indlaeg

Anbring Neogen® Molekyleer Detektions Varmeblok Indleeg pa en ter dobbelt varmeenhed. Teend for den tarre
varmeenhed, og indstil temperaturen, s& Neogen Molekyleer Detektions Varmeblok Indleeg kan né og opretholde en
temperatur pa 100 = 1°C.

BEMARK: Afhzengigt af varmeenheden skal man paregne ca. 30 minutter, fer Neogen Molekylzer Detektions Varmeblok
Indlaeg opnér temperaturen. Ved hjeelp af et passende, kalibreret termometer (f.eks. et termometer til delvis nedsaenkning
eller et digitalt termoelementtermometer, men ikke et termometer til fuld nedsaenkning) anbragt p4 det dertil indrettede
sted skal det verificeres, at Neogen Molekylaer Detektions Varmeblok Indlaeg er pa 100 £ 1°C.
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Forberedelse af Neogen® Molekyleer Detektions Instrument

1. Start softwaren til Neogen® Molekylzer Detektions System, og log pa. Kontakt din Neogen Food Safety-repraesentant
for at sikre, at du har den mest opdaterede version af softwaren.

2. Teend for Neogen Molekyleer Detektions Instrument.

3. Opret, eller rediger en kgrsel med data for hver preve. Se brugsanvisningen til Neogen Molekylzer Detektions System
for flere oplysninger.

BEMAERK: Neogen Molekyleaer Detektions Instrument skal opna Klar-tilstanden inden der indsaettes reagensglas
i Neogen Molekylzaer Detektions Bakke til hurtig pafyldning. Dette opvarmningstrin varer ca. 20 minutter og bliver angivet
med et ORANGE lys pa instrumentets statussgjle. Nar instrumentet er klar til en karsel, lyser statussgjlen GRANT.

Lysinbehandling
Fjern bunden af holderen til Neogen Lysinbehandlingsoplgsning med en skruetreekker eller en spatel, fer den placeres
i Neogen Molekyleer Detektions Varmeblok Indleeg.

AN,

1. Lad LS-reagensglassene (Neogen Lysinbehandlingsoplasning) varme op ved at indstille holderen til stuetemperatur
(20-25°C) natten over (16-18 timer). Alternativer til at stabilisere Neogen LS-reagensglassene til stuetemperatur er
at saette Neogen LS-reagensglassene pé arbejdsbordet i mindst 2 timer, inkubere Neogen LS-reagensglassene i en
inkubator ved 37 £ 1°C i 1 time eller stille dem i en t@r, dobbelt varmeblok i 30 sekunder ved 100°C.

2. Vend de lukkede reagensglas pa hovedet for at blande. Ga til neeste trin inden for 4 timer.

w

Fjern opformeringsbouillonen fra inkubatoren.
4, EtNeogen LS-reagensglas er pakreevet til hver prave og til den negative kontrolpreve (NC) (sterilt opformeringsmedie).

4.1 Neogen LS-reagensglasstrimler kan skeeres til det enskede antal reagensglas til Neogen Lysinbehandlingsoplasning.
Veelg antallet af individuelle Neogen LS-reagensglas eller -strimler med 8 reagensglas efter behov. Saet
Neogen LS-reagensglas i en tom holder.

4.2 Abn én Neogen LS-reagensglasstrimmel ad gangen for at undga krydskontaminering, og brug en ny pipette til
hvert overfgrselstrin.

4.3 Overfar opformerede praver til Neogen LS-reagensglas som beskrevet nedenfor:

| Overfar hver opformeret preve til et individuelt Neogen LS-reagensglas ferst. Overfer NC til sidst.

4.4 Brug Neogen® Molekylzer Detektions Veerktgj til Cap/Decap (lukning/adbning) — Lysin-behandling til at &bne én
Neogen LS-reagensglasstrimmel ad gangen.

4.5 Smid Neogen LS-reagensglassets lag veek — hvis lysat skal gemmes til gentestning, sa placer lagene i en ren
beholder til genpaseetning efter lysinbehandlingen.

4.5.1 Ved behandling af gemt af lysat, se bilag A.

4.6 Overfar 20 pl prave til et Neogen LS-reagensglas, medmindre andet er angivet i protokollerne fra tabel 2, 3 eller 4
(ved f.eks. rd maelkeprodukter eller ved brug af miljgprever med neutraliserende buffer anvendes 10 pl).

I
ﬁou\‘

5. Gentag trin 4.4 til 4.6, indtil hver enkelt prave er blevet tilfgjet til et tilsvarende Neogen LS-reagensglas i strimlen.

6. Nér alle praver er blevet overfert, skal der overfares 20 ul of NC (sterilt opformeringsmedie, f.eks. Demi Fraser Bouillon)
til et Neogen LS-reagensglas. Brug ikke vand som en NC.
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7. Kontroller, at Neogen Molekyleer Detektions Varmeblok Indleeg har en temperatur pa 100 = 1°C.,

8. Anbring den utildeekkede holder med Neogen Lysinbehandlingsreagensglas i Neogen Molekylzer Detektions Varmeblok
Indlzeg, og opvarm i 15 £ 1 minutter. | Izbet af opvarmningen vil Neogen Lysinoplasningen skifte farve fra lyserad (kslig)
til gul (varm).

8.1 Pragver, som ikke er blevet korrekt varmebehandlet under analysens lysinbehandlingstrin, kan udggre en vaesentlig
miljgrisiko og bar IKKE szettes ind i Neogen Molekylzer Detektions Instrument.

9. Fjern den utildeekkede holder med Neogen Lysinbehandlingsreagensglas fra varmeblokken, og lad den kgle i Neogen
Molekylzer Detektions Kaleblok Indleeg i mindst 5 minutter og i hgjst 10 minutter. Neogen Molekylzer Kgleblok Indleeg
brugt ved stuetemperatur ber sta direkte pé laboratoriebordet. Nar det er koldt, skifter lysinopl@sningen farve tilbage til
lyserad.

10. Fjern holderen med Neogen Lysinbehandlingsreagensglas fra Neogen Molekyleer Detektions Kaleblok Indlaeg.

0075:00

00:05:00

Amplifikation
1. Et Neogen Molekylser Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes -reagensglas er pakraevet til hver prave og NC.

1.1 Reagensglasstrimler kan skeeres til det @nskede antal reagensglas. Veelg antallet af individuelle Neogen Molekylzer
Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes -reagensglas eller strimler med 8 reagensglas efter behov.

1.2 Placer Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes-reagensglas i en tom bakke.
1.3 Undga at forstyrre reagenskuglerne pa bunden af reagensglassene.
2. Veelg ét Neogen Reagens Kontrol-reagensglas, og anbring det i holderen.

3. For at undgé krydskontaminering 8bnes én Neogen Molekylaer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes-
reagensglasstrimmel ad gangen, og der bruges en ny pipettespids til hvert overfgrselstrin.

4, Overfer lysat til Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes-reagensglas og et Neogen Reagens
Kontrol-reagensglas som beskrevet nedenfor:

Overfar hver prevelysat til individuelle Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes-
reagensglas ferst, efterfulgt af NC. Hydrer Neogen Reagens Kontrol-reagensglasset sidst.

5. Brug Neogen® Molekyleer Detektions Veerktgj til Cap/Decap (lukning/abning) - Reagens til at abne Neogen Molekylzaer
Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes-reagensglas - én reagensglasstrimmel ad gangen. Bortskaf heetten.

5.1 Overfer 20 pl prevelysat fra den everste halvdel af vaesken (undga praecipitat) i Neogen
lysinbehandlingsreagens-glasset til et tilsvarende Neogen Molekylaer Detektions Analyse 2 - Listeria
monocytogenes-reagensglas. Doser med en skra hzeldning for at undga at forstyrre kuglerne. Bland forsigtigt
ved at pipettere op og ned 5 gange.

5.2 Gentag trin 5.1, til individuelt pravelysat er blevet tilfgjet til et tilsvarende Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 -
Listeria monocytogenes-reagensglas i strimlen.

5.3 D=k Neogen Molekylser Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes-reagensglassene med de medfalgende
ekstra haetter, og brug den runde side af Neogen Molekylser Detektions Veerktgj til Cap/Decap (lukning/abning) -
Reagens til at pafere tryk i en frem- og tilbagegéende retning, og serg for, at laget sidder fast.

5.4 Gentag trin 5.1 til 5.3 efter behov for det antal praver, der skal testes.

5.5 Nar alle provelysater er blevet overfart, gentages trin 5.1 for at overfere 20 pl NC-lysat til et Neogen Molekyleer
Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes-reagensglas.

5.6 Overfar 20 pul NC-lysat til et Neogen Reagens Kontrol-reagensglas. Doser med en skra heeldning for at undga at
forstyrre kuglerne. Bland forsigtigt ved at pipettere op og ned 5 gange.

6. Seet reagensglassene med lag pasat i en ren og dekontamineret Neogen Molekylzer Detektions Bakke til hurtig
pafyldning. Luk og las laget til Neogen Molekyleer Detektions Bakke til hurtig pafyldning.
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7. Gennemga og bekrzeft den konfigurerede karsel i softwaren Neogen Molekylaer Detektions System.
8. Klik pa startknappen i softwaren, og veelg det instrument, du vil bruge. Det valgte instruments lag dbnes automatisk.

9. Anbring Neogen Molekylser Detektions Bakke til hurtig pafyldning i Neogen Molekylser Detektions Instrument, og
luk ldget for at pabegynde analysen. Resultaterne fremkommer inden for 75 minutter, skant positive resultater kan
fremkomme hurtigere.

10. Nar analysen er feerdig, fiernes Neogen Molekyleer Detektions Bakke til hurtig pafyldning fra Neogen Molekylaer
Detektions Instrument, reagensglassene bortskaffes ved at lade dem ligge i bled i en 1-5 % (v:v i vand)
husholdningsklorinoplgsning eller en tilsvarende oplasning i 1 time og pé god afstand af analyseklargerelsesomradet.

BEMERK: For at minimere risikoen for falsk-positiver pga. krydskontaminering ma reagensglas, der indeholder
forsteerket DNA, aldrig dbnes. Dette omfatter Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes-
reagensglas samt Neogen Reagens Kontrol- og Matrix Kontrol-reagensglas. De forseglede reagensglas skal altid
bortskaffes ved at ibladlaegge dem i en 1-5 % (v:v i vand) husholdningsklorinopl@sning eller en tilsvarende opl@sning i 1
time og pé god afstand af analyseklarggrelsesomradet.

Resultater og afleesning

En algoritme fortolker lyseffektkurven, der er et resultat af detektionen af nukleinsyreamplifikation. Resultaterne bliver
automatisk analyseret af softwaren og bliver farvekodet baseret pa resultatet. Et positivt eller negativt resultat bliver
fastsldet ved at analysere et antal unikke kurveparametre. Formodede positive resultater bliver rapporteret i realtid, mens
negative resultater og inspektionsresultater bliver vist, efter kerslen er gennemfart.

Formodede positive praever skal bekrzeftes ifglge sikkerhedspraksis for et standardlaboratorium eller ved at felge den
relevante referencemetodebekraeftelse!: 22, der begynder med overfgrsel fra den primaere opformeringsbouillon til den
sekundaere opformeringsbouillon (hvis relevant) efterfulgt af udpladning og bekraeftelse af isolater ved hjaelp af passende
biokemiske og serologiske metoder.

BEMAERK: Selv en negativ preve vil ikke give en nulaflzesning, idet systemet og Neogen Molekylaer Detektions Analyse
2 - Listeria monocytogenes amplifikationsreagenser har en "baggrundsmaeessig"” relativ lysenhed (RLU)-lzesning.

| sjeeldne tilfzelde af en ussedvanlig lyseffekt vil algoritmemaerkaterne kategorisere dette som Inspektion. Neogen anbefaler
brugeren at gentage analysen for alle inspektionspraver. Hvis resultatet fortsat markeres til Inspektion, skal du fortseette til
bekraeftelsestest ved brug af din foretrukne metode eller som specificeret i lokale forskrifter.

Tabel 5: Resultatsymboler for prgver og afleesning, der visers af Neogen Molekyleer Detektions System-softwaren.

Symbol for .
Brendtype brendresultat Resultat Aflaesning

Preve . Positiv Praven er formodet positiv for malpatogenet.

Prove . Negativ Praven er negativ for malpatogenet.
Pravematricen var heemmende for analysen. En ny test kan veere

Prave @ Heemmet | nedvendig. Se afsnittet om fejlfinding og produktvejledningen til
analysesaettet for at fa flere oplysninger.
Forekomst eller fraveer af patogenet kunne ikke fastslas.

Prave @ Inspicer | En ny test kan veere n@dvendig. Se afsnittet om fejlfinding og
produktvejledningen til analyseszettet for at fa flere oplysninger.
Der blev ikke registreret bioluminescens. En ny test kan vaere

Prave @ Fejl nedvendig. Se afsnittet om fejlfinding og produktvejledningen til
analysesaettet for at fa flere oplysninger.

10
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Bekreeftelse af resultater ifalge NF VALIDATION-certificeret metode
Mulighed 1: Brug af ISO 11290@-standarden fra opformeringen med Demi Fraser Bouillon.
Mulighed 2: Ved isolering pd PALCAM-agar eller (O&A) pa kromogen agar, som udger en del af den NF VALIDATION-

certificerede metode til detektion af Listeria monocytogenes. Forekomsten af karakteristiske kolonier er tilstreekkelig til at
bekraefte forekomst af Listeria monocytogenes.

Mulighed 3: Brug af nukleinsyreprober som beskrevet i EN ISO 7218®-standarden udfert pa isolerede kolonier fra selektiv
agar (se mulighed 1 eller 2).

Mulighed 4: Brug af en anden NF VALIDATION-certificeret metode med et andet princip end Neogen Molekylaer
Detektions Analyse 2 - Listeria monocytogenes. Den komplette protokol, der er beskrevet for denne anden validerede
metode, skal anvendes. Alle trin for bekraeftelsen startes skal vaere feelles for begge metoder.

| tilfzelde af uoverensstemmende resultater (formodede positive med den alternative metode, som ikke er bekraeftet med
en af metoderne beskrevet ovenfor), skal laboratoriet anvende den ngdvendige procedure for at sikre valideringen af det
opnaede resultat.

| tilfeelde af uoverensstemmende resultater (formodede positive med Neogen Molekylaer Detektions Analyse 2 -
Listeria monocytogenes, som ikke er bekraeftet med en af metoderne beskrevet ovenfor), skal laboratoriet anvende den
nedvendige procedure for at sikre valideringen af de opndede resultater.

Hvis du har spargsmal til specifikke anvendelser eller procedurer, bedes du besgge vores websted pa www.neogen.com
eller kontakte din lokale Neogen-reprzesentant eller -distributer.

Bilag A. Protokolafbrydelse: Opbevaring og gentestning af varmebehandlede lysater.
1. Til opbevaring af varmebehandlet lysat pészettes en ren heette pa lysisreagensglasset (se afsnit 4.5 "Lysinbehandling").

Opbevar ved 4-8°C i op til 72 timer.
Forbered en opbevaret preve til amplifikation ved at vende den pa hovedet 2-3 gange for at blande.

Tag lagene af reagensglassene.

a D

Placer de blandede lysatreagensglas pd Neogen Molekyleer Detektions Varmeblok Indlzeg, og varm op til
100 = 1°C i 5 = 1 minutter.

Fjern holderen med Neogen Lysinbehandlingsreagensglas fra varmeblokken, og lad den kele i Neogen Molekyleer
Detektions Keleblok Indleeg i mindst 5 minutter og i hajst 10 minutter.

o

7. Fortseet protokollen i afsnittet "Amplifikation" som angivet ovenfor.

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

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

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

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

6. Neogen Installation Qualification (1Q) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen
Molecular Detection System.

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

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

Beskrivelser af symboler til produktmaerkning
info.neogen.com/symbols
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iNEUEEN Utgivelsesdato: 2024-07

Produktveiledning

Molekylaer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes

Produktbeskrivelse og tiltenkt bruk

Neogen® Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes brukes sammen med Neogen® System for

molekyleer deteksjon for rask og spesifikk deteksjon av Listeria monocytogenes i oppformerte mat- og miljgprever.
Neogen Molekylzere deteksjonstester bruker slgyfe-mediert isotermisk amplifikasjon for hurtig amplifikasjon av
nukleinsyresekvenser med hgy spesifisitet og sensitivitet, kombinert med bioluminescens for a registrere amplifikasjonen.
Antatte positive testresultater rapporteres i sanntid, mens negative resultater vises etter at testen er fullfert. Antatte
positive resultater skal bekreftes ved hjelp av din foretrukne metode eller som spesifisert av lokale forskrifter(’:2 3,

Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes er ment for bruk i et laboratoriemilje av fagpersoner med
oppleering i laboratorieteknikker. Neogen har ikke godkjent dette produktet for bruk i andre industrier enn mat og drikke.
Neogen har for eksempel ikke godkjent dette produktet for testing av vann, farmasaytiske, kosmetiske og kliniske praver
eller veterinaerpraver. Neogen Molekylaer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes er ikke evaluert med alle mulige
testprotokoller eller med alle mulige bakteriestammer.

Som for alle testmetoder kan kilden, formuleringen og kvaliteten til anrikningsmediet pavirke resultatene. Faktorer
som prgveinnsamlingsmetoder, testprotokoller, preveforberedelse, handtering og laboratorieteknikk kan ogsa pavirke
resultatet. Neogen anbefaler a4 evaluere metoden, inkludert anrikningsmediet, i brukerens miljg ved bruk av et tilstrekkelig
antall prever ved spesielle matutfordringer og mikrobielle utfordringer for & sikre at metoden oppfyller brukerens kriterier.

Neogen har evaluert Neogen molekylaer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes med Fraser 1/2 buljong som
inneholder jernammoniumsitrat, og Fraser buljong som inneholder jernammoniumsitrat etter behov. En typisk formel for
dette mediet felger nedenfor.

Typisk formel for Fraser 1/2 buljong base (g/L) Typisk formel for Fraser buljong base (g/L)
Natriumklorid 20g Natriumklorid 20g
Natriumfosfat, dibasisk, vannfritt* 9,69 Natriumfosfat, dibasisk, vannfritt* 9,69
Storfekjattekstrakt 509 Storfekjattekstrakt 509
Pankreatisk sasammendrag av kasein 509 Pankreatisk sammendrag av kasein 509
Peptisk sammendrag av dyrevev 509 Peptisk sammendrag av dyrevev 509
Gjeerekstrakt 509 Gjeerekstrakt 509
Litiumklorid 3,09 Litiumklorid 3,09
Kaliumfosfat, monobasisk 1,35g Kaliumfosfat, monobasisk 1,35g
Eskulin 1,09 Eskulin 1,09
Akriflavin HCI 0,0125g Akriflavin HCI 0,025g
Nalidixinsyre 0,01g Nalidixinsyre 0,02g
* Erstatning: Natriumfosdat, dibasisk, dihydrat 12,09

Fraser buljong-supplement
(Ingredienser per 10 mL flaske. En flaske tilsettes en liter basalt medium.)

Jernammoniumesitrat 0,5g/10 mL
Endelig pH 7,2+0,2ved 25°C

Neogen® Instrument for molekylaer detekSJon er ment for bruk med prever som har gjennomgatt varmebehandling i
testens lyseringstrinn, som er konstruert for & gdelegge organismer som finnes i preven. Prgver som ikke har blitt ordentlig
varmebehandlet under testlyseringstrinnet, kan vurderes som en potensiell biologisk fare og skal IKKE settes inn i

Neogen Instrument for molekylzaer deteksjon.

Neogen Food Safety er ISO (International Organization for Standardization) 9001-sertifisert for utforming og produksjon.
Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes inneholder 96 tester, beskrevet i tabell 1.
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Tabell 1. Komponenter i Neogen Molekylaer deteksjonskit

Artikkel Beskrivelse Mengde Innhold Kommentarer

Plassert i stativ

Neogen® Rosa oppl@sning
96 (12 rekker med 8 rgr) | 580 pL LS per rar og klar til bruk

Lyseringsopplasning (LS) i gjennomsiktige rer

Reagensrer for Neogen®
Molekylzer deteksjonstest
2 for Listeria
monocytogenes

Lyofilisert spesifikk
Gule rer 96 (12 rekker med 8 rar) | amplifikasjon og Klar til bruk
deteksjonsblanding

96 (12 rekker med

8 lokk hver) Klar til bruk

Ekstra lokk Gule lokk

Lyofilisert kontroll-
DNA, amplifikasjon og Klar til bruk
deteksjonsblanding

Neogen® Reagenskontroll | Gjennomsiktige rar | 16 (2 poser med 8
(RC) med vippelokk individuelle rgr hver)

Den negative kontrollen, som ikke medfalger i kittet, er et sterilt anrikningsmedium, for eksempel Fraser 1/2 buljong.
Ikke bruk vann som negativ kontroll.

Sikkerhet
Brukeren ma lese, forsta og folge all sikkerhetsinformasjon i instruksjonene for Neogen System for molekylser deteksjon
og Neogen Molekylzer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes. Behold sikkerhetsveiledningen for fremtidig referanse.

A ADVARSEL: Indikerer en farlig situasjon som, om den ikke unngés, kan resultere i dad eller alvorlig personskade
og/eller materielle skader.

MERKNAD: Indikerer en potensielt farlig situasjon som, om den ikke unngas, kan fere til materielle skader.

A ADVARSEL

lkke bruk Neogen Molekylzer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes i diagnostisering av tilstander hos mennesker
eller dyr.

Neogen Molekylzer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes-metoden kan generere Listeria monocytogenes
til nivaer som er tilstrekkelig til 4 forarsake dedfadsler og dedsfall hos gravide kvinner, og de som har darlig
immunforsvar, hvis de eksponeres.

Brukeren ma gi opplaering i korrekte testteknikker til sitt personell: for eksempel Good Laboratory Practices,
ISO/IEC 17025“ eller ISO 7218©),

For a redusere risikoene forbundet med et falskt negativt resultat som kan fere til utslipp av kontaminert produkt:

e Fglg protokollen og utfer testene akkurat slik de beskrives i produktveiledning.

e Oppbevar Neogen Molekylser deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes slik som beskrevet pa pakning og
i produktveiledning.

e Bruk alltid Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes fer utlepsdatoen.

e Bruk Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes for mat- og miljgprever som er godkjent internt
eller av en tredjepart.

e Bruk kun Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes til overfiater, desinfeksjonsmidler, protokoller
og bakteriestammer som har blitt validert internt eller av en tredjepart.

e For en miljgprave som inneholder naytraliserende buffer med arylsulfonat-kompleks, skal du utfere en 1:2 fortynning
for testing (1 del preve i 1 del steril anrikningsbuljong). Et annet alternativ er 8 overfere 10 pL av NB-anrikningen inn i
Neogen lyseringsoppl@sningsrerene. Pravetakingsprodukter fra Neogen® som inkluderer ngytraliserende buffer med
arylsulfonatkompleks: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB, HS10NB2G og HS2410NB2G.

For a redusere risikoene forbundet med eksponering for kjemikalier og biologiske farer:

e Det anbefales sterkt at kvinnelig laboratoriepersonell blir informert om risikoen for et foster i utvikling som resultat av
infeksjon hos moren gjennom eksponering for Listeria monocytogenes.

e Utfer patogentesting i et laboratorium som er korrekt utstyrt, under oppsyn av fagopplzert personell.
Inkubert anrikningsmedium og utstyr eller overflater som har veert i kontakt med inkubert anrikningsmedium,
kan inneholde patogener pé et niva som kan innebzaere helserisiko for mennesker.

e Folg alltid standard praksis for laboratoriesikkerhet, inkludert bruk av egnet personlig verneutstyr og eyevern ved
handtering av reagensrer og kontaminerte praver.

e Unngé kontakt med innholdet i anrikningsmediet og reagensrer etter amplifikasjon.

Kast anrikede praver i henhold til gjeldende industristandarder.

e Prgver som ikke har blitt ordentlig varmebehandlet under testlyseringstrinnet, kan vurderes som en potensiell biologisk
fare og skal IKKE settes inn i Neogen Instrument for molekylaer deteksjon.
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For a redusere risikoene forbundet med krysskontaminering ved klargjering av test:
e Bruk alltid hansker (for & beskytte brukeren og forhindre innfering av nukleaser).

For a redusere risikoen forbundet med miljgforurensning:
e Fglg gjeldende industristandarder for avhending av kontaminert avfall.

For a redusere risiko forbundet med eksponering for varme vaesker:

e lkke overstig den anbefalte temperaturinnstillingen pa varmeblokken.

e |kke overstig den anbefalte oppvarmingstiden.

e Bruk et passende, kalibrert termometer til & kontrollere temperaturen pa Neogen® Varmeblokkinnsats for molekylzer
deteksjon (f.eks. delvis nedsenket termometer eller digitalt termoelement-termometer, ikke et helt nedsenket
termometer). Termometeret ma plasseres pa det angitte stedet p4 Neogen Varmeblokkinnsats for molekylser deteksjon.

