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Section 1
Revision History

Section 1
Revision History
Release date Document/version number Change
July 2025 Bulletin 5145 Ver A New document
August 2025 Bulletin 5145 Ver B - AOAC approval
- Content edits
October 2025 Bulletin 5145 Ver C - NF Validation extension: Cocoa and

chocolate products up to 375 g,
iQ-Check Prep System
- Content edits

April 2026 Bulletin 5145 Ver D - NF Validation extension: Infant formula and
cereals with/without probiotics and related
ingredients up to 375 g, heat processed dairy
products up to 375 g, raw meat and poultry
products up to 375 g

- NF Validation confirmation protocol
correction: Volume of enrichment modified to
0.1mL in RVS for secondary enrichment

- Content edits

Section 2
Introduction

Salmonellae are the most frequent causes of food poisoning in the world, despite the many preventive
measures taken to control these organisms. Eggs, dairy products, meat, and poultry are the foods most
commonly associated with the transmission of Salmonella (65% of cases). More than 2,500 serotypes have
been identified, all of which are potentially pathogenic to humans. Due to the low infective dose and the serious
threat posed to producers and consumers of food, several countries now require total absence of Salmonelia in
food products.

Classical culture methods are often long and tedious. The EZ-Check Salmonella spp. Kit, in comparison,
is a simple and rapid qualitative test allowing the detection of DNA sequences specific to Salmonella
spp. found in food products, animal feed, and environmental samples. Using real-time PCR, Salmonella
spp.—specific DNA sequences are amplified and detected simultaneously by means of fluorescent
probes. 96 tests can be processed at one time, with a minimal risk of contamination and an easy-to-use
procedure. The intended users of this kit are trained laboratory personnel who are performing tests to
detect Salmonella spp. The use of this test allows results to be obtained within a few hours following
enrichment of a sample.

3 | EZ-Check Salmonella spp. Kit



Section 3
The EZ-Check Salmonella spp. Technology

Section 3
The EZ-Check Salmonella spp. Technology

The EZ-Check Salmonella spp. Kit must be used with EZ-Check Lysis Kit (catalog #12018075).

The EZ-Check Salmonella spp. Kit is based on gene amplification and detection by real-time PCR.

The kit's ready-to-use lyophilized PCR reagents contain oligonucleotides (primers and probes) specific for
Salmonella spp., as well as DNA polymerase and nucleotides. Detection and data analysis are optimized for
use with a Bio-Rad real-time PCR instrument, such as the CFX Opus 96, CFX Opus Deepwell, CFX96
Touch Deep Well and CFX Duet Real Time PCR Detection systems.

PCR s a powerful technique used to generate many copies of target DNA. During the PCR reaction, several cycles
of heating and cooling allow DNA denaturation by heat followed by primers annealing to the target region. The DNA
polymerase then uses these primers and deoxynucleotide triphosphates (dNTPs) to extend the DNA, creating
copies of the target DNA. These copies are called amplicons.

In real-time PCR, specific probes are used to detect the DNA during the amplification step by hybridizing to the
amplicons. These probes are linked to a fluorophore that fluoresces only when hybridized to the target
sequence. FAM is the fluorophore linked to the probe hybridizing to the Salmonella spp. specific DNA sequence.
In the absence of target DNA, no fluorescence will be detected. As the number of amplicons increases with each
round of amplification, fluorescence intensity also increases. The optical module measures this fluorescence at
the annealing step during each PCR cycle while the associated software plots the fluorescence intensity versus
number of cycles.

A synthetic DNA internal control is included in the reaction mix to validate any possible negative results.
This control is amplified with a specific probe at the same time as the Salmonella target DNA sequence
and is detected by a second fluorophore.

This test allows the qualitative detection of Salmonella spp. in broad range of food products, animal feed, and
environmental samples after an enrichment step. It includes the following five main steps:

Optional: )
Enrichment Free DNA DNA Real-Time DataaAnn;Iyss
Removal Extraction PCR

Interpretation

Solution*

* Please refer to the user guide of the iQ-Check Free DNA Removal Solution (document #10000253856) for
conditions of use.
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Kit Components

Section 4
Kit Components

The EZ-Check Salmonella spp. Kit contains sufficient reagents for 96 tests.

ReagentID | Item Description Quantity

RPS EZ-Check Salmonella spp. ReadyPCR Strips* Ready-to-use PCR reagent | 12 strips of 8 wells
CAP EZ-Check Optical Caps Optical caps 12 strips of 8 caps
NC EZ-Check Negative Control PCR negative control 1tube, 1.0 ml

PC EZ-Check Salmonella spp. Positive Control PCR positive control 1tube, 0.6 mi

*EZ-Check Salmonella spp. ReadyPCR strips can be identified by purple tabs on each side of the PCR strips. Salmonella purple color
indicators are also visible on the kit box packaging and the CFX Maestro IDE software.

Section 5
Shelf Life and Storage

The kit is shipped cold
Store kits at 2-8°C

Do not freeze

Do not use reagents beyond the expiration date printed on the labels

After first opening, ReadyPCR Strips sealed in the pouch with desiccant and stored at 2-8°C remain
usable for up to 5 months. The pouch can be reopened up to 5 times during this period

Section 6
Materials Required but Not Supplied

Equipment and Software

Specific for DNA extraction: Heater-shaker*
capable of maintaining 95-100°C and/or 37 *
2°C, with a mixing speed of at least 1,300 rpm
(for example, catalog #3594995 and catalog#
12022466)

Bio-Rad real-time PCR system* for example,
the CFX Opus 96

(catalog #17007991) or CFX Opus Deepwell
(catalog #17007992) or CFX Duet (catalog
#17010275) Real-Time PCR Systems

CFX Maestro Software, Industrial Diagnostic
Edition, version 4.0 (catalog #3593893)

iQ-Check Prep System* (catalog #3594911)

Adjustable multichannel pipette 20-200 pL
(catalog # 17010702) and/or single pipette 20-
200 pL (catalog #17010259)

EZ-Check Lysis Rack (catalog #12019781)
EZ-Check PCR Frame (catalog #12019771)

Lab paddle blender for homogenizing test
samples

Incubator for sample microbiological
enrichmen

Note: We recommend using an uninterrupted power supply (UPS) with the thermal cycler and
iQ-Check Prep Systems.

*Contact Bio-Rad Technical Support for information on recommended instruments.
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Section 7

Safety Precautions and Recommendations for Best Results

Supplies
e EZ-Check Lysis Kit (catalog #12018075,
96 tests)
e Enrichment medium: Buffered Peptone Water,
for example
BPW Plus

catalog #3564684, dehydrated, 500 g
catalog #3554179, 225 mL x 6 bottles
catalog #3555795, 3 L x 4 bags
catalog #3555790, 5 L x 2 bags
BPW Standard

catalog #12013259, dehydrated, 500 g
catalog #12013258, dehydrated, 5 kg
catalog #12013260, 5 L x 2 bags

e RAPID'Salmonella Agar
(catalog #3563961, 90 mm x 20 dishes;
catalog #3563963 90 mm x 120 dishes;
catalog #3564705, dehydrated, 500 g)

Supplies for iQ-Check Prep System

e 2 mL tubes for Free DNA Removal Solution
(catalog #17010255)

o iQ-Check Deep Well Microplates
(catalog #3594900)

iQ-Check Free DNA Removal Solution (catalog
#3594970)

iQ-Check Purification Reagent (catalog
#12012383)

PIF Supplement (catalog #12013322, 2 g)
Deep well microplate (catalog #3594900)

Compatible sterile filter pipette tips adaptable
to 5-50 pL or 20-200 L pipettes (for example,
catalog # 17010688)

EZ-Check Lysis Storage Caps (catalog
#12022880)

PCR capping tool (catalog #ECT2000)
Filter bags

Distilled sterile water

Bleach, 5% and surface decontaminant
Powder-free gloves

Conductive filter tips
(catalog #12022468, 300 L x 5760)

60 mL dilution container
(catalog #12014473)

Section 7
Safety Precautions and Recommendations for Best Results

= Disclaimer: For our standard terms and conditions of sale, including any disclaimers, please visit
https://www.bio-rad.com/en-us/terms-conditions

= This User Guide and, the ones of associated reagents, instruments and software, must be entirely read
prior to using the method

= This test must be performed by trained personnel

= Samples and enrichment cultures must be handled as potentially infectious material and discarded
according to local rules and regulations

= All potentially infectious material should be autoclaved before disposal

= The quality of results depends on strict compliance with Good Laboratory Practices (for example, the EN
ISO 7218 standard), especially concerning microbiology and PCR:

- Never circulate laboratory equipment (pipets, tubes, etc.) from one workstation to another
- Always use a positive control and a negative control for each series of amplification reactions

- Do not use reagents after their expiration date
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Vortex and spin down positive and negative controls from the kit before using them to ensure
homogeneity

Periodically verify the accuracy and precision of pipets, as well as correct functioning of the
instruments

Change gloves often, especially if you suspect they are contaminated
Clean workspaces periodically with 5% bleach and other decontaminating agents

Use powder-free gloves and avoid fingerprints and writing on tube caps. Both will interfere with
data acquisition

= [tis strongly advised to follow the general requirements described in the standard EN ISO 22174
(Microbiology of food and animal feeding stuffs — Polymerase chain reaction (PCR) for the detection of
food pathogens — General requirements and definitions

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

= For environmental samples, sample collection devices should be hydrated with a sterile diluent (e.g.,
buffered peptone water), and if necessary, a neutralizing solution (e.g., HiCap Neutralizing Broth, Dey-
Engley Neutralizing Broth, Letheen Broth) to inactivate the effects of sanitizer. It is recommended to
avoid neutralizing buffers that contain aryl sulfonate complex in the hydrating solution

= After unsealing the ReadyPCR strips, ensure that the strips are placed in the CFX instrument within 4 hr.
Once the lyophilized PCR reagent is hydrated, the resulting PCR mix is stable at 18-25°C

=  When running the CFX Real time PCR system, always balance the tube strips to ensure the heated lid
applies even pressure across the block.

= |tis always recommended to perform fit-for-purpose or matrix verification studies prior to using this
method

= Handle EZ-Check reagents as potentially biohazardous material under at least Biosafety Level 2
containment

Section 8
Protocol

It is strongly recommended to read the entire protocol before starting the test.

A. Sample Enrichment

Equilibrate the enrichment broths to room temperature (20-25°C) before use.

For enrichment times 10 hr or less, warm enrichment broth to the sample incubation temperature before use.
Short enrichment times are sensitive to incubation conditions and temperatures indicated must be strictly
respected. The duration of the sample preparation (time between preheating of the enrichment broth and the
beginning of the food sample incubation) must not exceed 45 min. The use of a ventilated incubator is
recommended.

Thaw frozen samples completely before use.

The use of an enrichment bag with incorporated filter is highly recommended.
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The use of alpha-amylase is recommended for cereals or starch product enrichment as described in the
ISO 6887-4 standard.

Within the scope of the NF VALIDATION Certification, sample preparation can be performed with or
without respect to ISO 6887-2 to -6. If not indicated, test portions weighing more than 25 g have not
been tested. Incubate without shaking according to the times and temperatures indicated in the table.

The following table outlines the different protocols that can be used, depending on the application and the
scope of the validation.

Enriched samples can be stored at 2-8°C for 72 hr before performing the EZ-Check lysis step.

AOAC

Scope (Matrices) "2 Sample Preparation Enrichment
Deli salad e  Homogenize 25 g or 25 mL of sample 1 min in 225 mL BPW Incubate 18-26 hr at 37 = 1°C
Romaine lettuce e Homogenize 375 g of sample 1 min in 1,125 mL prewarmed (42 + 1°C) BPW | Incubate 10-24 hr at 42 + 1°C
Frozen vegetable blend,
bean sprouts, fresh cut e  Homogenize 375 g of sample 1min in 1,125 mL prewarmed (37 + 1°C) BPW | Incubate 18-22 hr at 37 + 1°C
cantaloupe
ngeviifr cheese, cocoa e Homogenize 375 g of sample 1 min in 1,125 mL BPW Incubate 18-22 hr at 37 = 1°C

Nonfat dry milk, whey
protein powder, all-purpose
flour, infant formula with
probiotics

e Homogenize 375 g of sample 1 min in 1,125 mL BPW with PIF Supplement Incubate 18-26 hr at 37 = 1°C

Creamy peanut butter e Homogenize 375 g of sample 1 min in 1,125 mL prewarmed (42 + 1°C) BPW | Incubate 18-24 hr at 42 + 1°C

e Homogenize 375 g of sample 1 min in prewarmed (37 = 1°C) 3,000 mL

BPW + K2S03 0.5 % Incubate 18-26 hr at 37 + 1°C

Garlic powder

Raw ground turkey, raw e  Homogenize 375 g of sample 1min in 1,125 mL prewarmed (42 = 1°C) BPW | Incubate 8-22 hr at 42 = 1°C

chicken breast e Homogenize 325 g of sample 1 min in 1,625 mL BPW Incubate 20-24 hr at 35 = 2°C

Incubate 8-22 hrat 42 + 1°C
e Homogenize 375 g of sample 1 min in 1,125 mL prewarmed (42 + 1°C) BPW | (375 Q)

Raw ground beef, raw
ground pork

e Homogenize 325 g of sample 1 min in 975 mL mTSB Incubate 15-24 hr at 42 = 1°C
(325 g)
e  Homogenize 30 mL carcass rinse in 30 mL prewarmed (37 + 1°C) BPW Incubate 18-22 hr at 37 + 1°C
Chicken carcass rinses
e Homogenize 30 mL carcass rinse in 30 mL BPW Incubate 20-24 hr at 35 + 2°C
Incubate 8-22 hrat 42 + 1°C
(BPW)

Raw beef sampling cloth, e  Homogenize 1 min in 200 mL prewarmed (42 + 1°C) BPW or mTSB

sampling cloths Incubate 15-24 hr at 42 = 1°C
(mTSB)

Dry dog food e Homogenize 375 g of sample 30 sec in 1,125 mL BPW Incubate 18-26 hr at 37 = 1°C

Stainless steel, sealed e  Moisten swabs and sponges with HiCap Neutralizing Broth

concrete, rubber e Homogenize swabs 30 sec by hand 10 mL BPW Incubate 18-24 hr at 37 + 1°C

environmental surfaces e Homogenize sponges 30 sec by hand 60 mL BPW

"Validation includes direct streak to RAPID'Salmonella plates.
2|f the sample exhibit PCR inhibition, proceed with a retest or a 1in 10 dilution in sterile distilled water. If PCR inhibition is still present, use the
iQ-Check Purification Reagent Treatment or a 1in 50 dilution sterile distilled water (additional verification testing required).
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NF Validation
Scope (Matrices)’ Sample Preparation Enrichment

All human food, animal feed,

environmental samples e Homogenize 25 g or 25 mL of sample 1 min in 225 mL BPW Incubate 18-26 hr at 37 + 1°C

e Moisten swabs and sponges with a neutralizing broth that does not contain
aryl sulfonate complex

e Homogenize swabs 30 sec by hand 10 mL BPW

e  Homogenize sponges 30 sec by hand 60 mL BPW

Environmental surfaces Incubate 18-26 hr at 37 = 1°C

Cocoa and chocolate
products?

