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ENEDEEN Fecha de emision: 2024-01

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 Analisis de Deteccién Molecular Neogen usan amplificacién isotérmica mediada por asas
para amplificar rapidamente las secuencias de acidos nucleicos con alta especificidad y sensibilidad, combinadas con
bioluminiscencia para detectar la amplificaciéon. 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!" 23,

El Ensayo de Deteccién Molecular 2 para Listeria monocytogenes Neogen esta previsto para el uso en laboratorios por
profesionales capacitados en el empleo de técnicas de laboratorio. Neogen no documenté el uso de este producto en
otras industrias que no sean la alimentaria o la de bebidas. Por ejemplo, Neogen no documenté este producto para el
andlisis 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 anélisis 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 analisis, 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 exposicion a ciertas cepas o bacterias desafiantes para garantizar que el método satisface los
criterios del usuario en su propio entorno.

Neogen ha evaluado el Ensayo de Detecciéon Molecular 2 para 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 segun 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* 9,6¢g Fosfato de sodio, dibasico, anhidro* 9,69
Extracto de carne 509 Extracto de carne 509
Hidrolizado pancreatico de caseina 509 Hidrolizado pancreatico de caseina 509
Hidrolizado péptico de tejido animal 509 Hidrolizado péptico de tejido animal 509
Extracto de levadura 509 Extracto de levadura 509
Cloruro de litio 3,09 Cloruro de litio 3,09
Fosfato de potasio, monobasico 1,35¢g Fosfato de potasio, monobasico 1,359
Esculina 1,09 Esculina 1,09
Acriflavina HCI 0,0125¢ Acriflavina HCI 0,025¢g
Acido nalidixico 0,019 Acido nalidixico 0,029
* Sustituir: fosfato de sodio, dibasico, dihidrato 12,09

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+0,2a25°C

El Equipo de Deteccion Molecular Neogen® esta previsto para ser utilizado con muestras que hayan sido tratadas con calor
durante el paso de lisis del ensayo, que se 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 Deteccion Molecular Neogen.

Neogen Food Safety cuenta con certificacidon de la Organizacién Internacional para la Estandarizacién (1ISO) 9001 de
disefio y fabricacién.
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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 Deteccién
Molecular 2 para Listeria
monocytogenes Neogen®

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

Tapas adicionales Tapas amarillas 96 (12 tiras de 8 tapas) Listo para usar

Control de Reactivos :crrl;kr)gs arentes con 16 (2 bolsas de 8 tubos gﬂrszﬁ}'?cgzigﬁtgzczg:t)rlol Listo para usar
Neogen® (RC) P individuales) P P

tapa de bisagra 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.

Seguridad

El usuario debe leer, comprender y seguir la informacion de seguridad incluida en las instrucciones para el Sistema de
Deteccion Molecular Neogen y el Ensayo de Deteccidén 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 dafos materiales.

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

A ADVERTENCIA

No utilice el Ensayo de Detecciéon 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.

e 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 Deteccién Molecular 2 para Listeria monocytogenes Neogen antes de su fecha de
vencimiento.

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

e Utilice el Andlisis de Deteccidén 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 solucién 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 opcién es transferir 10 pL de la muestra del caldo neutralizante de enriquecimiento a
los tubos de Solucién de Lisis Neogen. Productos para la Recoleccion 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:

e 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 exposicion 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 proteccién
adecuada y proteccidn para los ojos al manipular reactivos y muestras contaminadas.
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e Evite el contacto con el contenido del medio de enriquecimiento y de los tubos de reactivos después de
la amplificacion.

e 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 biolédgico y NO deben introducirse en el Equipo de Deteccion Molecular Neogen.

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

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

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

o No exceda la temperatura recomendada al configurar el calentador.

e 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
Deteccion Molecular Neogen® (p. ej., un termdmetro de inmersion parcial o un termémetro digital termopar, y no un
termémetro de inmersién total). El termémetro debe colocarse en la ubicacién designada en el Bloque de Calor para el
Sistema de Deteccién 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 estacidén de trabajo de calidad para biologia molecular con una lampara germicida, siempre que disponga de
una. Descontamine periddicamente 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:

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

e Siempre deseche los tubos contaminados 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.