MERKNAD

For a redusere risikoene forbundet med krysskontaminering ved klargjgring av test:

e Skift hansker fgr hydrering av reagens-pellet.

e Det anbefales & bruke pipettespisser med sterile, spraybaserte barrierer (filtrerte), av molekylaerbiologi-karakter.

e Bruk en ny pipettespiss for hver praveoverfgring.

e Bruk god laboratoriepraksis til & overfere praven fra anrikningen til lyseringsrgret. For & unngé kontaminering av pipetter
kan brukeren velge & legge til et mellomtrinn under overfering. Brukeren kan for eksempel overfare hver anriket preve til
et sterilt ror.

e Dersom tilgjengelig, bar brukeren bruke en arbeidsstasjon for molekylezer biologi som har en bakteriedrepende lampe.
Utfer periodisk dekontaminering av benker og utstyr (pipetter, verktay for lukking/apning, osv.) i laboratoriet med en
1-5 % (volumandel i vann) oppl@sning av husholdningsblekemiddel eller opplgsning for fjerning av DNA.

For & redusere risikoene forbundet med falskt positivt resultat:

¢ Apne aldri reagensrarene etter amplifikasjon.

e Kast alltid de kontaminerte rgrene ved & blgtlegge dem i en 1-5 % (volumandel i vann) opplgsning av eller tilsvarende
i 1 time og borte fra testens forberedelsesomrade.

e Autoklaver aldri rerene etter amplifikasjon.

Se HMS-databladet for ytterligere informasjon og lokale forskrifter for avhending.

Hvis du har sparsmal om spesifikke bruksomrader eller prosedyrer, kan du besake vart nettsted pa www.neogen.com eller
ta kontakt med en lokal Neogen-representant eller -forhandler.

Brukeransvar
Brukere er ansvarlige for & sette seg inn i produktveiledningen og informasjon om produktet. Besgk nettsiden var,
www.neogen.com, eller kontakt din lokale Neogen-representant eller -distributer for mer informasjon.

Ved valg av testmetode er det viktig & ta hensyn til at eksterne faktorer som metoder for stikkpraver, testprotokoller,
preparering av prgver, handtering og laboratorieteknikk kan pavirke resultatene.

Ved valg av testmetode er det brukerens ansvar & vurdere et tilstrekkelig antall prever med passende matriks og mikrobielle
utfordringer for a tilfredsstille brukeren om at den valgte prevemetoden oppfyller brukerens kriterier.

Det er ogsa brukerens ansvar a fastsla at alle prevemetoder og resultater tilfredsstiller kundens og leverandarens krav.

Som med alle testmetoder utgjer ikke resultatene som oppnas ved bruk av noe Neogen Food Safety-produkt, noen garanti
om kvaliteten av matriksene eller prosessene som testes.

For & hjelpe kunder med & evaluere metoden for forskjellige matmatriks, har Neogen utviklet Neogen® Matrisekontrollsett
for molekylaer deteksjon. Bruk matrikskontroll (MC) ved behov for & avgjere om matrikset har evne til & pavirke resultatene
for Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes. Test flere praver som representerer matrikset, dvs.
prever innhentet fra forskjellige opphav, i lepet av en hvilken som helst valideringsperiode nar Neogen-metoden brukes,
ved testing av nye eller ukjente matriks, eller matriks som har gjennomgatt endringer i rdvaremateriale eller prosess.

Et matriks kan defineres som en produkttype med indre egenskaper, slik som sammensetning og prosess.
Forskjeller mellom matriks kan vaere s& enkle som effekter som skyldes forskjeller i prosessering eller presentasjon,
for eksempel ra i forhold til pasteurisert, fersk i forhold til terket osv.

Begrensing av garantier / begrensede rettigheter

MED MINDRE DET ER UTTRYKKELIG SKREVET | EN BEGRENSET GARANTI PA EN PRODUKTPAKNING, FRASKRIVER
NEOGEN SEG ALLE DIREKTE OG INDIREKTE GARANTIER, INKLUDERT MEN IKKE BEGRENSET TIL, ENHVER GARANTI
OM SALGBARHET ELLER ANVENDELSE TIL ET BESTEMT FORMAL. Hvis noe Neogen Food Safety-produkt er defekt, vil
Neogen eller dets autoriserte distributer erstatte eller refundere produktets kjgpesum etter eget skjgnn. Dette er dine
ubetingede rettigheter. Kontakt Neogen-representanten din eller den autoriserte Neogen-distributgren hvis du har flere
sp@rsmal.
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Begrensning av Neogens ansvar

NEOGEN VIL IKKE VAERE ANSVARLIG FOR NOE TAP ELLER SKADE, DIREKTE ELLER INDIREKTE, SPESIELL, TILFELDIG
ELLER FOLGESKADE, INKLUDERT, MEN IKKE BEGRENSET TIL, TAPT FORTJENESTE. Ikke under noen omstendighet skal
Neogens ansvar, under noen juridisk teori, overstige kjispesummen for et produkt som antas a veere defekt.

Oppbevaring og avhending

Oppbevar Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes ved 2-8 °C. M4 ikke fryses. Hold kitet borte
fra lys under oppbevaring. Etter at kitet er apnet, skal folieposen undersakes for skader. Ma ikke brukes dersom posen
er skadet. Etter dpning skal ubrukte reagensrer alltid oppbevares i den gjenlukkbare posen med terkemiddelet inni, for &
opprettholde stabiliteten til de lyofiliserte reagensene. lkke oppbevar reforseglede poser ved 2-8 °C i mer enn 60 dager.

Ikke bruk Neogen Molekylzer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes etter utlepsdatoen. Utlgpsdato og partinummer
er angitt pa etiketten pa utsiden av esken. Etter bruk kan rerene med anrikningsmediet og Neogen Molekyleer
deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes inneholde potensielt patogent materiale. Nar testingen er fullfert, fglger
brukeren gjeldende industristandarder for avhending av kontaminert avfall. Se HMS-databladet for ytterligere informasjon
og lokale forskrifter for avhending.

Bruksanvisning
Folg alle instruksjonene ngye. Dersom dette ikke blir gjort, kan det fere til unagyaktige resultater.

Utfer periodisk dekontaminering av benker og utstyr (pipetter, verktay for lukking/apning, osv.) i laboratoriet med en
1-5 % (volumandel i vann) oppl@sning av husholdningsblekemiddel eller opplgsning for fjerning av DNA.

Brukeren mé fullfgre oppleeringen for operatarer av Neogen System for molekyleer deteksjon (OQ), som beskrevet
i dokumentet «Installasjonskvalifikasjon (IQ) / Driftskvalifikasjon (OQ) Protokoller og instruksjoner for Neogen System for
molekylzer deteksjon»®,

Se avsnittet «Spesifikke veiledninger for validerte metoder» for spesifikke krav:

Tabell 3 over anrikningsprotokoller i henhold til AOAC® Official Method of AnalysisS™ 2016.08 og AOAC® Performance
Tested Method®™ sertifikat #081501.

Tabell 4 for anrikningsprotokoller i henhold til NF Validation-sertifikat 3M 01/15-09/16.

Prgveanrikning
Tabell 2, 3 eller 4 viser veiledning for anrikning for mat- og miljgprever. Det er brukerens ansvar & validere alternative
praveprotokoller eller fortynningsforhold for 8 sikre at testmetoden mater brukerens krav.

Mat

1. Laanrikningsmediet Fraser 1/2 buljong (inneholder jernammoniumsitrat) stabiliseres til laboratoriets romtemperatur.

2. Kombiner anrikningsmediet og preven aseptisk i henhold til tabell 2, 3 eller 4. For alt kjott og sveert oppdelte praver
anbefales det & bruke filterposer.

3. Homogeniser grundig ved & blande, knuse eller blande for hand i 2 £ 0,2 minutter. Inkuber ved 37 £ 1 °C i henhold til
tabell 2, 3 eller 4.

4. Forra meieriprodukter (se tabell 2, 3 eller 4), overfgres 0,1 mL av den primaere anrikningen inn i 10 mL av Fraser
buljong. Inkuber ved 37 £ 1 °C i 20-24 timer.

Miljeprover

Pravetakingsutstyr kan veere en svamp fuktet med en ngytraliserende l@sning for & motvirke effektene av
desinfeksjonsmidlene. Neogen anbefaler & bruke en giftfri cellulosesvamp. Neytraliseringsl@gsningen kan veere Dey-Engley
(D/E) ngytraliserende buljong eller letheen-buljong. Det anbefales & desinfisere omradet etter pravetakingen.

ADVARSEL: Hvis man velger a bruke ngytraliserende buffer (NB) som inneholder arylsulfonatkompleks, ma man blande
ut den berikete miljgpraven i forholdet 1:2 (1 part prave til 1 del steril anrikningsbuljong) fer testing, for @ kunne redusere
risikoer forbundet med falskt negativt resultat som farer til at det kontaminerte produktet slippes ut. Et annet alternativ er
& overfgre 10 pL av den ngytraliserende buffer-anrikningen inn i Neogen lyseringsopplasningsrerene.

Den anbefalte starrelsen pa prevetakingsomradet for & kontrollere nzerveeret eller fraveeret av patogenet pa overflaten,
er minst 100 cm? (10 cm x 10 cm or 4” x 4”). Ved prevetaking med en svamp mé hele omradet dekkes, ved bevegelse i to
retninger (fra venstre mot hgyre og deretter ovenfra og ned) eller ved innsamling av milj@prever i samsvar med gjeldende
prevetakingsprotokoll eller i henhold til retningslinjene fra FDA BAM', USDA FSIS MLG® eller ISO 185937,

1. Laanrikningsmediet Fraser 1/2 buljong (inneholder jernammoniumsitrat) stabiliseres til laboratoriets romtemperatur.
2. Kombiner anrikningsmediet og preven aseptisk i henhold til tabell 2, 3 eller 4.

3. Homogeniser grundig ved & blande, knuse eller blande for hand i 2 £ 0,2 minutter. Inkuber ved 37 £ 1 °C i 24-30 timer
i henhold til tabell 2, 3 eller 4.
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Tabell 2: Generelle anrikningsprotokoller ved 37 + 1 °C ved bruk av Fraser 1/2 buljong og Fraser buljong etter behov.

Anriknings- N .
. Prove- . Anrikningstid
Prgvematriks storrelse buljong volum (timer)
(mL)
Varmebehandlet,
tilberedt, rakt kjatt,
fjeerfe, skalldyr
og fisk
Varmebehandlede
/ pasteuriserte
meieriprodukter 259 225 24-30
Jordbruksprodukter
og grennsaker
Matvarer med
flere komponenter
. 1 svamp | 100 eller 225 24-30
Miljgprever®
1 svaber 10 24-30
Ratt kjett, fjeerfe, i
skalldyr, fisk 259 475 28-32
. I . Sekundazer anrikning
(a)
Primazer anrikning (Fraser 1/2 buljong) (Fraser buljong)® B
Prevematriks = analyse-
_ Anriknings- A : : An- An- )
(rove | buljong volum A"'(':‘i':r'l';f-)s"d Provestar” | rikningstem- | riknings- pelur
(mL) peratur (°C) | tid (timer)
Overfar
0,1 mL
R& meieriprodukter 25¢g 225 20-24 i10mL 371 20-24 10 uL
Fraser
buljong

(a) Fraser 1/2 buljong og Fraser buljong ma alltid suppleres med Fraser- buljongsupplement (jernammoniumsitrat) under
primaer eller sekundaer anrikning.

(b) Volum av prave overfert til Neogen lyseringsoppl@sningsrgrene. Se trinn 4.6 i lyseringsdel.

Spesifikke veiledninger for validerte metoder
AOACP Official Method of Analysis*” 2016.08
AOAC® Performance Tested Method*” #081501

¥ PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 081501

| AOAC Research Institute OMASM- og PTM3M-programmene ble Neogen Molekylzer deteksjonstest 2 for Listeria
monocytogenes funnet a veere en effektiv metode for & pavise Listeria monocytogenes. Matriksene som ble testet i studien,
er vist i tabell 3.



PTM3M-gertifikatet #081501.
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Tabell 3. Anrikningsprotokoller som brukte Fraser 1/2 buljong® ved 37 £ 1 °C i henhold til AOAC OMAS®™ 2016.08 og

. Anrikningsbuljong Anrikningstid
Prevematriks Provestarrelse volum (mL) (timer)
Grillpglse av storfekjgtt, queso fresco,
vaniljeiskrem, 4 % cottage cheese med )
melkefett, 3 % sjokolademelk av helmelk, 259 225 24-30
romanosalat, ré spinat i pose, kaldrgkt laks
Ra kylling 25¢g 475 28-32
Delikatessekalkun 125¢g 1125 24-30
Nok volum til at
b -
Kantalupp Hel melon melonen flyter 26-30
Rustfritt stal 1 svamp 225 24-30
& | Forseglet betong 1 svamp 100 24-30
)
g
2 Plast® 1 svaber 10 24-30
=

Alle prgvene til AOAC-validering ble homogenisert ved knusing hvis ikke annet er oppgitt.
(a)

Fraser 1/2 buljong og Fraser buljong mé alltid suppleres med Fraser- buljongsupplement (jernammoniumsitrat) under
primeer eller sekundeer anrikning.

(b)
(©

Homogeniser preven ved blanding for hand.

Homogeniser pragven ved virvelbevegelse.

NF VALIDATION av AFNOR Certification

VALIDATION
EN ISO 16140

3M01/15-09/16
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en

For mer informasjon om utlgp av validitet, henvises det til NF VALIDATION-sertifikat tilgjengelig pa nettstedet nevnt over.

NF VALIDATION sertifisert metode i samsvar med ISO 16140-2® sammenlignet med ISO 11290®

Omfang av godkjenningen: Alle praver av human mat og alle milj@prever (unntatt prgver fra primaer produksjon)
Pregvepreparering: Praver skal klargjeres i henhold til EN ISO 11290-1® og EN ISO 6887®
Programvareversjon: Se sertifikat

Tabell 4: Anrikningsprotokoller i henhold til NF VALIDATION sertifisert metode 3M 01/15-09/16 ved 37 = 1 °C ved bruk
av Fraser 1/2 buljong og Fraser buljong ved behov.

Generell Provester- A':L':’:: 9s Anrikningstem-| Anriknings- | Preveanaly- Akseptert
protokoll relse v olurjn (ns'\’L) peratur (x1°C) | tid (timer) | sevolum® avbrytelsespunkt
Alle praver av
human mat . e Fraser 1/2 buljong inntil
(lgnr;(tal'lf:j réttkjett,| 25 72 timer
r4 skalldyr og ré °
meieriprodukter 225 37 24-30 20 L e Lysat ved -20 °C
25¢g, e Lysat ved 4 °C inntil
Miljeprever 1 svaber, 72 timer
eller 1 klut
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Primzer anrikning (Fraser 1/2 buljong)® Sekundszer anrikning (Fraser buljong)®
e An- An- An- An- An- Akseptert
’s,f::;::h Prove- | riknings- |rikningstem- | riknings- s'::f_‘::;_ rikningstem- | riknings- V:’;"':z avbrytel-
storrelse | buljong peratur tid peratur tid P lyse® sespunkt
volum (mL) (x1°C) (timer) se (£1°C) (timer) | @nalyse
e Fraser
buljong
inntil
Ratt kjatt, Qverfor 72 timer
ré skall- 0,1 mL e Lysat ved
dyrogra 259 225 37 20-24 | i10mL 37 20-24 10l _%0 °C
meieripro- Fraser
dukter buljong e Lysat
ved 4 °C
inntil
72 timer

(@) Volum av prave overfart til Neogen lyseringsoppl@sningsrgrene. Se trinn 4.6 i lyseringsdel.

(b) Fraser 1/2 og Fraser buljong m4 alltid suppleres med Fraser buljongsupplement (jernammoniumsitrat) under primzer
eller sekundeer anrikning.

(c) Volum av preve overfert til Neogen lyseringsopplesningsrerene. Se trinn 4.6 i lyseringsdel.

| MERK: Prgver som er storre enn 25 g er ikke blitt testet i NF validation-studien.

Klargjering av Neogen® Hurtiglastebrett for molekyleer deteksjon

1. Veet en klut med 1-5 % (volumandel i vann) husholdningsblekemiddel eller tilsvarende opplesning, og terk av
Neogen® Hurtiglastebrett for molekyleer deteksjon.

2. Skyll Neogen Hurtiglastebrett for molekyleer deteksjon med vann.

3. Bruk en engangsklut til & terke Neogen Hurtiglastebrett for molekylzer deteksjon.

4. Sarg for at Neogen Hurtiglastebrett for molekylzer deteksjon er tart for bruk.

Klargjering av Neogen® Kjeleblokkinnsats for molekylaer deteksjon

Plasser Neogen® Kjgleblokkinnsats for molekylaer deteksjon rett pa laboratoriebenken; bruk kjgleblokken ved laboratoriets
romtemperatur (20-25 °C).

Klargjering av Neogen® Varmeblokkinnsats for molekylzer deteksjon

Plasser Neogen® Varmeblokkinnsats for molekylser deteksjon i en tarr, dobbelblokkvarmeenhet. Sla pé den terre

blokkvarmeenheten og still inn temperaturen slik at Neogen Varmeblokkinnsats for molekylser deteksjon néar og
opprettholder en temperatur pa 100 £ 1 °C.

MERK: Avhengig av varmeenheten, skal Neogen Varmeblokkinnsats for molekyleer deteksjon bruke omtrent

30 minutter pé & nd temperaturen. Bruk et passende, kalibrert termometer (f.eks. et delvis nedsenket termometer
eller et digitalt termoelement-termometer, ikke et helt nedsenket termometer) plassert pa angitt sted og kontroller at
Neogen Varmeblokkinnsats for molekylzer deteksjon er ved 100 = 1 °C.

Klargjering av Neogen® Instrument for molekylaer deteksjon

1. Start programvaren for Neogen® System for molekylzer deteksjon og logg inn. Kontakt Neogen Food Safety-
representanten for & fa bekreftet at du har den nyeste versjonen av programvaren.

2. Sla pa Neogen Instrument for molekyleer deteksjon.

3. Opprett eller endre en gjennomkjering med data for hver prave. Se brukermanualen for Neogen System for molekylaer
deteksjon for mer informasjon.

MERK: Neogen Instrument for molekylaer deteksjon ma na klar tilstand fer innsetting av Neogen Hurtiglastebrett for
molekyleer deteksjon med reagensrar. Dette varmetrinnet tar omtrent 20 minutter og indikeres av et ORANSJE lys pa
instrumentets statuslinje. Nar instrumentet er klart for a starte en gjennomkjgring, vil statuslinjen lyse GR@NT.

Lysering
Fjern bunnen av stativet med Neogen lyseringsoppl@sningsrer med en skrutrekker eller spatel fer du plasserer den i
Neogen Varmeblokkinnsats for molekylzer deteksjon.
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1. La lyseringsopplesningsrerene (Neogen lyseringsoppl@sning) varmes opp ved a sette stativet i romtemperatur
(20-25 °C) over natten (16-18 timer). Alternativer til & stabilisere Neogen lyseringsoppl@sningsrarene til
romtemperatur er 8 sette Neogen lyseringsopplasningsragrene pa laboratoriebenken i minst 2 timer, inkubere Neogen
lyseringsoppl@sningsrarene i en inkubator ved 37 £ 1 °C i 1 time, eller plassere dem i en t@rr dobbelblokkvarmeenhet i
30 sekunder ved 100 °C.

2. Vend rerene med hetten pa for a blande. Fortsett til neste trinn innen 4 timer.

w

Fjern anrikningsbuljongen fra inkubatoren.
4. Ett Neogen lyseringsoppl@sningsrar kreves for hver prave og Negativ kontroll (NC)-prave (sterilt anrikningsmedium).

4.1 Rekker med Neogen lyseringsopplgsningsrar kan klippes til ensket antall Neogen lyseringsoppl@sningsrer.
Velg ngdvendig antall enkeltstdende Neogen lyseringsopplasningsrer eller rekker med 8 rgr. Plasser Neogen
lyseringsopplegsningsrgrene i et tomt stativ.

4.2 For & unnga krysskontaminering skal kun én rekke med Neogen lyseringsoppl@sningsrer 4pnes om gangen og en ny
pipettespiss brukes for hvert overfgringstrinn.

4.3 Overfar anrikede praver til Neogen lyseringsopplesningsrarene som beskrevet under:

Overfar hver anriket prave til enkeltstdende Neogen lyseringsoppl@sningsrer farst. Overfar NC-prgven til sist.

4.4 Bruk Neogen® Verktay for lukking/apning av lyseringsrer for molekyleer deteksjon for & dpne én rekke med
Neogen lyseringsopplasningsraer — én rekke om gangen.

4.5 Kast lokket pa Neogen lyseringsopplasningsreret - dersom lysatet skal oppbevares for ny test, plasseres lokkene i
en ren beholder for a sette dem pa igjen etter lysering.

4.5.1 Se vedlegg A for prosessering av tilbakeholdt lysat.

4.6 Overfer 20 pL av preven inn i et Neogen lyseringsopplesningsrar hvis ikke annet er oppgitt i protokollene fra tabell
2, 3 eller 4 (bruk f.eks. 10 pL for rd meieriprodukter eller ved bruk av miljgprever med naytraliserende buffer).

\
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5. Gjenta trinn 4.4 til 4.6 til alle individuelle praver er lagt til et korresponderende Neogen lyseringsoppl@sningsrer i rekken.

6. Nar alle pravene er overfart, overferes 20 uL av NC (sterilt anrikningsmedium, f.eks. Fraser 1/2 buljong) i et
Neogen lyseringsoppl@sningsrer. lkke bruk vann som NC.

7. Verifiser at Neogen Varmeblokkinnsats for molekylser deteksjon har en temperatur pa 100 = 1 °C.

8. Plasser det utildekkede stativet med Neogen lyseringsopplasningsrer i Neogen Varmeblokkinnsats for molekylaer
deteksjon og varm opp i 15 = 1 minutter. Under oppvarmingen vil Neogen lyseringsopplgsningen endre farge fra rosa
(kald) til gul (varm).

8.1 Praover som ikke har blitt tilstrekkelig varmebehandlet under testlyseringstrinnet, kan vurderes som en potensiell
biologisk fare og skal IKKE settes inn i Neogen Instrument for molekylaer deteksjon.

9. Fjern det utildekkede stativet med Neogen Iysermgsopplesnmgsrar fra varmeblokken og la det avkjgles i
Neogen Kjaleblokkinnsats for molekyleer deteksjon i minst 5 minutter og maksimum 10 minutter. Nar Neogen
Molekyleer kjsleblokkinnsats brukes ved romtemperatur, skal det plasseres direkte pa laboratoriebenken. Nar den er
avkjelt, vil lyseringsopplasningen endre farge tilbake til rosa.

10.Fjern stativet med Neogen lyseringsoppl@sningsrer fra Neogen Kjeleblokkinnsats for molekyleer deteksjon.
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1. Det kreves ett reagensrar for Neogen Molekylzer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes for hver pr@ve og for NC.

Amplifikasjon

1.1 Rekker med rgr kan klippes til ensket antall rer. Velg det neadvendige antallet enkeltstaende reagensrer eller rekker
med 8 rar for Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes.

1.2 Plasser reagensrarene for Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes i et tomt stativ.
1.3 Unnga a forstyrre reagenspelletene i bunnen av rgrene.
2. Velg 1 Neogen Reagenskontroll-rgr og plasser det i stativet.

3. For & unnga krysskontaminering, ta av lokket pa én rerrekke for Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria
monocytogenes om gangen, og bruk ny pipette ved hver preveoverfgring.

4, Overfer lysat til reagensrer og Neogen reagenskontroll-rar for Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria
monocytogenes som beskrevet nedenfor:

Overfar hvert prgvelysat til individuelle Neogen Molekylzer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes
-reagensrgr ferst etterfulgt av NC. Hydrer Neogen Reagenskontroll-rgret til sist.

5. Bruk Neogen® Verktay for lukking/apning av reagensrar for molekyleer deteksjon for @ apne én rekke med reagensrer for
Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes - én re@rrekke om gangen. Kast lokket.

5.1 Overfer 20 pL av prevelysatet fra den @verste halvdelen av vaesken (unngé presipitat) i Neogen lyseringsopples-
ningsreret inn i det korresponderende reagensreret for Neogen Molekylaer deteksjonstest 2 for Listeria
monocytogenes. Hold i vinkel under overfgring for 4 unnga & forstyrre pelletene. Bland ved & bevege pipetten
forsiktig opp og ned 5 ganger.

5.2 Gjenta trinn 5.1 til individuelt pravelysat har blitt lagt til i et korresponderende reagensrer for Neogen Molekyleer
deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes i rekken.

5.3 Dekk til reagensragrene for Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes med de medfelgende
ekstra lokkene, og bruk den avrundede siden av Neogen Verktay for lukking/apning av reagensrgr for molekylzer
deteksjon til 4 presse i en fram-og-tilbake-bevegelse slik at lokket festes godt.

5.4 Gjenta trinn 5.1 til 5.3 som ngdvendig, for antall prever som skal testes.

5.5 Nar alt prevelysatet er overfart, gjentas trinn 5.1 for 8 overfere 20 yL med NC-lysat inn i et reagensregr for
Neogen Molekylzer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes.

5.6 Overfar 20 yL NC-lysat inn i et Neogen Reagenskontroll-rer. Hold i vinkel under overfgring for &8 unnga a forstyrre
pelletene. Bland ved & bevege pipetten forsiktig opp og ned 5 ganger.

6. Sett lukkede rer over i et rent og dekontaminert Neogen Hurtiglastebrett for molekyleer deteksjon. Lukk og las lokket til
Neogen Hurtiglastebrett for molekyleer deteksjon.