Infant formula & cereal
with/without probiotics,
ingredients®

(up to 375 9g)

Heat processed dairy

e Homogenize n g sample in 9 x n mL of prewarmed (41.5 + 1°C) BPW Incubate 18-26 hr at 41.5 + 1°C

e Homogenize n g sample in 3 x n mL of prewarmed (37 + 1°C) BPW
supplemented with PIF Supplement Incubate 18-26 hr at 37 = 1°C
e (3759gin1,125mL)

e Homogenize n g sample in 9 x n mL of prewarmed (37 + 1°C) BPW

products® A Incubate 18-26 hr at 37 = 1°C
(Up to 375 g) e (3759gin 3,375 mL)

Raw meat & poultry products | ¢  Homogenize n g sample in 3 x n mL of prewarmed (41.5 + 1°C) BPW _ o
(up to 375 g) o (375 g in 1,125 mL) Incubate 8-26 hr at 41.5 + 1°C

1If the sample exhibit PCR inhibition, proceed with a retest or a 1in 10 dilution in sterile distilled water. If PCR inhibition is still present, use the
iQ-Check Purification Reagent Treatment or a 1in 50 dilution sterile distilled water (additional verification testing required).

2Perform a mandatory 1in 10 dilution on the enriched sample with tryptone salt after incubation before proceeding to the DNA extraction step. If the
DNA extract exhibit PCR inhibition, proceed with a retest or use the iQ-Check Purification Reagent Treatment or a 1in 10 dilution (within the scope of
the NF VALIDATION Certification). The iQ-Check Free DNA Removal Solution was not evaluated for this category.

3To reduce PCR inhibition for the ingredient food type, dilute the DNA extract 1in 10 in sterile distilled water. If PCR inhibition is still present, use a
higher dilution ratio (e.g. 1in 50 dilution in sterile distilled water, additional verification testing required).

B. Free DNA Removal Treatment (optional step)
The iQ-Check Free DNA Removal Solution provides an ideal way to remove free DNA.

1. Dispense 10 uL of activated Free DNA Removal Solution into as many wells of an empty deep well
microplate as there are samples to be analyzed.

2. Add 100 pL of decanted enriched sample per well.

Note: To avoid matrix debris or fat layers, pipette just below the fat layer and above any debris at the
bottom of the tube.

3. Incubate the deep well microplate in the heater-shaker WITHOUT shaking at 37 = 2°C for 15-30 min

4. Proceed to the EZ-Check Lysis protocol using 25 pL of treated enriched sample with the
EZ-Check Lysis Kit.

For more information, refer to the iQ-Check Free DNA Removal User Guide
(document #100000253856).
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C. iQ-Check Prep System (optional)

The iQ-Check Prep System is used to automate the EZ-Check workflow including optional Free DNA
Removal Treatment, DNA extraction and real-time PCR plate setup.

1. Open CFX Maestro IDE software and select the "EZ Salmo" assay protocol from the menu.

2. Assign sample types to each well of the plate view by selecting Unknown, Positive Control, or Negative
Control.

3. Configure the required options for each well (eg: FDRS, dilution).
4. Click "Send to the iQ-Check Prep" to export the worklist.

5. Transfer a minimum of 500 uL of enriched sample into the appropriate well of a deep well plate or into
tubes according to the plate layout.

6. Open the iQ-Check Prep Software on the instrument computer.

7. Load the worklist transferred in step 4.

8. Follow instructions to manually load consumables (tips, plates), reagents, and prepared samples.
9. Start the run.

10. After the run is complete, remove the PCR plate and hermetically seal the strips with the EZ-Check
Optical Caps.

1. Place the EZ-Check PCR Frame in the thermal cycler. Be sure to place the plate with well A1in the upper
left corner and close the instrument lid.

For more information, refer to the CFX Maestro Industrial Diagnostic Edition and iQ-Check Prep System User Guides.

D. DNA Extraction

General recommendations:
Use a dedicated area, equipment and consumables to perform this step.
Turn on the heater-shaker to preheat before starting the test. Set it to 95-100°C.

In general, avoid shaking the enrichment bag and collecting large fragments of food debris. For food
samples with a fatty layer, collect the sample just below this layer.

For best results, allow the lysis strips to cool undisturbed before pipetting the DNA extract.
EZ-Check Lysis Protocol

1. Place the appropriate number of EZ-Check Lysis tubes (8 tubes/strip) in the EZ-Check Lysis Rack.
Ensure the tubes are fully inserted in the EZ-Check Lysis Rack.

2. Gently tap the EZ-Check Lysis Rack on the bench to draw down the lysis reagent.

10 | EZ-Check Salmonella spp. Kit



Section 8
Protocol

3.

Peel off carefully the foil seal from the lysis tubes.

Note: The EZ-Check Lysis reagent may show droplets on the inner side of the well. This has no effect on
extraction quality.

4.

Add 25 uL of enriched sample to the lysis tubes. If Free DNA Removal Solution is used, add 25 pL of
treated enriched samples to the lysis tubes.

Incubate lysis strips in the heater-shaker under agitation at 1,300 rpm for 15-20 min at 95-100°C.

Cool the lysis tubes by placing the EZ-Check Lysis Rack on the bench at room temperature undisturbed
for 10-30 min.

At this step the protocol can be paused and resumed later.

E.

The DNA extract can be stored sealed for 7 days at 2-8°C directly in the EZ-Check Lysis tubes
using the EZ-Check Lysis Storage Caps

For frozen storage (-25°C, -15°C), the DNA extract must be transferred to a separate tube and
can be stored sealed for up to 30 days (outside the scope of AOAC validation and NF Validation)

Real-Time PCR

Instrument and Software Setup

For instrument and software setup, follow instructions in the CFX Maestro, Industrial Diagnostic Edition (IDE)
software user guide.

PCR Detection Preparation

1.

2.

Open the EZ-Check Salmonella spp. ReadyPCR Strips pouch.

Remove the required total number of strips (number of samples plus two controls) from the foil pouch.
Note: Properly reseal unused strips in the pouch with the desiccant inside.

Place the ReadyPCR Strips on the EZ-Check PCR Frame making sure the strips are securely clipped to
the frame. It is recommended to gently tap the EZ-Check PCR Frame on the counter to ensure beads are

at the bottom of the PCR wells.

Carefully peel off the foil seal from each individual strip and visually check for the presence of one PCR
bead per well. Once open, the ReadyPCR strips are stable up to 4 hr before being rehydrated.

Transfer 25 uL of DNA extract carefully along the inside wall of each well of the ReadyPCR Strips
according to the plate setup. Do not aspirate the DNA extract from the bottom of the lysis tube to avoid
transferring PCR inhibitors in the PCR well.

Note: An effervescence reaction will indicate that the sample has been properly added to the PCR
reagent.

For negative and positive controls, transfer 25 uL of the EZ-Check Negative Control (NC) and EZ-Check
Salmonella spp. Positive Control (PC) carefully along the inside wall of the corresponding ReadyPCR wells.

Note: The PCR run must be started within the 4 hr following the Ready PCR strip opening.
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7. Optional: To purify DNA, combine 50 pL of DNA extracted from each sample with 200 uL of
iQ-Check Purification Reagent. Pipette up and down 5 times to homogenize. Alternatively, a 1in 10
dilution of extracted DNA can be made using sterile water. This step was not tested during the NF
VALIDATION Certification.

8. Hermetically seal the wells of the PCR strips with the EZ-Check Optical Caps.

9. Place the EZ-Check PCR Frame in the thermal cycler. Be sure to place the plate with the A1 well at the
upper left corner and close the instrument lid.

Laboratory Control Preparation (optional step)

Laboratory controls are treated as food samples. They are used to validate the full EZ-Check workflow.
Extracted DNA from the laboratory controls is placed on the PCR plate and used as PCR plate controls as a
replacement of the EZ-Check Negative and Positive Controls.

To be valid, the laboratory negative control must not contain Salmonella spp. DNA. To be valid the laboratory
positive control must contain Salmonella spp. DNA amplified with Cq values between 26 and 36. See CFX
Maestro Industrial Diagnostic Edition (IDE) Software User Guide (document #10000241897).

The end-user is responsible for establishing and implementing appropriate laboratory controls. The validity
and reliability of EZ-Check Salmonella spp. results are dependent on the correct verification, validation and
preparation of these user-prepared controls.

Run PCR

To start the PCR run, follow instructions CFX Maestro, IDE Software User Guide (DIR 10000241897).

F. Data Analysis

Data can be analyzed directly at the end of the PCR run or later by opening the stored data file. Follow
instructions in the CFX Maestro, IDE software user manual for opening data files and setting the data
analysis parameters.

Interpreting Results

Once the data analysis parameters have been set, results are interpreted by analyzing the Cq values of each
sample (the cycle at which the amplification curve crosses the threshold).

CFX Maestro IDE software allows complete automated analysis for Bio-Rad real-time PCR detection
systems. A verification of the typical characteristics of the amplification curves should be performed prior to
releasing results. Contact your Bio-Rad technical support team if additional support is required.

Controls

Verify the positive and negative controls before interpreting sample results.

For the experiment to be valid, the controls must have the following results, as summarized in the table
below. Otherwise, the PCR reaction must be repeated.
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Salmonella spp. Detection Internal Control Detection
(FAM channel) (HEX channel)
Negative control Cqg = N/A* 28 =<Cqg =40
Positive control 26 =Cqg=36 Not relevant

* The software indicates a Cq value of N/A (not applicable) when the fluorescence of a sample does not rise significantly above the
background noise and hence does not cross the threshold.

If results of negative and positive controls differ from those in the table above (invalid control), repeat the run and
analysis described in D. Real-Time PCR and E. Data Analysis in Section 7 Protocol.

Samples

A positive EZ-Check Salmonella spp. PCR test must show a typical amplification curve and a Cq value =10
for the FAM fluorophore.

= If the Cq value for both channels is below 10, verify that the raw data curve is a regular amplification
curve (with a flat baseline followed by a rapid exponential increase of fluorescence and then a
flattening out). If the curve seems correct, it may be considered a positive Salmonella spp. test

If there is no Cq value (Cq = N/A) for FAM, or if the curve is not a typical amplification curve, the internal
control for that sample must be analyzed.

= This sample is considered a negative Salmonella spp. sample if there is no Cq value in the FAM
channel and the internal control has a Cq value =28

= Should the internal control also not have a Cq value (Cq = N/A), this probably indicates an inhibition
of the PCR reaction. The sample needs to be diluted (using 10 pL of DNA extract, perform a 1in 10
dilution in distilled sterile water, and then test 25 L of the dilution) and the PCR repeated

= Should the Cq value for the internal control be <28, it is not possible to interpret the result. Verify
that the threshold was correctly placed or that the curve as raw data is a regular amplification curve.
If the curve does not have a characteristic shape, it will be necessary to repeat the PCR test

Interpretation of test results is summarized in the following table:

Salmonella spp. Detection Internal Control Detection Interpretation
(FAM channel) (HEX channel)
Cqg=z10 N/A* Positive
Cq = N/A* Cq=28 Negative
Cq = N/A* Cq = N/A* Inhibition**

* The software indicates a Cq value of N/A (not applicable) when the fluorescence of a sample does not rise significantly above the
background noise and hence does not cross the threshold.

** When both target and internal control detection give a Cq value = N/A, the DNA extract must be diluted 1in 10 and tested again.

An invalid interpretation can be given when validation criteria are not met. Check the raw data and
proceed as if the sample was inhibited.

13 | EZ-Check Salmonella spp. Kit



Section 9
Confirmation of Positive Results

Section 9
Confirmation of Positive Results

In the context of AOAC validation, a positive EZ-Check Salmonella spp. result should be considered
presumptive positive and confirmed according to an appropriate reference method (for example, USDA
MLG, FDA BAM, ISO, MFHPB, AOAC SMPR, etc.). Alternatively, streak 10 uL of enrichment broth directly
to RAPID'Salmonella Agar and incubate for 24 + 2 hr at 37 = 1°C. When interfering flora could be high,
transfer 0.5 mL pre-enriched culture to 10 mL Rappaport Vassiliadis Soy (RVS) broth and incubate for 24
+ 3 hr at 41.5 £ 1°C. Proceed with streaking 10 L enriched RVS to RAPID'Salmonella Agar. Refer to the
confirmation method described in the RAPID'Salmonella Agar user guide (document #10000126748).

In the context of the NF VALIDATION certified method, all positive EZ-Check Kit results must be confirmed
in the following ways:

1. Using classical tests described in the standardized CEN or ISO methods (including the purification)
directly from the BPW enrichment broth after the 18-26 hr enrichment at 37°C.

2. By streaking 10 uL enriched BPW directly to RAPID'Salmonella Agar and incubating for 24 + 2 hr at 37 +
1°C. When interfering flora could be high, transfer 0.1 mL enriched BPW to 10 mL Rappaport Vassiliadis
Soy (RVS) broth and incubate for 24 + 3 hr at 41.5 £ 1°C then proceed with streaking 10 uL enriched RVS
to RAPID'Salmonella Agar. The typical colonies are confirmed as described in the RAPID'Salmonella
User Guide.

3. Using any other method certified by NF VALIDATION based on a principle different from that used in the
EZ-Check Salmonella spp. Kit. The validated protocol of this second method must be followed entirely,
including RVS selective enrichment, when needed. Confirmation is carried out from the BPW enrichment
broth if this step is common to both methods.

In the context of the NF VALIDATION, the enriched BPW may be stored at 2-8°C for 72 hr maximum
following the incubation at 37°C before carrying out the confirmation.

In the case of discrepant results between the EZ-Check Salmonella spp. Kit and any of the confirmation
options listed above, follow the necessary steps to ensure valid results.

Section 10
Confirmation of Single Colonies Using EZ-Check Kit

EZ-Check Salmonella spp. Kit may also be used for confirming single isolated Salmonella spp. colonies on
agar plates (outside the scope of AOAC Validation). Please refer to the user guide of the RAPID'Salmonella
Agar User (document #10000126748) for conditions of use.

1. Pick an isolated colony from a selective or nonselective agar plate with a toothpick, sterile loop, or other
adapted consumable (for example, a pipet tip).

2. Resuspend the colony in 100 uL distilled sterile water in a microcentrifuge tube. Homogenize using a
vortexer.

3. Add 25 L of the suspension directly to the PCR reagent or to the EZ-Check Lysis solution and follow the
EZ-Check Salmonella spp. protocol for data and result interpretation.
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Section 11

Test Performance and Validations

The EZ-Check Salmonella spp. Kit is specific for the detection of Salmonella genus.

QUFICATION
¢!