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

Consulte la Hoja de Datos de Seguridad para obtener mas informacion 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 pdngase 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
Deteccidon 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 composiciény
proceso. Las diferencias entre las matrices pueden ser tan simples como los efectos causados por las diferencias en su
procesamiento o presentacién, por ejemplo, productos crudos versus pasteurizados; alimentos frescos versus secos, etc.

Limitacién de garantia/Recurso limitado ) )

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

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

Si un producto de Neogen Food Safety es defectuoso, Neogen o su distribuidor autorizado reemplazara el producto o
reembolsara el precio de compra del producto, a su eleccién. Estos son sus recursos exclusivos. Péngase en contacto con
su representante de Neogen o distribuidor autorizado de Neogen para que se le responda cualquier otra pregunta.

Limitaciéon 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 ningtn
caso la responsabilidad de Neogen conforme a ninguna teoria legal excedera el precio de compra del producto
supuestamente defectuoso.

Almacenamiento y desecho

Almacene el Ensayo de Deteccion Molecular 2 para 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 dafiada. Si la bolsa estad dafiada, no use el producto. Después de abrir el embalaje, los
tubos de reactivo no utilizados se deberan guardar siempre en la bolsa resellable junto con el desecante para conservar la
estabilidad de los reactivos liofilizados. Almacene las bolsas cerradas a una temperatura entre 2 °C y 8 °C durante 60 dias
como maximo.

No utilice el Ensayo de Deteccién Molecular 2 para 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 Deteccién 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 periédicamente las mesas y el equipo de laboratorio (pipetas, herramientas para tapar/destapar, etc.)
con una solucién de cloro de uso doméstico del 1% al 5% (v:v en agua) o en una solucién para eliminacién de DNA.

El usuario debe completar la capacitacion de calificacion del operador (OQ) del Sistema de Detecciéon Molecular
Neogen segln se describe en el documento “Protocolos de Calificacion para la Instalacién (IQ)/Calificaciéon Operativa
(OQ) e Instrucciones para el Sistema de Deteccién Molecular Neogen”®.

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

La Tabla 3 para los protocolos de enriquecimiento segun el Official Method of AnalysisS™ 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 o 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 dilucién 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 peristaltico, 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 liberacién del producto contaminado. Otra opcién es
transferir 10 puL de la solucidn de caldo neutralizante enriquecida a los tubos de Solucién de Lisis Neogen.

El tamafio 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 segln las Tablas 2, 3 0 4.

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

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

Volumen
del Tiempo de

Matriz de Tamano 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 | 100 0 225 24-30
ambientales® 1 hisopo 10 24-30
Carne de res cruda,
carne de aves 254 475 28-32
cruda, mariscos y
pescados crudos
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Enriquecimiento primario Enriquecimiento secundario
(Caldo Demi Fraser)® (Caldo Fraser)®
. Volumen . Volumen de
Ih:?rt\[:::j:a del Tiempo de Temperatura Tlec;:po analisis de
Tamano de | caldode | enriqueci- | Tamafno de | de enriqueci- enriqueci- la muestra®
la muestra | enriqueci- miento la muestra miento q
miento (horas) (°C) n:‘lento
(mL) (horas)
Transfiera
Productos 0,1 mL
15 25¢g 225 20-24 al0mL 37 £ 1 20-24 10 uL
acteos crudos d
e 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

AOAC?® Official Method of Analysis™2016.08

AOAC® Performance Tested Method*” n.° 081501

PERFORMANCE TESTED
. RESEARCH INSTITUTE

LICENSE NUMBER

081501

En los programas de AOAC Research Institute OMASMy PTMSM, se determiné que el Ensayo de Detecciéon Molecular 2
para Listeria monocytogenes Neogen es un método eficaz para la deteccidon 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 segin AOAC OMASM

2016.08 y el certificado PTMSM n.° 081501.

T ~ Volumen del caldo Tiempo de
- amano de : e : g
Matriz de la muestra I de enriquecimiento | enriquecimiento
a muestra
(mL) (horas)
Salchicha de carne de vaca, queso fresco,
helado de vainilla, queso cottage con 4%
de grasa, leche entera chocolatada con 3% 25¢g 225 24-30
grasa, lechuga romana, espinaca cruda en
bolsa, salmén ahumado frio
Pollo crudo 25¢g 475 28-32
Embutidos de pavo 1259 1125 24-30
Melén cantaloupe® Melén Volumen suficiente 26-30
entero para que meldn flote
__| Acero inoxidable 1 esponja 225 24-30
" 8 Concreto sellado 1 esponja 100 24-30
g 2
w0
g 2 Plastico® 1 hisopo 10 24-30
P

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

indique lo contrario.