7. Seigjennom og bekreft den konfigurerte gjennomkjgringen i programvaren for Neogen System for molekylzer deteksjon.

8. Klikk pa startknappen i programvaren og velg instrumentet som skal brukes. Det valgte instrumentets lokk
apnes automatisk.
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9. Plasser Neogen Hurtiglastebrett for molekyleer deteksjon inn i Neogen Instrument for molekyleer deteksjon og lukk
lokket for a starte testen. Resultatene er klare innen 75 minutter, mens positive resultat kan bli oppdaget raskere.

10. Etter at testen er fullfart, fjern Neogen Hurtiglastebrett for molekylzer deteksjon fra Neogen Instrument for molekylzer
deteksjon og kvitt deg med rarene ved a senke dem i en 1-5 % (volumandel i vann) husholdningsblekemiddel eller
tilsvarende opplesning i 1 time og borte fra testens forberedelsesomrade.

MERKNAD: For & minimere risikoen for falske positive resultater pa grunn av krysskontaminering skal aldri reagensrar
som inneholder amplifisert DNA, apnes. Dette inkluderer Neogen Molekylzer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes
reagensrar, Neogen Reagenskontroll-rer og matrikskontrollrer. Kast alltid de forseglede reagensrgrene ved & blatlegge
dem i en 1-5 % (volumandel i vann) opplgsning av husholdningsblekemiddel eller tilsvarende opplgsning i 1 time og borte
fra testens forberedelsesomréde.

Resultater og tolkning

En algoritme tolker lyseffektskurven som er resultatet av deteksjonen av nukleinsyre-amplifikasjon. Resultatene analyseres
automatisk av programvaren og er fargekodet basert pa resultatet. Et positivt eller negativt resultat fastslas av analysen

av flere unike kurveparametere. Antatt positive resultater rapporteres i sann tid, mens negative og «Inspect» (inspiser)-
resultater vil vises etter at gjennomkjaringen er fullfart.

Antatte positive prever ma bekreftes i henhold til laboratoriets standard operasjonsprosedyrer eller ved & fglge den
aktuelle referansemetoden for bekreftelse!"23, som begynner med overfgring fra den primzere anriknings- til sekundaer
anrikningsbuljong (hvis relevant), etterfulgt av pafelgende inokulering og bekreftelse av isolater ved hjelp av egnede
biokjemiske og serologiske metoder.

MERK: Ikke engang en negativ prave vil gi et null-resultat ettersom systemet og amplifikasjonsreagensene til
Neogen Molekylzer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes har en «bakgrunns»-, relativ lysenhet (RLU).

| et sjeldent tilfelle av eventuelle uvanlige lyseffekter, merker algoritmen dette som «Inspect». Neogen anbefaler brukeren
a gjenta testen for alle «Inspect»-prgver. Dersom resultatet fortsatt er «Inspect», fortsett til bekreftelsestesten og bruk din
foretrukne metode eller som oppgitt av lokale forskrifter.

Tabell 5: Resultatsymboler for praver og tolkning som angitt av programvaren for Neogen System for molekylzer deteksjon.

Symbol for .

Brenntypee brennresultat Resultat Tolkning

Preve . Positiv Praven er antatt positiv for malpatogenet.

Prave . Negativ Praven er antatt negativ for malpatogenet.
Preavematriksen var hemmet til testen. Det kan bli nedvendig med en

Preve @ Hemmet | ny test. Se feilsgkingsdelen og produktveiledningen for analysesettet
for mer informasjon.
Neerveer eller fraveer av malpatogenet var ubestemmelig.

Preve @ Inspiser Det kan bli ngdvendig med en ny test. Se feilsgkingsdelen og
produktveiledningen for analysesettet for mer informasjon.
Ingen bioluminescens ble detektert. Det kan bli nedvendig med en

Preve @ Feil ny test. Se feilsgkingsdelen og produktveiledningen for analysesettet
for mer informasjon.

Bekreftelse av resultatene i henhold til sertifiseringsmetoden NF VALIDATION

Alternativ 1: Bruke ISO 11290%-standarden som starter fra Fraser 1/2 anrikningen.

Alternativ 2: Ved isolasjon p4 PALCAM agar (O&A) eller pa kromogent agar, som inngar i en NF VALIDATION-sertifisert
metode for deteksjon av Listeria monocytogenes. Neerveeret av karakteristiske kolonier er tilstrekkelig til & bekrefte
neerveeret av Listeria monocytogenes.

Alternativ 3: Bruk av nukleinsyre-prober som beskrevet i EN ISO 7218%-standarden, utfart pé isolerte kolonier fra selektivt
agar (se alternativ 1 eller 2).

Alternativ 4: Ved bruk av enhver annen sertifisert metode NF VALIDATION ma det vaere et annet prinsipp enn

Neogen Molekylzer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes. Hele protokollen som er beskrevet for denne andre
validerte metoden ma brukes. Alle trinnene fer start av bekreftelse ma vaere felles for begge metodene.

| tilfelle forskjellige resultater (antatt positiv med den alternative metoden, ikke bekreftet av én av metodene beskrevet
ovenfor) ma laboratoriet falge de ngdvendige trinnene for & sikre validitet til resultatene som er oppnadd.

I tilfelle forskjellige resultater (antatt positiv med Neogen molekylaer deteksjonstest 2 for Listeria monocytogenes, ikke
bekreftet av én av metodene beskrevet ovenfor) mé laboratoriet falge de ngdvendige trinnene for 8 sikre validitet til
resultatene som er oppnadd.
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Hvis du har sparsmal om spesifikke bruksomrader eller prosedyrer, kan du besake vart nettsted pa www.neogen.com eller
ta kontakt med en lokal Neogen-representant eller -forhandler.

Vedlegg A. Avbrytelse av protokoll: Oppbevaring og ny testing av varmebehandlede lysater.
1. For & oppbevare et varmebehandlet lysat, sett lokket p4 lyseringsraret igjen, bruk et rent lokk (se “Lysering”, 4.5).

2. Oppbevarved 4 til 8 °C i opptil 72 timer.
3. Bland en oppbevart preve ved & vende den 2-3 ganger for & forberede den pa amplifikasjon.
4. Apne rgrene.
5. Plasser de blandede lysatrarene pa Neogen Varmeblokkinnsats for molekyleer deteksjon og varm ved 100 £ 1 °C
i 5 £ 1 minutter.
6. Fjern stativet med Neogen lyseringsopplegsningsrgr fra varmeblokken og la det avkjales i Neogen Kjgleblokkinnsats for

molekylzer deteksjon i minst 5 minutter og maksimum 10 minutter.
7. Se delen ‘Amplifikasjon’ beskrevet ovenfor for & fortsette protokollen.
Referanser:

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

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

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

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

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

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

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

Forklaring pa produktetikettsymboler

info.neogen.com/symbols
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iNEUEEN Julkaisuajankohta: 2024-07

Tuoteseloste

Molekylaarinen testisetti 2 - Listeria monocytogenes

Tuotteen kuvaus ja kayttotarkoitus

Neogen® Molekylaarinen testisetti 2 - Listeria monocytogenes on tarkoitettu kédytettavaksi yhdessa Neogen®
Molekylaéarisen testijarjestelméan kanssa Listeria monocytogenesin nopeaan ja tasmaélliseen tunnistamiseen rikastetuista
elintarvike- ja rehunaytteista. Neogen Molekylaériset testisetit perustuvat nukleiinihapposekvenssien nopeaan,
tasmalliseen ja herkkaan silmukkavalitteiseen isotermiseen monistamismenetelméaan ja kayttavat monistuksen
havaitsemiseen bioluminesenssia. Oletetut positiiviset tulokset ilmoitetaan reaaliaikaisesti, kun taas negatiiviset tulokset
naytetaan testin valmistumisen jalkeen. Oletetut positiiviset tulokset on vahvistettava kayttamalla itse parhaaksi katsottua
tai paikallisten m&éaraysten mukaista menetelmaa‘ 3,

Neogen Molekylaarinen testisetti 2 - Listeria monocytogenes on tarkoitettu laboratoriotekniikoihin koulutettujen
ammattilaisten kédytettévaksi laboratorioymparistossa. Neogen ei ole osoittanut tuotetta kaytettdvaksi muilla

kuin elintarvike- ja juomateollisuuden aloilla. Neogen ei esimerkiksi ole osoittanut tuotetta vesi-, ladke- tai
kosmetiikkanéytteiden testaamiseen eiké kliinisten tai eldinladketieteellisten naytteiden testaamiseen. Neogen
Molekylaarista testisettia 2 - Listeria monocytogenes ei ole arvioitu kaikkien mahdollisten testauskaytéantdjen eika kaikkien
mahdollisten bakteerikantojen suhteen.

Kuten kaikkien testausmenetelmien tapauksessa, rikastusalustan lahde, koostumus ja laatu voivat vaikuttaa tuloksiin.
Esimerkiksi ndytteenottomenetelmat, testausprotokollat, naytteiden valmistus, kasittely ja laboratoriotekniikka saattavat
myds vaikuttaa tuloksiin. Neogen suosittelee menetelméan seka rikastusalustan arviointia kayttajan ymparistossa kayttien
riittdvan suurta naytemaaria ja tiettyja elintarvikenaytteits ja mikrobisisiltdja sen varmistamiseksi, ettd menetelmat
vastaavat kayttajan vaatimuksia.

Neogen on arvioinut Neogen Molekylaarisen testisetin 2 - Listeria monocytogenes kédyttaen ferriammoniumsitraattia
sisdltavaid Demi Fraser -lienté ja ferriammoniumsitraattia sisaltavaa Fraser-lienta tarpeen mukaan. Taman alustan tyypillinen
koostumus on kuvattu seuraavassa.

Demi Fraser Elatusainejauheen tyypillinen (g/1) Fraser Elatusainejauheen tyypillinen kaava | (g/1)
kaava
Natriumkloridi 20¢g Natriumkloridi 20g
Dinatriumfosfaatti, vedeton* 96g Dinatriumfosfaatti, vedeton* 9,69
Naudanlihauute 509 Naudanlihauute 509
Kaseiinin pankreaattinen digesti 509 Kaseiinin pankreaattinen digesti 509
Eldinkudoksen peptinen digesti 50g Eldinkudoksen peptinen digesti 50g
Hiivauute 50g Hiivauute 50g
Litiumkloridi 30g Litiumkloridi 3,0g
Monokaliumfosfaatti 1,35g Monokaliumfosfaatti 1,35¢g
Eskuliini 1,09 Eskuliini 1,09
Akriflaviinihydrokloridi 0,0125g | Akriflaviinihydrokloridi 0,025¢g
Nalidiksiinihappo 0,01g Nalidiksiinihappo 0,02¢g
* Korvike: Dinatriumfosfaattidihydraatti 12,09

Fraser-liemen rikastussuplementti
(Valmistusaineet 10 ml:n ampulliin. Yksi ampulli lis4taan litraan peruselatusainetta.)

Ferriammoniumsitraatti 0,5g/10ml
Lopullinen pH 7,2 = 0,2 lampétilassa 25 °C

Neogen® Molekylaarinen testi-instrumentti on tarkoitettu kéaytettavéksi sellaisten naytteiden kanssa, jotka on
lampdokasitelty testin lyysivaiheen aikana naytteessa olevien organismien tuhoamiseksi. Jos naytteita ei ole asianmukaisesti
lampokasitelty testin lyysivaiheen aikana, ne saattavat muodostaa biologisen vaaratekijan, jolloin niitéd El saa asettaa
Neogen Molekyldariseen testi-instrumenttiin.

Neogen Food Safety -osaston suunnittelu- ja valmistusmenetelmat on ISO (International Organization for Standardization)
9001 -sertifioitu.

Neogen Molekylaérinen testisetti 2 - Listeria monocytogenes siséltaa 96 testia, jotka on kuvattu taulukossa 1.



Taulukko 1. Neogen Molekylaérisen testisetin osat
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Nimike

Tunnusmerkki

Maara

Sisalto

Kommentit

Neogen? Lyysiliuos (LS)

Vaaleanpunainen
liuos lapindkyvissa
putkissa

96 (12 kpl 8 putken
liuskoja)

580 pl lyysiliuosta/putki

Telineessa ja
kayttévalmis

Neogen® Molekylaérisen
testisetin 2 -

Listeria monocytogenes
-reagenssiputket

Keltaiset putket

96 (12 kpl 8 putken
liuskoja)

Lyofilisoitu spesifi
monistus- ja
tunnistusyhdistelma

Kayttovalmis

Lisasuojukset

Keltaiset suojukset

96 (12 kpl 8 suojuksen
liuskoja)

Kayttovalmis

Neogen® Reagenssin
valvonta (RC)

Lapinakyvat
flip-top-putket

16 (2 pussia,
joissa kummassakin
8 yksittaista putkea)

Lyofilisoitu kontrolli-
DNA, monistus- ja

tunnistusyhdistelma

Kayttévalmis

Negatiivinen kontrolli, jota ei toimiteta paketin mukana, on steriili rikastusalusta, esim. Demi Fraser -liemi. Al4 kiyta vetts

negatiivisena kontrollina.

Turvallisuus

Kayttajan on luettava ja ymmarrettava kaikki Neogen Molekylaéarista testijarjestelmaa ja Neogen Molekylaarista testisettia
2 - Listeria monocytogenes koskevat turvallisuusohjeet ja noudatettava niita. Sailyta turvallisuusohjeet myéhempaa

kayttoa varten.

AVAROITUS: Osoittaa vaarallisen tilanteen, joka saattaa johtaa kuolemaan tai vakavaan loukkaantumiseen ja/tai
omaisuusvahinkoon, jos tilannetta ei vélteta.

HUOMAUTUS: Osoittaa mahdollisesti vaarallisen tilanteen, joka saattaa johtaa aineelliseen vahinkoon, jos tilannetta

ei valteta.

A VAROITUS

Ali kaytd Neogen Molekyladristi testisettii 2 - Listeria monocytogenes ihmisten tai eldinten diagnosointiin.

Neogen Molekyldarisen testisetin 2 - Listeria monocytogenes menetelma saattaa tuottaa siind mairin

Listeria monocytogenesid, etta se riittda aiheuttamaan raskaana oleville naisille sikikuolleisuutta ja
immuunipuutteisille kuolemantapauksia altistumisen yhteydessa.

Kéyttédjan on jarjestettdva henkilékunnalleen koulutusta asianmukaisista testausmenetelmista, joita ovat esimerkiksi:
hyvit laboratoriokiytinnét, ISO/IEC 17025 tai ISO 7218,

Véadrien negatiivisten tulosten vuoksi markkinoille voi paésta kontaminoituneita tuotteita. Voit vahentda tahan liittyva
riskeja toimimalla seuraavasti:

o Noudata kaytantda ja tee testit tasmalleen tuoteselosteessa esitetylla tavalla.
Sailyta Neogen Molekylaarista testisettia 2 — Listeria monocytogenes pakkausmerkintdjen ja tuoteselosteen mukaan.

L ]
o Kiyta Neogen Molekyladrinen testisetti 2 — Listeria monocytogenes aina ennen viimeista kayttopaivaa.
L ]

Kayta Neogen Molekylaarista testisettia 2 — Listeria monocytogenes sellaisiin ymparistoniytteisiin, jotka on validoitu
sisdisesti tai ulkopuolisen tahon toimesta.
e Kayta Neogen Molekylaéarista testisettia 2 — Listeria monocytogenes vain sellaisten pintojen, puhdistusaineiden,

kaytantojen ja bakteerikantojen kanssa, jotka on hyvéksytty siséisesti tai kolmannen osapuolen toimesta.

e Laimenna ympéristonéytteet, joissa kdytetdan aryylisulfonaattikompleksia siséltavaa neutraloivaa puskuria,
suhteessa 1:2 ennen testausta (1 osa néytettd 1 osaan steriilia rikastusliuosta). Toinen vaihtoehto on siirtda 10 pl
neutraloivaa puskuririkastusliuosta Neogen-lyysiliuosputkiin. Neogen®-naytteiden kerédystuotteet, jotka siséltavat
aryylisulfonaattikompleksia siséltavaa neutraloivaa puskuria, ovat seuraavat: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB,
SSL10NB2G, HS10NB, HS10NB2G ja HS2410NB2G.

Kemikaaleille ja biologisille vaaratekijdille altistumiseen liittyvien riskien viahentdaminen:

e On erittéin suositeltavaa, ettd naispuoliselle laboratoriohenkildstélle tiedotetaan, ettéd kehittyvalle sikiélle aiheutuu
vaaraa aidin Listeria monocytogenes -altistuksen aiheuttamasta tartunnasta.

e Testaa taudinaiheuttajat asianmukaisesti varustetussa laboratoriossa koulutetun henkiléston valvonnassa. Inkuboitu
rikastusaine ja laitteet tai pinnat, jotka ovat joutuneet kosketuksiin inkuboidun rikastusaineen kanssa, saattavat sisaltaa
taudinaiheuttajia maaran, joka riittda aiheuttamaan vaaran ihmisten terveydelle.

e Noudata aina laboratorioiden vakioturvallisuuskaytantgja, joihin kuuluu asianmukaisten suojavaatteiden ja
silmésuojainten kayttdminen reagensseja ja kontaminoituja naytteita kasiteltdessa.

e Vilta kosketusta rikastusalustan ja reagenssiputkien siséllon kanssa monistuksen jalkeen.

Havita rikastetut ndytteet alan voimassa olevien standardien mukaisesti.

e Jos néytteitd ei ole asianmukaisesti lampokésitelty testin lyysivaiheen aikana, ne saattavat muodostaa biologisen
vaaratekijan, jolloin niitd El saa asettaa Neogen Molekylaéariseen testi-instrumenttiin.
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Testisetin valmistelun aikana tapahtuvaan ristikontaminaatioon liittyvien riskien vidhentaminen:
e Kayta aina suojakasineita (kayttajan suojaamiseksi ja nukleaasien siirtymisen estamiseksi).

Ympaériston kontaminoitumiseen liittyvien riskien vdahentaminen:
e Noudata havittdmisessa voimassa olevia kontaminoituneen jatteen hévittdmisté koskevia alan standardeja.

Jotta voit vahentaa kuumille nesteille altistumisesta aiheutuvia riskejd, noudata seuraavia ohjeita:

o Al3 ylita lammityslaitteeseen merkittya suositeltua lampétila-asetusta.

o Ali ylitd suositeltua kuumennusaikaa.

e Tarkasta Neogen® Molekylaarisen testilampdlohkon pistokkeen lampétila tarkoituksenmukaisella kalibroidulla
lampo&mittarilla (esim. osittain upotettavalla lamp&mittarilla tai digitaalisella termoparimittarilla, ei kokonaan
upotettavalla lampdémittarilla.) Limp&mittari on asetettava sille maarattyyn paikkaan Neogen Molekylaéarisen
testildampdlohkon pistokkeessa.

HUOMAUTUS

Testisetin valmistelun aikana tapahtuvaan ristikontaminaatioon liittyvien riskien vihentidminen:

e Vaihda kasineet ennen reagenssipelletin kastelemista.

e Steriilien aerosoliesteen muodostavien molekyylibiologiaan soveltuvaa laatua olevien pipetinkarkien (suodatinkarkien)
kaytto on suositeltavaa.

e Kaytéd jokaisen nédytteen siirtdmiseen uutta pipetinkarked.

e Kaytd naytteiden siirtdmiseen rikastamisesta lyysiputkeen hyvia laboratoriokéytéantdja. Pipetoijan kontaminoitumisen
valttamiseksi kdyttaja voi halutessaan lisata yliméaraisen siirtovaiheen. Jokaisen rikastetun néaytteen voi esimerkiksi
siirtda steriiliin putkeen.

o Jos mahdollista, kdytd molekyylibiologista tydasemaa, jossa on bakteerintuholamppu. Steriloi laboratorion tydtasot
ja vélineet (pipetit, sulku- ja avaustydkalut jne.) sdannéllisesti 1-5-tilavuusprosenttisella (veteen laimennetulla)
talouskayttdisella valkaisuaineliuoksella tai DNA:n poistoliuoksella.

Vihenna vairiin positiivisiin tuloksiin liittyvia riskeja toimimalla seuraavasti:

o Ali koskaan avaa reagenssiputkia monistuksen jalkeen.

e Havita kontaminoituneet putket aina liottamalla niitd 1-5-tilavuusprosenttisessa (veteen laimennetussa)
valkaisuaineliuoksessa 1 tunnin ajan etéélla testin valmistelualueelta.

e Ala koskaan autoklavoi reagenssiputkia monistuksen jalkeen.

Katso lisatietoja havittdmisesta ja paikallisista maarayksista kayttoturvallisuustiedotteesta.

Jos sinulla on jotain tiettya sovellusta tai menetelmé&a koskevia kysymyksia, kay verkkosivuillamme osoitteessa
www.neogen.com tai ota yhteytta paikalliseen Neogen-edustajaan tai -jalleenmyyjaan.

s ®an

Kayttajan vastuu
Kayttajan vastuulla on tutustua tuoteselosteeseen ja -tietoihin. Lisatietoja saat verkkosivustolla osoitteesta
www.neogen.com tai ottamalla yhteyttd paikalliseen Neogen-edustajaan tai -jalleenmyyjéan.

Testausmenetelmaa valitessa on tarkeda ottaa huomioon, etta ulkoiset tekijat, kuten naytteenottomenetelmait,
testausprotokollat, naytteiden valmistus, kasittely ja laboratoriotekniikat, voivat vaikuttaa testaustuloksiin.

Kayttdja on aina testausmenetelméa tai tuotetta valitessaan vastuussa siitd, etta han arvioi riittdvan maéran naytteita
kyseisista elintarvikkeista ja mikrobialtistuksista kayttajan kriteerien tayttymisen varmistamiseksi.

Kayttdjan vastuulla on myds varmistaa, etta testausmenetelmat ja tulokset tayttavat héanen asiakkaidensa tai toimittajiensa
vaatimukset.

Kuten kaikkien testausmenetelmien kohdalla, mink& tahansa Neogen Food Safety -tuotteen kaytosta saavutetut tulokset
eivat ole takuu matriisien tai testattujen prosessien laadusta.

Voidakseen auttaa erilaisten elintarvikematriisien arvioinnissa Neogen on kehittdnyt Neogen® Molekylédérisen testitaulukon
valvontasarjan. Maarita tarvittaessa testitaulukon hallinnan avulla, vaikuttaako matriisi Neogen Molekylaarisen testisetin

2 - Listeria monocytogenes tuloksiin. Testaa validointivaiheiden aikana useita matriisia edustavia naytteita, ts. eri lahteisté
saatuja naytteitd, kun olet ottamassa kaytté6n Neogen-menetelmaa tai kun olet testaamassa uusia tai tuntemattomia
matriiseja tai matriiseja, joiden raaka-aineita tai valmistustapoja on muutettu.

Matriisi voidaan maarittaa tuotetyypiksi, jolla on sisdisid ominaisuuksia, kuten koostumus ja valmistustapa. Matriisien
viliset erot voivat johtua niinkin yksinkertaisista tekijistéd kuin eroista niiden késittelyssa tai jalostusasteessa, esim. raaka tai
pastoroitu, tuore tai kuivattu.

Takuun rajoitus / rajoitettu korvausvelvollisuus

NEOGEN KIISTAA KAIKKI NIMENOMAISET JA EPASUORAT TAKUUT, MUKAAN LUKIEN KAIKKI TAKUUT
KAYPYYDESTA TAI SOPIVUUDESTATIETTYYN KAYTTOTARKOITUKSEEN, PAITSI JOS TUOTEPAKKAUKSEN
TAKUUOSIOSSA TOISIN MAINITAAN. Jos mika tahansa Neogen Food Safety -tuote on viallinen, Neogen tai sen
valtuutettu jalleenmyyjé joko korvaa tuotteen tai palauttaa sen ostohinnan. Nama ovat ainoat mydnnetyt korvaukset. Ota
yhteytta Neogen-edustajaasi tai valtuutettuun Neogen-jalleenmyyjaén, jos sinulla on kysyttévaa.
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Neogen:n vastuun rajoitukset

NEOGEN El OLE VASTUUSSA MEN ETYK§ISTA TAI VAHINGOISTA, OLIVAT NE SITTEN SUORIA, EPASUORIA,
ERITYISLAATUISIA, SATUNNAISIA TAI VALILLISIA, MUKAAN LUKIEN VOITONMENETYKSET. Misséan tapauksessa
Neogen:n vastuu ei mink&an laillisen perusteen mukaan ole suurempi kuin vialliseksi vaitetyn tuotteen hinta.

Sailytys ja havittaminen

Sailyta Neogen Molekylaarista testisettia 2 - Listeria monocytogenes 2—-8 °C:n lampétilassa. Suojattava jaatymiselta.
Sailyta paketti valolta suojattuna. Kun olet avannut paketin, tarkista, etta foliopussi on ehja. Ei saa kayttaa, jos pussi on
vahingoittunut. Avaamisen jalkeen kayttdméattomat reagenssiputket on aina sailytettdva uudelleensuljettavassa pussissa,
jonka sisélla on kuivausainetta lyofilisoitujen reagenssien stabiliteetin yllapitamiseksi. Sailytd uudelleensuljettuja pusseja
2-8 °C:n lampétilassa enintaén 60 paivan ajan.