NF

VALIDATION
EN ISO 16140

BRD 07/27-07/25

ALTERNATIVE ANALYTICAL
METHODS FOR AGRIBUSINESS

http://nf-validation.afnor.org

PERFORMANCE TESTED

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 082501

NF Validation

The EZ-Check Salmonella spp. Kit is certified by NF VALIDATION as an alternative to
the reference method ISO 6579 -1 (2017) for the detection of Salmonella spp. in all
products for human and animal consumption, as well as environmental samples. The
validation followed the protocol of the ISO 16140-2: 2016 standard and includes the
use of the CFX Opus 96, CFX Opus Deepwell, CFX96 Touch Deep Well and CFX
Duet Real-Time PCR Systems. The use of the iQ-Check Free DNA Removal Solution
is included in the scope of the validation for all validated categories except for cocoa
and chocolate products. The use of the iQ-Check Prep System v5 is included in the
scope of the validation for all validated categories. The associated software is CFX
Maestro Software IDE V4.0. The “EZ Salmo" APF is validated for all samples.
Certificate number: BRD 07/27-07/25. Refer to the certificate available on the
website http://nf-validation.afnor.org/en for validity information.

AOAC Validation

The EZ-Check Salmonella spp.Kit is validated by the AOAC Research Institute under
PTM 082501 for the detection of Salmonella spp. in deli salad’ (25g), raw ground
beef? (375 g), raw ground turkey? (375 g), raw chicken breasts? (375 g), chicken
carcass rinse? (30 mL), raw ground pork? (375 g), nonfat dry milk' (375 g), whey
protein powder' (375 g), all-purpose flour’

(375 g), cheddar cheese' (375 g), romaine lettuce' (375 g), frozen vegetable blend’
(375 g), fresh cut cantaloupe’ (375 g), cocoa powder’ (375 g), creamy peanut butter’
(375 g), dry dog food' (375 g), infant formula with probiotics’ (375 g), garlic powder"
(375 g), bean sprouts' (375 g), raw beef sampling cloth?, stainless steel surface’ (4" x
4", sponge), rubber surface’ (1" x 1", swab), sealed concrete surface’ (4" x 4",
sponge). A positive result with the EZ-Check Kit is considered presumptive, and it is
recommended it be confirmed following the recommendation in Section 9 above.
The "EZ Salmo" APF, the use of the iQ-Check Free DNA Removal Solution, and the
use of the CFX Opus Standard, CFX Opus Deepwell, CFX96 Touch Deep Well, and
CFX Duet Real-Time PCR Systems are validated for all samples. The associated

software is CFX Maestro IDE Software (version 4.0 and later).
1 Tested against FDA BAM Ch. 5 reference method
2 Tested against USDA MLG 4.15 reference method
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EZ-Check™ Salmonella spp. Kit

Guide d'utilisation

Test pour la détection par PCR en temps réel de Salmonella spp. dans les
échantillons de produits alimentaires destinés a la consommation humaine et
animale et les échantillons environnementaux

N° de référence 12018082

Uniquement pour une utilisation en laboratoire (diagnostic in vitro)
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Section 1
Historique des révisions

Date de publication Numéro de Modification
document/version
Juillet 2025 Bulletin 5145 Ver A Nouveau document
Ao(t 2025 Bulletin 5145 Ver B - Validation AOAC
- Modifications du contenu
Octobre 2025 Bulletin 5145 Ver C - Extension de NF Validation : produits

cacaotés et chocolatés jusqu'a 375 g,
iQ-Check Prep System
- Modifications du contenu

Avril 2026 Bulletin 5145 Ver A - Extension de NF Validation : Substituts
de lait maternel et céréales avec/sans
probiotiques et leurs ingrédients jusqu'a
375 g, produits laitiers transformés
thermiquement jusqu'a 375 g, produits
a base de viande et de volaille crues
jusqu'a 375¢g

- Correction du protocole de confirmation
de NF Validation : Volume
d'enrichissement modifié a 0,1 mL dans
RVS pour I'enrichissement secondaire

- Modifications du contenu

Section 2
Introduction

Les salmonelles représentent la cause la plus fréquente d'intoxication alimentaire dans le monde,
malgré les nombreuses mesures préventives en vigueur. Les ceufs, les produits laitiers, la viande et
la volaille sont les produits alimentaires les plus couramment associés a la transmission de
Salmonella (65 % des cas). Plus de 2 500 sérotypes ont été identifiés, tous étant potentiellement
pathogénes pour I'étre humain. Compte tenu de la faible dose infectieuse et du risque élevé auquel
doivent faire face les producteurs et les consommateurs, plusieurs pays exigent désormais une
absence totale de Salmonella dans les produits alimentaires.

Les méthodes traditionnelles de culture bactérienne sont souvent chronophages et fastidieuses. Par
comparaison, EZ-Check Salmonella spp. Kit constitue un test qualitatif rapide et simple permettant
de détecter des séquences d'ADN spécifiques de Salmonella spp. dans les échantillons de produits
alimentaires destinés a la consommation humaine et animale et les échantillons environnementaux.
Grace a la technique d'amplification en chaine par polymérase (PCR) en temps réel, la séquence
d'ADN spécifique de Salmonella spp. est amplifiée et détectée simultanément au moyen d'une
sonde fluorescente. Il est possible de traiter 96 tests en une fois, avec un risque minimum de
contamination et une procédure d'utilisation Simple. Ce kit est destiné au personnel de laboratoire
qualifié, qui réalise des tests de détection de Salmonella spp. La mise en ceuvre de ce test permet
I'obtention de résultats en quelques heures aprés I'enrichissement d'un échantillon.
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Section 3
Technologie EZ-Check Salmonella spp.

EZ-Check Salmonella spp. Kit doit étre utilisé avec EZ-Check Lysis Kit (n° de référence 12018075).

EZ-Check Salmonella spp. Kit repose sur I'amplification et la détection des genes par PCR en temps
réel.

Les réactifs PCR lyophilisés et préts a I'emploi de ce kit contiennent des oligonucléotides (amorces
et sondes) spécifiques de Salmonella spp., ainsi que de I'ADN polymérase et des nucléotides. La
détection et I'analyse des données sont optimisées pour |'utilisation avec un instrument de PCR en
temps réel Bio-Rad, comme les systemes CFX Opus 96, CFX Opus Deepwell, CFX96 Touch Deep
Well et CFX Duet Real Time PCR Detection System.

La PCR (amplification en chaine par polymérase) est une technique puissante utilisée pour générer
de nombreuses copies d'ADN cible. Durant la réaction de PCR, la succession de cycles de chauffage
et de refroidissement permet une dénaturation de I'ADN, suivie d'une hybridation des amorces a la
région cible, puis un allongement de I'ADN par action de I'ADN polymérase a partir de ces amorces
et des désoxyribonucléosides triphosphates (ANTP), créant ainsi des copies de I'ADN cible. Ces
copies sont appelées amplicons.

Au cours de la PCR en temps réel, des sondes spécifiques détectent I'ADN en s’hybridant avec les
amplicons. Ces sondes sont liées a un fluorophore qui produit une fluorescence uniquement lors
d'une hybridation avec la séquence cible. FAM est le fluorophore lié¢ a la sonde qui s'hybride a la
séquence d'ADN spécifique de Salmonella spp. En I'absence d'ADN cible, aucune fluorescence ne
sera détectée. Etant donné que le nombre d'amplicons augmente avec chaque cycle d'amplification,
I'intensité de la fluorescence augmente également. Le module optique mesure cette fluorescence

a I'étape d’'hybridation pour chaque cycle de PCR tandis que le logiciel associé enregistre I'intensité
de la fluorescence en fonction du nombre de cycles.

Le mélange reactif comprend un contrdle interne d’ADN synthétique afin de valider tout résultat
négatif éventuel. Ce contréle est amplifié avec une sonde spécifique en méme temps que la
séquence d'ADN cible de Salmonella et est détecté par un second fluorophore.

Ce test permet la détection qualitative de Salmonella spp. dans les échantillons issus d'une large
gamme de produits alimentaires destinés a la consommation humaine et animale, ainsi que dans
les échantillons environnementaux, a la suite d'une étape d’enrichissement. Il comprend les

cing étapes principales suivantes :

En option : Free . Analyse et
Enrichissement DNA Removal EXtrﬁXB?\ln de PCR fgetlemps interprétation
Solution* des données

* Se référer au guide d'utilisation Free DNA Removal Solution (n°® de document 10000253856) pour
les conditions d'utilisation.
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Section 4
Composants du kit

EZ-Check Salmonella spp. Kit contient suffisamment de réactifs pour 96 tests.

ID réactif |Article Description Quantité

RPS EZ-Check Salmonella spp. ReadyPCR Strips* |Réactif PCR prét a I'emploi |12 barrettes de 8 puits
CAP EZ-Check Optical Caps Capuchons optiques 12 barrettes de 8 capuchons
NC EZ-Check Negative Control Contrble négatif PCR 1tube, 1,0 mL

PC EZ-Check Salmonelia spp. Positive Control Contréle positif PCR 1tube, 0,6 mL

* |l est possible d'identifier les barrettes EZ-Check Salmonella spp. ReadyPCR strips grace au marquage violet apposé de
chaque c6té du produit. Les indicateurs de couleur (violet) Salmonella sont également visibles sur I'emballage du kit et au

sein du logiciel CFX Maestro IDE.

Section 5
Durée de conservation et stockage

Le kit est livré réfrigéré
Stocker le kit a 2-8 °C

Ne pas congeler

Ne pas utiliser les réactifs aprés la date de péremption indiquée sur les étiquettes

Apres ouverture, les barrettes ReadyPCR Strips sont utilisables jusqu’a 5 mois a condition de les
conserver dans leur sachet d'origine refermé contenant I'agent dessiccatif et de les stocker
a 2-8 °C. ll est possible de rouvrir le sachet jusqu'a 5 fois au cours de cette période

Section 6
Matériel requis non fourni

Matériel et logiciel

Pour I'extraction d'ADN : Agitateur thermique*
capable de maintenir une température de
95-100 °C et/ou 37 £ 2 °C, avec une vitesse
d'agitation d'au moins 1 300 rpm

(par exemple, n° de référence 3594995 et
12022466)

Systeme de PCR en temps réel de Bio-Rad*,
par exemple CFX Opus 96

(n° de référence 17007991) ou CFX Opus
Deepwell (n° de référence 17007992) ou CFX
Duet (n° de référence 17010275) Real-Time
PCR System

iQ-Check Prep System*
(n° de référence 3594911)

Pipette multicanal réglable 20-200 uL
(n° de référence 17010702) et/ou pipette
monocanal 20-200 uL

(n° de référence 17010259)

EZ-Check Lysis Rack
(n° de référence 12019781)

EZ-Check PCR Frame
(n® de référence 12019771)

5 | EZ-Check Salmonella spp. Kit




Section 6
Matériel requis non fourni

CFX Maestro Software, Industrial Diagnostic
Edition, version 4.0
(n° de référence 3593893)

Mélangeur a palettes type Stomacher pour
homogénéiser les échantillons de test

Incubateur pour I'enrichissement
microbiologique des échantillons

Remarque : nous recommandons d'utiliser une alimentation sans interruption (ASI ou UPS) avec le
thermocycleur et les systémes de préparation iQ-Check Prep System.

* Contacter l'assistance technique de Bio-Rad pour de plus amples informations sur les instruments recommandés.

Fournitures

EZ-Check Lysis Kit (n° de référence 12018075,
96 tests)

Milieu d'enrichissement : eau peptonée tamponnée,
par exemple

BPW Plus

n° de référence 3564684, base déshydratée,
500 ¢

n° de référence 3554179, 225 mL x 6 flacons
n° de référence 3555795, 3 L x 4 poches

n° de référence 3555790, 5 L x 2 poches

BPW Standard

n° de référence 12013259, base déshydratée,

500 ¢

n° de référence 12013258, base déshydratée, 5 kg
n° de référence 12013260, 5 L x 2 poches

RAPID'Salmonella Agar (n° de référence 3563961,
90 mm x 20 boites ; n° de référence 3563963,

90 mm x 120 boites ; n° de référence 3564705,
base déshydratée, 500 g)

Produits spécifiques pour iQ-Check Prep System

Tubes 2 mL pour Free DNA Removal Solution
(n° de référence 17010255)

Deep Well Microplate (n° de référence 3594900)
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Free DNA Removal Solution
(n° de référence 3594970)

iQ-Check Purification Reagent
(n° de référence 12012383)

PIF Supplement
(n® de référence 12013322, 2 g)

Deep Well Microplate
(n° de référence 3594900)

Embouts stériles adaptables a filtre pour
pipettes 5-50 pL ou 20-200 pL

(par exemple, n° de

référence 17010688)

EZ-Check Lysis Storage Caps
(n° de référence 12022880)

Outil de fermeture des capuchons de
PCR (n° de référence ECT2000)

Poches a filtre
Eau distillée stérile

Eau de javel a 5 % et décontaminant de
surface

Gants non poudrés

Embouts de pipette conducteurs a filtre
(n° de référence 12022468,
300 uL x 5 760)

Récipient de dilution 60 mL
(n° de référence 12014473)
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Section 7
Mesures de sécurité et recommandations pour des résultats
optimaux

= Clause de non-responsabilité : pour consulter nos conditions générales de vente, y compris les
clauses de non-responsabilité, visiter la page https://www.bio-rad.com/fr-fr/terms-conditions

= |l est fortement recommandeé de lire le présent guide d'utilisation dans son intégralité, ainsi que
les guides relatifs aux réactifs, aux instruments et au logiciel associés

= Ce test doit étre réalisé par du personnel formeé

= Les échantillons et cultures d'enrichissement doivent étre manipulés comme des substances
potentiellement infectieuses et éliminés conformément aux régles et réglementations locales

= Tous les matériels potentiellement infectieux doivent étre soumis a I'autoclave avant élimination

= La qualité des résultats dépend du strict respect des bonnes pratiques de laboratoire (par
exemple, la norme EN ISO 7218), particulierement en ce qui concerne la microbiologie et la PCR :

- Ne jamais transférer du matériel de laboratoire (pipettes, tubes, etc.) d'un poste de travail
a un autre

- Toujours utiliser un contréle positif et un contréle négatif pour chaque série de réactions
d'amplification

- Ne pas utiliser les réactifs aprées la date de péremption

- Avant de les utiliser et en vue de les homogénéiser, agiter et retourner les contréles
positif et négatif issus du kit

- Veérifier périodiquement I'exactitude et la précision des pipettes, ainsi que le
fonctionnement correct des instruments

- Changer de gants frequemment, surtout si une contamination est suspectée

- Nettoyer les postes de travail périodiquement avec de I'eau de Javel a 5 % et d'autres
agents de décontamination

- Utiliser des gants non poudrés et éviter les empreintes digitales et I'écriture sur les
bouchons des tubes. En effet, I'acquisition des données peut en étre affectée

= |l est fortement recommandé de respecter les exigences générales décrites dans la norme
EN ISO 22174 (Microbiologie de la chaine alimentaire — Réaction de polymérisation en chaine (PCR)
pour la recherche et la quantification de micro-organismes — Exigences générales et définitions)

- Consulter la fiche de données de sécurité pour obtenir des informations
supplémentaires, ainsi que les réglementations locales relatives a I'élimination
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Mesures de sécurité et recommandations pour des résultats optimaux

= Pour les échantillons environnementauy, il convient d’'humidifier les dispositifs de prélevement
d'échantillons a I'aide d'un diluant stérile (par exemple, de I'eau peptonée tamponnée) et si
nécessaire, d'une solution de neutralisation (par exemple HiCap Neutralizing Broth, Dey-Engley
Neutralizing Broth, Letheen Broth) pour neutraliser les effets des agents assainissants. Il est
recommandé d'éviter, dans la solution d’'humidification, les tampons neutralisants qui
contiennent un complexe aryle-sulfonate

= Aprés ouverture, veiller a placer les barrettes ReadyPCR strips dans l'instrument CFX dans les
4 hr. Une fois que le réactif PCR lyophilisé est réhydraté, le mélange est stable a une
température de 18-25 °C

= Lors de Il'utilisation du systéeme CFX Real Time PCR System, équilibrer systématiquement les
barrettes de tubes afin de garantir que le couvercle chauffé applique une pression uniforme
dans le bloc

= Avant d'utiliser cette méthode, il est recommandé de toujours vérifier si elle est adaptée
a l'usage prévu ou a la matrice concernée

= Manipuler les réactifs EZ-Check comme un produit biologiquement dangereux, au minimum de
niveau de biosécurité 2
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Section 8
Protocole

Il est fortement recommandé de lire le protocole dans son intégralité avant de commencer le test.