(a) ElCaldo 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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ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS

http://nf-validation.afnor.org/en

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

Método certificado de NF VALIDATION en cumplimiento de la norma ISO 16140-2©, en comparacién con la norma
1ISO 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, segin sea necesario.

el Temperatura | Tiempo de
~ del caldo de pe . mpo a Volumen de
Tamaiio de . . | de enriqueci- | enriqueci- P Punto de
Protocolos generales enriqueci- . . analisisdela | . )
la muestra : miento miento @ interrupcién aceptado
miento (£1°C) (horas) muestra
(mL) ~
Todas las muestras
de alimentos .
(excepto carnes o5 e Caldo Demi Fraser
crudas, mariscos 9 hasta 72 horas
crudos y productos 225 37 24-30 20 L e Lisado a-20°C
lacteos crudos) e Lisado a 4 °C hasta
. 25g, 72 horas
Muestras ambientales |1 hisopo
o 1 toalla
Enriquecimiento primario (Caldo Demi Fraser)® | Enriquecimiento secundario (Caldo Fraser)®
VoI:ImI1en Tempera- | . d Tempera- | .. de | Volumen | Puntode
Protocolo Tamafio d | de d tura de 18MPO C€ | Tamario | turade lempo de de interrup-
especifico | | AE 0 F e | o ces. | enriqueci- [ STUAES | dela | enriqueci- | *TTAUSE | anlisis | cién acep-
a muestra | enriqueci- o miento o miento tad
. miento muestra| miento dela ado
miento (x1°C) (horas) (x1°C) (horas) muestra®
(mL)
e Caldo
Fraser
Carnes hasta
crudas, Transfiera 72 horas
mariscos 0,1 mL e Lisado a
crudos y 25¢g 225 37 20-24 alOmL 20-24 10 L o
-20°C
productos de Caldo )
lacteos Fraser e Lisado
crudos a4d°C
hasta
72 horas
(@) Volumen de muestra transferido a los tubos de Solucién de Lisis Neogen. Consulte el Paso 4.6 de la seccién Lisis.

(b)

amoniacal) en el enriquecimiento primario o secundario.

(c)

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 mas de 25 g no han sido sometidas a prueba en el estudio de NF Validation.
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Preparacién 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 Rapida para el Sistema de Deteccion Molecular Neogen®.

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

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

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

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

Coloque la Bandeja para el Blogue de Frio del Sistema de Detecciéon 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 Deteccién Molecular Neogen alcance y mantenga una temperatura de 100 °C = 1 °C.

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

(p. €j., un termdmetro de inmersién parcial o un termémetro digital termopar, no un termdémetro de inmersién 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.

Preparacién del Equipo de Deteccién Molecular Neogen®

1. Inicie el software del Sistema de Deteccidon Molecular Neogen® e inicie sesidon. Contacte a su representante de
Neogen Food Safety para asegurarse de que tiene la Gltima version del software.

2. Encienda el Equipo de Deteccion 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 Deteccidén 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 Soluciéon de Lisis de Neogen con un destornillador o una espatula antes de
colocarla en el Bloque de Calor para el Sistema de Deteccion Molecular Neogen.

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 Soluciéon de Lisis Neogen sobre la mesa de
laboratorio durante por lo menos 2 horas, incubar los tubos de Solucién 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. Continte con el paso siguiente dentro de las siguientes 4 horas.
3. Retire el caldo de enriquecimiento de la incubadora.

4. Se requiere un tubo de Solucién de Lisis Neogen para cada muestra y uno como control negativo (NC) (medio de
enriquecimiento estéril).

4.1 Las tiras de tubos de Solucion de Lisis Neogen pueden cortarse para obtener la cantidad deseada de tubos de la
Solucién de Lisis Neogen. Seleccione la cantidad de tubos de Solucién 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 Deteccién Molecular — Lisis Neogen®
para destapar una tira de tubos de Solucién de Lisis Neogen, una tira a la vez.

4.5 Deseche la tapa del tubo de Soluciéon 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 0 4 (p. ej., productos lacteos crudos o si se emplean muestras ambientales con
solucién de caldo neutralizante, utilice 10 pL).

xxxxxx 52\

IENEENEAN

. 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.