Ala kayta Neogen Molekylaarista testisettia 2 - Listeria monocytogenes viimeisen kiyttdpaivan jalkeen. Viimeinen
kayttopaivays ja eranumero on merkitty pakkauksen ulkopuolelle. Kayton jélkeen rikastusaine ja Neogen Molekylaarisen
testisetin 2 - Listeria monocytogenes putket voivat siséltaa mahdollisesti patogeenisia aineita. Kun testi on suoritettu
loppuun, noudata saastuneen jatteen havittamisessé alan nykykaytantoja. Katso lisatietoja havittdmisesta ja paikallisista
maarayksista kayttoturvallisuustiedotteesta.

Kayttoohjeet
Noudata huolellisesti kaikkia ohjeita. Jos ohjeita ei noudateta, tulokset saattavat olla epatarkkoja.

Steriloi laboratorion tydtasot ja vilineet (pipetit, sulku- ja avaustydkalut jne.) saannéllisesti 1-5-tilavuusprosenttisella
(veteen laimennetulla) talouskayttdiselld valkaisuaineliuoksella tai DNA:n poistoliuoksella.

Kayttajan on suoritettava Neogen Molekylaéarisen testijarjestelman kayttajakoulutus, kuten asiakirjassa "Installation
Qualification (1Q) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen Molecular Detection System”®
kuvataan.

Katso erityisvaatimukset kohdasta Erikoisohjeet validoituja menetelmia varten:

Taulukko 3 siséltaa rikastuskaytannét seuraavien mukaisesti: AOAC® Official Method of Analysis®™ 2016.08 ja AOAC®
Performance Tested Method*™ -sertifikaatti #081501.

Taulukko 4 siséltda NF Validation -sertifikaatin 3M 01/15-09/16 mukaisen rikastuskaytannon.

Naytteiden rikastus

Taulukossa 2, 3 tai 4 on rikastuskéytéantdjen ohjeet elintarvike- ja ympéaristénaytteille. Kayttdjan vastuulla on vahvistaa
vaihtoehtoisten néaytteenottokaytantdjen ja laimennussuhteiden soveltuvuus sen varmistamiseksi, etta testimenetelma
vastaa kayttéjan kriteereita.

Elintarvikkeet
1. Anna (ferriammoniumsitraattia sisdltavan) Demi Fraser -rikastusalustan lammeti laboratorion ilman lampétilaan.

2. Yhdista rikastusalusta ja ndyte aseptisesti taulukoiden 2, 3 tai 4 mukaisesti. Kaikkien lihandytteiden ja erittain
hiukkaspitoisten naytteiden yhteydessé suositellaan kayttamaan suodatinpusseja.

3. Homogenoi huolellisesti sekoittamalla, vatsasekoituksella tai kédsin sekoittamalla 2 + 0,2 minuuttia. Inkuboi
37 £ 1 °C:ssa taulukoiden 2, 3 tai 4 mukaisesti.

4. Raakoja maitotuotteita varten (katso taulukot 2, 3 tai 4) siirrd 0,1 ml ensisijaista rikastuslientd 10 ml:aan Fraser-lienta.
Inkuboi 37 = 1 °C:ssa 20—-24 tunnin ajan.

Ymparistonaytteet

Naytteenkeréyslaitteena voidaan kayttaa puhdistusaineiden vaikutusten kumoamiseksi neutraloivalla liuoksella kosteutettua
sientd. Neogen suosittaa kdyttdmaian biosiditonta selluloosasienta. Neutraloivana liuoksena voidaan kayttda neutraloivaa
Dey-Engleyn (D/E) -lienti tai Letheen-lientd. Suosittelemme puhdistamaan alueen ndytteenoton jalkeen.

VAROITUS: Mikali paatat kayttaa sienen hydratointiliuoksena aryylisulfonaattikompleksia sisaltédvaa neutraalia puskuria,
rikastettu ympiristénayte on laimennettava suhteessa 1:2 (1 osa niytettd 1 osaan steriilia rikastusliuosta) ennen testausta
sellaisten vaarien negatiivisten tulosten riskien vahentamiseksi, joiden vuoksi markkinoille voi paéasta kontaminoituneita
tuotteita. Toinen vaihtoehto on siirtda 10 pL neutraloivaa puskuririkastusliuosta Neogen-lyysiliuosputkiin.

Naytteenottoalueen suositeltava koko patogeenin esiintymisen tai puuttumisen havaitsemiseksi pinnalla on véahintéan
100 cm? (10 cm x 10 cm tai 4 tuumaa x 4 tuumaa). Sienelld naytetts ottaessasi kdy lapi koko alue kahdessa suunnassa
(vasemmalta oikealle ja sen jalkeen ylh&éalta alas) tai keraa ymparistonaytteet voimassa olevia naytteenottokaytantsja
noudattaen tai asiakirjojen FDA BAM™, USDA FSIS MLG® tai standardin 1ISO 18593 ohjeiden mukaisesti.

1. Anna (ferriammoniumsitraattia sisaltavan) Demi Fraser -rikastusalustan lammeti laboratorion ilman lampétilaan.
2. Yhdista rikastusalusta ja ndyte aseptisesti taulukoiden 2, 3 tai 4 mukaisesti.

3. Homogenoi huolellisesti sekoittamalla, vatsasekoituksella tai kasin sekoittamalla 2 = 0,2 minuuttia. Inkuboi
37 £ 1 °C:ssa 24-30 tunnin ajan taulukoiden 2, 3 tai 4 mukaisesti.
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Taulukko 2: Yleiset rikastuskaytannét 37 £ 1 °C:ssa Demi Fraser -lienté ja Fraser-lienta tarpeen mukaan.

Néytematriisi Naytteen | Rikastusliemen | Rikastusaika
koko tilavuus (ml) (h)
Lampokasitelty,
keitetty, suolattu
tai savustettu
liha, siipikarja,
ayrdiset ja kala
Lampokasitellyt/
pastdroidut 25¢g 225 24-30
maitotuotteet
Hedelmat ja
vihannekset
Monikomponent-
tielintarvikkeet
L 1 sieni 100 tai 225 24-30
Ymparisto- ]
naytteet® -
Y tossunayte 10 24-30
Raaka liha,
siipikarjanliha, 25¢g 475 28-32
ayridiset ja kala
Ensisijainen rikastusliemi Toissijainen rikastusliemi
(Demi Fraser -liemi)® (Fraser-liemi)® Naytteen
Naytematriisi Rikastus- analyysi-
Naytteen | Rikastusliemen | Rikastusaika | Nidytteen IEmostila Rikastusaika | tilavuus®
koko tilavuus (ml) (h) koko (‘?C) (h)
Siirra
Raa’at 0,1 ml
maitotuotteet 25g 225 20-24 12 ml:aan 371 20-24 10 ul
raser-
lienta

(a) Demi Fraser- ja Fraser-liemiin on aina lisattava Fraser-liemen rikastussuplementtia (ferriammoniumsitraattia) ensi- tai
toissijaisen rikastuksen aikana.

(b) Neogen-lyysiliuosputkiin siirrettdva naytteen tilavuus. Katso Lyysi-osion vaihe 4.6.

Erikoisohjeet validoituja menetelmia varten
AOACP® Official Method of AnalysisS™ 2016.08
AOAC® Performance Tested Method*#081501

s PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE

081501

LICENSE NUMBER

Tutkimuslaitos AOAC:n OMASM- ja PTMSM -ohjelmissa Neogen Molekylaarinen testisetti 2 - Listeria monocytogenes
todettiin tehokkaaksi Listeria monocytogenesin havaitsemismenetelmaksi. Tutkimuksessa testatut matriisit nakyvat
taulukossa 3.
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Taulukko 3. Rikastuskaytiannét, joissa kdytetaan Demi-Fraser -lienta® 37 = 1 °C:ssd AOAC OMASM 2016.08 ja PTMSM
-sertifikaatin #081501 mukaisesti.

" _ Naytteen Rikastusliemen . .
Niaytematriisi koko tilavuus (ml) Rikastusaika (h)

Hot dogit naudanlihasta, queso fresco,
vaniljakermajéatelo, 4-prosenttinen
tuorejuusto maidosta, 3-prosenttinen 25¢g 225 24-30
kaakao tdysmaidosta, romaine-sidesalaatti,
pakattu tuore pinaatti, kylmasavulohi

Raaka broileri 25¢g 475 28-32
Kalkkunaleike 1259 1125 24-30
Cantaloupenmeloni® Koko meloni Ruttava_stl, jotta 26-30
meloni kelluu
> Ruostumaton terés 1 sieni 225 24-30
£ | Pinnoitettu betoni 1 sieni 100 24-30
:‘g
;é Muovi® 1 tossunayte 10 24-30
£
-

Kaikki AOAC-validointiin tarkoitetut naytteet homogenoitiin vatsasekoituksella, jollei muuta mainita.

(@) Demi Fraser- ja Fraser-liemiin on aina lisattava Fraser-liemen rikastussuplementtia (ferriammoniumsitraattia)
ensi- tai toissijaisen rikastuksen aikana.

(b) Homogenoi nédyte sekoittamalla késin.

(c) Homogenoi nayte vortex-sekoituksella.

AFNOR Certificationin myontaméa NF VALIDATION -sertifikaatti

ie“"“"o"
o

NF

VALIDATION
EN ISO 16140

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

Lisatietoja validointiajan paattymisesta on NF VALIDATION -sertifikaatissa, joka on saatavissa edelld mainitulta
verkkosivustolta.

NF Validation -sertifioitu ISO 16140-2® -standardin mukainen menetelmai verrattuna 1ISO 11290® -standardiin
Validoinnin soveltamisala: Kaikki ihmisravinnoksi tarkoitetut elintarvikendytteet ja ympéristdnaytteet (ensisijaisen
tuotannon naytteita lukuun ottamatta)

Niytteen valmistus: Niytteiden valmistamisessa on noudatettava standardeja EN ISO 11290-1® ja EN ISO 6887®
Ohjelmistoversio: Katso sertifikaatista

Taulukko 4: Rikastuskaytannot NF VALIDATION -sertifioidun menetelman 3M 01/15-09/16 mukaisesta 37 £ 1 °C:ssa
kayttden Demi Fraser- ja Fraser-liemia tarpeen mukaan.
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Rikastuslie- | Rikastus- | . q - . g
Yleinen kiytinté | Naytteen koko | men tilavuus Iéimp?tila R|k:ast(:§a|- leayys::ﬁ::uauns?’; kz‘s(:::ts;::fi':: .
(ml) (£1°C)
Kaikki e Demi Fraser -liemella
elintarvikendytteet enintaan 72 tunnin
(paitsi raaka liha, 25¢g ajan
oot matotuciteet) 225 37 24-30 20pl  [eLysaatti -20 °Cissa
25g, 1 ¢ Lysaatti 4 °C:ssa
Ympéristoniytteet |tossunayte tai enintaan 72 tunnin
1 pyyhinténéyte ajan
Ensisijainen rikastusliemi (Demi Fraser -liemi)® | Toissijainen rikastusliemi (Fraser-liemi)®
Erityinen Rikastuslie- | Rik Rik Rikatus- | N& N
suiares | Naytteen | o DS | LSO Naytteen | & astus- | Rikatus-| Naytteen | 3 yeskey-
kaytantd Kok men tilavuus | lampétila ika (h) kok lampatila aika | analyysi- tyspiste
oko (ml) (x1°c) | @ OKO | (£1°C) (h) | tilavuus®
e Fraser-
liemella
enintdan
72 tunnin
Raaka Siirra ajan
liha, raa’at 0,1 ml .
ayriisetja | 25g 225 37 20-24 |[10mlaan| 37 20-24 | 10 |° '-ggaf'g'
, : - :ssa
raa’at mai- Fraser-
totuotteet lienta e Lysaatti
4 °C:ssa
enintaan
72 tunnin
ajan

(@) Neogen-lyysiliuosputkiin siirrettdva naytteen tilavuus. Katso Lyysi-osion vaihe 4.6.

(b) Demi Fraser- ja Fraser-liemiin on aina lisattdva Fraser-liemen rikastussuplementtia (ferriammoniumsitraattia) ensi- tai
toissijaisen rikastuksen aikana.

() Neogen-lyysiliuosputkiin siirrettdvi niytteen tilavuus. Katso Lyysi-osion vaihe 4.6.

| HUOMAUTUS: Yli 25 g:n néytteita ei ole testattu NF validation -tutkimuksessa.

Neogen® Molekylédérisen testinopeuden latausalustan valmistelu

1. Kostuta liina 1-5-tilavuusprosenttisella (veteen laimennetulla) talouskayttdiselld valkaisuliuoksella tai vastaavalla
liuoksella ja pyyhi Neogen Molekylaérisen testinopeuden latausalusta.

2. Huuhtele Neogen Molekyldarisen testinopeuden latausalusta vedella.

3. Pyyhi Neogen Molekylaarisen testinopeuden latausalusta kuivaksi kertakayttoisella liinalla.

4, Varmista ennen kayttoa, ettéd Neogen Molekyléérisen testinopeuden latausalusta on kuiva.

Neogen® Molekylaérisen testijaahdytyslohkon pistokkeen valmistelu

Aseta Neogen® Molekylaarinen testijaghdytyslohko suoraan laboratorion ty&tasolle; kédyta jaahdytyslohkoa laboratorion
ilman lampétilassa (20-25 °C).

Neogen® Molekylaérisen testilampaélohkon pistokkeen valmistelu

Aseta Neogen® Molekylaégrisen testilampdélohkon pistoke kaksilohkoiseen kuivalammityslaitteeseen. Kytke
kuivalohkolammitin paélle, aseta lampétila ja anna Neogen Molekyléarisen testilampoélohkon pistokkeen lammeta

100 £ 1 °C:n lampétilaan niin, ettd saavutettu lampotila pysyy samana.

HUOMAUTUS: Anna Neogen Molekylaarisen testilampdlohkon pistokkeen lammeta asetuslampdtilaan noin 30 minuuttia
lammityslaitteen mukaan. Varmista tarkoituksenmukaisen kalibroidun lampémittarin avulla (esim. osittain upotettava
lampoémittari tai digitaalinen termoparimittari, ei kokonaan upotettava lampémittari), joka on asetettu sille maarattyyn
paikkaan, ettd Neogen Molekylaérisen testilampdlohkon pistokkeen lampétila on 100 = 1 °C.

Neogen® Molekylaérisen testi-instrumentin valmistelu

1. Kéynnista Neogen® Molekylaérisen testijarjestelméan ohjelmisto ja kirjaudu sisédan. Varmista Neogen Food Safety
-edustajaltasi, ettéd kdytdssasi on ohjelmiston uusin versio.
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3. Luo tai muokkaa ajo kunkin naytteen tiedoille. Katso tarkemmat tiedot Neogen Molekylaarisen testijarjestelmén
kayttdoppaasta.

2. Kytke Neogen Molekylaarinen testi-instrumentti paalle.

HUOMAUTUS: Neogen Molekylaarisen testi-instrumentin on saavutettava Valmis-tila ennen Neogen Molekylaarisen
testinopeuden latausalustan ja reaktioputkien asettamista laitteeseen. Lammitysvaihe kestda noin 20 minuuttia, ja sen
merkiksi instrumentin tilarivilld palaa ORANSSI valo. Kun instrumentti on valmis ajon kéynnistdmista varten, tilarivin valo
muuttuu VIHREAKSI.

Lyysi
Poista Neogen Lyysiliuostelineen pohja ruuvimeisselilla tai lastalla, ennen kuin asetat sen Neogen Molekylaarisen
testilampodlohkon pistokkeeseen.

N\ S

1. Anna lyysiliuosputkien (Neogen Lyysiliuos) lammet jattamalla teline huoneenldmpdén (20-25 °C) yén yli
(16-18 tunnin ajaksi). Neogen Lyysiliuosputket voi lammittda huoneenldampddn myds asettamalla ne laboratorion
tyotasolle vahintaédn 2 tunniksi, inkuboimalla Neogen Lyysiliuosputkia inkubaattorissa 37 = 1 °C:ssa 1 tunnin ajan tai
asettamalla Neogen Lyysiliuosputket kaksilohkoiseen kuivalammittimeen 100 °C:n lampdtilaan 30 sekunniksi.

2. Sekoita suljetut putket kdantamalla ne ylosalaisin. Siirry seuraavaan vaiheeseen 4 tunnin kuluessa.

w

Poista rikastusliemi inkubaattorista.
4. Jokaiselle naytteelle ja negatiiviselle kontrollindytteelle (NC) (steriili rikastusaine) tarvitaan yksi Neogen Lyysiliuosputki.

4.1 Neogen Lyysiliuos-putkiliuskat voidaan leikata haluttuun Neogen Lyysiliucksen putkimaaraan. Valitse tarvittava
yksittaisten Neogen Lyysiliuosputkien tai 8 putken liuskojen maara. Aseta Neogen Lyysiliuosputket tyhjaan telineeseen.

4.2 Ristikontaminaation valttamiseksi poista suojus yhdesta Neogen Lyysiliuosputkiliuskasta kerrallaan ja kayta
jokaiseen siirtovaiheeseen uutta pipettia.

4.3 Siirra rikastetut ndytteet Neogen Lyysiliuosputkiin seuraavien ohjeiden mukaisesti:

Siirra jokainen rikastettu nayte ensin erilliseen Neogen Lyysiliuosputkeen. Siirréa negatiivinen kontrolli (NC) viimeiseksi.

4.4 Kayta Neogen® Molekylaarisen testin cap/decap-tydkalua — Lysis yhden Neogen Lyysiliuosputkiliuskan avaamiseen
- yksi liuska kerrallaan.

4.5 Heitd Neogen Lyysiliuosputken suojus pois — jos lysaatti sadilytetdan uudelleentestausta varten, laita suojukset
puhtaaseen astiaan lyysin jalkeistd uudelleenkaytt6a varten.

4.5.1 Sailytetyn lysaatin kéasittelyyn liittyvat ohjeet ovat liitteessa A.

4.6 Siirra 20 pl naytettd Neogen Lyysiliuosputkeen, jollei ndytteenottokaytantotaulukoissa 2, 3 tai 4 muuta mainita
(esim. raa’at maitotuotteet tai kaytettdessi ymparistdnaytteita ja neutraloivaa puskuririkastusliuosta, kayta 10 pl).

\S\ \Dﬁ
)

ﬂm‘

5. Toista vaihe 4.4—4.6, kunnes kukin yksittdinen néyte on lisatty vastaavaan Neogen Lyysiliuosputkeen liuskassa.

6. Kun kaikki naytteet on siirretty, siirrad 20 ul negatiivista kontrollia (steriilia rikastusainetta, Demi Fraser -liuosta)
Neogen Lyysiliuosputkeen. Ala kayta vettd negatiivisena kontrollina.

7. Varmista, ettd Neogen Molekylaarisen testilampdlohkon pistokkeen lampotila on 100 = 1 °C.

8. Aseta peittaméaton Neogen Lyysiliuosputkiteline Neogen Molekylaarisen testilampélohkon pistokkeeseen ja kuumenna
15 £ 1 minuuttia. Kuumennuksen aikana Neogen Lyysiliuoksen véri muuttuu vaaleanpunaisesta (viiled) keltaiseksi (kuuma).

8



(FD (Suomenkielinen) ‘ﬁ H

8.1 Jos naytteita ei ole asianmukaisesti lampo&kasitelty testin lyysivaiheen aikana, ne saattavat muodostaa biologisen
vaaratekijan, jolloin niitd El saa asettaa Neogen Molekylaariseen testi-instrumenttiin.

9. Poista peittamatdn Neogen Lyysiliuosputkiteline Iammityslohkosta ja anna sen viilentya Neogen Molekyl3arisen
testijaahdytyslohkon pistokkeessa vahintdan 5 minuuttia ja enintddan 10 minuuttia. Neogen Molekylaarisen
testijaahdytyslohkon pistoke, jota kdytetdan ympéristén lampoisend, asetetaan suoraan laboratorion tyétasolle.
Viileana lyysiliuoksen véri palaa vaaleanpunaiseksi.

10. Poista Neogen Lyysiliuosputkiteline Neogen Molekylaarisen testijaadhdytyslohkon pistokkeesta.

20-25°C

00:05.00

Monistaminen

1. Jokaiselle naytteelle ja negatiiviselle kontrollindytteelle tarvitaan yksi Neogen Molekyl&aarisen testisetin 2 - Listeria
monocytogenes -reagenssiputki.

1.1 Reagenssiputkiliuskat voidaan leikata haluttuun maaraan putkia. Valitse tarvittava yksittaisten Neogen
Molekylaéaristen testisettien 2 - Listeria monocytogenes -reagenssiputkien tai 8 putken liuskojen maara.

1.2 Aseta Neogen Molekylédarisen testisetin 2 - Listeria monocytogenes -reagenssiputket tyhjaan telineeseen.
1.3 Valta lilkuttamasta reagenssipellettejd putkien pohjalta.
2. Valitse 1 Neogen Reagenssin valvontaputki ja aseta telineeseen.

3. Ristikontaminaation valttdmiseksi poista suojus yhdestd Neogen Molekylaarisen testisetin 2 - Listeria monocytogenes
-reagenssiputkinauhasta kerrallaan ja kdytéd uutta pipetin karkea jokaisessa siirtovaiheessa.

4. Siirra lysaatti Neogen Molekylaarisen testisetin 2 - Listeria monocytogenes -reagenssiputkeen ja Neogen Reagenssin
valvontaputkeen seuraavasti:

Siirra jokainen naytelysaatti yksittdiseen Neogen Molekylaarisen testisetin 2 - Listeria monocytogenes
-reagenssiputkeen ensin ja sitten negatiivinen kontrolli. Hydratoi Neogen Reagenssin valvontaputki viimeisena.

5. Avaa Neogen Molekylaérisen testisetin 2 - Listeria monocytogenes -reagenssiputki kdyttamalla Neogen®
Molekylaarisen testin cap/decap-tydkalua - Reagenssi. Avaa yksi reagenssiputkeen putkiliuska kerrallaan. Heit3 suojus
pois.

5.1 Siirra 20 pl niytelysaattia Neogen Lyysiliuosputkessa olevan nesteen ylemmisti puoliskosta (vilta sakkaa)
vastaavaan Neogen Molekyladirisen testisetin 2 - Listeria monocytogenes -reagenssiputkeen. Annostele vinossa
kulmassa, jotta et liikuta pelletteja. Sekoita pipetoimalla varovasti ylos ja alas 5 kertaa.

5.2 Toista vaihe 5.1, kunnes kaikki yksittdiset ndytelysaatit on lisatty vastaavaan Neogen Molekylaarisen testisetin 2 -
Listeria monocytogenes -reagenssiputkeen liuskassa.

5.3 Peita Neogen Molekylaérisen testisetin 2 - Listeria monocytogenes -reagenssiputket mukana toimitetuilla
lisdsuojuksilla ja varmista, ettd ne ovat tiukasti paikoillaan, painamalla niitd Neogen Molekylaarisen testin cap/
decap-tytkalun - Reagenssi pyoristetylld puolella eteen- ja taaksepéin suuntautuvalla liikkeella.

5.4 Toista tarvittaessa vaiheet 5.1-5.3 testattavien naytteiden maaran mukaan.

5.5 Kun kaikki naytelysaatit on siirretty, siirrd 20 pl negatiivista kontrollilysaattia Neogen Molekyldarisen testisetin
2 - Listeria monocytogenes -reagenssiputkeen toistamalla vaiheet 5.1.

5.6 Siirra 20 pl negatiivista kontrollilysaattia Neogen Reagenssin valvontaputkeen. Annostele vinossa kulmassa, jotta
et liilkuta pelletteja. Sekoita pipetoimalla varovasti ylos ja alas 5 kertaa.

6. Aseta suojuksella suljetut putket puhtaaseen ja steriloituun Neogen Molekylaarisen testinopeuden latausalustaan. Sulje
ja lukitse Neogen Molekylaarisen testinopeuden latausalustan kansi.
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7. Tarkasta ja vahvista mé&aritetty ajo Neogen Molekyl&arisen testijarjestelman ohjelmistossa.

8. Napsauta ohjelmiston Start (Kdynnista) -painiketta ja valitse kidytettava instrumentti. Valitun instrumentin kansi
aukeaa automaattisesti.

9. Aseta Neogen Molekylédarisen testinopeuden latausalusta Neogen Molekylaariseen testi-instrumenttiin ja aloita testi
sulkemalla kansi. Saat tulokset 75 minuutin kuluessa, positiiviset tulokset saatetaan kuitenkin havaita jo aikaisemmin.

10. Kun testi on suoritettu loppuun, ota Neogen Molekylaarisen testinopeuden latausalusta Neogen Molekylaarisesta
testi-instrumentista ja havita putket liottamalla niitd 1-5-tilavuusprosenttisessa (veteen laimennetussa)
talouskayttdisessa valkaisuaineliuoksessa tai vastaavassa liuoksessa 1 tunnin ajan ja etailla testin valmistelualueelta.

HUOMAUTUS: Jotta ristikontaminaation aiheuttamien vééarien positiivisten riski olisi mahdollisimman pieni, &la koskaan
avaa monistettua DNA:ta siséltavia reagenssiputkia. Taméa koskee Neogen Molekylaéarisen testisetin 2 - Listeria
monocytogenes -reagenssiputkia, Neogen Reagenssin valvonnan putkia ja testitaulukon valvonnan putkia. Havita
kontaminoituneet putket aina liottamalla niitd 1-5-tilavuusprosenttisessa (veteen laimennetussa) valkaisuaineliuoksessa
tai vastaavassa liuoksessa 1 tunnin ajan etéalla testin valmistelualueelta.