A. Enrichissement de I'échantillon

Porter les bouillons d'enrichissement a température ambiante (20-25 °C) avant utilisation.

Pour une durée d'enrichissement de 10 hr ou une durée inférieure, porter le bouillon
d'enrichissement a la température d'incubation de I'échantillon, avant utilisation. Les courtes durées
d'enrichissement sont sensibles aux conditions d'incubation et les températures indiquées doivent
étre strictement respectées. La durée de préparation de I'échantillon (du préchauffage du bouillon
d'enrichissement au début de I'incubation de I'échantillon alimentaire) ne doit pas dépasser 45 min.
Il est recommandé d'utiliser un incubateur ventilé.

Les échantillons congelés doivent étre completement décongelés avant utilisation.

L'utilisation d'une poche d'enrichissement a filtre incorporé est fortement recommandée.

L'utilisation d'alpha-amylase est recommandée pour I'enrichissement des céréales et des produits
amylacés, conformément a la norme ISO 6887-4.

Dans le cadre de la certification NF VALIDATION, il est possible de préparer les échantillons avec
ou sans référence aux normes ISO 6887-2 a 6887-6. En I'absence d'indication, les prises d'essai
supérieures a 25 g n‘ont pas été testées. Incuber, sans agiter, conformément aux durées et
températures indiquées dans le tableau.

Le tableau suivant détaille les différents protocoles utilisables, en fonction de I'application et du
domaine de la validation.

Il est possible de stocker les échantillons enrichis a 2-8 °C pendant 72 hr avant de réaliser I'étape de
lyse EZ-Check.
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Domaine (matrices) "2

Préparation des échantillons

Enrichissement

Salade traiteur

Homogénéiser 25 g ou 25 mL d’'échantillon dans 225 mL d'eau
peptonée tamponnée, pendant 1 min

Incuber pendant 18-26 hra 37 £ 1°C

Laitue romaine

Homogénéiser 375 g d'échantillon dans 1125 mL d'eau peptonée
tamponnée préchauffée (42 + 1°C), pendant 1 min

Incuber pendant 10-24 hra 42 £ 1°C

Mélange de légumes
surgelés, germes de
haricot, melon cantaloup
frais coupé

Homogénéiser 375 g d'échantillon dans 1125 mL d'eau peptonée
tamponnée préchauffée (37 = 1°C), pendant 1 min

Incuber pendant 18-22 hr a 37 £ 1°C

Fromage cheddar, poudre
de cacao

Homogénéiser 375 g d'échantillon dans 1125 mL d'eau peptonée
tamponnée, pendant 1 min

Incuber pendant 18-22 hra 37 +1°C

Lait en poudre non gras,
protéine de lactosérum en
poudre, farine tout usage,
préparation en poudre
destinée a I'alimentation
des nourrissons

(avec probiotiques)

Homogénéiser 375 g d'échantillon dans 1125 mL d'eau peptonée
tamponnée avec PIF Supplement, pendant 1 min

Incuber pendant 18-26 hr a 37 £ 1°C

Beurre d'arachide crémeux

Homogénéiser 375 g d'échantillon dans 1125 mL d'eau peptonée
tamponnée préchauffée (42 £ 1°C), pendant 1 min

Incuber pendant 18-24 hr a 42 + 1°C

Ail en poudre

Homogénéiser 375 g d'échantillon dans 3 000 mL d’'eau peptonée
tamponnée préchauffée (37 =+ 1°C) + K2S03 0,5 %, pendant 1 min

Incuber pendant 18-26 hra 37 £ 1°C

Dinde crue hachée,
poitrine de poulet cru

Homogénéiser 375 g d'échantillon dans 1125 mL d'eau peptonée
tamponnée préchauffée (42 + 1 °C), pendant 1 min

Homogénéiser 325 g d'échantillon dans 1625 mL d'eau peptonée
tamponnée, pendant 1 min

Incuber pendant 8-22 hra 42 +1°C

Incuber pendant 20-24 hra 35 + 2 °C

Boeuf cru haché, porc cru
haché

Homogénéiser 375 g d'échantillon dans 1125 mL d'eau peptonée
tamponnée préchauffée (42 + 1°C), pendant 1 min

Homogénéiser 325 g d'échantillon dans 975 mL de bouillon mTSB,
pendant 1 min

Incuber pendant 8-22 hra 42 +1°C
(375 g)

Incuber pendant 15-24 hra 42 +1°C
(325 9)

Rincage de carcasse de
poulet

Homogénéiser 30 mL de ringage de carcasse dans 30 mL d'eau
peptonée tamponnée préchauffée (37 £ 1°C)

Homogénéiser 30 mL de ringage de carcasse dans 30 mL d'eau
peptonée tamponnée

Incuber pendant 18-22 hra 37 +1°C

Incuber pendant 20-24 hra 35 + 2 °C

Chiffonnette de
prélévement/bceuf cru,
chiffonnettes de
prélevement

Homogénéiser dans 200 mL d'eau peptonée tamponnée ou de
bouillon mTSB préchauffé (42 + 1°C), pendant 1 min

Incuber pendant 8-22 hra 42 +1°C
(eau peptonée tamponnée)

Incuber pendant 15-24 hra 42 +1°C
(mTSB)

Aliments secs pour chiens

Homogénéiser 375 g d'échantillon dans 1125 mL d'eau peptonée
tamponnée, pendant 30 sec

Incuber pendant 18-26 hra 37 £ 1°C

Surfaces
environnementales en
acier inoxydable, en béton
verni, en caoutchouc

Humidifier les écouvillons et éponges avec HiCap Neutralizing Broth
Homogénéiser les écouvillons pendant 30 sec a la main dans 10 mL
d'eau peptonée tamponnée

Homogénéiser les éponges pendant 30 sec a la main dans 60 mL
d'eau peptonée tamponnée

Incuber pendant 18-24 hra 37 £ 1°C

TLa validation inclut I'ensemencement direct par stries sur les boites RAPID'Salmonella.
2Sj I'échantillon présente une inhibition de la réaction de PCR, réaliser un nouveau test ou procéder a une dilution au 1:10 avec de I'eau distillée
stérile. Si I'inhibition persiste, utiliser iQ-Check Purification Reagent Treatment ou une dilution au 1:50 avec de I'eau distillée stérile (un test de

vérification supplémentaire est nécessaire).
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NF Validation \

Domaine (matrices) '

Préparation des échantillons

Enrichissement

Tous les échantillons de
produits alimentaires
destinés a la
consommation humaine
et animale et les
échantillons
environnementaux

Homogénéiser 25 g ou 25 mL d'échantillon dans 225 mL d'eau
peptonée tamponnée, pendant 1 min

Incuber pendant 18-26 hra 37 = 1°C

Surfaces
environnementales

Humidifier les écouvillons et éponges avec un bouillon neutralisant qui
ne contient pas de complexe aryle-sulfonate

Homogénéiser les écouvillons pendant 30 sec a la main dans 10 mL
d'eau peptonée tamponnée

Homogénéiser les éponges pendant 30 sec a la main dans 60 mL
d'eau peptonée tamponnée

Incuber pendant 18-26 hr a 37 = 1°C

Produits cacaotés et
chocolatés?
(jusqu'a 375 g)

Homogénéiser n g d'échantillon dans 9 x n mL d'eau peptonée
tamponnée préchauffée (41,5 = 1°C)
(375 g dans 1125 ml)

Incuber pendant 18-26 hr a 41,5 £ 1°C

Produits laitiers

Homogénéiser n g d'échantillon dans 9 x n mL d'eau peptonée

:Laer:ﬂ?rgéﬁems tamponnée préchauffée (37 = 1°C) Incuber pendant 18-26 hra 37 £ 1°C
(J.usqu% 375 o) (375 g dans 3 375 ml)

Produits a base de
viande et de volaille
crues

(jusqu'a 375 g)

Homogénéiser n g d'échantillon dans 3 x n mL d'eau peptonée
tamponnée préchauffée (41,5 = 1°C)
(375 g dans 1125 ml)

Incuber pendant 8-26 hra 41,5 +1°C

1Si I'échantillon présente une inhibition de la réaction de PCR, réaliser un nouveau test ou procéder a une dilution au 1:10 avec de I'eau distillée
stérile. Si I'inhibition persiste, utiliser iQ-Check Purification Reagent Treatment ou une dilution au 1:50 avec de |'eau distillée stérile (un test de
vérification supplémentaire est nécessaire).
2Procéder a une dilution impérative au 1:10 de I'échantillon enrichi avec un diluant tryptone-sel aprés incubation, avant de passer a |'étape
d'extraction d'ADN. Si I'extraction d’ADN présente une inhibition de la réaction de PCR, réaliser un nouveau test ou utiliser iQ-Check Purification
Reagent Treatment, ou une dilution au 1:10 (dans le cadre de la certification NF VALIDATION). Le produit Free DNA Removal Solution n'a pas été

évalué pour cette catégorie.

3 Pour réduire I'inhibition de la réaction de PCR pour le type d'ingrédient alimentaire, procéder & une dilution de I'extrait d'’ADN au 1:10 dans de I'eau
distillée stérile. Si I'inhibition de la réaction de PCR persiste, utiliser un ratio de dilution supérieur (par exemple, dilution au 1:50 dans de I'eau distillée
stérile, un test de vérification supplémentaire est nécessaire).

B. Traitementde I'ADN libre (étape facultative)

Free DNA Removal Solution est un moyen idéal d'éliminer I'’ADN libre.

1. Distribuer 10 uL de Free DNA Removal Solution activée dans autant de puits d'une microplague
Deep Well vide qu'il existe d'échantillons a analyser.

2. Ajouter 100 pL d'échantillon enrichi décanté dans chaque puits.

Remarque : pour éviter les debris de matrice ou les couches graisseuses, prélever juste en
dessous de la couche et au-dessus des débris du fond du tube.

3. Incuber la microplaque dans l'agitateur thermique, SANS agiter, a 37 = 2 °C pendant 15-30 min

4. Poursuivre avec le protocole EZ-Check Lysis, en utilisant 25 pL d'échantillon enrichi traité et
EZ-Check Lysis Kit.

Pour plus d'informations, consulter le guide d'utilisation Free DNA Removal (document
n°100000253856).
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C. iQ-Check Prep System (option)
iQ-Check Prep System est utilisé pour automatiser le flux EZ-Check, y compris le traitement
d'élimination de I'ADN libre en option, I'extraction de I'ADN et la préparation des plaques de PCR en

temps réel.

1. Ouvrir le logiciel CFX Maestro IDE et sélectionner le protocole de test « EZ Salmo » dans le
menu.

2. Attribuer des types d'échantillons a chaque puits de la vue de la plaque en sélectionnant
Inconnu, Contréle positif ou Controle négatif.

3. Configurer les options requises pour chaque puits (par exemple : FDRS, dilution).
4. Cliquer sur « Envoyer a I'iQ-Check Prep » pour exporter la liste de travail.

5. Transférer un minimum de 500 pL d'échantillon enrichi dans le puits approprié d'une plaque
Deep Well ou dans des tubes selon la disposition de la plaque.

6. Ouvrir le logiciel iQ-Check Prep sur I'ordinateur de I'instrument.
7. Charger la liste de travail transférée a I'étape 4.

8. Suivre les instructions pour charger manuellement les consommables (embouts, plaques),
les réactifs et les échantillons préparés.

9. Lancer la série.

10. Une fois la série terminée, retirer la plaque PCR et sceller hermétiquement les barrettes avec les
capuchons optiques EZ-Check.

11. Placer le cadre support PCR Frame EZ-Check dans le thermocycleur. Veiller a placer la plaque
avec le puits A1 dans le coin supérieur gauche, et fermer le couvercle de l'instrument.

Pour plus d'informations, consulter les guides d'utilisation de CFX Maestro Industrial Diagnostic Edition et iQ-
Check Prep System.

D. Extractiondel’ADN

Recommandations générales :
Utiliser une zone, du matériel et des consommables dédiés pour réaliser cette étape.

Avant de commencer le test, allumer I'agitateur thermique en vue du préchauffage. Le régler a une
température de 95-100 °C.

De fagcon générale, éviter d'agiter la poche d'enrichissement et de prélever de gros fragments

d'aliments. Pour les échantillons alimentaires présentant une couche grasse, prélever juste en
dessous de cette couche.
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Pour obtenir des résultats optimaux, laisser refroidir les barrettes de tubes de lyse avant de prélever
I'extrait d'’ADN a l'aide d'une pipette.

Protocole EZ-Check Lysis
1. Placer le nombre approprié de tubes de lyse EZ-Check (8 tubes/barrette) dans le porte-tubes
EZ-Check Lysis Rack. Vérifier que les tubes sont complétement insérés dans le porte-tubes

EZ-Check Lysis Rack.

2. Tapoter doucement le porte-tubes EZ-Check Lysis Rack sur la paillasse pour faire descendre le
réactif de lyse.

3. Retirer soigneusement I'opercule des tubes de lyse.

Remarque : le réactif de lyse EZ-Check pourrait produire des gouttelettes sur la face interne de la
cupule. Elles n'ont toutefois aucune incidence sur la qualité de I'extraction.

4. Ajouter 25 pL d'échantillon enrichi dans chaque tube. Si Free DNA Removal Solution est utilisée,
ajouter 25 pL d'échantillons enrichis traités dans les tubes de lyse.

5. Incuber les barrettes de tubes de lyse dans l'agitateur thermique a 1 300 rpm, pendant 15-20 min
et a une température de 95-100 °C.

6. Laisser refroidir les tubes de lyse en laissant reposer le porte-tubes EZ-Check Lysis Rack sur la
paillasse, a température ambiante pendant 10 a 30 min.