. Cuando se hayan transferido todas las muestras, transfiera 20 uL 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.

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

. Coloque la gradilla sin cubrir de tubos de Solucion de Lisis Neogen en el Bloque de Calor para el Sistema de Deteccidn
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 bioldgico y NO deben introducirse en el Equipo de Deteccion Molecular Neogen.

. Retire la gradilla descubierta de tubos de Solucién de Lisis Neogen del bloque de calor y deje que se enfrie en la
Insercion del Bloque de Frio para el Sistema de Deteccién Molecular Neogen al menos durante 5 minutos y por un
maximo de 10 minutos. Cuando se 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 Soluciéon de Lisis Neogen de la Insercién del Bloque de Frio para el Sistema de Deteccion

Molecular Neogen.

001500

Amplificacién

1. Se necesita un Tubo de Reactivo del Ensayo de Deteccién Molecular 2 para Listeria monocytogenes Neogen por cada

muestra y uno para el NC.

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 Deteccion Molecular 2 para Listeria monocytogenes Neogen o tiras de
8 tubos, seglin sea necesario.

1.2 Coloque los Tubos de Reactivos del Ensayo de Deteccion 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 Deteccion 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 Deteccidon Molecular 2 para Listeria monocytogenes Neogen y
a un tubo de Control de Reactivos Neogen como se describe a continuacion:

Transfiera el lisado de cada muestra a los Tubos de Reactivo del Ensayo de Deteccion 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 Deteccion 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 'z superior del liquido (evite el precipitado) en el tubo de Solucién
de Lisis Neogen al Tubo de Reactivo correspondiente del Ensayo de Deteccion Molecular 2 para Listeria
monocytogenes Neogen. Dispense en un angulo 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 Deteccion Molecular 2 para Listeria monocytogenes Neogen en la tira.

5.3 Cubra los Tubos de Reactivo del Ensayo de Deteccién 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 presién con un movimiento hacia adelante y hacia
atras para asegurarse de que la tapa quede bien ajustada.

5.4 Repita los pasos 5.1 a 5.3, segun 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 Réapida para el Sistema de Deteccién Molecular Neogen.

7. Revisey confirme la corrida configurada en el software del Sistema de Deteccién 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 Deteccidén 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 Répida para el Sistema de Deteccién Molecular Neogen
del Equipo de Deteccidon 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 drea en que se prepara el ensayo.

ATENCION: Para minimizar el riesgo de falsos positivos a causa de contaminacién cruzada, nunca abra tubos de reactivo
que contengan DNA amplificado. Esto incluye un Tubo de Reactivo del Ensayo de Deteccion 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 érea en que se prepara el ensayo.

Resultados e interpretacion

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

El software analiza automaticamente los resultados y se codifican por color segin el resultado. Los resultados Positivo

o Negativo se determinan mediante el andlisis 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 confirmacion del método de referencia apropiado(:2 3, 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 amplificacién 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 interrupcién inusual del suministro eléctrico, el algoritmo lo sefialara como “Inspeccionar”.
Neogen recomienda al usuario repetir el ensayo para aquellas muestras etiquetadas como Inspeccionar. Si el resultado
sigue siendo Inspeccionar, continle con la prueba de confirmacion usando su método preferido o segun se especifique en
las reglamentaciones locales.

Tabla 5: Simbolos de los resultados para las muestras y su interpretacién, seguin se proporcionan por el software del
Sistema de Deteccién Molecular Neogen.

Simbolo del

Tipo de pozo resultado del pozo Resultado Interpretacién
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
Muestra @ Inhibida que se requiera una repeticion de la prueba. Para obtener mas

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 patégeno
. objetivo. Es posible que se requiera una repeticién de la prueba.
Muestra Inspeccionar g . . .
Para obtener mas informacion, consulte la seccién de solucion de
problemas y las instrucciones del producto del kit de ensayo.

No se detectd bioluminiscencia. Es posible que se requiera una
repeticion de la prueba. Para obtener mas informacién, consulte la
Muestra Error . - : .
seccién 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 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 4cido 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 confirmacion 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 Deteccion 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. Interrupcién 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).

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

o wDd

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

6. Retire la gradilla de tubos 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 Deteccién Molecular Neogen al menos durante 5 minutos y por un méaximo de 10
minutos.

7. Siga el protocolo en la seccion “Amplificacidon” 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 (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. NF EN 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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