Tulokset ja tulkinta

Algoritmi tulkitsee nukleiinihappojen monistuksen tunnistuksesta saatavaa valon sirontakéyraa. Ohjelmisto analysoi tulokset
automaattisesti, ja tulokset varikoodataan tuloksen mukaan. Positiivinen tai negatiivinen tulos maaritetaéan analysoimalla
useita yksilollisia kayraparametreja. Oletetut positiiviset tulokset ilmoitetaan reaaliaikaisesti, kun taas negatiiviset ja
tarkastettavat tulokset naytetdan ajon valmistumisen jalkeen.

Oletetut positiiviset ndytteet on vahvistettava laboratorion vakiotoimintamenetelmien mukaisesti tai noudattamalla
asianmukaista vertailumenetelmaa™ 2% aloittamalla n3ytteen siirrosta ensisijaisesta rikastusliemest toissijaiseen
rikastusliemeen (jos kédytdssa), mita seuraa kasvatusalustaan asettaminen ja isolaattien vahvistaminen asianmukaisilla
biokemiallisilla ja serologisilla menetelmilla.

HUOMAUTUS: Negatiivinenkaan nédyte ei anna nollalukemaa, silld jarjestelmalla ja Neogen Molekylaérisen testisetin
2 - Listeria monocytogenes -monistusreagensseilla on tausta-RLU-lukema (suhteellinen valoyksikkd).

Joissain harvoissa tapauksissa valon sironta voi olla epatavallinen, jolloin algoritmi merkitsee sen tarkastettavaksi.
Neogen suosittelee testin uusimista tarkastettavaksi merkittyjen néaytteiden osalta. Jos tulokseksi tulee jatkuvasti
Inspect (Tarkasta), tee varmistustesti kdyttamalla itse parhaaksi katsomaasi menetelmaa tai paikallisten maaraysten
mukaista menetelmaa.

Taulukko 5: Neogen Molekylaarisen testijarjestelman ohjelmistossa kaytetyt ndytteiden tulossymbolit ja niiden tulkinta.

Putken Putken .
tyyppl tulossymboli Tulos Tulkinta
Nayte . Positiivinen Oletettu positiivinen nayte kohdepatogeenin osalta.
Nayte . Negatiivinen Negatiivinen nayte kohdepatogeenin osalta.
Navte @ Estett Naytematriisi inhiboi testin. Uusintatestaus voi olla valttamaton.
Y Y Katso lisatietoja vianmaérityskohdasta ja testisetin tuoteselosteesta.
Kohdepatogeenin esiintymista tai sen puuttumista ei voitu
Nayte @ Tarkasta maaritella. Uusintatestaus voi olla valttamaton. Katso lisatietoja
vianmaarityskohdasta ja testisetin tuoteselosteesta.
Nivte @ Virhe Bioluminesenssia ei havaittu. Uusintatestaus voi olla valttamaton.
Y Katso lisatietoja vianmaarityskohdasta ja testisetin tuoteselosteesta.
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Tulosten vahvistaminen NF VALIDATION -sertifioidun menetelméan mukaisesti
Vaihtoehto 1: Kayttamalla ISO 11290® -standardia aloittaen Demi Fraser -rikastamisesta.
Vaihtoehto 2: Eristaminen PALCAM-agarilla (O&A) tai kromogeenisella agarilla osana NF VALIDATION -sertifioitua Listeria

monocytogenes -bakteerin havaitsemismenetelmé&a. Tunnusomaisten pesakkeiden esiintyminen riittédéa vahvistamaan
Listeria monocytogenes -bakteerien esiintymisen.

Vaihtoehto 3: Kayttamalla EN ISO 7218%)-standardissa kuvattuja DNA-koettimia selektiiviseltd agarlevylta eristettyihin
pesakkeisiin (katso vaihtoehdot 1 tai 2).

Vaihtoehto 4: Kayttamalla jotain muuta NF VALIDATION -sertifioitua menetelm3aa, jonka periaatteen on oltava erilainen
kuin Neogen Molekylaarisessa testisetissd 2 - Listeria monocytogenes. On kédytettava tille toiselle validoidulle menetelmalle
kuvattua koko kaytant6a. Kaikkien vahvistamisen alkua edeltévien vaiheiden on oltava kummallekin menetelmaélle yhteisia.

Jos tulokset ovat ristiriitaisia (vaihtoehtoisella menetelmalla saatu oletettu positiivinen tulos, jota ei saada vahvistettua
jollakin edelld kuvatuista tavoista), laboratorion on tehtéva tarvittavat toimenpiteet saadun tuloksen validoimiseksi.

Jos tulokset ovat ristiriitaisia (Neogen Molekylaarisen testisetin 2 - Listeria monocytogenes saatu oletettu positiivinen
tulos, jota ei saada vahvistettua jollakin edelld kuvatuista tavoista), laboratorion on tehtavé tarvittavat toimenpiteet saadun
tuloksen validoimiseksi.

Jos sinulla on jotain tiettya sovellusta tai menetelmaa koskevia kysymyksia, kdy verkkosivuillamme osoitteessa
www.neogen.com tai ota yhteytta paikalliseen Neogen-edustajaan tai -jélleenmyyjaan.

Liite A. Kdytannon keskeytys: Laimpdokasiteltyjen lysaattien sdilyttaminen ja uudelleentestaus.
1. Siilyta lampdkasitelty lysaatti sulkemalla lyysiputki uudelleen puhtaalla suojuksella (katso "Lyysi”, 4.5).

Sailyta 4-8 °C:ssa enintaan 72 tuntia.
Valmistele séilytetty ndyte monistamista varten kadntelemalla sita 2—3 kertaa, jotta se sekoittuu.

Poista suojukset putkista.

a DD

Aseta sekoitetut lyysiputket Neogen Molekylaarisen testilamp&lohkon pistokkeeseen ja kuumenna 100 = 1 °C:ssa
5 = 1 minuuttia.

o

Poista Neogen Lyysiliuosputkiteline lammityslohkosta ja anna sen viilentyd Neogen Molekylaérisen
testijaahdytyslohkon pistokkeessa vahintaan 5 minuuttia ja enintdan 10 minuuttia.

7. Jatka kaytantda edella olevasta kohdasta "Monistaminen”

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

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

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

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

6. Neogen Installation Qualification (1Q) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen
Molecular Detection System.

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

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

Tuotteen tarrasymbolien selitykset
info.neogen.com/symbols
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iNEﬂEEN Data de emissdo: 2024-07

Instrucoes do produto
Ensaio para Detecc¢ao Molecular de Listeria monocytogenes 2

Descrigdo e uso recomendado do produto

O Neogen® Ensaio para Detecgédo Molecular de Listeria monocytogenes 2 é usado com o Neogen® Sistema de Detecgéo
Molecular para a detecgéo rapida e especifica de Listeria monocytogenes em amostras enriquecidas de alimentos

e ambientais de processos de alimentos. O Neogen Ensaio para Detecgdo Molecular utiliza amplificagéo isotérmica
mediada por alga para amplificar rapidamente sequéncias de acidos nucleicos com alta especificidade e sensibilidade,
combinadas com bioluminescéncia para detectar a amplificagdo. Os resultados positivos presuntivos séo relatados em
tempo real enquanto os resultados negativos sdo exibidos apds a conclusdo do ensaio. Os resultados positivos presuntivos
devem ser confirmados através do seu método preferencial ou conforme especificado pelos regulamentos locais 3.

O Neogen Ensaio para Detecg¢édo Molecular de Listeria monocytogenes 2 destina-se ao uso em ambiente laboratorial
por profissionais treinados em técnicas laboratoriais. A Neogen ndo documentou o uso deste produto em outros setores
que nao o de alimentos e bebidas. Por exemplo, a Neogen ndo documentou este produto para testar amostras de agua,
produtos farmacéuticos, cosméticos, clinicas ou veterinarias. O Neogen Ensaio para Detecgdo Molecular de Listeria
monocytogenes 2 nao foi avaliado com todos os possiveis protocolos de teste nem com todas as linhagens de bactérias
possiveis.

Assim como em todos os métodos de teste, a fonte, a formulagéo e a qualidade do meio de enriquecimento podem
influenciar os resultados. Fatores como métodos de amostragem, protocolos de teste, preparagédo de amostras, manuseio
e técnica de laboratério também podem influenciar os resultados. A Neogen recomenda a avaliagdo do método, incluindo
meio de enriquecimento no ambiente do usuario, usando um numero suficiente de amostras com alimentos especificos

e desafios microbianos para garantir que o método atenda aos critérios do usuario.

A Neogen avaliou o Neogen Ensaio para Detecgédo Molecular de Listeria monocytogenes 2 com Demi Fraser Caldo
contendo citrato férrico amoniacal e Fraser Caldo contendo citrato férrico amoniacal conforme necessario. Uma
formulagéo tipica desse meio pode ser vista abaixo.

Férmula tipica de Demi Fraser Caldo Base (g/L) Férmula tipica de Fraser Caldo Base (g/L)
Cloreto de sédio 20g Cloreto de sédio 20g
Fosfato de sédio, dibasico, anidro* 9,69 Fosfato de sédio, dibasico, anidro* 9,69
Extrato de carne 50g Extrato de carne 50g
Digestédo pancreatica de caseina 509 Digestdo pancreatica de caseina 509
Digestao péptica de tecido animal 509 Digestao péptica de tecido animal 509
Extrato de levedura 509 Extrato de levedura 509
Cloreto de litio 3,09 Cloreto de litio 3,09
Fosfato de potéssio, monobasico 1,35g Fosfato de potéssio, monobasico 1,35g
Esculina 1,09 Esculina 1,09
Cloridrato de acriflavina 0,0125¢ Cloridrato de acriflavina 0,025¢g
Acido nalidixico 0,01g Acido nalidixico 0,02g

* Substituto: Fosfato de sédio, dibasico, di-hidrato 12,0 g

Suplemento de Fraser Caldo

(Ingredientes por frasco de 10 mL. (Um frasco é adicionado a um litro de meio basal.)
Citrato férrico amoniacal 0,5g/10 mL

pH final 7,2+0,2a25°C

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

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

O kit de testes do Neogen Ensaio para Detecgdo Molecular de Listeria monocytogenes 2 contém 96 testes, descritos na
Tabela 1.
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Tabela 1. Componentes do kit Neogen Ensaio de Detecgdo Molecular

Item Identificagdo Quantidade Contetdo Comentarios
Armazenados
® ~ . x
Neogen® Solugéo de Lise | Solugdo rosa em 96 (12 tiras de 8 tubos) | 580 pL de LS por tubo no rack
(LS) tubos transparentes e prontos para
0 uso
- :
Neogerl Ensaio para Mistura de detecgdo
Detecgdo Molecular de . e Pronto
A Tubos amarelos 96 (12 tiras de 8 tubos) | e amplificagdo
Listeria monocytogenes A para uso
especifica liofilizada
2 Tubos de reagentes
Tampas adicionais Tampas amarelas 96 (12 tiras de 8 tampas) Pronto
para uso
Tubos Mistura de DNA de
®
Resaontes (RO |transparentes com | (S ESMIEESEESE | controle, amplificagio | TN
9 tampa articulada e deteccao liofilizada P

O Controle Negativo, ndo fornecido no kit, € um meio de enriquecimento estéril, por exemplo, Demi Fraser Caldo. Nao
utilize agua como Controle Negativo.

Seguranca

O usudrio deve ler, compreender e seguir todas as informacdes de seguranga presentes nas instrugdes do Neogen Sistema
de Deteccao Molecular e do Neogen Ensaio para Detecgdo Molecular de Listeria monocytogenes 2. Guarde as instrugdes
sobre seguranga para consulta posterior.

A ADVERTENCIA: 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 néo evitada, pode resultar em danos materiais.

/A ADVERTENCIA

Nao use o Neogen Ensaio para Detecgdo Molecular de Listeria monocytogenes 2 no diagnéstico de problemas de
salide em humanos ou animais.

O método Neogen Ensaio para Detec¢do Molecular de Listeria monocytogenes 2 pode gerar Listeria monocytogenes
a niveis suficientes para causar a ocorréncia de natimortos e morte em mulheres gravidas e imunocomprometidos,
case sejam expostos.

O usuidrio 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 liberagao do produto contaminado:

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

¢ Armazene o Neogen Ensaio para Detecgdo Molecular de Listeria monocytogenes 2 conforme indicado na embalagem e
nas instrugdes do produto.

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

e Utilize o Neogen Ensaio para Detecgédo Molecular de Listeria monocytogenes 2 para amostras de alimentos e
ambientais que tenham sido validadas internamente ou por um terceiro.

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

e Para uma amostra ambiental que contém um tampéo neutralizante com complexo de sulfonato de arila, faga uma
diluicdo de 1:2 antes de testar (1 parte da amostra em 1 parte do caldo de enriquecimento estéril). Outra opgao
é transferir 10 pL do enriquecimento do tamp&o neutralizante (NB) para os tubos de Neogen Solugéo de Lise. Produtos
Neogen® Sample Collection que incluem tamp&o neutralizante com complexo de sulfonato de arila: RS96010NB,
RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB, HS10NB2G e HS2410NB2G.

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

o E altamente recomendavel que a equipe de mulheres do laboratério seja informada sobre o risco para
o desenvolvimento do feto resultante da infecgdo da mae pela exposicao a Listeria monocytogenes.

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

e Sempre adote as praticas de seguranga padrdo em laboratérios, como usar trajes de protegéo adequados e éculos de
protegé@o ao manipular reagentes e amostras contaminadas.
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e Evite o contato com o contelido do meio de enriquecimento e dos tubos de reagentes apds a amplificagéo.

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

e Amostras que 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 Detecgao Molecular.

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

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

Para reduzir os riscos de exposicao a liquidos quentes:

o Nao exceda a temperatura recomendada ao ajustar o aquecedor.

o Nao exceda o tempo de aquecimento recomendado.

e Utilize um termémetro calibrado adequado para verificar a temperatura do Neogen® Bloco de Aquecimento para
Detecgdo Molecular (por exemplo, um termémetro de imerséo parcial ou termémetro termopar digital, e ndo um
termémetro de imerséo total). O termémetro deve ser colocado no local indicado do Neogen Bloco de Aquecimento
para Deteccao Molecular.

AVISO

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

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

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

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

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

e Utilize uma estacédo de trabalho de biclogia molecular contendo lampada germicida sempre que possivel.
Periodicamente, descontamine as bancadas e os equipamentos do laboratério (pipetas, ferramentas de tampar/
destampar etc.) com uma solugdo de 1-5% (v:v em dgua) de dgua sanitdria ou solucdo de remocéo de DNA.

Para reduzir os riscos de um resultado falso-positivo:

e Nunca abra tubos de reagentes apds a amplificacéo.

e Sempre descarte os tubos contaminados mergulhando-os em uma solugéo de dgua sanitaria de 1-5% (v:v em agua)
ou solugdo equivalente por 1 hora, longe da area de preparagio de ensaio.

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

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

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

Responsabilidade do usuario

Os usudrios sio responsaveis por se familiarizar com as informacdes e instrugdes do produto. Visite nosso site
www.neogen.com ou entre em contato com o representante ou distribuidor Neogen mais préximo para obter
mais informacdes.

Ao selecionar qualquer método de teste, é importante considerar que fatores externos, como métodos de amostragem,
protocolos de teste, preparo de amostras, manipulagéo e técnica laboratorial utilizada, podem influenciar os resultados.

E de responsabilidade do usudrio, 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 € 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 nédo
constituem garantia de qualidade das matrizes ou processos com eles testados.

Para ajudar os clientes a avaliar o método para diversas matrizes de alimentos, a Neogen desenvolveu o kit Neogen®
Controle de Matriz para Deteccdo Molecular. Quando necessério, utilize o Controle de Matriz (MC) para determinar se

a matriz pode influenciar os resultados do Neogen Ensaio para Detecgdo Molecular de Listeria monocytogenes 2. Teste
diversas amostras representativas da matriz, ou seja, amostras obtidas a partir de diferentes origens, durante qualquer
periodo de validagdo quando adotar o método da Neogen, ou quando testar matrizes novas ou desconhecidas ou matrizes
que tiverem passado por mudangas de processo ou matéria-prima.

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

3
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Limitacdo de garantias/recurso limitado

SALVO CONFORME DECLARADO EXPRESSAMENTE EM UMA SECAO DE GARANTIA DE EMPACOTAMENTO

DE PRODUTO INDIVIDUAL, A NEOGEN REJEITA TODAS AS GARANTIAS EXPRESSAS E IMPLICITAS, INCLUINDO,
ENTRE OUTRAS, QUAISQUER GARANTIAS DE COMERCIALIZACAO OU ADEQUACAQO PARA UM DETERMINADO
USO. Se ficar provado que qualquer produto da Neogen Food Safety se encontra defeituoso, a Neogen ou seu distribuidor
autorizado procederd & respectiva substituigdo ou, se assim o decidir, restituira o dinheiro da compra do produto. Estes
sao os seus Unicos termos de recurso. Entre em contato com seu representante da Neogen ou distribuidor autorizado da
Neogen para qualquer ddvida adicional.

Limitagoes de responsabilidade da Neogen

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

Armazenamento e descarte

Armazene o Neogen Ensaio para Detecgédo Molecular de Listeria monocytogenes 2 a 2-8 °C. Nado congele. Mantenha

o kit longe de luz durante o armazenamento. Apds abrir o kit, verifique se a embalagem de aluminio nédo esta danificada.
Se a embalagem estiver danificada, ndo utilize. Apés a abertura, os tubos de reagentes néo utilizados devem sempre
ser armazenados na embalagem resselavel, juntamente com o dessecante para manter a estabilidade dos reagentes
liofilizados. Armazene as embalagens resseladas a 2—-8 °C por, no maximo, 60 dias.

Nao utilize o Neogen Ensaio para Detecgédo Molecular de Listeria monocytogenes 2 apds o vencimento. A data de
validade e o nimero do lote estdo anotados no rétulo externo da caixa. Apds o uso, o meio de enriquecimento e os
tubos do Neogen Ensaio para Detecgéao Molecular de Listeria monocytogenes 2 podem conter materiais potencialmente
patogénicos. Quando o teste for concluido, siga os regulamentos padréo vigentes da indstria para descarte de residuos
contaminados. Consulte a Planilha de Dados de Seguranga para obter informacdes adicionais e informagdes sobre os
regulamentos locais para descarte.

Instrucdes 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% (v:v em agua) de dgua sanitéria ou solucdo de remocio de DNA.

O usudrio deve concluir o treinamento de qualificagdo do operador (QO) do Sistema de Detecgdo Molecular Neogen,
conforme descrito no documento "Protocolos e Instrugdes de Qualificagédo de Instalagéo (Ql)/Qualificagdo Operacional
(QO) para o Neogen Sistema de Detecgdo Molecular"®.

Consulte a segdo "Instrugdes especificas para métodos comprovados” para obter os requisitos especificos:

Tabela 3 para protocolos de enriquecimento de acordo com o AOAC? Official Method of Analysis*™ 2016.08
e Certificado AOAC® Performance Tested Method*™ #081501.

Tabela 4 para protocolos de enriquecimento conforme o certificado NF Validation 3M 01/15-09/16.

Enriquecimento de amostra '

As Tabelas 2, 3 e 4 oferecem diretrizes sobre enriquecimento para alimentos e amostras ambientais. E responsabilidade do
usuério validar os protocolos de amostragem alternativos ou diluigdo para garantir que este método de teste atenda aos
critérios do usuério.

Alimentos
1. Deixe que o meio de enriquecimento Demi Fraser Caldo (incluindo o citrato férrico amoniacal) equilibre & temperatura
ambiente do laboratério.

2. Misture assepticamente o meio de enriquecimento e a amostra conforme as Tabelas 2, 3 ou 4. Para carnes e amostras
altamente particuladas, recomenda-se o uso de sacos de amostra com filtro.

3. Homogeneize totalmente por mistura, esmagamento (no stomacher) ou mistura manual por 2 + 0,2 minutos. Incube
a 37 £ 1 °C conforme as Tabelas 2, 3 ou 4.

4. Para laticinios crus (consulte 2, 3 ou 4), transfira 0,1 mL do enriquecimento primario para 10 mL de Fraser Caldo.
Armazene a 37 1 °C por até 20-24 horas.

Amostras ambientais

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



(Portugués) ﬁ H

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

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

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

é de, no minimo, 100 cm? (10 cm x 10 cm ou 4” x 4”). Caso a amostragem seja realizada com uma esponja, toda a area
deve ser coberta em duas direcdes (esquerda e direita, depois para cima e para baixo) ou as amostras ambientais devem
ser coletadas em conformidade com o protocolo de amostragem vigente ou de acordo com as diretrizes do FDA BAM™,
USDA FSIS MLG® ou ISO 185937,

1. Deixe que o meio de enriquecimento Demi Fraser Caldo (incluindo o citrato férrico amoniacal) equilibre a temperatura
ambiente do laboratdrio.

2. Misture assepticamente o meio de enriquecimento e a amostra conforme as Tabelas 2, 3 ou 4.

3. Homogeneize totalmente por mistura, esmagamento (no stomacher) ou mistura manual por 2 + 0,2 minutos. Incube
a 37 £ 1 °C por 24-30 horas conforme as Tabelas 2, 3 ou 4.

Tabela 2: Protocolos gerais de enriquecimento a 37 £ 1 °C usando o Demi Fraser Caldo e o Fraser Caldo
conforme necessério.

Tamanho V&I:ilg:,e dio Tempo de
Matriz de amostra da Enriqueci- Enriquecimen-
amostra | . (mL) to (horas)
Carnes
termoprocessadas,
cozidas, curadas,
aves, pescados
e peixes
Produtos lacteos
termoprocessados/ 259 225 24-30
pasteurizados
Hortifruti e vegetais
Alimentos
compostos
1
ambientais®
1 swab 10 24-30
Carnes cruas, aves, 25g 475 0839
pescados e peixes
Enriquecimento primario Enriquecimento secundario
(Demi Fraser Caldo)® (Fraser Caldo)® Volume
q de ana-
Halus S cens Tamanho Vglal;:'oedio Tempo de Tamanho Temperatura 1?::;;?‘:_9 lise da
: i - T— (b)
amiztra Enriqueci- En:??::::;?" da amostra g;g:zg‘z‘,%) cimento | 2Mostra
mento (mL) (horas)
Transfira
0,1 mL
Laticinios crus 25¢g 225 20-24 para 10 mL 37 1 20-24 10 L
de Fraser
Caldo

(a) O Demi Fraser Caldo e o Fraser Caldo devem sempre ser suplementados com suplemento de Fraser Caldo

(citrato férrico amoniacal) durante o enriquecimento primario ou secundario.

(b) Volume de amostra transferido para tubos de Neogen Solugéo de Lise. Consulte a etapa 4.6 da segdo Lise.
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Instrugdes especificas para métodos comprovados
AOAC?® Official Method of Analysis™ 2016.08
AOAC® Performance Tested Method*" N° 081501

& PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 081501

Nos programas OMASM e PTM3M do Instituto de Pesquisa AOAC, o Neogen Ensaio para Detecgdo Molecular de Listeria
monocytogenes 2 foi constatado como um método eficiente para a detecgéo de Listeria monocytogenes. As matrizes
testadas no estudo sdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. Protocolos de enriquecimento usando o Demi Fraser Caldo® 37 = 1 °C de acordo com AOAC OMASM 2016.08
e PTMSM Certificado N° 081501.

) Tamanho Volun_ie do paldo '_I'emp? de
Matriz de amostra de Enriquecimento | Enriquecimento
da amostra (mL) (horas)

Salsicha de carne bovina, queijo fresco,
sorvete de baunilha, queijo cottage de
leite com 4% de gordura, achocolatado de 25¢g 225 24-30
leite integral 3%, alface romana, espinafre
cru ensacado, salméo defumado a frio

Carne de frango crua 25¢g 475 28-32
Embutido de peru 125g¢g 1125 24-30
- Melao Volume suficiente
) _
Meléo inteiro para o melao flutuar 26-30
Aco inoxidavel 1 esponja 225 24-30
- g Concreto selado 1 esponja 100 24-30
SE
o O
g-g Plastico® 1 swab 10 24-30
< ®

Todas as amostras para a validagdo da AOAC foram homogeneizadas no stomacher, salvo indicagdo em contrario.

(@) O Demi Fraser Caldo e o Fraser Caldo devem sempre ser suplementados com suplemento de Fraser Caldo
(citrato férrico amoniacal) durante o enriquecimento primério ou secundério.

(b) Homogeneize a amostra por mistura manual.

(¢) Homogeneize a amostra por vortex.

NF VALIDATION da AFNOR Certification

LAFICATION
©

NF

Y VALIDATION
EN ISO 16140

3M01/15-09/16
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en

Para obter mais informagdes sobre o término da validade, consulte o certificado NF VALIDATION disponivel no site
supracitado.

Método certificado NF VALIDATION em conformidade com ISO 16140-2© em comparagio com ISO 11290®
Escopo da validacdo: Amostras de todos os alimentos humanos e ambientais (com excecdo de amostras de producgéo
primaéria)

Preparo da amostra: As amostras devem ser preparadas conforme EN ISO 11290-1® e EN ISO 6887®

Versao do software: Consulte o certificado
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Tabela 4: Protocolos de enriquecimento conforme o método certificado NF VALIDATION 3M 01/15-09/16a 37 1 °C
usando Demi Fraser Caldo e Fraser Caldo conforme necessario.