A ce stade, il est possible d'interrompre le protocole et de le reprendre ultérieurement.
- L'extrait d'ADN peut étre stocké directement dans les tubes de lyse EZ-Check scellés
pendant 7 jours a 2-8 °C en utilisant les EZ-Check Lysis Storage Caps
- Dans le cas d'une congélation (-25 °C, -15 °C), I'extrait d'’ADN doit étre transféré dans un

tube distinct ; il peut alors étre stocké dans le tube scellé jusqu'a 30 jours (en dehors du
champ de validation AOAC et NF Validation)

E. PCRentempsréel

Configuration de I'instrument et du logiciel

Pour la configuration de I'instrument et du logiciel, suivre les instructions du manuel d'utilisation de
CFX Maestro, Industrial Diagnostic Edition (IDE).

Préparation de la détection par PCR
1. Ouvrir le sachet en aluminium EZ-Check Salmonella spp. ReadyPCR Strips.
2. Extraire le nombre total de barrettes nécessaires (nombre d'échantillons plus deux contréles).

Remarque : remettre dans le sachet toutes les barrettes inutilisées, avec I'agent dessiccatif, puis
refermer soigneusement.
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3. Placer les barrettes ReadyPCR Strips sur le cadre support PCR EZ-Check PCR Frame, en veillant
a ce qu'elles soient fermement fixées. Il est recommandé de tapoter doucement le cadre
EZ-Check PCR Frame sur la paillasse de fagon a faire descendre les billes au fond des puits PCR.

4. Retirer soigneusement I'opercule de chaque barrette et contrdler visuellement la présence d'une
bille PCR dans chaque puits. Une fois ouvertes, les barrettes ReadyPCR strips sont stables
jusqu'a 4 hr avant réhydratation.

5. Transférer soigneusement 25 L d’extrait d'’ADN le long de la paroi interne de chaque puits des
barrettes ReadyPCR Strips, conformément a la configuration de la plaque. Ne pas aspirer I'extrait
d'ADN depuis le fond du tube de lyse afin d'éviter le transfert d'inhibiteurs de PCR dans le puits.

Remarque : une réaction effervescente indique que I'échantillon a été correctement ajouté au
réactif PCR.

6. Pour les contrdles négatif et positif, transférer soigneusement 25 pL du contréle négatif (NC)
EZ-Check et du contréle positif (PC) Salmonella spp. EZ-Check le long de la paroi interne des
puits ReadyPCR correspondants.

Remarque : aprés ouverture des barrettes ReadyPCR strip, la PCR doit étre lancée dans les 4 hr.

7. En option : pour purifier 'ADN, combiner 50 puL d'ADN extrait de chaque échantillon, @ 200 pL du
produit iQ-Check Purification Reagent. Pipetter par aspiration/refoulement 5 fois pour
homogénéiser. Il est également possible de préparer une dilution au 1:10 d’ADN extrait, avec de
I'eau stérile. Cette étape n'a pas été testée au cours de la certification NF VALIDATION.

8. Sceller hermétiquement les puits des barrettes PCR avec les capuchons optiques EZ-Check.

9. Placer le cadre support EZ-Check PCR Frame dans le thermocycleur. Veiller a le placer
correctement, le puits A1 dans le coin supérieur gauche, et fermer le couvercle de I'instrument.

Préparation des controles de laboratoire (étape facultative)

Les contrbles de laboratoire sont traités comme des échantillons alimentaires. Ills permettent de
valider l'intégralité du processus EZ-Check. L'ADN extrait des contréles de laboratoire est placé sur
la plaque de PCR, puis utilisé en tant que controle PCR remplagant les contrbéles négatif et positif
EZ-Check.

Pour étre valide, le controle négatif de laboratoire ne doit pas contenir d’ADN de Salmonella spp.
Pour étre valide, le contréle positif de laboratoire doit contenir de I'ADN de Salmonella spp. amplifié,
avec des valeurs Cq comprises entre 26 et 36. Consulter le manuel d'utilisation de CFX Maestro
Industrial Diagnostic Edition (IDE) (document n°® 10000241897).

Il incombe a I'utilisateur final d'établir et de mettre en ceuvre les contrbéles de laboratoire appropriés.

La validité et la fiabilité des résultats du produit EZ-Check Salmonella spp. dépendent de la
vérification, de la validation et de la préparation adéquates, par |'utilisateur final, de ces contrdles.

Lancement de la PCR

Pour lancer la PCR, suivre les instructions du manuel d'utilisation du logiciel CFX Maestro,
IDE (DIR 10000241897).
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F. Analyse des données

Les données peuvent étre analysées directement a la fin de la PCR ou ultérieurement en ouvrant le
fichier de données enregistré. Suivre les instructions du manuel d'utilisation du logiciel CFX Maestro
IDE pour ouvrir les fichiers de données et régler les parametres d'analyse des données.

Interprétation des résultats

Une fois que les parameétres d'analyse des données ont été définis, les résultats sont interprétés en
analysant les valeurs Cq de chaque échantillon (le cycle auquel la courbe d'amplification croise le
seuil).

Le logiciel CFX Maestro IDE assure une analyse automatisée compléte des systémes de détection
par PCR en temps réel de Bio-Rad. Une vérification des caractéristiques typiques des courbes
d'amplification doit étre réalisée avant la publication des résultats. Contacter I'équipe d'assistance
technique de Bio-Rad en cas de besoin.

Controles

Vérifier les contréles positif et négatif avant d'interpréter les résultats de I'échantillon.

Pour que I'expérience soit valide, les contréles doivent présenter les résultats du tableau ci-dessous.
Dans le cas contraire, il faut répéter la réaction de PCR.

Détection de Salmonelia spp. Détection de contrdle interne
(canal FAM) (canal HEX)
Contrble négatif Cq = N/A* 28 =Cqg =40
Contréle positif 26 =<Cqg =36 Non pertinent

* Le logiciel indique une valeur Cq N/A (non applicable) lorsque la fluorescence d'un échantillon ne dépasse pas
significativement le bruit de fond et par conséquent ne dépasse pas le seuil.

Si les résultats des contréles négatif et positif different des résultats indiqués dans le tableau
ci-dessus (contrdle non valide), répéter la PCR et I'analyse décrites dans D. PCR en temps réel et E.
Analyse des données de la Section 7 Protocole.

Echantillons

Un test PCR EZ-Check Salmonella spp. positif doit présenter une courbe d'amplification typique et
une valeur Cq = 10 pour le fluorophore FAM.

= Sila valeur Cq des deux canaux est inférieure a 10, vérifier que la courbe, en tant que
données brutes, montre un aspect caractéristique d'amplification exponentielle (une ligne de
départ plane, avec une augmentation rapide de la fluorescence, puis une stabilisation). Si la
courbe semble correcte, le test peut étre considéré comme positif pour la présence de
Salmonella spp.
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S'iln'y a pas de valeur Cq (Cq = N/A) pour FAM, ou si la courbe n'est pas une courbe d'amplification
typique, le contrdle interne de cet échantillon doit étre analysé.

= Siaucune valeur Cq n'est obtenue pour FAM et si le contrdle interne présente une valeur
Cq = 28, I'échantillon est considéré négatif pour Salmonella spp.

= Un contréle interne qui n'a pas non plus de valeur Cqg (Cq = N/A) indique probablement un
phénomene d'inhibition de la réaction de PCR. L'échantillon doit étre dilué et la PCR répétée
(réaliser une dilution au 1:10 dans de I'eau distillée stérile avec 10 pL d'extrait d'ADN, et
utiliser 25 pL de la dilution pour le test PCR)

= Sila valeur Cq pour le contrdle interne est < 28, il n'est pas possible d'interpréter le résultat.
Vérifier que le seuil a été placé correctement ou que la courbe de données brutes est une
courbe d'amplification normale. Si la courbe n'a pas de forme caractéristique, répéter le test
de PCR

L'interprétation des résultats du test est resumée dans le tableau suivant :

Détection de Salmonelia spp. Détection de contrdle interne Interprétation
(canal FAM) (canal HEX)
Cq=10 N/A* Positif
Cq = N/A* Cq=28 Négatif
Cq = N/A* Cq = N/A* Inhibition**

* Le logiciel indique une valeur Cq N/A (non applicable) lorsque la fluorescence d'un échantillon ne dépasse pas
significativement le bruit de fond et par conséquent ne dépasse pas le seuil.

** | orsque la détection pour la cible et le contrdle interne donne une valeur Cq = N/A, I'extrait d’ADN doit étre dilué au 1:10 et
testé a nouveau.

Un non-respect des critéres de validation peut entrainer une interprétation non valide. Vérifier les
données brutes et continuer de la méme facon que pour un cas d'inhibition de I'échantillon.

Section 9
Confirmation des résultats positifs

Dans le contexte de la validation AOAC, un résultat EZ-Check Salmonella spp. positif est
suppose étre positif et il convient de procéder a une confirmation avec une méthode de
référence appropriée (par exemple, USDA MLG, FDA BAM, ISO, MFHPB, AOAC SMPR, etc.). Il est
également possible de strier 10 pL de bouillon d'enrichissement directement sur le milieu
RAPID'Salmonella Agar et d'incuber pendant 24 = 2 hr a 37 £ 1 °C. Si le niveau de flore
interférente est susceptible d'étre élevé, transférer 0,5 mL de culture pré-enrichie a 10 mL de
bouillon Rappaport Vassiliadis Soy (RVS) et incuber pendant 24 + 3 hr a 41,5 + 1 °C. Poursuivre
avec l'ensemencement par stries de 10 pL de bouillon RVS enrichi sur le milieu RAPID'Salmonella
Agar. Se reporter a la méthode de confirmation décrite dans le guide d'utilisation
RAPID'Salmonella Agar (document n® 10000126748).
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Dans le contexte de la méthode certifiée NF VALIDATION, tous les résultats positifs du kit EZ-Check
doivent étre confirmés de I'une des facons suivantes :

1.  Mise en ceuvre des tests classiques décrits dans les méthodes normalisées CEN ou
ISO (y compris la purification), directement a partir du bouillon d'enrichissement EPT,
apres un enrichissement de 18-26 hr a 37 °C.

2. Ensemencement par stries de 10 uL d'EPT enrichie directement sur le milieu
RAPID'Salmonella Agar puis incubation pendant 24 + 2 hr a 37 £ 1°C. Si le niveau de
flore interférente est susceptible d'étre éleveé, transférer 0,1 mL d’'EPT enrichie a 10 mL
de bouillon Rappaport Vassiliadis Soy (RVS) et incuber pendant 24 + 3 hra 41,5 +1°C.
Poursuivre avec I'ensemencement par stries de 10 uL de bouillon RVS enrichi sur le
milieu RAPID'Salmonella Agar. Les colonies typiques sont confirmées conformément
a la description du guide d'utilisation RAPID'Salmonella.

3. Utilisation de toute autre méthode certifiée par NF VALIDATION et fondée sur un
principe différent de celui utilisé dans le produit EZ-Check Salmonella spp. Kit.
Le protocole validé de cette seconde méthode doit étre suivi dans son intégralite,
y compris I'enrichissement sélectif RVS, selon le cas. La confirmation est mise en
ceuvre a partir du bouillon d'enrichissement EPT, si cette étape est commune aux
deux méthodes.

Dans le contexte de NF VALIDATION, avant de procéder a la confirmation, il est possible de stocker
I'EPT enrichie a 2-8 °C pendant 72 hr maximum, a la suite de l'incubation a 37 °C.

En cas de résultats discordants entre EZ-Check Salmonella spp. Kit et I'une des options de
confirmation énumérées ci-dessus, mettre en ceuvre les étapes nécessaires pour garantir la
validité des résultats.

Section 10
Confirmation de colonies isolées a I'aide du kit EZ-Check

EZ-Check Salmonella spp. Kit EZ-Check Salmonella spp. Kit peut également étre utilisé pour
confirmer des colonies isolées de Salmonella spp. sur des milieux de culture gélosés (en dehors
du domaine de validation AOAC). Se référer au guide d'utilisation RAPID'Salmonella Agar

(n°® de document 10000126748) pour les conditions d'utilisation.

1. Choisir une colonie isolée sur un milieu de culture gélosé sélectif ou non sélectif, avec un
cure-dent, une anse stérile ou un autre consommable adapté (par exemple, un embout de
pipette).

2. Remettre la colonie en suspension dans 100 pL d'eau distillée stérile, dans un microtube
a centrifuger. Agiter (vortex) pour homogénéiser.

3. Ajouter 25 pL de la suspension directement au réactif de PCR ou a la solution EZ-Check Lysis et
suivre le protocole EZ-Check Salmonella spp. pour l'interprétation des données et des résultats.
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Performances du test et validations

Section 11

Performances du test et validations

EZ-Check Salmonella spp. Kit est spécifiquement destiné a la détection du genre Salmonelia.

\FICATION
s

NF

VALIDATION
EN ISO 16140

BRD 07/27-07/25
METHODES ALTERNATIVES
D'ANALYSE POUR
L'AGROALIMENTAIRE

http://nf-validation.afnor.org

PERFORMANCE TESTED
RESEARCH INSTITUTE

LICENSE NUMBER 082501

NF Validation

EZ-Check Salmonella spp. Kit est certifié NF VALIDATION comme méthode
alternative a la méthode de référence ISO 6579-1 (2017) pour la détection de
Salmonella spp. dans tous les produits destinés a la consommation humaine
et animale, ainsi que dans les échantillons environnementaux. La validation
respecte le protocole de la norme ISO 16140-2:2016 et inclut l'utilisation des
systémes CFX Opus 96, CFX Opus Deepwell, CFX96 Touch Deep Well et
CFX Duet Real-Time PCR System. L'utilisation d'iQ-Check Free DNA Removal
Solution est incluse dans le domaine de la validation pour toutes les
catégories validées, a I'exception des produits cacaotés et chocolatés.
L'utilisation d'iQ-Check Prep System v5 est incluse dans le domaine de la
validation pour toutes les catégories validées. Le logiciel associé est CFX
Maestro Software IDE V4.0. Le fichier de protocole d'application

« EZ Salmo » est validé pour tous les échantillons. Numéro de certificat :
BRD 07/27-07/25. Se reporter au certificat disponible sur le site Web
http://nf-validation.afnor.org pour toutes les informations de validité.

Validation AOAC

EZ-Check Salmonella spp.Kit est validé par AOAC Research Institute dans le
cadre du programme « Performance Tested Methods » 082501 pour la
détection de Salmonella spp. dans les éléments suivants : salade traiteur
(25 g), beeuf cru haché? (375 g), dinde crue hachée? (375 g), poitrine de
poulet cru? (375 g), rincage de carcasse de poulet? (30 mL), porc cru haché?
(375 g), lait en poudre non gras' (375 g), protéine de lactosérum en poudre’
(375 g), farine tout usage' (375 g), fromage cheddar' (375 g), laitue romaine’
(375 g), mélange de légumes surgelés' (375 g), melon cantaloup frais coupé’
(375 g), poudre de cacao' (375 g), beurre d'arachide crémeux' (375 g),
aliments secs pour chiens' (375 g), préparation en poudre destinée

a l'alimentation des nourrissons (avec probiotiques)’ (375 g), ail en poudre’
(375 g), germes de haricot' (375 g), chiffonnette de prélévement/boeuf cru?,
surface en acier inoxydable’ (4" x 4", éponge), surface en caoutchouc'

(1" x 1", éponge), surface en béton verni' (4" x 4", éponge). Il convient de
considérer un résultat positif avec le kit EZ-Check comme étant présumé et il
est recommandeé de le confirmer en suivant les recommandations de la
Section 9. Le fichier de protocole d'application « EZ Salmo », |'utilisation
d'Free DNA Removal Solution et I'utilisation des systémes CFX Opus
Standard, CFX Opus Deepwell, CFX96 Touch Deep Well et CFX Duet
Real-Time PCR System sont validés pour tous les échantillons. Le logiciel

associé est CFX Maestro IDE Software (version 4.0 et ultérieure).
" Test avec la méthode de référence FDA BAM Ch. 5
2 Test avec la méthode de référence USDA MLG 4.15
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Section 12
Références

Section 12
Références

ISO 7218. Microbiologie de la chaine alimentaire — Exigences générales et recommandations pour
les examens microbiologiques.

ISO 6887. Microbiologie de la chaine alimentaire — Préparation des échantillons, de la suspension
mére et des dilutions décimales en vue de I'examen microbiologique Parties 1-6.

ISO 6579-1. Microbiologie de la chaine alimentaire — Méthode horizontale pour la recherche,
le dénombrement et le sérotypage des Salmonella — Partie 1: Recherche des Salmonella spp.

ISO 16140-2. Microbiologie de la chaine alimentaire — Validation des méthodes — Partie 2 :
Protocole pour la validation de méthodes alternatives (commerciales) par rapport a une méthode
de référence.

United States Department of Agriculture, Food Safety and Inspection Service (2024). Microbiology
Laboratory Guidebook, Chapter 4.15: Isolation and Identification of Salmonella from Meat, Poultry,
Pasteurized Egg, and Siluriformes (Fish) Products and Carcass and Environmental Sponges.

United States Food and Drug Administration, Center for Food Safety and Applied Nutrition (2024).
Bacteriological Analytical Manual, Chapter 5: Salmonella.
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Visiter bio-rad.com/EZcheck pour plus d'informations.

Bio-Rad et EZ-Check sont des marques déposées de Bio-Rad Laboratories Inc. dans certaines juridictions.
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EZ-Check™ Salmonella spp. Kit

Anwenderhandbuch

Test zum Nachweis von Salmonella spp. in Lebensmittel-, Futtermittel- und
Umweltproben durch Real-Time PCR

Katalog-Nr. 12018082

Nur fiir den In-vitro-Gebrauch im Labor
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Abschnitt 1
Revisionshistorie

Abschnitt 1
Revisionshistorie

Freigabedatum Dokument-/Versionsnummer | Anderung
Juli 2025 Bulletin 5145 Ver A Neues Dokument
August 2025 Bulletin 5145 Ver B - AOAC-Zulassung
- Inhaltliche Anderungen
Oktober 2025 Bulletin 5145 Ver C - Erweiterung der NF-Validierung: Kakao und

Schokoladenerzeugnisse bis zu 375 g,
iQ-Check Prep System
- Inhaltliche Anderungen

April 2026 Bulletin 5145 Ver D - Erweiterung der NF-Validierung:
Sauglingsnahrung und Getreide mit/ohne
Probiotika und verwandte Inhaltsstoffe bis
375 g, warmebehandelte Milcherzeugnisse
bis 375 g, rohes Fleisch und
Gefllgelprodukte bis 375 g

- Korrektur des Protokolls zur Bestatigung
der NF-Validierung: Anreicherungsvolumen
geandert zu 0,1 mL in RVS fir die
Sekundéranreicherung

- Inhaltliche Anderungen

Abschnitt 2
Einleitung

Salmonellen sind weltweit die haufigste Ursache von Lebensmittelvergiftungen, obwohl zahlreiche
VorbeugungsmaBnahmen zur Eindammung dieser Erregergruppe getroffen werden. Eier,
Milcherzeugnisse, Fleisch und Gefliigel werden am haufigsten mit der Ubertragung von Salmonella in
Verbindung gebracht (in 65 % der Falle). Es sind mehr als 2.500 Serotypen bekannt, von denen alle
potenziell humanpathogen sind. Da bereits eine geringe Dosis fir eine Infektion ausreicht und eine
ernste Gefahr flr Lebensmittelerzeuger und -verbraucher besteht, ist in mehreren Landern inzwischen
vorgeschrieben, dass Lebensmittelerzeugnisse ganzlich frei von Salmonella sein missen.

Klassische Anzuchtmethoden sind oftmals langwierig und mihsam. Bei dem EZ-Check
Salmonella spp. Kit dagegen handelt es sich um einen einfachen und schnellen qualitativen Test
zum Nachweis spezifischer DNA-Sequenzen von Salmonella spp. in Lebensmittelerzeugnissen,
Futtermitteln und Umweltproben. Mithilfe der Real-Time PCR werden Salmonella spp.-
spezifische DNA-Sequenzen amplifiziert und mittels fluoreszierender Sonden gleichzeitig
nachgewiesen. In einem einfach durchzufiihrenden Verfahren kdnnen bei minimalem
Kontaminationsrisiko bis zu 96 Tests auf einmal ausgefiihrt werden. Dieses Kit ist zur
Verwendung durch geschultes Laborpersonal bestimmt, das Tests zum Nachweis von
Salmonella spp. durchfihrt. Durch die Verwendung dieses Tests werden Ergebnisse bereits
innerhalb weniger Stunden nach der Anreicherung einer Probe ermoglicht.
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Abschnitt 3
Die EZ-Check Salmonella spp. Technologie

Abschnitt 3
Die EZ-Check Salmonella spp. Technologie

Das EZ-Check Salmonella spp. Kit darf nur mit EZ-Check Lysis Kit (Katalog-Nr. 12018075)
verwendet werden.

Das EZ-Check Salmonella spp. Kit beruht auf der Amplifizierung und dem Nachweis von Genen
mittels Real-Time PCR. Die gebrauchsfertigen lyophilisierten PCR-Reagenzien im Kit enthalten
Salmonella spp.-spezifische Oligonukleotide (Primer und Sonden) sowie DNA-Polymerase und
Nukleotide. Der Nachweis und die Datenanalyse sind fiir die Verwendung mit einem Real-Time PCR
Gerat von Bio-Rad, z. B. die CFX Opus 96, CFX Opus Deepwell, CFX96 Touch Deep Well und CFX
Duet Real-Time PCR Nachweissysteme, optimiert.

Die PCR ist eine leistungsstarke Technik, mit der viele Kopien der Ziel-DNA erzeugt werden kénnen.
Wahrend der PCR-Reaktion wird die DNA in mehreren Erwarmungs- und Abkuhlzyklen durch

Hitze denaturiert, um es den Primern zu ermdglichen, sich an die Zielregion anzulagern.

Die DNA-Polymerase verwendet diese Primer und die Desoxynukleotidtriphosphaten (dNTPs) zur
Verlangerung der DNA, wodurch Kopien der Ziel-DNA erzeugt werden. Diese Kopien werden als
Amplikons bezeichnet.

Bei der Real-Time PCR beruht der DNA-Nachweis auf der Hybridisierung spezifischer Sonden an
die Amplikons wahrend der Amplifikation. An diese Sonden ist ein Fluorophor gebunden, der nur
fluoresziert, wenn die Sonde an die Zielsequenz hybridisiert. Bei dem Fluorophor, das an die
Sonde gebunden ist, die mit der Salmonella spp.-spezifischen DNA-Sequenz hybridisiert, handelt
es sich um FAM. Wenn keine Ziel-DNA vorhanden ist, ist keine Fluoreszenz nachweisbar. Da sich
die Zahl der Amplikons mit jeder Amplifizierungsrunde erhoht, verstarkt sich auch die
Fluoreszenzintensitat. Beim Annealing-Schritt jedes PCR-Zyklus misst das optische Modul diese
Fluoreszenz, wahrend die zugehorige Software die Fluoreszenzintensitat gegen die Anzahl der
Zyklen auftragt.

Das Reaktionsgemisch enthalt eine synthetische interne DNA-Kontrolle, um jedes etwaige
negative Ergebnis zu validieren. Diese Kontrolle wird gleichzeitig mit der Salmonella-DNA-
Zielsequenz mit einer spezifischen Sonde ampilifiziert und durch einen zweiten Fluorophor
nachgewiesen.

Dieser Test ermdglicht nach einem Anreicherungsschritt den Nachweis von Salmonella spp.
In einem breiten Spektrum von Lebensmittelerzeugnissen, Tierfuttermitteln und Umweltproben.
Er umfasst die folgenden funf Hauptschritte:

Optional:
0 _Ti Datenanalyse
Anreicherung Iéﬁffi?ﬂuzn”gr DNA-Extraktion Rea)Time und
freier DNA* -auswertung

* Die Verwendungsbedingungen sind dem Anwenderhandbuch fir die Free DNA Removal Solution
(Katalog-Nr.10000253856) zu entnehmen.
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Abschnitt 4
Zusammensetzung des Kits

Abschnitt 4
Zusammensetzung des Kits

Das EZ-Check Salmonella spp. Kit enthalt ausreichend Reagenzien fir 96 Tests.

ReagenzID | Gegenstand Beschreibung Menge

EZ-Check Salmonella spp. Gebrauchsfertiges . .
RPS ReadyPCR Strips* PCR-Reagenz 12 Streifen mit 8 Wells
CAP EZ-Check Optische Deckel Optische Deckel 12 Streifen mit 8 Deckel
NC EZ-Check Negativkontrolle PCR-Negativkontrolle | 1Rdhrchen, 1,0 ml
PC EZ-Check Salmonella spp. Positivkontrolle PCR-Positivkontrolle 1R6hrchen, 0,6 ml

*EZ-Check Salmonella spp. ReadyPCR strips konnen durch die violetten Laschen an jeder Seite des PCR-Streifens
identifiziert werden. Bei Salmonella sind violettfarbene Indikatoren ebenfalls auf der Kitverpackung und in der CFX Maestro
IDE-Software sichtbar.

Abschnitt 5
Haltbarkeit und Lagerung

= Das Kit wird gekuhlt versendet

= Kits bei 2-8°C lagern

= Nicht einfrieren

= Reagenzien nicht nach dem auf den Etiketten angegebenen Verfallsdatum verwenden
= Nach dem ersten Offnen sind ReadyPCR Strips — verschlossen in dem Trockenmittel

enthaltenden Beutel und bei einer Lagerung bei 2-8°C — fiir bis zu 5 Monate verwendbar.
Der Beutel kann wahrend dieses Zeitraums bis zu 5 Mal wieder gedffnet werden
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Abschnitt 6
Zusatzlich bendtigtes Material

Abschnitt 6
Zusatzlich benotigtes Material

Gerate und Software

Speziell fir die DNA-Extraktion: Heizschittler*,
der eine Temperatur von 95-100°C und/oder
37 = 2°C aufrecht erhalten kann, mit einer
Mischgeschwindigkeit von mindestens

1.300 U/min (z. B. Katalog-Nr. 3594995 und
Katalog-Nr. 12022466)

Bio-Rad Real-Time PCR System* zum Beispiel
das CFX Opus 96

(Katalog-Nr. 17007991) oder CFX Opus Deepwell
(Katalog-Nr. 17007992) bzw. CFX Duet
(Katalog-Nr. 17010275) Real-Time PCR Systeme

CFX Maestro Software, Industrial Diagnostic
Edition, Version 4.0 (Katalog-Nr. 3593893)

iQ-Check Prep System*
(Katalog-Nr. 3594911)

Verstellbare Multikanalpipette 20-200 pL
(Katalog-Nr. 17010702) und/oder einzelne
Pipette 20-200 pL

(Katalog-Nr. 17010259)

EZ-Check Lysis Rack
(Katalog-Nr. 12019781)

EZ-Check PCR Frame
(Katalog-Nr. 12019771)

Labor-Paddel-Blender zum Homogenisieren
von Testproben

Inkubator zur mikrobiologischen
Anreicherung der Proben

Hinweis: Wir empfehlen die Verwendung einer unterbrechungsfreien Stromversorgung (USV) fir

den Thermocycler und die iQ-Check Prep Systeme.

* Informationen zu empfohlenen Geraten erhalten Sie vom technischen Kundendienst von Bio-Rad.

Zubehor

EZ-Check Lysis Kit (Katalog-Nr. 12018075,
96 Tests)

Anreicherungsmedium: Gepuffertes
Peptonwasser (GPW), zum Beispiel
BPW Plus
Katalog-Nr. 3564684, dehydriert, 500 g
Katalog-Nr. 3554179, 6 Flaschen x 225 mL
Katalog-Nr. 3555795, 4 Beutel mit je 3 L
Katalog-Nr. 3555790, 2 Beutel mitje 5L
BPW Standard
Katalog-Nr. 12013259, dehydriert, 500 g
Katalog-Nr. 12013258, dehydriert, 5 kg
Katalog-Nr. 12013260, 2 Beutel mitje 5L
RAPID'Salmonella Agar
(Katalog-Nr. 3563961, 20 Platten x 90 mm;

Katalog-Nr. 3563963 120 Platten x 90 mm;
Katalog-Nr. 3564705, dehydriert, 500 g)
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Free DNA Removal Solution
(Katalog-Nr. 3594970)

iQ-Check Purification Reagent
(Katalog-Nr. 12012383)

PIF Supplement
(Katalog-Nr. 12013322, 2 g)

Deep Well Mikrotiterplatte
(Katalog-Nr. 3594900)

Kompatible sterile Filterpipettenspitzen,
passend fir 5-50 L oder 20-200 pL-
Pipetten (z. B. Katalog-Nr. 17010688)

EZ-Check Lysis Storage Caps
(Katalog-Nr. 12022880)

PCR-Deckelwerkzeug
(Katalog-Nr. ECT2000)

Filterbeutel
Destilliertes steriles Wasser

5%iger Bleichlésung und Oberflachen-
Dekontaminationsmittel

Puderfreie Handschuhe



Abschnitt 7
VorsichtsmaBnahmen und Empfehlungen fir optimale Ergebnisse

Zubehor fir das iQ-Check Prep System

e 2 mL Rohrchen fur Free DNA Removal Solution e Leitfahige Filterspitzen
(Katalog-Nr. 17010255) (Katalog-Nr. 12022468, 300 uL x 5760)
e Deep Well Mikrotiterplatten e 60 mL Verdinnungsbehaltnis
(Katalog-Nr. 3594900) (Katalog-Nr. 12014473)

Abschnitt 7
VorsichtsmaBnahmen und Empfehlungen flir optimale
Ergebnisse

= Haftungsausschluss: Unsere allgemeinen Verkaufsbedingungen, einschlieBlich der
Haftungsausschliisse, sind unter https://www.bio-rad.com/en-us/terms-conditions einsehbar.

= Vor Anwendung dieser Methode mussen dieses und sonstige Anwenderhandblcher der
zugehorigen Reagenzien, Gerate und Software vollstandig durchgelesen werden.

= Dieser Test muss von geschultem Personal durchgefiihrt werden.