Volume do | Temperatu- | Tempo de Volume de
Protocolo geral Tamanho da| Caldo de rade Enri- | Enrique- anslise da Ponto de interrupgéo
9 amostra Enriqueci- | quecimento | cimento amostra® aceitavel
mento (mL) (£1°C) (horas)
Amostras de
todos os alimentos . .
(exceto carnes 259 e Demi Fraser Caldo até
72 horas
cruas, pescados crus
e laticinios crus) 225 37 24-30 20 uL e Lisado a -20 °C
|25, e Lisado a 4 °C até 72 horas
Amostras ambientais |1 swab,
1 lengo
Enriquecimento primario (Demi Fraser Caldo)® | Enriquecimento secundério (Fraser Caldo)®
Protoco- Volume do ) | Tem- | Volume | Ponto
lo espe- | Tama- | Caldode -I;‘:";Zeé::;"_ Er?:ipz:f Tama- 'I::rz;;eEr::;f pode | deans- | deinter-
cifico nhoda | Enrique- uecimento cimgnto nho da uecimento Enrique- | lise da rupgao
amostra | cimento a +1°C h amostra q +1°C cimento | amos- | aceitéavel
(mL) ( ) (horas) ( ) (horas) tra®©
® Fraser
Caldo
Carnes Transfira até
cruas, 0,1 mL 72 horas
pescados | 55 225 37 20-24 para 37 20-24 | 10pL |eLisadoa
crus e 10 mL .
L0 -20°C
laticinios de Fraser
crus Caldo e Lisado a
4 °C até
72 horas

(@) Volume de amostra transferido para tubos de Neogen Solugdo de Lise. Consulte a etapa 4.6 da secg3o Lise.

(b) O Demi Fraser Caldo e o Fraser Caldo devem sempre ser suplementados com suplemento de Fraser Caldo
(citrato férrico amoniacal) durante o enriquecimento primario ou secundario.

() Volume de amostra transferido para tubos de Neogen Solucéo de Lise. Consulte a etapa 4.6 da secéo Lise.

| NOTA: Amostras mais pesadas que 25 g ndo foram testadas no estudo NF Validation.

Preparo da Neogen® Bandeja de Carga Rapida para Detecgdo Molecular
1. Umedega um pano em uma solucio de 1-5% (v:v em dgua) de dgua sanitdria ou solucdo equivalente e limpe
a Neogen® Bandeja de Carga Rapida para Detecgdo Molecular.
2. Enxague a Neogen Bandeja de Carga Rapida para Detecgdo Molecular com dgua.
3. Utilize uma toalha descartavel para secar a Neogen Bandeja de Carga Répida para Detecgdo Molecular.
4. Certifique-se de que a Neogen Bandeja de Carga Répida para Detecgdo Molecular esteja seca antes de utiliza-la.

Preparagdo do Neogen® Bloco de Resfriamento para Detecgdo Molecular

Coloque o Neogen® Bloco de Resfriamento para Deteccédo Molecular diretamente sobre a bancada do laboratério;
utilize o bloco de resfriamento a temperatura ambiente do laboratério (20-25 °C).

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

Coloque o Neogen® Bloco de Aquecimento para Detecgédo Molecular em uma unidade de aquecimento com bloco seco
duplo. Ligue a unidade de aquecimento de bloco a seco e defina a temperatura para permitir que o Neogen Bloco de
Aquecimento para Detecgdo Molecular alcance e mantenha a temperatura de 100 £ 1 °C.,

NOTA: dependendo da unidade de aquecimento, aguarde aproximadamente 30 minutos até que o Neogen Bloco

de Aguecimento para Detecgédo Molecular alcance a temperatura. Utilizando um termémetro calibrado adequado

(por exemplo, um termémetro de imersdo parcial ou um termémetro digital de termopares, ndo um termémetro de
imerséo total) colocado no local indicado, verifique se o Neogen Bloco de Aquecimento para Detec¢do Molecular est4 a
100+ 1 °C.
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Preparo do Neogen® Equipamento de Detecgdo Molecular

1.

2.
3.

Inicie o Software Neogen® Sistema de Detecgdo 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 execugao com dados para cada amostra. Consulte o Manual do Usuério do Neogen Sistema de
Detecgédo Molecular para obter mais detalhes.

NOTA: o Neogen Equipamento de Detecgédo Molecular deve estar pronto para o uso antes de inserir a Neogen Bandeja
de Carga Rapida para Detecgdao Molecular com os tubos de reagéo. Esta etapa de aguecimento 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.

w

AN,

Deixe que os tubos de solucdo de Lise (Neogen Solucio de Lise) cheguem a temperatura ambiente (20-25 °C),
deixando as racks fora de refrigeragio de um dia para o outro (16—18 horas). A alternativa para equilibrar os tubos
Neogen Solucdo de Lise a temperatura ambiente é posiciona-los na bancada do laboratério durante pelo menos 2
horas, incuba-los em uma incubadora de 37 + 1 °C por 1 hora ou coloca-los em um aquecedor com bloco seco duplo
por 30 segundos a 100 °C.

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

Remova o caldo de enriquecimento da incubadora.

Um tubo de Neogen Solucéo de Lise é necessario para cada amostra e para a amostra do Controle Negativo (NC)
(meio de enriquecimento esterilizado).

4.1 As tiras de tubos Neogen Solucgédo de Lise podem ser cortadas para obter o nimero desejado de tubos. Selecione
o numero de tubos de Neogen Solugéo de Lise individuais ou as tiras de 8 tubos necessarias. Coloque os tubos de
Neogen Solucédo de Lise em um rack vazio.

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

4.3 Transfira as amostras enriquecidas para os tubos Neogen Solugdo de Lise conforme descrito abaixo:

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

4.4 Utilize a Neogen® Ferramenta de Tampar/Destampar para Detec¢do Molecular — Lise para destampar uma tira de
tubos Neogen Solugéo de Lise — uma tira de cada vez.

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

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

4.6 Transfira 20 pL de amostra em um tubo Neogen Solugéo de Lise, exceto se indicado de outro modo nos protocolos
das tabelas 2, 3, ou 4 (por exemplo, laticinios crus ou quando as amostras com tamp&o neutralizante usarem 10 pL).
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Repita da etapa 4.4 a 4.6 até que todas as amostras individuais tenham sido adicionadas a um tubo Neogen Solucgédo de
Lise correspondente na tira.

Quando todas as amostras tiverem sido transferidas, transfira 20 uL de NC (meio de enriquecimento estéril,
por exemplo, Demi Fraser Caldo) para um tubo Neogen Solugédo de Lise. Ndo use dgua como um NC.

Verifique se a temperatura do Neogen Bloco de Aquecimento para Detecgédo Molecular esta a 100 = 1 °C.

Coloque a rack descoberta de tubos Neogen Solugédo de Lise no Neogen Bloco de Aquecimento para Deteccéo
Molecular e aquega por 15 = 1 minutos. Durante o aquecimento, a Neogen Solucéo de Lise mudara da cor rosa (frio)
para amarelo (quente).

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

Retire a rack descoberta de tubos Neogen Solugéo de Lise do bloco de aquecimento e deixe esfriar no Neogen Bloco
de Resfriamento para Detecgédo Molecular por pelo menos 5 minutos e no maximo 10 minutos. O Neogen Bloco

de Resfriamento para Detecgédo Molecular, usado em temperatura ambiente, deve ser colocado diretamente sobre

a bancada do laboratério. Quando resfriada, a Solugdo de Lise voltara a cor rosa.

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

00500

D D 000500

Amplificacao

1.

E necessario um Tubo de Reagente de Neogen Ensaio para Detecgdo Molecular de Listeria monocytogenes 2 para cada
amostra e para o NC.

1.1 As tiras de tubos de reagentes podem ser cortadas para obter o nimero de tubos desejado. Selecione o nimero de
Tubos de Reagente individuais ou de tiras de 8 tubos necessérias para Neogen Ensaio para Detecgdo Molecular de
Listeria monocytogenes 2.

1.2 Coloque os Tubos de Reagente Neogen Ensaio para Deteccdo Molecular de Listeria monocytogenes 2 em uma
rack vazia.

1.3 Evite agitar os pellets reagentes da parte inferior dos tubos.
Selecione um tubo Neogen Controle de Reagentes e coloque-o na rack.

Para evitar contaminagéo cruzada, destampe uma tira de Tubo Reagente para Neogen Ensaio de Detecgdo Molecular
de Listeria monocytogenes 2 de cada vez e utilize uma nova ponteira de pipeta para cada etapa da transferéncia.

Transfira o lisado para Tubos de Reagente Neogen Ensaio para Detecgédo Molecular de Listeria monocytogenes 2 e tubo
Neogen Controle de Reagentes conforme descrito abaixo:

Primeiro, transfira cada amostra de lisado para Tubos de Reagentes individuais de Neogen Ensaio de Detec¢éo
Molecular de Listeria monocytogenes 2 seguido do NC. Por tltimo, hidrate o tubo Neogen Controle de Reagentes.

Use a Neogen® Ferramenta de Tampar/Destampar para Detecgdo Molecular — Reagente para destampar o Tubo de
Reagente para Neogen Ensaio para Detecgdo Molecular de Listeria monocytogenes 2 uma tira de cada vez. Descarte
a tampa.
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5.1 Transfira 20 pL de amostra de lisado da % superior do liquido (evite o precipitado) do tubo de Neogen Solugdo
de Lise para o Tubo de Reagente do Neogen Ensaio de Detecgdao Molecular de Listeria monocytogenes 2
correspondente. Dispense em um angulo que evite a agitagao dos pellets. Misture pipetando gentilmente
5 vezes.

5.2 Repita a etapa 5.1 até que a amostra de lisado individual tenha sido adicionada a um Tubo de Reagente para
Neogen Ensaio para Detecgdo Molecular de Listeria monocytogenes 2 correspondente na tira.

5.3 Cubra os Tubos de Reagentes para Neogen Ensaio de Detecgcao Molecular de Listeria monocytogenes 2 com as
tampas extras fornecidas e utilize o lado arredondado da Neogen Ferramenta de Tampar/Destampar para Deteccgao
Molecular — Reagente para apertar com um movimento de vai e vem, garantindo que a tampa fique bem apertada.

5.4 Repita as etapas 5.1 a 5.3, conforme necessério, para o nimero de amostras a serem testadas.

5.5 Quando todas as amostras de lisado tiverem sido transferidas, repita as etapas de 5.1 para transferir 20 L de lisado
do NC para o Tubo Reagente de Neogen Ensaio de Detecgdo Molecular de Listeria monocytogenes 2.

5.6 Transfira 20 pyL de lisado NC para um tubo Neogen Controle de Reagentes. Dispense em um dngulo que evite
a agitagdo dos pellets. Misture pipetando gentilmente 5 vezes.

6. Carregue os tubos tampados em uma Neogen Bandeja de Carga Répida para Detecgéao Molecular limpa e
descontaminada. Feche e trave a tampa da Neogen Bandeja de Carga Répida para Detecgédo Molecular.

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

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

9. Posicione a Neogen Bandeja de Carga Réapida para Detecgdo Molecular no Neogen Equipamento de Detecgéo
Molecular e feche a tampa para iniciar o ensaio. Os resultados sdo fornecidos em 75 minutos, embora os positivos
possam ser detectados ainda mais cedo.

10. Depois que o ensaio estiver concluido, remova a Neogen Bandeja de Carga Répida para Detecgdo Molecular do
Neogen Equipamento de Detecgdo Molecular e descarte os tubos mergulhando-os em uma solucéo de 1-5% (v: vem
agua) de agua sanitaria ou solugdo equivalente por 1 hora, fora da drea de preparagdo do ensaio.

AVISO: para minimizar o risco de falso-positivos por contaminagéo cruzada, nunca abra tubos de reagentes que
contenham DNA amplificado. Isto inclui Tubos de Reagente para Neogen Ensaio para Detecgdo Molecular de

Listeria monocytogenes 2, Neogen Controle de Reagentes e Tubos de Controle de Matriz. Sempre descarte os tubos de
reagentes selados mergulhando-os em uma solugdo de 1-5% (v:v em agua) de 4gua sanitaria por 1 hora, fora da area de
preparacéo do ensaio.

Resultados e Interpretacao

Um algoritmo interpreta a curva de saida de luz que resulta da detecgéo da amplificagdo do acido nucleico. Os resultados
séo analisados automaticamente pelo software e sdo codificados em cores de acordo com o resultado. Um resultado

é determinado positivo ou negativo pela anélise de diversos parametros exclusivos das curvas. Resultados positivos
presuntivos sdo relatados em tempo real, enquanto resultados Negativos e Inspecionar serdo exibidos apés a conclusédo
da execugéo.

Amostras positivas presuntivas devem ser confirmadas de acordo com os procedimentos operacionais padrédo de
laboratério, ou seguindo o método de confirmacgéo de referéncia apropriado!-23, comec¢ando com a transferéncia
do enriquecimento primaério para caldo de enriquecimento secundério (se aplicavel), seguida pelo plaqueamento
e a confirmagéo dos isolados usando métodos bioquimicos e sorolégicos adequados.

NOTA: Até mesmo uma amostra negativa ndo resultara em leitura zero uma vez que o sistema e os reagentes de
amplificagdo do Neogen Ensaio para Deteccdo Molecular de Listeria monocytogenes 2 tém uma leitura de unidade de
luz relativa (RLU) em "plano de fundo”,

Em casos raros de saida de luz fora do comum, o algoritmo rotula o caso como "Inspecionar”. A Neogen recomenda que
o usuario repita o ensaio para qualquer amostra Inspecionar. Se o resultado continuar a ser Inspecionar, prossiga com
o teste de confirmacgéo utilizando o método de sua preferéncia ou conforme especificado pelos regulamentos locais.

10
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Tabela 5: Simbolos de resultado para amostras e interpretagdo conforme fornecidos pelo software do Neogen Sistema de
Detecgéo Molecular.

Tipo de Simbolo de Resultado Interpretagéo
pogo 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 inibitdria para o ensaio. Pode ser necessario
Amostra @ Inibido um novo teste. Consulte a secdo de resolugéo de problemas e o kit

de Instrugdes do Produto do ensaio para obter mais informagdes.

A presenga ou auséncia do patégeno alvo foi indeterminada.
. Pode ser necessario um novo teste. Consulte a segéo de resolugéo
Amostra @ Inspecionar - - ¢ . N
de problemas e o kit de Instrugdes do Produto do ensaio para obter
mais informacdes.

Né&o foi detectada bioluminescéncia. Pode ser necesséario um
@ Erro novo teste. Consulte a secdo de resolugdo de problemas e o kit de
Instrucdes do Produto do ensaio para obter mais informacgdes.

Amostra

Confirmacgéo de resultados segundo o método certificado NF VALIDATION

Opcgdo 1: Uso da norma ISO 112909 a partir do enriquecimento de Demi Fraser.

Opgao 2: Por isolamento em Agar PALCAM ou dgar (O&A) cromogénico formando parte do método do certificado
NF VALIDATION para a detecgéo da Listeria monocytogenes. A presenga de col6nias caracteristicas é suficiente para
confirmar a presenca de Listeria monocytogenes.

Opcido 3: Utilizagdo de sondas de 4cido nucleico conforme descrito na norma EN ISO 7218, em coldnias isoladas,
agar seletivo (consulte as Opcdes 1 ou 2).

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

Na ocorréncia de resultados divergentes (positivo presuntivo com o método alternativo, ndo confirmado por um dos meios
acima descritos) o laboratério deve seguir as etapas necessarias para garantir a validade dos resultados obtidos.

Na ocorréncia de resultados divergentes (positivo presuntivo com o Neogen Ensaio para Detecgio Molecular de Listeria
monocytogenes 2, ndo confirmado por um dos meios acima descritos) o laboratério deve seguir as etapas necessérias para
garantir a validade dos resultados obtidos.

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

Apéndice A. Interrupgao de protocolo: armazenamento e reteste de lisados tratados termicamente.
1. Para armazenar um lisado tratado termicamente, tampe novamente o tubo de lise com uma tampa limpa
(consulte "Lise", 4.5).

Armazene entre 4 e 8 °C por até 72 horas.
Prepare uma amostra armazenada para amplificagdo invertendo de 2 a 3 vezes para misturar.

Destampe os tubos.

oD

Cologue os tubos de lisado misturados no Neogen Bloco de Aquecimento para Detecgédo Molecular e aquega a 100
%+ 1 °C por 5 £ 1 minuto.

o

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

7. Continue o protocolo na segédo "Amplificagdo", detalhada acima.

11
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Explicagdo dos simbolos dos rétulos de produtos
info.neogen.com/symbols
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MAnpodopieg Ttpolovtog

Aokipaoia Moplakng Aviyveuaong 2 - Listeria monocytogenes

Meplypagdn tou TipoidvTog Kal OKOTIOG XprRong

H Neogen® Aokipacia Moplakrig Avixveuong 2 - Listeria monocytogenes xpnotporoteital pe to Neogen® Zuotnua
MopLakig Avixveuong yla tn ypryopn Kat eEelSLkeupevn aviyveuaon tou Listeria monocytogenes, G EUTTAOUTIOHEV
Selypata tpogipwv kat eptBaroviika detypata. Ot Neogen ﬂoprao[sq MopLakng Avixveuong xpnoLUOTIOLOUV
LOOBEPULKO TIOAATIAQCLACHO pE psoo?\qucsr] Bpdxou yLa Tov ypriyopo TOAAAMAAoLacpO AMNAOUXLWY VOUKAEIVIKWY
o&Ewv pe vPNAn el8IKOTNTA KaL EualoBnota, o cuVSUACUO PE BLOtpmmuysLu ylwatnv GULXVEUO'I’] TOU TToA\amAacLacpou.
Ta UTTOBETIKA BETIKA AMOTEAECATA AVAPEPOVTAL GE TIPAYHATLKO XPOVO, EVW TA APVINTLKA ATIOTEAECHATA

EpcpuvLZOVtuL META TNV OAOKAr pwan tng 60 KLpClULC(( Ta uTtoBETIKA BETIKA cmora?\aopam TIPEMEL va e BeRaLwvovtal
XPNOLUOTIOLWVTAG TN PEBOSO TIOU TIPOTLUATE 1 OTIWE KaBopidetal arod Toug TOTIkoUG Kavovlopoug! %2,

H Neogen Aompacm Moplakng Avixveuong 2 - Listeria monocytogenes npoopLZEtaL yla xprion o€ EpyC(UTI’]pLC(KO
napLBa?\)\ou amo EnaWEAthLEq, EKTIALSEUPEVOUG OTLG apyaotr]pLaKaq ts)(VLKac, H Neogen SEV €XEL TEKUNPLWOEL TN
xpr]or] autou Tou npmovtoc; (o} BLOpr])((lVLE(; AAAEG aTTO EKELVEG TWV tpochpmu KaL rotwv. Ma napa&stypa n Neogen
SEV £XEL TEKPNPLWOEL AUTO TO TIPOLOV YLa TOV EAEYXO SELYHATWY VEPOU, PAPHAKEUTIKWY TIPOLOVTWY, KAAAUVTLKWY,
KALVLKWV 1} KTNVLatplkwy Setypatwy. H Neogen Aokipaoia Mopuakrg Avixveuong 2 - Listeria monocytogenes Sev E'XEL
a&lohoynBel pe OAa ta TBavd TpwWTtOKoAa eAEyXOU I JE OAa Ta TiLBavd oTteAéxn BaktneLsiwv.

‘OTwg Kat pe OAEG TIG SOKLUACTLKEG HEBOSOUG, N TEpoEAELDN, N 0UVBEGN Kal ) TIOLGTNTA TOU HEGOU EUTTAOUTLOHOU
HTIOPEL va ETINPEACEL Ta aTtoteAéopata. I'Iapayovtsq OTIWG oL pEBOBOL Bstypatoi\r]quaq, Ta nprOKOMa gAEyXOU,

r TIPOETOLHACLA TWV SELYHATWY, O XELPLOHOGG KAL ) EPYACTNPLAKT TEXVLKI| UTIOPOLV ETILONG VA ETINPEACOLV Ta
amnoteAéopata. H Neogen ouviotd tnv agloAdynon g peBodou, cuptepA\apBavopévou Tou HECOU EUTIAOUTLOMOU,
oTo TiePLBAMOV TOU XPr)OTN HE TN XPrIonN £Mapkoug aplBpoU SELYPATWY PE CUYKEKPLUEVA TPOQLUA KAl PLKPOBLAKES
TIPOKANCELG WOTE Va SLac@aAlotel OTL N pEBodog TANpotl ta KpLtrpLa Ttou Xpriotn.

H Neogen a&loAoynoe tnv Neogen Aokipacia Moplakrig Aviyxveuong 2 - Listeria monocytogenes pe Zwpuo Demi-Fraser

TIou TEPLELXE Evappwvio Kitpikdg Zidnpo kal pe Zwpo Fraser Tou epLeixe Evappwvio Kitpikog Zidnpo, BAoeL Twv
amnattjoewv. Mia Tutikr) cUVBeon autoU ToU HECOU AKOAOUBEL TTapakdatw.

Tutkn) ouvBeon Baong Zwpou Demi-Fraser | (g/L) Tutmkn) ouvBeon Baong Zwpou Fraser (g/L)
XAwpLouyo vdatpLo 20g XAwpLouxo vdatpLo 20g
dwooplkd vatpLo, SLactkd, avudpo* 969 dwoopLko vatplo, SLBactko, Avuspo* 969
ExyUALopa BogLou kpEatog 5049 ExyUALopa BOELOU KpEaTog 5049
Naykpeattkr édn Kaletvng 5049 MNaykpeattkn mén Kaletvng 5049
Merttikn ey Zwikou Lotou 5049 Mertrikn e Zwikou Lotou 5049
ExyUALopa ZOpng 5049 ExyUALopa ZOpng 5049
XAwpLoLyo AiBLo 309 XAwpLouyxo AiBLo 309
PwoPopLKO KAALO, HOVOBactko 1359 PwoPOPLKO KAALO, HOVOBACLKO 1359
EokouAivn 1,09 EokouAivn 1,09
Y&poyAwpLkn akptBAaBivn 0,0125g | YépoxAwpLkn akptBAaBivn 0,025¢g
NaALSLELKO 0EU 0,01g NaALSLELKO 0EU 0,02 g
* Yrtokatdaotato: PwoopLkd vatpLo, SLBactko, SLudpLko 12,049

ZupmApwpa Zwpoo Fraser

(Zuotatkda ava @laAidlo 10 mL. ‘Eva @Laiisdio ipootiBetal og éva Aitpo Baoikol Bpemtikol UALKOU.)

Evappwviog Kitplkog aténpog 0,5 g/10 mL

TeAko pH 7.2 + 0,2 otouc 25°C

To Neogen® Opyavo MopLakrg Avixveuong ipoopidetal yLa xprion He detypata mou €xouv uttoBAnBel og Beppikn
enegepyaoia kata tn SLapkeLla tov otadiou Auong tng Sokipaaciag, To omolo elval oxedLacpEvo yla TNV Kataotpoyn
TWV OPYaVLOPWV TIOU Elvat Ttapovteg oto Setypa. Astypata mou dev exouv uttoBANBel otnv KatdAAnAn Bepuikn
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enegepyaoia katd tn SLapkeLla tou otadiou Along tng Sokipaciag propouv va BewpnBolv wg TBavaog BLoAoyLkog
klvduvog kat AEN Tperel va eLoayovtat oto Neogen Opyavo MopLakrg Avixveuong.

H Neogen Food Safety pépel Tiotoroinon cUp@wva Pe To ipdtuto tou AteBvoug Opyaviopou Tuttottoinong (ISO)
9001 yLa oXeSLaopO Kal Tiapaywyr).

To kit eAéyyou Neogen Aoklpaoiag MopuLakrg Aviyxveuang 2 - Listeria monocytogenes TIEpLEXEL 96 SOKLUAOTLKA TEQT
TIOU TIEpLypawovtal atov Mivaka 1.

MNivakag 1. EmpEpoug otolyela tou Kit Neogen Aok Moplakng Avixveuong

Eidog Tavtomoinon MNoodétnta MNepLexopeva Tyoha
Pol 8LaAupa . .
Neogen® AtdAupa Avong | oe dtagpaveig g%giﬁ;ﬁf&;fv 580 pL LS ava s;foc:ltj?)t;}pﬁ;
(LS) SokLpaotikoug : SO0KLPaoTIKO cWArva :
GWARVEC owAnvwv) Xpnon
Neogen® Aokipacia :
MopLaknc Avixveuong Kitpwot 96 (12 OELPEG TWV fa\:::sc::fémogmgpsvo ETOLLO TI0O
2 - Listeria monocytogenes | S50KlaoTIKOL 8 SOKLUAOTIKWY no?\?\a#?\a\g:uc o0 KAl .(;J poS
AoklpaoTikol ZwARVeEG OWANVEC OWANVWV) QViYVELG H Xpnon
Avtispaotnpiwv X ne
: ' . ' 96 (12 OELPEG TWV ‘EtoLpo mpog
ErumAéov wpata Kitpwva nwpata | o TWPETWY) xprAoN
Ataaveig 16 (2 cakoUAAKLa Avo@\oTtoLnpévog
Neogen® EAgyxog SoKLpaotikol TWV 8 ATOHLKWY €Aeyxog DNA, petypa ‘ETOLHO TIpOg
Avtispaaotnplou (RC) OWANVEG PE SOKLUAOTLKWY TloAamAaoLacpou Kat | xprion
apBpwTto wpa CWANVWV) avixveuong

O Apvntikog EAgy0¢, TTOU SV TIAPEXETAL OTO KLT, £lval éva oTelpo PETo EPTIAOUTLOMOU, TLY. ZWHOG Demi-Fraser.

Mn xpnoLuoTIoLElTE VEPO WG ApVNTLKO EAgyXO.

Aoddalela

O xprjotng TpeTeL va SLaBdAceL, va KatavonoeL Kal va akoAouBrioeL OAeG TLG TANpowopieg acpaleiag otig 0dnyieg
yta to Neogen Zuotnua Moprakrg Avixveuong kat tnv Neogen Aokipaoia Moplakng Avixveuong 2 - Listeria

monocytogenes. ®UAGETE TLG 08NyLeG aoPAAELag yLa HEAAOVTLKI avagopd.

ATNPOEIAOMOIHIH: YmoSelkvUeL pLa emikivduvn Katdaotaor), n orola, eav Sev anoeuxBel, evdéxetal va ExXEL wg
amnotéAeopa Bavato fj coBapd TPAUPATLOHO r)/Kat UALKN {nuLad.

IHMEIQZH: YmodelkvUeL pla SuvnTikd emikivéuvn katdotaaon, n omola, edv ev ano@euybel, evdéxetal va

EXEL WG ATTOTEAECHA UALKN) {nuLa.

A MNMPOEIAOMOIHZH

Mn xpnotpottoteite Tnv Neogen Aokipacia MopLaknig Aviyvevong 2 - Listeria monocytogenes yia tn SLayvwan
Kataotdoswyv o€ avBpwroug f {wa.

H Neogen Aokipacia Moplakng Aviyveuong 2 - Listeria monocytogenes evééyetal va tapda&el Listeria
monocytogenes oe eTineSa EMAPKI yLa TV TIpOKANon Bvnolygvelag Kat BvnoLlpdtntag o eyKUoUG Kal Atopd ot
avoooKaTacoToAr, o€ Tiepimtwaon ékBeang.

O XPpAOTNG TIPETIEL Va EKTIALSEVCEL TO TIPOCWTILKO TOU OTLG TPEXOUCEG KATAANNAEG TEXVLKEG EAEYYOU: yLa
niapadewypa, Kahég Epyaoctnprakég Mpaktikég, ISO/IEC 17025 f ISO 72189,

Mo va peLwoete Toug KvdUvoug Ttou oxetidovtal pe éva Peudwg apvnTiko armotéAeopa Tiou odnyel atnv
amo8£0MEVCT POAUGHEVOU TIPOIOVTOC:
e AKOAOUBELTE TO TIPWTOKOAAO KaL SLEVEPYELTE TOUG EAEYXOUC aKPLBWE OTIWG TIEPLYPAPETAL OTLG TIANPOPOPLES

TOU TIpoloVTOoC,.

e ®uAdooete tnv Neogen Aokipaoia Moplakng Avixveuang 2 - Listeria monocytogenes OTiwG UTTOSELKVUETAL OTN

ouoKeuaota Kat oTLg TANpoWopieg polévtog,.

e Xpnoloroleite avrote tnv Neogen Aokipaoia Moplakng Avixveuang 2 - Listeria monocytogenes JExpL TNV

nuepopnvia Agng g,

e Xpnowototeite tnv Neogen Aokipaaia MopLakrg Avixveuong 2 - Listeria monocytogenes yLa TiepLBAAOVTLKA
Selypata mou €xouv eTKUPWOEL ecwTepLka i amo tpito pepog.

e Xpnowuomoleite tnv Neogen Aokipacia Moplakrg Avixveuong 2 - Listeria monocytogenes JOVO yLa ETILPAVELEC,
QTTOCTELPWTLKA PEOQ, TIPWTOKOANA KL BAKTNPLAKA GTEAEXN TIOU £X0UV ETILKUPWOEL ECWTEPLKA 1] aTto TpiTo pEPOG.
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o [0 éva EPLPANOVTLKO SELypa TI0U TEPLEXEL PUBPLOTLKO .&La?\upa Oudetepottoinong pe apul-COUAPOVLKO
OUMTIAOKO, TIPAYHATOTIOW|OTE apmmon 1:2 tpLv Tov €Aeyxo (1 pépog Seiypatog og 1 pépog otelpou {wpoL
EUTTAOUTLOPOU). Mia AN Em)\oyr] elvat va petagépete 10 L spn?\ouucrpou NB péoa otoug SOKLpactLKouq
owArveg Neogen AlaAUpatog AUong. Mpotdvta Zuloyr|g Astypdtwy g Neogen® Ttou TiepLéxouv PuBuLOTIKO
AtdAupa OubeTepOTIOINONG HE APUA-COUAQOVLKO CUPTIAOKO: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G,
HS10NB, HSTONB2G kat HS2410NB2G.

MNa va pewwoete tov Kivéuvo tou oyetidetal pe tnv ékBeon o€ XNHLKEG ouaieg Kal BloloyLkolg KvSuvoug:

e JUCTIVETAL £VTOVA TO YUVALKELO EPYACTNELAKO TIPOCWTILKO VA EVNHUEPWBEL OXETIKA PE TOV Kivduvo yla
QaVaTItUooOPEVA EPRPUA TIOU TIPOKUTITEL artd AolpwEn tng Pntépag péow €kBeang oto Listeria monocytogenes.

o Alevepyeite Tov éAeyxo aboyovwy oe KatdAANAa eEOTIALGHEVO EPYATTIPLO UTIO TOV EAEYXO EKTIALSEVPEVOU
TIPOCWTILKOU. EMWaoHEVA HECA EPTTAOUTLOMOU Kal EEOTIALOHOG I ETILYPAVELEG TIOU £XOUV EPBEL OE eTtan PE
EMWACKEVA PECA EPTIAOUTLOHOU UTTIOPEL va TIEPLEXOULV TTaBoydva g eTITIES A ETTAPKI] WOTE VA TIPOKAAECOUV
Klvéuvo yLa tnv avBpwrivn vyeta.

e Tnpelte MAVTOTE TIG OUVNBEC TIPAKTLKEG EPYACTNPLAKNAG ACPAAELAG, OTIWG XPrON KATAMNANG TIPOOTATEVTLKAG
evdupaoiag Kat TTpoataciag patiwy, otav Xewpileote avildpaotrpla Kat JoAuopéva Selyparta.

e ATOWPEVYETE TNV Encupr'] HE TA TIEPLEXOHEVA TWV PHECWV EPTIAOUTLOHOU KAl HE TOUG SOKLUAOTLKOUG CWANVES
avtLBpuctr]ptou HETA TOV no)\?\an?\actaopo

* ATOPPIITTETE TA EPTAOUTLOpEVA SElypATa CUHPWVA HIE TA TPEXOVTA TIPOTUTIA TG Blopnxaviac.

e Aglypata mou bev € Y UTIoBANBEL oTNV KATtAAANAN BepLKN) EMEEEPYaOia KATA TN &aszLa Tou otadiou AUong
¢ Soklpaoiag prropouv va BewpnBouv wg bavag BloAoyikdg kivéuvog kat AEN TipémeL va eLodyovtal oto
Neogen Opyavo MopLakr|g Avixveuong.

MNa va pewoete toug KwdUvoug Ttou oXeTifovtal pe SLaoTaupoUpEVH POAUVON KATA TNV TIpOETOLHacia

g SoKlpaoiag

e  ®opdrte AVTOTE ydAvTLa (yLa tnv poaotacia Tou Xpriotn Kat tTnv TpoAnyn eLoaywyrg VOUKAEQCWV).

Ma tn peiwon Twv KWwdUvwv Tou oxeTidovtal pe T poluvaon tou TiepLpdliovtog:

e AkoAouBeite ta TpExovta poTuTIa TNG Blopnxaviag yla tnv anoppupn HOAUCUEVWY aTTOBANTWV.

MNa va pewwoete toug KWwdUvoug Ttou oxetifovtal Pe TV EKBeon o€ Kautd vypa:

e Mnv uttepPBaivete Tn cuvioTwpeVn puBULon Beppokpaciag otov Beppavtripa.

e Mnv uttepPalvete TOV CUVIOTWHEVO XPOVo BEppavang.

e XpnoLUOTIOLELTE Eva KATAAANAO, BaBpovounuévo BeppopeTpo yla va emainBeloete tn Bepokpacia tou
Neogen® Evestou yla Yrodoxr ZwAnvwy @sppautnpoq Moplakng Avixveuaong (Tt.xX. BEpUOUETPO PHEPLKAG
spBuGtoqc 1 YnLako Beppdpetpo Beppootolyeiou, OxL BeppOPETPO OALKNG EPBUBLONG). To BeppdpETpO
TIPETEL Va ToTtoBETETaL atny TipoBAenopevn B€on oto Neogen EVBeTo yLa Yodoxr ZwAnvwy G@eppavtrpa
MopLakng Avixveuong.

ZHMEIQzZH

Mo va pewwoete toug Kwwduvoug Ttou oxetidovtal pe StaoctauvpoUpevn HOAUVON KATA TNV TIposToLpacia

g Soklpaciag

* AMGETE yavTLa TIpLy aro Ty evusatwon twy opatpdiwy avidpactnpiou.

e ZUVLOTATAL VO XPNOLHOTIOLOVVTAL ATMOCTELPWHEVA, HE PPAYHO Yia agpOAUHATA (HE PLATPO), pUYXN TILTETAG
Katnyopiag popLaan BLO?\oyLaq

* XpnoLuoToLelTe VO pUYXOG TUTETAC Yia KaBe petagopa Selypatog.

e Xpnotporoleite KaAeg Epyaotnplakeg MPakTLKEG yLa tn) HETAPOopd Tou Selypatog ard ToV SOKLPAOTLKO CWArvVa
EUTTIAOUTLOPOU OTOV SOKLPACTIKO GwARva Auong. MNa va amogeuyBel N pOAUVGN TG TILTETAC, O XPHOTNG UTTopPEL
va eMAEEEL va TIpoaBEaEL £va evSLAPETo Bripa HETa@opac. Ma Tapadelypa, o Xpriotng UTopEel va petagEépel kabe
EUTIAOUTLOPEVO SElypa PECQ O€ VAV ATIOOTELPWHEVO SOKLUAOTIKO CWARVA.

* Xpnouporoteite otabpé epyaoiag poprakrig BloAoyiag mou va TEpLEXEL pLKpoBLOKtévo ?\U)(v'La, otou eivat
SLGBEULpr] Ano)\upmusta TIEPLOSLKA TOUG TTAYKOUG Kal TOV EEOTIALOHO TOU Epyaotr]ptou (mrtstsc, gpyaieia
Utppaytor]q/anoocppuymr]q KTA.) M€ SLAAUPA OLKLAKNG XAwpivng 1-5% (OyKo Kat' OyKo o€ vepo) | PE SLAAUPA
aropdakpuvong DNA.

MNa va pewwoete toug Kwduvoug Ttou oxetidovral pe Peudwg BeTiko anotédeopa:

e Mnv avolyete TOTE TOUG SOKLPAOTIKOUG CWANVEG avTLépaotnpiou PETA ToV TTOAATTAACLACHO.

e ATIOPPLTITETE TIAVTOTE TOUG JOAUOHEVOUG SOKLUATTLKOUG OWANVEG HOUALAZOVTAG TOUG OE SLAAUUA OLKLAKNAG
¥Awpivng i avtiotoyo Stdhupa 1-5% (Gyko Kat' Oyko o€ vepo) yla 1 wpa KaL HakpLd ard tnyv mepLoxn
TipogToLpaciag tng dokipaotiag.

e Mnv KALBavioete TTOTE TOUG SOKLUAOTLKOUG CWANVEG avTtdpaatnplou HETA ToV TTOAAATAQGLACHO.

la erumAgéov MAnpowopieg cupBouleuBeite To PUAO Aedopévwv ACPaAEiag KaL TOUG TOTILKOUG KAVOVLOUOUG OXETLKA
HE TNV artdppudn.

EQV €XETE EPWTIOELG OXETIKA UE OUYKEKPLUEVEG EPAPHOYEG 1] SLaSLkaoleg, mapakahoUpe emLokepBeite Ty LoToceAiSa
WWW.Neogen.com rj £MLKOWWVAOTE HE TOV TOTILKO 0aG aVTUTPOowTo ) Stavopéa tng Neogen.

3
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EuBU0vn tou XpRotn

OL xpnoteg eival utteuBuvol va e§oLKeELWBOLVY pE TLG 08NYLeG Kal TLG TTANPOYOPLEG TOU TIpoiovTog. ETlokepBeite
TNV LOTooeASa pag 0TO WWW.Nneogen.com r) ETILKOLVWVYNOTE PE TOV TOTILKO 0ag QVTLTTPOOWTIO i} SLavopEa tng
Neogen yLa TIEpLOCOTEPEG TIANPOPOPLES.

Katd tnv emioyn plag pebddou eAéyyou, elval onuavtiko va avayvwpllete 0tL e§wtepLkol Tapdayovteg, OTiwg
peBodoL SetypatoAnilag, TIPWTOKOAAA EAEYXOU, TIPOETOLHACLA KAL XELPLOPOG SELYUATWY KaL N EPYACTNPLAKI TEXVLKN
pTIopoUV va TNPEACOLV TA ATIOTEAECHATA.

AmtoteAel euBUVN Tou xpriotn n emAoyr) oTtoLacsnTote HEBOSOU 1) TIPoidVTOG EAEyXOU, yla va agLoAoyroeL évav
eMapKr aplBuo SelypdTwy pe KATAANAa e&n Tpo@ipwy Kal PLKPOBLAKES TIPOKANOELG, WOTE N ETUAEYHEVN PEBOSOG va
LKQVOTIOLEL TO KPLTr)pLa TOU XProTn.

Amtotelel emtiong euBUvn Tou Xpriotn va kabopioel 0Tl OAeC oL péBodol Sokipaotag Kal Ta armoteAéopata
avtanokpivovtal oTLG ALt OELG TWVY TIEAATWY KAl TWV TIPOPNBEUTWV ToU.

'Onwg kat pe kabe pébodo eAéyyou, Ta amoteAéopata ou AapBavovtal ano tn xprion oToLoUSTIOTE TIPOoLOVTOC
Neogen Food Safety 6ev ouvioToUv €yyunaon tng ToLOTNTAG TWV CXETIKWY TPOWIHWY N TWV SLASIKACLWV TIOU
uttoBal\ovtal og EAEyXO.

M va BonBriceL Toug TEAATEG va a§LOAOYrGOUV T pEBOSO yLa TLG SLAPOPES UNTPES TPOPLUWY, N Neogen £XEL
avartugel To kit Neogen® Mivakag EAgyyou MopLaan Avixveuong. ‘Otav XpeLadetat, XprotHoTotoTe Tov
Mivaka EAgyxou (MC) yia va ipocSLoploete Qv N PTPA £XEL TN SUVATOTNTA VA EMNPEACEL TA anora?\sopatu ano
v Neogen ﬂompaom MopLaKr]q Avixveuong 2 - Listeria monocytogenes. EAéyEte SLapopa Sawpata TIou €ivat
QVTUTPOOWTIEUTIKA TNG PATPag, SnA. dslypata rou AapBdvovtat amod SLa@opeTLKN TIPOEAEUON, KATA T SLApKELa
OTIOLAOSATIOTE TIEPLOSOU ETKUPWONG 0Tav VLOBETELTE T pEBodo tng Neogen, rj dTav EAEYXETE VEEG I AYVWOTEG
HATPEG 1) UATPEG TIOU €xouV UTOPBANBEL 08 aAAayEG OTLG TIPWTEG UAEG 1) oTnV emegepyaoia.

Mua pritpa pmopel va oplotet wg évag tunoc npmovtoq HE €VOOYEVELC LOLOTNTEG OTIWC oUVBEDN Kal Ensﬁspyama
O SLapopeg pEtaEU TWV INTPWV pnopEL va lvat anmAég, omwg ot Emépaostq Tou npom?\ouvtm aro Btcupopac
otnv enegepyaacia rj oTnV MAPOUGCLACT] TOUG, yLa TIAPASELYHA, AKATEPYAOTO EVAVTL TIACTEPLWHEVOU, (PPECKO EVAVTL
amo&npapévou KTA.

Meploplopdg eyyunoswy / MepLopLopévn anokataoctaon

EKTOZ EAN AHAQNETAI PHTA 2TON OPO THZ MEPIOPIZMENHZ EMMYHZHZ XTHN ATOMIKH ZY2KEYAZIA

TOY NMPOIONTOZ, H NEOGEN IMAPAITEITAI ANO OAEZ TIZ PHTEZ KAl ENNOOYMENEZ EIMTYHZEIZ,
ZYMIMEPIAAMBANOMENQN ENAEIKTIKA AAAA OXI MEPIOPIZTIKA, ONOIOQNAHMOTE EFTYHZEQN
EMMOPEYZIMOTHTAZ 'H KATAAMHAOTHTAZ A MIA ZYTKEKPIMENH XPHZH. Edv omtoloérmiote ipoidv Neogen

Food Safety eival ehattwpatiko, n Neogen 1 o eEoucLlodotnuevog SLavopeag Tng, SUHPWVA PE TNV Kplon toug,

Ba avtikataotrjoouv r) emotpéPouv TNy agla ayopdg Tou Tpoidvtog. Autol elval oL armokAELOTIKOL TpOTIoL
aToKATAoTaoNG. EMKowwvriote pe Tov avtutpoowTo tng Neogen rj Tov eEouatodotnpuévo dtavopéa tng Neogen yla
TIEPALTEPW EPWTNOELG.

MepLoplopadg tng euBLvng tng Neogen

H NEOGEN AEN EYOYNETAI 'TA OINOIAAHIMOTE AMQAEIA 'H ZHMIA, EITE AMEZH, EMMEXZH, EIAIKH, ZYMMNTQMATIKH
'H ANOGETIKH ZHMIA, ZYMIMEPINAMBANOMENQN ENAEIKTIKA, AAA OXI MEPIOPIZTIKA, ATA®YTONTQN KEPAQN.
H guBlvn tng Neogen &ev utepPaivel og kapia epimtwon kat utd kapia voplkr Bewpla tnv afla ayopdg tou
TPOLOVTOG TToU ELKAZETaL OTL Elval EAATTWHATLKO.

AmoOnkevuon Kat améppyn

®uAdooete Tnv Neogen Aoklpacia Moplakrg Avixveuong 2 - Listeria monocytogenes otoug 2-8°C., Mnv katapUyeTte.
ATIOQEVYETE TNV £KBEDN TOU KLT OTO Pwg Katd tn SLAapKeLa g C(T[DBﬁKEUGI]C. AtpOU avol&ete to KT, s)\s’yﬁts oTLTO
QAOUHLVEVLO oaKOUP\QKL glvat aBikto. EQv to u?\oupwswo OQKOUAQKL €XEL UTTOOTEL {NPLE, unv quotponomosts

TO TIpoldv. META TO Avolypa, OL axPnoLUoTIOlNTOoL SOKLAoTIKoL omhnvsq aUtLSpuctr]mev TIPETIEL TIAVTOTE Va
(UAQCOOVTAL OTO EnavactppayLEopauo OQKOUAQKL HIE TO QQUYPAVTLKO psoo wote va dlatnpeital n otabepotnta
TwV Auo@AoTIOLNHEVWY avTLSpaotnpiwv. PUAACOETE TA EMAVACPPAYLOPEVA OCAKOUAAKLA 0TOUG 2-8°C yLa XPOVLKO
Slaotnua oxL peyaAutepo amo 60 nUEPEC.

Mnv xpr]GLpon()LsLts tnv Neogen Aokipacia Moplaknig Avavsuor]q 2 - Listeria monocytogenes HETA TNV NHEPOH r]vLa
P\r]E,r]q H npepop nvia Angng kat o aplBuodg maptidag emonuaivovtal otnv EEutspLKn ETIKETA TOU KOUTLOU. META T
XPrion, TO PECO EPTAOUTLOHOU KaL OL SOKLPAOTLKOL owANVEG TG Neogen Aokipaciag Moplakrig Avixveuong 2 -
Listeria monocytogenes UTIOpPEl EVEEXOUEVWG Va TIEPLEXOUV TtaBoyova UALKA. META TV oAOKApwar Tou EAEyXOU,
TNPELTE Ta TPEXOVTA PBLOPNYAVLKA TIPATUTIA YLA TNV artoppuPn HOAUCHEVWY aTtoBARTWV. Ma EMUTAEOV TIANPOYOPLES
OUMBoUAeUBEiTE TO UMD AeSopévwv ACPaAELTG Katl TOUG TOTILKOUG KAVOVLOHOUG GXETLKA PE TNV artdppudn.
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O&nyieg xpnong

TNPELTE TIPOOEKTLKA OAEG TLG 08NYLEG. H N Tripnon Twv 08nyLwv Pmopet va o8nyroeL o avakpLPry anoteAéopata.

ATtOAUPaLVETE TIEPLOSLKA TOUG TIAYKOUG KaL Tov eEOTIALOHO ToU epyaatnpiou (TiLéteg, epyaleia oppaylong/
aToo@PAYLONG KTA.) HE SLAAUPA OLKLAKNG XAwpivng 1-5% (Oyko Kat' Oyko o€ VepO) | JE SLAAUpa aropdkpuvong DNA.

O xprjoTng TIPETTEL VA OAOKANPWOEL TNV eKTtaideuan motomoinong xelplotr) (OQ) yia to Neogen Zuotnua
MopLakng Avixveuong, OTwG TIEPLYPAPETAL OTO £yypayo «MPwTOKOAAA Kat 08nyLEG TILOTOTIONONG EYKATACTAONG
(IQ) / Tiotomoinaong Asttoupyiag (OQ) yia to Neogen ZUotnpa MopLakrg Avixveuong»©.

BAETE TNV evotnTa «ELSLKEG 08NYiEG yLa ETUKUPWHEVEG HEBOSOUGH YLa TLG ELELKEG TTALTHOELG:

Mivakag 3, yla TpwtokoAAa eprAoutiopol cUpwva pe AOAC® Official Method of Analysis®™ 2016.08 kat AOAC®
Performance Tested Method*" NiotortoLnNTiko #081501.

Mivakag 4 yLa ta TpwTtOKOAA EPTIAOUTIOHOU cUP@WVa PE To Tiotorolntko NF Validation 3M 01/15-09/16.

EpTAOUTLONOG TOU Selypatog

O Nivakeg 2, 3 ) 4 TapoucLadouv 0dnyLeg yLa TOV EUTIAOUTLOHO SELYPATWY TPOPILHWVY Kat TIEPLBAAOVTLKWY
Selypatwv. ArtoteAel euBVVN TOU XPAOTN N EMILKUPWON EVOAAKTIKWY TIPWTOKOAMWY SetypatoAniag rj avaioytwv
apalwaong, TIPOKELHUEVOU va SLAc@AALOTEL OTL autr) N PEB0SOC eEAEyyOU TTANPOL TA KPLTIPLA TOU XPAOTN.

Tpoqnpa
ETItpEPTE 0TO PECO EPTTAOUTLOPOU ZwHOG Demi-Fraser (TepAapBAveL EVaPPwVLO KLITPLKO aldnpo) va
eElooppormnBel og Beppokpaoia epyaotnplakol TEpLBAAOVTOC.

1. Zuvdudote AoNTITA TO PECO EUTTAOUTLONOU Kat To Selyua, cUppwva pe Toug Mivakeg 2, 3 1 4. Na 6Aa ta
Selypata KkpEatog KaL Ta Selypatra pe UPNAR TIEPLEKTLKOTNTA O CWHATLSLAKN] UAN, CUVLOTATAL N XPH 0N QoKWY
PU\Tpaploparog.

1. OpoyevoToLote KaAd pe avapeln, opgoyevorolnon f avapelgn pe to xept ywa 2 + 0,2 Aemtd. EMwAote otoug
37 £ 1°C olpwva pe Toug Mivakeg 2,31 4

1. T vwrd yaAaktokopkd ripotévta (BA. Mivakeg 2, 3 A 4), petagepete 0,1 mL tou ipwtoyevoUg EUTIAOUTLOHOU CE
10 mL Zwpo Fraser. Enwdote otoug 37 + 1°C ya 20-24 wpsg,.

NepBardovtika deiypata

OL OUOKEVEG CUANOYNG SelypdTwy PTIopEl va glval va Gpouyydpl EVUSATWHEVO e éva SLAAUPA OUSETEPOTIOINONG
yla Tnv adpavotoinan tng emidpacng Twv amoAupavtikwy. H Neogen ouviotd tn xpron omoyyou Kuttapivng Xwpig
Bloktova. To SLéAupa oudetepotoinong propetl va eivat évag oudetepormolntkog (wog Dey-Engley (D/E) ry évag
{wpocg Letheen. Zuviotdral n amoAUpavon Tng TEPLOXNG KETA TN SetypatoAnyia.