= Proben und Anreicherungskulturen sind bei der Handhabung als potenziell infektios zu betrachten und
im Einklang mit vor Ort geltenden Verordnungen und Bestimmungen zu entsorgen.

= Alle potenziell infektiosen Materialien missen vor dem Entsorgen autoklaviert werden.

= Die Ergebnisqualitat hangt von der strikten Einhaltung der guten Laborpraxis ab (zum Beispiel
der Norm EN ISO 7218), speziell in Bezug auf Mikrobiologie und PCR:

- Laborgerate (Pipetten, Rohrchen usw.) nie von einem Arbeitsplatz zu einem anderen bringen.

- Beijeder Serie von Amplifikationsreaktionen eine Positivkontrolle und eine
Negativkontrolle verwenden.

- Die Reagenzien nach Ablauf ihres Verfallsdatums nicht mehr verwenden.

- Positiv- und Negativkontrollen aus dem Kit vor der Anwendung vortexen und
herunterzentrifugieren, um die Homogenitat sicherzustellen.

- RegelmaBig die Genauigkeit und Prazision der Pipetten sowie die ordnungsgemaBie
Funktion der Gerate Uberprufen.

- Handschuhe haufig wechseln, vor allem dann, wenn vermutet wird, dass sie kontaminiert
sein kénnten.

- Die Arbeitsplatze regelmaBig mit 5%iger Bleichldsung und anderen
Dekontaminationsmitteln reinigen.

- Ungepuderte Handschuhe verwenden, und Fingerabdriicke und Beschriftungen auf
Roéhrchendeckeln vermeiden. Beide wiirden die Datenerfassung beeintrachtigen.

= Es wird dringend empfohlen, die in der Norm EN ISO 22174 (Mikrobiologie von Lebensmitteln
und Futtermitteln — Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zum Nachweis von pathogenen
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Mikroorganismen in Lebensmitteln — Allgemeine Anforderungen und Begriffe) beschriebenen
Anforderungen einzuhalten.

- Weitere Informationen und vor Ort geltende Entsorgungsvorschriften sind im
Sicherheitsdatenblatt aufgeflhrt.

= Fdr Umgebungsproben missen die Vorrichtungen zur Probenahme mit einem sterilen
Verdiinnungsmittel (z. B. gepuffertes Peptonwasser), und erforderlichenfalls mit einer
neutralisierenden Lésung (z.B. HiCap Neutralizing Broth, Dey-Engley Neutralizing Broth, Letheen
Broth) hydratisiert werden, um die Effekte des Desinfektionsmittels zu inaktivieren. Es wird
empfohlen, in der Hydratisierungslosung neutralisierende Puffer zu vermeiden, die einen
Arylsulfonatkomplex enthalten

= Nach dem Entfernen des Sealing Films der ReadyPCR strips sicherstellen, dass die Streifen
innerhalb von 4 hr in das CFX-Gerat gebracht werden. Sobald das lyophilisierte PCR-Reagenz
hydratisiert wurde, ist das daraus resultierende PCR-Gemisch bei 18-25°C stabil.

= Beim Durchlauf des CFX Real-Time PCR Systems stets die Rohrchenstreifen ausgleichen, um
sicherzustellen, dass der beheizte Deckel gleichmaBigen Druck Gber den Block ausubt.

= Esistimmer empfehlenswert, vor Anwendung dieser Methode die Gebrauchstauglichkeit bzw.
Untersuchungen zur Matrixtberprifung durchzufiihren.

= EZ-Check Reagenzien sind stets als potenziell biogefahrdendes Material zur Eindammung
entsprechend der Biosicherheitsstufe 2 handzuhaben.
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Abschnitt 8
Protokoll

Abschnitt 8
Protokoll

Es wird dringend empfohlen, vor Beginn des Tests das gesamte Protokoll durchzulesen.

A. Probenanreicherung

Anreicherungsbouillons vor dem Gebrauch auf Raumtemperatur (20-25°C) bringen.

Bei einer Anreicherungszeit von héchstens 10 hr die Anreicherungsbouillon vor der Verwendung auf
die Inkubationstemperatur der Probe erwarmen. Bei kurzen Anreicherungszeiten missen die
Inkubationsbedingungen und die angegebenen Temperaturen strikt eingehalten werden. Die Dauer
der Probenvorbereitung (Zeit zwischen dem Vorheizen der Anreicherungsbouillon und dem Beginn
der Inkubation der Lebensmittelprobe) darf 45 min nicht Uiberschreiten. Es wird empfohlen, einen
bellfteten Inkubator zu verwenden.

Gefrorene Proben vor der Verwendung vollstandig auftauen.

Die Verwendung eines Anreicherungsbeutels mit integriertem Filter wird dringend empfohlen.

Fir die Anreicherung von Getreide oder Starkeerzeugnissen wird den Angaben in der
Norm ISO 6887-4 entsprechend die Verwendung von Alpha-Amylase empfohlen.

Im Rahmen der NF VALIDATION-Zertifizierung kann die Probenvorbereitung mit oder ohne
Erflllung der ISO 6887-2 bis -6 durchgeflihrt werden. Sofern nichts anderes angegeben ist,
wurden keine Mengen Uber 25 g getestet. Bei der Inkubation sind die in der Tabelle
angegebenen Zeiten und Temperaturen einzuhalten und die Proben dirfen dabei nicht
geschdttelt werden.

In der folgenden Tabelle sind die verschiedenen Protokolle angefihrt, die je nach Anwendung und
Umfang der Validierung verwendet werden konnen.

Vor Durchflihrung des EZ-Check Lyseschrittes kdnnen angereicherte Proben fir 72 hr bei 2-8°C
gelagert werden.
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Abschnitt 8
Protokoll

Umfang (Matrizes) "2

Probenvorbereitung

Anreicherung

Feinkostsalat

25 g oder 25 mL der Probe 1 min in 225 mL GPW homogenisieren

Flr 18-26 hr bei 37 £ 1°C
inkubieren

Romersalat

375 g der Probe 1 min in 1.125 mL vorgewarmten (42 + 1°C) GPW
homogenisieren

Flr10-24 hrbei 42 £1°C
inkubieren

Gefrorene
Gemisemischungen,
Bohnensprossen, frisch
geschnittene Cantaloupe-
Melone

375 g der Probe 1 min in 1.125 mL vorgewarmten (37 + 1°C) GPW
homogenisieren

Flr18 -22 hrbei 37 £1°C
inkubieren

Cheddarkése, Kakaopulver

375 g der Probe 1 min in 1.125 mL GPW homogenisieren

Flr18 - 22 hr bei 37 +1°C
inkubieren

Magermilchpulver,
MolkeeiweiBpulver,
Allzweckmehl,
Sauglingsnahrung mit
Probiotika

375 g der Probe 1 min in 1.125 mL GPW mit PIF Supplement homogenisieren

Fir 18-26 hr bei 37 +1°C
inkubieren

Cremige Erdnussbutter

375 g der Probe 1 min in 1.125 mL vorgewarmten (42 * 1°C) GPW
homogenisieren

Flr18 - 24 hr bei 42 +1°C
inkubieren

Knoblauchpulver

375 g der Probe 1 min in vorgewarmtem (37 = 1°C) 3.000 mL GPW +
K2S03 0,5 % homogenisieren

Fir 18-26 hr bei 37 +1°C
inkubieren

Rohes Putenhackfleisch,
rohe Hihnerbrust

375 g der Probe 1 min in 1.125 mL vorgewarmten (42 + 1°C) GPW
homogenisieren

325 g der Probe 1 min in 1.625 mL GPW homogenisieren

Flir8-22hrbei42 +1°C
inkubieren

Flir20-24 hrbei35+2°C
inkubieren

Rohes Rinderhackfleisch,
rohes
Schweinehackfleisch

375 g der Probe 1 min in 1.125 mL vorgewarmten (42 * 1°C) GPW
homogenisieren

325 g der Probe 1 min in 975 mL mTSB homogenisieren

8-22 hr bei 42 + 1°C (375 g)
inkubieren

15-24 hr bei 42 +1°C (325 g)
inkubieren

Spulung der
Schlachtkorper von
Hlhnern

30 mL der Schlachtkdrperspulung in 30 mL vorgewarmten (37 + 1°C) GPW
homogenisieren

30 mL der Schlachtkdrperspilung in 30 mL GPW homogenisieren

Flr18 - 22 hr bei 37 £1°C
inkubieren

Flir20-24 hrbei 35+ 2 °C
inkubieren

Kleidung bei der
Probennahme von rohem
Rindfleisch; Kleidung bei
der Probennahme

1min in 200 mL vorgewarmten (42 + 1°C) GPW oder mTSB homogenisieren

8-22 hr bei 42 + 1°C (GPW)
inkubieren

15-24 hr bei 42 + 1°C (mTSB)
inkubieren

Trockenfutter fiir Hunde

375 g der Probe 30 sec in 1.125 mL GPW homogenisieren

Fir 18-26 hr bei 37 +1°C
inkubieren

Umgebungsoberflachen
aus Edelstahl, versiegeltem
Beton, Gummi

Tupfer und Schwamme mit HiCap Neutralizing Broth befeuchten
Tupfer 30 sec von Hand in 10 mL GPW homogenisieren
Schwamme 30 sec von Hand in 60 mL GPW homogenisieren

Flr18 - 24 hr bei 37 +1°C
inkubieren

"Validierung umfasst das direkte Ausstreichen auf RAPID'Salmonella-Platten.
2\Weist die Probe eine PCR-Hemmung auf, mit einem erneuten Test oder einer 1:10-Verdinnung in sterilem destilliertem Wasser fortfahren. Ist
weiterhin eine PCR-Hemmung vorhanden, die iQ-Check Purification Reagent -Behandlung anwenden oder eine 1:50 Verdiinnung in sterilem

destilliertem Wasser verwenden (zusétzliches Testen zur Uberpriifung erforderlich).

NF Validation \

Umfang (Matrizes)'

Probenvorbereitung

Anreicherung

Samtliche Produkte des
menschlichen Verzehrs,
Tierfuttermittel,
Umgebungsproben

25 g oder 25 mL der Probe 1 min in 225 mL GPW homogenisieren

Fir 18-26 hr bei 37 + 1°C
inkubieren
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Umgebungsoberflachen

Tupfer und Schwamme mit einer neutralisierenden Nahrldsung befeuchten,
die keinen Arylsulfonatkomplex enthalt

Tupfer 30 sec von Hand in 10 mL GPW homogenisieren

Schwamme 30 sec von Hand in 60 mL GPW homogenisieren

Flr 18-26 hr bei 37 £ 1°C
inkubieren

Kakao und
Schokoladenerzeugnisse?
(bis 375 g)

N g Probe in 9 x n ml vorgewarmtem (41,5 £ 1°C) GPW homogenisieren
(375 g in 1125 mL)

Fir18 — 26 hr bei 41,5 +1°C
inkubieren

Warmebehandelte
Milcherzeugnisse®

n g der Probe in 9 x n mL vorgewarmtem (37 + 1 °C) GPW homogenisieren
(375gin 3.375 mL)

18-26 hr bei 37 + 1 °C inkubieren

(bis 375 g)
gc;?lzs eFlle;Z(::Ir:Jl%te n g der Probe in 3 x n mL vorgewarmtem (41,5 = 1 °C) GPW homogenisieren 8-26 hr bei 41,5 £1°C
(bis 335 Z) (375gin1.125 mL) inkubieren

"Weist die Probe eine PCR-Inhibition auf, mit einem erneuten Test oder einer 1:10-Verdlnnung in sterilem destilliertem Wasser fortfahren. Ist
weiterhin eine PCR-Hemmung vorhanden, die iQ-Check Purification Reagent -Behandlung anwenden oder eine 1:50 Verdiinnung in sterilem
destilliertem Wasser verwenden (zusétzliches Testen zur Uberpriifung erforderlich).
2Vor Beginn der DNA-Extraktion ist nach der Inkubation eine obligatorische 1:10-Verdiinnung der mit Tryptonsalz angereicherten Probe
durchzufiihren. Weist der DNA-Extrakt eine PCR-Hemmung auf, mit einem erneuten Test fortfahren oder die iQ-Check Purification Reagent
-Behandlung bzw. eine 1:10-Verdiinnung anwenden (im Rahmen der NF VALIDATION-Zertifizierung). Die Free DNA Removal Solution wurde fiir

diese Kategorie nicht bewertet.

3Um die PCR-Hemmung fir den Lebensmittelzusatztyp zu verringern, den DNA-Extrakt 1zu 10 in sterilem, destilliertem Wasser verdinnen. Ist
weiterhin eine PCR-Hemmung vorhanden, ein héheres Verdiinnungsverhéltnis verwenden (z. B. 1:50-Verdlinnung in sterilem destilliertem Wasser,
zusatzliches Testen zur Uberpriifung erforderlich).

B. Behandlung zur Entfernung freier DNA (optionaler Schritt)

Das Free DNA Removal Solution ist eine ideale Methode zur Entfernung freier DNA.

1. 10 pL der aktivierten Free DNA Removal Solution in so viele Wells einer leeren Deep Well
Mikrotiterplatte geben, wie zu analysierende Proben vorhanden sind.

2. Injedes Well 100 pL dekantierte angereicherte Probe geben.

Hinweis: Um Matrixtrimmer oder Fettschichten zu vermeiden, direkt unterhalb der Fettschicht
und oberhalb der Trimmer am Réhrchenboden pipettieren.

3. Die Deep Well Mikrotiterplatte im Heizschuttler OHNE Schiitteln 15-30 min lang bei 37 + 2 °C inkubieren.

4. Mit dem EZ-Check Lysis-Protokoll unter Verwendung von 25 uL der mit dem EZ-Check Lysis Kit
behandelten angereicherten Probe fortfahren.

Weitere Informationen entnehmen Sie bitte dem Anwenderhandbuch zur Entfernung freier DNA
(Dokument-Nr. 100000253856).

C. iQ-Check Prep System (optional)

Das iQ-Check Prep System dient zur Automatisierung des EZ-Check-Workflows, einschlieBlich der
optionalen Behandlung zur Entfernung freier DNA, der DNA-Extraktion und der Plattenkonfiguration
fur Real-Time PCR.

1. Die Software CFX Maestro IDE 6ffnen und im Meni das Testprotokoll "EZ Salmo" auswahlen.

2. Jedem Well in der Plattenansicht durch Auswahl von "Unbekannt", "Positivkontrolle" oder
"Negativkontrolle" einen Probentyp zuweisen.
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3. Fur jedes Well die erforderlichen Optionen konfigurieren (z. B.: FDRS, Verdinnung).
4. Zum Exportieren der Arbeitsliste auf "An iQ-Check Prep senden" klicken.

5. Je nach Plattenlayout mindestens 500 pL angereicherte Probe in das entsprechende Well einer
Deep Well-Platte oder in R6hrchen Uberfihren.

6. Auf dem Geratecomputer die iQ-Check Prep Software 6ffnen.
7. Diein Schritt 4 Ubertragene Arbeitsliste laden.

8. Die Anweisungen zum manuellen Laden von Verbrauchsmaterialien (Spitzen, Platten),
Reagenzien und vorbereiteten Proben befolgen.