MPOEIAOMOIHZH: Ze mepintwon mou eTAEEETE va X pnoLpoTo)oete OudetepooLnTiko PubpLotiko AtdAupa (NB)
TIOU TIEPLEXEL APUA-COUAPOVIKO CUUTIAOKO WG EVUSATLKO SLAAUPA yLa TOV OTIOYYO, amnalteltatl va rmpayatoToLr|oETe
apaiwaon 1:2 (1 pepog delypatog og 1 pEpog otelpou {wWHoU EPTIAOUTLOHOU) TOU EUTTAOUTLOPEVOU TIEPLBAANOVTIKOU
Selyparog pLv amo Tov £AEyX0, £T0L WOTE VA PELWOETE TOUG KLVEUVOUG TIoU oxeTL{ovTal Pe éva PEUSWE apvnTIKO
arroTéAEopA TIoU Ba PTtopoUce va 08nyroeL OE ATTOSECEVUON HOAUTHEVOU TIPOLOVTOC. MLa AAAN Aoy elval va
peTapépete 10 Pl oudetepoTOLNTLKOU PUBULOTIKOU SLAAUPATOC EUTIAOUTLOHOU PEST OTOUG SOKLMAOTLKOUG OWANVEG
Neogen AtaAupatog Avong.

To nporswépsvo ps’yeeoq NG MEPLOXNG SetypatoAnyiag yua EﬂLBEBuLwoq NG apouciag n cmoucnac tou taboyovou
OTNV EMUPAVELA ELVaL tou?\uxtotou 100 cm? (10 cm x 10 cm 1} 4” x 4”). Katd Sewpatohnllua HE xpnoq oTdyyou,
Ku?\uq)ta OAOKANPN TNV TIEPLOXT TIPOG SU0 KATEUBUVOELC (aptctspa TIpog S€&LA Kal, 0T ouvexam EMAVW Kal KATW)

1l CUAEETE TIEPLBAANOVTIKA SElypaTa CUPQPWVA PE TO TPEXOV TIPWTOKOAO SelypatoAniag oag 1} BACEL Twv 08NyLwWV
FDA BAM™, USDA FSIS MLG® ) ISO 18593,

1. Ercpéte oto péco ePmAoUTIOpoU Zwpdg Demi-Fraser (Mep\apBAVEL EVAPPWVLO KLTPLKO oidnpo) va
eELooppotnBel og Beppokpacoia epyactnplakol TepLBAAoVTOG,

2. ZuvdudoTe AONTITA TO PECO EPTTIAOUTLOMOU KaL To Selypa, oupwva pe Toug Mivakeg 2, 3 1 4.

3. OpoyevotolHoTe KaAd PE avAapelgn, opoyevottoinon r avapelgn pe to xépLyla 2 + 0,2 Aemtd. Enwdote otoug
37 £ 1°C yla 24-30 wpeg, cVPPwva Pe Toug Mivakeg 2, 3 11 4.
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Mivakag 2: Mevikd mpwTOKoAa EPTAOUTION0U aTtoug 37 + 1°C pe xprion ZwpoL Demi-Fraser kat Zwpou Fraser,
BACEL TWV ATIALTHTEWV.

‘Oykog
Nivakag MéyeBog {wpov E:f#f:ggl_
Selypatwy Seilyparog | eptAoutt- i
YH YHQtToG C‘.‘I-|.llOI:l L) OpOoU (WPEC)
EmeEepyaopéva
pe Bepuotnta,
payeLpEPEVa,
aAiraota
KPEATLKA,
TIOUAEPLKA,
Bahacowd
kat papLa
Ene§epyaopeva 259 225 24-30
pe OeppotnTa/
TIaoTEPLWHEVA
YOAOKTOKOHLKA
Tpolévta
Aayavika
MoAU-TUNUATKA
TpoYLUa
MeptBatovTika 1 ontdyyog | 1001} 225 24-30
Sdelypara® 1 péKTpo 10 24-30
Nwrd kpéarta,
TIOUAEPLKA,
BoAaoowvd, 259 475 28-32
YapLa
Mpwtoyevig EUTTAOUTLOHOG AEUTEPOYEVIG EUTTAOUTLOUOG
(Zwpodg Demi-Fraser)® (Zwpdg Fraser)@ "OyKoC

Mivakag . o avalv-

: Oykog : | Xpovog o
AT | wiyssos | Guos | JNEONSS | wmevesos | SEPHODC | lmaow. | oSSl

elyparog | epmioutt- . glypato "o TLopoUL
yHatog oﬁoﬂ (mL) opoU (WpEg) YHATOoG Twopou (°C) ((bgsq)

: Metagepete
Nuwna . 0,1 mL o¢
YAAQKTOKOHLKA 259 225 20-24 10 mL Zwud 371 20-24 10 pL
mpolévta Fraser H

(a) O Zwpog Demi-Fraser kat 0 Zwpog Fraser TIPETEL TTAVTA VA CUPTIANPWVOVTAL PJE CUPTIANpWHA ZwpoU Fraser
(EVAPPWVLOG KLTPLKOG 0l&npog) Katd tn SLAPKELA TIPWTOYEVH 1] SEUTEPOYEVH EUTIAOUTLOHOU.
(B) Oykog &elypatog petaepopevou og SOKLPAOTIKOUG owArveg Neogen AtaAUpatog AUong. Avatpé€te oto Bripa
4.6 Tng evotntag «AUongy».

Ew8LkEG 08nyieg yLa eTLKUPpWHEVEG peBOSouUG
AOAC® Official Method of Analysis**2016.08
AOAC® Performance Tested Method*" #081501

* PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE

LEED

LICENSE NUMBER
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Zta poypdppata tou AOAC Research Institute OMASM kat PTM*M, n Neogen Aokipacia Moplakrg Avixveuong 2 -
Listeria monocytogenes Bp£0nke OTL armoTeAEl amoteAeopatikn €G0S0 yLa tnv aviyveuan tou Listeria monocytogenes.
OL pNtpeg ou eAéyxBnkav ot peAétn apouaotalovrat otov MNivaka 3.

Nivakag 3. MpwTOKoANA EUTIACUTLONOU HE Xprion Zwpou Demi-Fraser® gtoug 37 + 1°C cUppwva pe AOAC OMAM
2016.08 kat PTM*M Miotormountiko #081501.

. . Xpovog
7 o MéyeBog Oykog {wpou o
Nivaka Setypdrwy Seiypatog | epmAoutiopou (mL) spn]?g):&c)rpou
XoT vtoyk BoELou kpeatog, queso fresco,
Taywto Bavila, tupl kotatl pe
4% Artapd YAAAKTog, TIANPES
OOKOAQTOUXO YaAa 3%, JapoUAL pwpava, 259 225 24-30
(PPEOKO OTIAVAKL O 0AKOUAQ, Puypa
KATTVLOTOC COAOHOG
Nwrtd KotdTouAo 259 475 28-32
FaAoTIoUAQ VTEALKATEDEV 1259 1125 24-30
, APKETOG OYKOG
MNemov® 01?_\[2;7(\3%?0 TIPOKELYEVOU va 26-30
ETILTAEEL TO TIETIOVL

-g Avogeldwtog xaAupag 1 omoyyog 225 24-30

'g 2TEYQVOTIOLNPEVO OKUPOSEPa | 1 attdyyog 100 24-30

38

S

%% MAaoTkoY 1 pdKTpo 10 24-30

wow

C W

‘OAa ta Setypara yia tnv enkupwar AOAC opoyevoTIoLBnKav PE OPOYEVOTIONan EKTOC EAV ONPEWWVETAL AAAWG,.

(a) O Zwpog Demi-Fraser kat 0 Zwpog Fraser TIPETEL TTAVTA VA CUPTIANPWVYOVTAL HE CUMTIANpwHa Zwpou Fraser
(EVAPHPWVLOG KLTPLKOG 0lENPOC) KATtd T SLAPKELA TIPWTOYEVI) I SEUTEPOYEVI] EUTIAOUTLOHOU.

(B) Opoyevorolrote to Selypa pe avApeLgn pe To XEpL.
(y) Opoygvorolrjote to Selypa pe avadeutrpa.

NF VALIDATION amoé tnv AFNOR Certification

FICATION
Y
cE

NF

VALIDATION
EN ISO 16140

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

la TIEPLOCOTEPEC TIANPOYOPLEG OXETIKA PE TN ANEN TNG ETKUPWAONC, TIAPAKAAOUNE QVATPEETE OTO TILOTOTIOLNTLKO
NF VALIDATION Ttou SlatiBetal oTov LoTOTOTIO TIOU QVAPEPETAL TIAPATIAVW.

M£B0o6o¢ TiiotoToinong NF VALIDATION cUpgwva pe to TipotuTio ISO 16140-2¢ gg gUyKpLon pe To Tipotutio ISO
11290®

Medio eykupdtnrag: ‘OAa ta Sstypata avlpwrvwy Tpo@ipwy Kat TepLBarovtika Sslypata (eKTog Setypdtwy
TIPWTOYEVOUG TIApaywyrc)

Mpostowpacia siypatog: Ta Ssiypata mpéemneL va postolpddovtal cUppwva Pe ta ipoturta EN I1SO 11290-1 kat EN
ISO 6887®

"Ek§00n AoyLopMLKOU: BA. TILOTOTIOLNTIKO



Mivakag 4: NPpwWTOKOAA EUTIAOUTLOPOU cUPPWVA e TiotoTotnpévn amd tnv NF VALIDATION péBodo 3M
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01/15-09/16 atoug 37 + 1°C pe xprion Zwpou Demi-Fraser kat ZwpoU Fraser BACEL TWV ATTALTIOEWV.

"Oykoc Lw- Ogppokpa- | Xpovog ‘Oykog
o q MéyeBog E ola gpmAov-| epmiou- | avdlu- AToSeKTO onpeio
Feviké TpwtGKoAAo Selypatog %:2" i)hlJ]-[(?::\JIL.))- TLopoL Twopol | ang Seiy- mapeppacng
H (£1°C) (Wpeg) | patog®
‘OAa ta delypata
TPOPIHWV (EKTOG
VWV KPEATWY, * Zwpog Demi-Fraser £wg
VWITWV BaAACOWVGV 259 72 wpeg
KAL WOtV e Aladikaoia AUpato
YOAQKTOKOULKWY 225 37 24-30 20 pL oTouC -20°C Haros
TIPOLOVTWV) oy
* Aladikaota Avpatog
MeptBaMovTLKd ﬁi g P10 . oTOUG 4°C £wG 72 LPEG
Selypara HAvVTNAGKL
MPWTOYEVIG EUTIAOUTLONOG AgutepoyeviG EUTIAOUTLONOG (ZWNOG Fraser)
(Zwpocg Demi-Fraser)® B
EI.SI.Ké . , GE 0- . GE 0- . '0 KO AT[OSEKté
TpwTokol-| M- Oykog Kp&‘,‘m Xpovog Kpggiu Xpovog a\:,d_c onueio na-
Ao yebog | {wpov £UTEAOL- guthou- | MeyeBog ELTTAOU- guTTAOUL- Avonc | PEMBaong
dely- | epmhoutt- tL: GpoU Topol | Selyparog tl'll opoU TLopOU 5 Eivil]u-
|.lc11:0q OlJ'OU (m L) (11 oc) (U-‘Peq) (i‘l oc) ((JJPEC) toq{w
® ZWHog
Fraser éwg¢
Nomd Kol 72 wpeg
WTTA KPE- .
aTe, vwid , ° ﬂI:Cl(SLKGGLG
BaNAGoIVA Metayepete AUpatog
kalvwna | 25g 225 37 20-24 18'1 mLoe | 37 2024 | 1opL | OEOYS
YOAGKTO- mL Zwpo -20°C
KOMLKA Fraser e Aladikaotia
npolévta AUpartog
oToug
4°C £wg
72 WpEC

(a) Oykog Selypatog petapepopevou og SOKLPAOTIKOUG owAnveg Neogen AtaAupatog AUang. Avatpe€te oto Bripa
4.6 Tng evotntag «AUongy.
(B) O Zwpog Demi-Fraser KaL o Zwpdg Fraser TPETIEL TTAVTA VA CUPTIANPWVOVTAL PE CUPTIANpWHA ZwpoU Fraser
(EVAPHWVLOG KLTPLKOG 6LENPOG) katd T SLAPKELA TIPWTOYEVH 1 SEUTEPOYEVH] EUTTAOUTLOHOU.

(y)

4.6 Tng evotntag «AUongy».

‘Oykog Selypatog PETAPEPOPEVOU OE SOKLPAOTIKOUG owArjveg Neogen AtaAUpatog AUong. Avatpé€te oto Brpa

IHMEIQZH: Asiypata peyaAutepa twv 25 g Sev €xouv eAeyxBel atn peAétn NF Validation.

npostomaoia ToU Neogen® Aigkou Taxsl'.cu; ¢6ptw0nq MopLaKr']q Aviyveuong

1. Bpsﬁts éva mavi pe Sta)\upu OLKLaKr]q x}\wpwqq n CthLUtOL)(O 5Lu?\upa 1-5% (Oyko kat' dyko o€ VEPO) Kal
okourttiote tov Neogen® Aloko Tayelag Poptwaong Moplakrg Aviyxveuong.

2. ZemAUvete tov Neogen Aloko Taxelag Poptwang MopLakrig Avixveuong pe vepo.

3. XpnOoLpOTIOLOTE pLa TEToETa plag xpriong yla va oteyvwaoete tov Neogen Aloko Tayelag Poptwong MopLakrig
Avixveuaong.

4. AwaopaAiote ot o Neogen Atokog Tayxetag Poptwong MopLakrig Avixveuong elvat oteyvog TipLv tn xprion.
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Mpostowpacia tou Neogen® ‘EvBetou Yodox g ZwAnvwy yia Yogn Moplakr)g Avixvevong

TomoBetriote tnv Neogen® Yrodoyr ZwAnvwy yla WOEN Moplakrg Avixveuang arneuBelag oTov EpyactnpLako Ttayko.
Xpnotportoujote tnv uttodoxn PuEng oe epyaotnplakr Beppokpaacia meptBaiiovtog (20-25°C).

MNpostolpacia tou Neogen® ‘EvBetou yia Ymodoxr Zwhfvwv Ogppavtipog MopLaknig Aviyveuong

TomoBetriote to Neogen® EvBeto yla Yrtodoxr) ZwAnvwy Oeppavtrpa MopLakng Avixveuong o€ pLa SUTAr| povada
uttod0oxNG SWANRVWV &nprig Béppavong. Evepyortoujote tn povada &nprig Béppavong kat pubuiote tn Beppokpacia
yla va eniitpeete oto Neogen EvBeTo yLa Yrodoxn ZwAnvwy Ogppavtrpa MopLakrg Avixveuong va ¢Bacel kat va
dlatnproel Beppokpacia 100 + 1°C.

ZHMEIQZH: Avaloya pe tn povasa Beppavong, agpriote to Neogen EvBeto yia Yrosoxr) ZwArjvwv Ogppavtripa
MopLaan Avixveuong va pBdaoceL otnv KatdAnAn Beppokpacia yla napmou 30 Aemttd. Xpnolpotouwvtag

€va KatdAAnAo, Baepovompavo BePPOPETPO (TT.X. BEPUOHETPO PEPLKIG EPPLBLONG I PrpLakd BepPOPETPO
Beppootolyeiou, L BeppduETpO OALKAG EPBUBLONG) tonoeatr]pavo otnv kaBoplopevn Bean, emaAnBeVoTE OTL TO
Neogen 'EvBeto yLa Yrtodoxn ZwAnvwy Osppavtrpa Moplakng Avixveuong Bpiloketal otoug 100 + 1°C.

Mpostopacia tou Neogen® Opydvou MopLakrg Avixveuong

1. Ekkwnote to Neogen® Zuotnua MopLakng Avixveuong kal ouvoeBelte. ETILKOLVWVIOTE JIE TOV TOTILKO 0ag
avtutpoowrto tng Neogen Food Safety wote va Slac@alioste 0Tl SLaBETETe TNV TEAsUTALA €KE0ON TOU AOYLOPLKOU.

2. Evepyorourjote to Neogen Opyavo MopLakrg Avixveuong.

3. Anploupynote ) enegepyaoteite pla Sladilkaoia pe Sedopéva yla Kabe Selypa. Avatpégre oto eyxelpidlo xpriong
tou Neogen Zuotnpa MopLakrg AviXVeuong yLa AETTTOUEPELEG,.

ZHMEIQZH: To Neogen Opyavo MopLaKr]q Avixveuang ﬂpETtEL va pBAceL o€ kataotaon Etoluotntag mpotou
aLcaxesL o Neogen Aiokog Tayeiag dboptmcr](; MopLakrg Avixveuong pe ToUug SOKLUAOTLKOUG CWANVEG cwu&pacrr]c
AUTO TO OTASL0 Bsppavor]q SLapkel nspmou 20 Aemttd kat uttodeLkvueTal pe éva MOPTOKAAIL pwg otn ypaupr]
KG‘ECICI‘IZCICII’](; Tou cuorr]patoq Otav to ovotnua eivat €totpo yla va §ekwnoet pua Stadikaotia, n ypapprn
katdaotaong Ba yivel MPAZINH.

Noan
Apaipgote Tov uBpéva tou otatw Neogen AlaAUpatog AUong PE éva kataaBidi r PLa oTtdtouAa TpLv To
tomoBetrioete oto Neogen EvBeTo yLa Yrmodoxr ZwAnvwy Ogppavtrpa Moplakrg Avixveuong.

N\ Z

1. AQnoTE ToUg SOKLPAOTLKOUCG CWANVEG StaAUupatog Auong (Neogen AldAupa Avong) va BeppavBoulv agrivovtag
10 otatw o€ Beppokpacia dwpartiou (20-25°C) katd tn SLapkeLa TG vuxtag (16-18 wpeg). EVAANAKTLKEG AUCELG
yla tnv €§LooppoTNoN TWV SOKLMACTIKWY cwAvwv Neogen AtaAupatog Avong o€ Beppokpacia dwuatiou gival
VA QYROETE TOUG SOKLPATTLKOUG owArveG Neogen AlaAUpatog AUoNG ETTAVW GTOV TIAYKO TOU Epyactnpiou yla
TOUAGXLOTOV 2 WPEG, VA EMWACETE TOUG SOKLMAOTLKOUG OWANVeG Neogen AtaAUpatog AUGNG o€ Emwactrjpa
37 £ 1°Cywa 1 wpa n va toug tomoBetrioete og SUTAN povdada uttodoxrg cwAnvwy §npng Beppavong yLa
30 deutepoAenita otoug 100°C.

2. AvaotpEYte TOUG TWHATLOPEVOUG SOKLPAOTIKOUG CWANVEG yLa va avapi&eTe. MpoxwproTe OTo EMOPEVO 0TASLO
EVTOG 4 WpWv.

3. BydAte tov (WP EUTTAOUTLOHOU aTTO TOV EMWACTIPA.

4. Amauteital évag SoKpaoTtikog owArpvag Neogen AtaAupatog AUong yla kaBe detypa kat Setypa Apvntikou
EA€yxou (NC) (otelpo péoo gumAoutiopou).

4.1 OL GELPEG TWV SOKLPACTIKWY CwANVwY Neogen AtaAUpaTog AUGNE UTIOPOUV VA KOTIOUV GTOV smBupr]té
apLBpo SOKLUACTIKWY OWANVWY Neogen mai\upcu:oq Aucnc ET[L)\EETE oV uptepo TWV PHEPOVWHEVWVY
SOKLHaOTIKWY owArvwv Neogen AtaAUpatog Aong ) TLg anattoupsvsc 0st£<; Twy 8 SOKLpaotLKmv OWANVWV.
TomoBeTriote TOUG SOKLUAOTLIKOUG OWANVEG Neogen AtaAUpatog AUONG O €éva KEVO oTatw.

4.2 l'a va armo@uyete Tn dLactavpoupevn poAuvan, armoo@payilete pla oelpd SOKLPHACTIKWY CWARVWY
Neogen ALoAUpatog AUonG KABe @opd, Kal XPnOLUOTIOLELTE VEO pUYXOG TILTIETAG YLa KABE Bripa pETapopag.

4.3 METAWEPETE TaA EPTIAOUTLOPEVA SELyPATA OTOUG SOKLPIATTIKOUG OWwArveg Neogen AlaAUpatog AUong OTwg
TIEPLYPAPETAL TIAPAKATW:
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Metapeépete KABe EPTIAOUTLOPEVO Selypa oE PepovWPEVO owArva Neogen AtaAUpatog AUong Tipwta.
Metagépete tov NC teheutaio.

4.4 Xpnolpototrjote to Neogen® Epyaleio Zgppaylong / Altooppaylong - Auong MopLakrig Aviyveuong yla va
anoopayloete pla oelpd SoKLpacTIKwy cwArivwv Neogen AlaAupatog Along - pia oelpd kaBe popa.

4.5 Atoppite To WP Tou SoKLPaoTikoU cwArva Neogen AlaAupatog Along - Edv to AUpa TipokeLtat va
dlatnpnBetl yLa emtaveleyyo, TOTIOBETNOTE Ta TIWHATA PEoa O€ eva KaBapo Soxelo, yLa ek VEOU e@appoyr HETA
TN Alon.

4.5.1 MNa v enegepyaotia tou dtatnpnuévou AVparog, BA. Mapdptnua A.

4.6 Metawépete 20 pL Selypartog péoa og évav SOKLPAoTIko owArjva Neogen AlaAUpatog AUoNG, EKTOC GV
QVAPEPETAL SLAPOPETIKA ota MpwtdkoAa armd toug Mivakeg 2, 3 1 4 (LY. VWTTA YOAGKTOKOULKA TtpolovTa i Katd
N XPrion MEPLBAMOVTIKWY SELYHATWY PE OUSETEPOTIOLNTIKO PUBULOTIKO SLAAUUA, XpnoLpoTtoLeite 10 pL).

W

5. EmavaAdBete ta Bripata 4.4 £wg 4.6 pEXPL TO KABE eTLpEpOUG Selypa va £xeL Tpootebel og vav avtiotolyo
SoKLpaoTtikd owArva Neogen AtaAUpatog AUoNG TG OsLpac.

6. Otav €xouv petayepBel 0Aa ta elypata, petagpepete 20 uL NC (otelpo PECO EPTTAOUTLOMOU, TLY. ZWHOG
Demi-Fraser) peoa o€ evav S0KLPHAoTLKO owArva Neogen AlaAupatog Abong. Mnv xpnotporoleite vepo wg NC.

7. EmaAnBevote ot n Beppokpacia tou Neogen EvBetou yia Yrodoxr ZwArnvwy Bgppavtrjpa MopLakrig Avixveuong
Bploketat otoug 100 + 1°C.

. TOTTOBETAOTE TO AKAAUTITO OTATW SOKLHMAOTIKWY owAvwv Neogen AtaAUpatog Auang oto Neogen EVBETo yla
Yooy ZwArvwv Ogpuavtripa Moplakrig Avixveuaong kat Beppdvete yia 15 + 1 Aerttd. Katd tn Stdpkela tng
BEppavong, to Neogen AldAupa Abaong Ba aAldageL ard pod (Yuxpo) oe kitplvo (Beppo).

8.1 Aelypara mrou Sev €yxouv uttoBANBel otnv katdMnAn Bepuikn emegepyaania katd tn SLdpkeLa Tou atadiou
AUan¢ tng Sokuaaotag pmopouv va BewpnBolv wg TBavog BloAoyikog kivduvog kat AEN ipémel va eLodyovtat
oto Neogen ‘Opyavo Moplakrig Avixveuong.

0o

w

. ApaLp£0TE TO AKAAUTITO OTATW TWV SOKLUACTIKWY owANVwy Neogen AtaAUpatog AUong amno to éveeto
BEpuavong kat agrjote To va Kpuwoel oto Neogen ‘EvBeTo Yodoxrig ZwAnvwy yia Wugn Moplakrg Avixveuong
yla ToUAdyLoTov 5 Aemttd kat peytoto 10 Aerttd. To Neogen ‘EvBeto Ymodoyng ZwAnvwy yla YOEn MopLakrig
Avixveuang, étav xpnotporoleital oe Beppokpacia mepBAAovtog, TIPEMEL va TortoBetnBel ameubeiag emdvw
oTOoV TtAyKo Tou gpyaotnpiou. Otav KpuwaoeL, To SLaAupa AVong Ba aroktroeL Eavd pol xpwHa.

10. AQQLPEDTE TO OTATW TWV SOKLPACTIKWY owArvwv Neogen AtahUpatog Auong amé to Neogen ‘EvBeto Ymodoxng
TwARvwv yla WYuEn Moplakrg Avixveuonc.

00500

D D 00:05:00
MoAAarmAacLacpog

1. Amnateital évag SoKLPaoTIkog owArvag avitspaotnpiou Neogen Aokipaoiag Mopuakrg Aviyveuong 2 -
Listeria monocytogenes yLa kaBe Seiypa kat tov NC.

1.1 OL OELPEC TWV SOKLUACTIKWY OWANVWY avTL&pacTtnpiwy UTtopolv va KOTtouv oTov EMLBUPNTO aplBud
SOKLHAOTIKWY CWARVWV. ETIAEETE TOV anattoUpPevo aplBpd Twv HEPHOVWHEVWY SOKLUAOTIKWY CWANVWY
avtidpaotnpiou Neogen Aokipaciag Moplakrg Avixveuong 2 - Listeria monocytogenes rj TLG ATTALTOUHEVEG
OELPEG TWV 8 SOKLPACTLKWY CWARVWV.
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