9. Den Test starten.

10. Nach Beendigung des Testdurchlaufs die PCR-Platte entnehmen und die Streifen mit den
EZ-Check optischen Deckeln hermetisch verschlieBen.

11. Den EZ-Check PCR Frame in den Thermocycler stellen. Die Platte so positionieren, dass sich das
Well A1in der Ecke oben links befindet, und den Geratedeckel schlieBen.

Weitere Informationen finden Sie in den Benutzerhandbiichern CFX Maestro Industrial Diagnostic Edition und iQ-Check Prep
System.

D. DNA-Extraktion

Allgemeine Empfehlungen:

Fir die Durchfiihrung dieses Schritts einen speziell dafir vorgesehenen Bereich, Gerate und
Verbrauchsartikel verwenden.

Vor Testbeginn den Heizschittler einschalten, um ihn vorzuheizen. Auf 95-100°C einstellen.

Generell sollte vermieden werden, den Anreicherungsbeutel zu schiitteln und groBe

Lebensmittelfragmente in der Probe zu entnehmen. Bei Lebensmittelproben mit fettiger Schicht die

Probe knapp unterhalb dieser Schicht entnehmen.

Fir optimale Ergebnisse vor dem Pipettieren die Lyse-Streifen ungestort abkihlen lassen.

EZ-Check Lyseprotokoll

1. Die passende Anzahl an EZ-Check Lyse-Rohrchen (8 Rohrchen/Streifen) in das EZ-Check Lysis
Rack setzen. Sicherstellen, dass die R6hrchen vollstéandig in das EZ-Check Lysis Rack eingefiihrt

sind.

2. Sanft das EZ-Check Lysis Rack auf die Arbeitsflache klopfen, damit sich das Lysereagenz
absetzt.

3. Die Folienversiegelung vorsichtig von den Lyse-Réhrchen abziehen.

Hinweis: Das EZ-Check Lysereagenz kann Trépfchen auf der Innenseite des Wells aufweisen. Dies
hat keine Auswirkungen auf die Extraktionsqualitat.
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4. 25 pL der angereicherten Probe in die Lyse-Réhrchen geben. Bei Verwendung von Free DNA
Removal Solution 25 pL angereicherte Proben in die Lyse-Réhrchen geben.

5. Die Lyse-Streifen im Heizschittler bei einer Bewegung von 1.300 U/min bei 95-100°C fur
15-20 min inkubieren.

6. Das EZ-Check Lysis Rack auf die Arbeitsflache setzen und die Lyse-Rohrchen bei

Raumtemperatur ungestort mindestens 10-30 min lang abkthlen lassen.

Bei diesem Schritt kann das Protokoll unterbrochen und spater fortgesetzt werden.

E.

- Der DNA-Extrakt kann verschlossen fiir 7 Tage bei 2-8°C direkt in den EZ-Check Lyse-
Roéhrchen mit den EZ-Check Lysis Storage Caps verschlossen gelagert werden

- Fir die Gefrierlagerung (-25°C, -15°C) muss der DNA-Extrakt in ein separates Réhrchen
Uberfiihrt und kann verschlossen fir bis zu 30 Tage gelagert werden (auBerhalb des
Rahmens der AOAC-Validierung und NF-Validierung).

Real-Time PCR

Konfiguration des Gerats und der Software

Zur Konfiguration des Gerats und der Software die Anweisungen im Anwenderhandbuch der
Software CFX Maestro, Industrial Diagnostic Edition (IDE) befolgen.

Vorbereitung des PCR Nachweises

1.

Den EZ-Check Salmonella spp. ReadyPCR Strips Beutel 6ffnen.

Die erforderliche Gesamtanzahl an Streifen (Probenanzahl plus zwei Kontrollen) aus dem
Folienbeutel nehmen.

Hinweis: Unbenutzte Streifen wieder in dem, das Trockenmittel enthaltenden Beutel
ordnungsgeman verschlieBen.

Die ReadyPCR Strips in den EZ-Check PCR Frame setzen und dabei sicherstellen, dass die Streifen
sicher am Rahmen befestigt sind. Es ist empfehlenswert, sanft den EZ-Check PCR Frame auf den
Arbeitstisch zu klopfen, um sicherzustellen, dass die Beads auf dem Boden der PCR Wells sind.

Vorsichtig die Folienversiegelung von jedem einzelnen Streifen abziehen und visuell tberprifen,
dass sich in jedem Well ein PCR-Bead befindet. Nach dem Offnen sind die ReadyPCR strips vor
ihrer Rehydrierung bis zu 4 hr stabil.

Je nach Plattenkonfiguration vorsichtig 25 pL des DNA-Extrakts entlang der Innenwand jedes
Wells der ReadyPCR Strips Uberfiihren. Den DNA-Extrakt nicht vom Boden des Lyse-Rohrchens
aufnehmen, um eine Uberflihrung von PCR-Inhibitoren in das PCR Well zu vermeiden.

Hinweis: Eine sprudelnde Reaktion zeigt an, dass die Probe dem PCR-Reagenz korrekt
zugesetzt wurde.
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6. Fur Negativ- und Positivkontrolle 25 pL der EZ-Check Negativkontrolle (NC) und EZ-Check
Salmonella spp. Positivkontrolle (PC) vorsichtig entlang der Innenwand der entsprechenden
ReadyPCR Wells Uberfihren.

Hinweis: Der PCR-Lauf muss innerhalb von 4 hr nach dem Offnen der ReadyPCR strip gestartet
werden.

7. Optional: Zum Aufreinigen der DNA 50 pL der aus jeder Probe extrahierten DNA mit 200 uL des
iQ-Check Purification Reagent. kombinieren. Zum Homogenisieren 5 Mal Auf- und Abpipettieren.
Alternativ kann eine 1:10-Verdinnung der extrahierten DNA mit sterilem Wasser hergestellt
werden. Dieser Schritt wurde bei der NF VALIDATION-Zertifizierung nicht getestet.

8. Die Wells der PCR Streifen mit EZ-Check optischen Deckeln hermetisch verschlieBen.

9. Den EZ-Check PCR Frame in den Thermocycler stellen. Die Platte so positionieren, dass sich das
Well A1in der Ecke oben links befindet und den Geratedeckel schlieBen.

Vorbereitung der Laborkontrolle (optionaler Schritt)

Laborkontrollen werden als Lebensmittelproben behandelt werden. Sie dienen der Bewertung des
gesamten EZ-Check-Arbeitsablaufs. Die extrahierte DNA aus den Laborkontrollen wird auf die PCR
Platte gegeben und als PCR-Plattenkontrolle als Ersatz der EZ-Check Negativ- und Positivkontrollen
verwendet.

Damit sie giltig ist, darf die Labor-Negativkontrolle keine Salmonella spp.-DNA enthalten. Damit sie
gultig ist, muss die Labor-Positivkontrolle Salmonella spp.-DNA enthalten, die mit Cq-Werten
zwischen 26 und 36 amplifiziert wurde. Siehe Anwenderhandbuch der CFX Maestro Industrial
Diagnostic Edition (IDE)-Software (Dokumentnr. 10000241897).

Der Endanwender ist fir die Erstellung und Umsetzung der angemessenen Laborkontrollen
verantwortlich. Die Gultigkeit und Zuverlassigkeit der Ergebnisse aus EZ-Check Salmonella spp.
hangen von der korrekten Uberpriifung, Bewertung und Vorbereitung dieser vom Anwender
vorbereiteten Kontrollen ab.

PCR-Lauf

Zum Starten des PCR-Laufs die Anweisungen im Anwenderhandbuch der CFX Maestro,
IDE-Software befolgen (DIR 10000241897).

F. Datenanalyse

Die Datenanalyse kann direkt am Ende des PCR-Laufs oder spéater durch Offnen der gespeicherten
Datendatei durchgefiihrt werden. Fir das Offnen von Datendateien und die Festlegung der
Datenanalyseparameter die Anweisungen im Anwenderhandbuch der Software CFX Maestro IDE
befolgen.

Ergebnisinterpretation

Nach Festlegung der Datenanalyseparameter werden die Ergebnisse durch Analyse der Cq-Werte
jeder Probe (des Zyklus, in dem die Amplifikationskurve den Schwellenwert ibersteigt) interpretiert.

Die CFX Maestro IDE-Software ermdglicht eine vollstandig automatisierte Analyse fiir Real-Time
PCR Nachweissysteme von Bio-Rad. Vor der Freigabe der Ergebnisse sollten die typischen
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Charakteristika der Amplifikationskurven verifiziert werden. Wenn zusatzlicher Support gewtinscht
wird, ist der technische Kundendienst von Bio-Rad zu kontaktieren.

Kontrollen
Vor der Interpretation der Probenergebnisse sind die Positiv- und Negativkontrollen zu verifizieren.
Damit die Untersuchung gultig ist, missen die Kontrollergebnisse den Werten entsprechen, die in

der nachstehenden Tabelle zusammengefasst sind. Andernfalls muss die PCR-Reaktion wiederholt
werden.

Nachweis von Salmonelia spp. Nachweis der internen Kontrolle
(FAM-Kanal) (HEX-Kanal)
Negativkontrolle Cq = N/A* 28=Cqg=40
Positivkontrolle 26 =Cqg =36 Nicht relevant

* Die Software gibt als Cg-Wert (der Zyklus, in dem die Amplifikationskurve den Schwellenwert schneidet) das Ergebnis N/A
(Not Applicable; nicht zutreffend) an, wenn die Fluoreszenz der Probe nicht signifikant héher ist als die des Leerwerts und
daher den Schwellenwert nicht Ubersteigt.

Wenn sich die Ergebnisse der Negativ- und der Positivkontrolle von denen in der vorstehenden
Tabelle unterscheiden (ungiltige Kontrolle), sind der in ,D. Real-Time PCR" und ,E. Datenanalyse"
in Abschnitt 7 ,Protokoll” beschriebene Lauf und die Analyse zu wiederholen.

Proben

Ein positiver EZ-Check Salmonella spp. PCR-Test muss eine typische Amplifikationskurve und fur
den FAM-Fluorophor einen Cq-Wert von = 10 ergeben.

= Liegt der Cq-Wert flr beide Kanale unter 10, muss in den Rohdaten utberprift werden, ob es
sich bei der Kurve um eine normale Amplifikationskurve handelt (d. h. um eine Kurve mit
flacher Basislinie, gefolgt von einem raschen exponentiellen Anstieg der Fluoreszenz und
anschlieBender Abflachung). Wenn die Kurve korrekt aussieht, kann der Test als positiv auf
Salmonella spp betrachtet werden.

Wenn kein Cq-Wert fir FAM vorliegt (Cq = N/A) oder es sich bei der Kurve nicht um eine typische
Amplifikationskurve handelt, muss die interne Kontrolle fir die entsprechende Probe analysiert
werden.

= Die Probe gilt als negativ auf Salmonella spp., wenn kein Cq-Wert fiir FAM vorliegt und die
interne Kontrolle einen Cg-Wert = 28 aufweist.

= Falls auch fir die interne Kontrolle kein Cq-Wert vorliegt (Cq = N/A), bedeutet dies, dass die
PCR-Reaktion vermutlich gehemmt war. Die Probe muss verdinnt (mit 10 uL DNA-Extrakt
eine 1:10-Verdunnung in destilliertem sterilem Wasser herstllen und anschlieBend 25 pL der
Verdiinnung testen) und die PCR wiederholt werden.

= Falls der Cg-Wert fir die interne Kontrolle < 28 liegt, ist keine Interpretation des Ergebnisses
moglich. Es ist zu Gberprifen ob der Schwellenwert korrekt platziert wurde oder ob es sich
bei der Kurve aus den Rohdaten um eine normale Amplifikationskurve handelt. Wenn die
Kurve keine charakteristische Form aufweist, muss der PCR-Test wiederholt werden.
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Die Interpretation der Testergebnisse ist in der folgenden Tabelle zusammengefasst:

Nachweis von Salmonella spp. Nachweis der internen Kontrolle

(FAM-Kanal) (HEX-Kanal) Auswertung
Cq=10 N/A* Positiv
Cq = N/A* Cq=28 Negativ

Cq = N/A* Cq = N/A* Hemmung**

* Die Software gibt als Cg-Wert (der Zyklus, in dem die Amplifikationskurve den Schwellenwert schneidet) das Ergebnis
N/A (Not Applicable; nicht zutreffend) an, wenn die Fluoreszenz der Probe nicht signifikant héher ist als die des Leerwerts
und daher den Schwellenwert nicht Gibersteigt.

** Wird sowohl beim Ziel-Nachweis als auch beim Nachweis der internen Kontrolle ein Cqg-Wert = N/A erhalten, muss der
DNA-Extrakt erneut getestet werden, jedoch im verdiinnten Zustand (1:10).

Wenn die Validierungskriterien nicht erfillt sind, wird das Ergebnis unter Umstanden als unguiltig
bezeichnet. Die Rohdaten Uberprifen und wie bei einer gehemmten Probe weiter verfahren.

Abschnitt 9
Bestatigung positiver Ergebnisse

Im Rahmen der AOAC-Validierung ist ein positives EZ-Check Salmonella spp. Ergebnis als
vermutlich positiv zu betrachten und mit einer geeigneten Referenzmethode (z. B. USDA MLG,
FDA BAM, ISO, MFHPB, AOAC SMPR etc.) zu bestatigen. Alternativ 10 uL Anreicherungsbouillon
direkt auf RAPID'Salmonella Agar ausstreichen und fur 24 + 2 hr bei 37 + 1°C inkubieren. Wenn
die stérende Begleitflora hoch sein kdnnte, 0,5 mL vorangereicherte Kultur in 10 mL Rappaport
Vassiliadis Soy (RVS) Nahrbouillon iberfihren und fiir 24 + 3 hr bei 41,5 + 1°C inkubieren. Mit
dem Ausstreichen von 10 pL angereicherter RVS auf RAPID'Salmonella Agar fortfahren. Es ist die
im Anwenderhandbuch von RAPID'Salmonella Agar Bestatigungsmethode zu beachten
(Dokument-Nr. 100001267438).

Im Rahmen der NF VALIDATION-zertifizierten Methode mussen alle positiven EZ-Check Kit-
Ergebnisse bestatigt werden. Dazu gibt es folgende Mdglichkeiten:

1. Verwendung der in den standardisierten CEN- oder ISO-Methoden beschriebenen klassischen
Tests (einschlieBlich Aufreinigung) direkt aus der GPW-Anreicherungsbouillon nach einer
Anreicherung Uber 18-26 hr bei 37 °C.

2. Durch Ausstreichen von 10 pyL angereichertem GPW direkt auf RAPID'Salmonella Agar und
Inkubieren fur 24 + 2 hr bei 37 + 1°C. Wenn storende Flora hoch sein konnte, 0,1 mL
angereichertem GPW in 10 mL Rappaport Vassiliadis Soy (RVS) Nahrbouillon tberfiihren und fir
24 + 3 hr bei 41,5 £ 1°C inkubieren, dann mit dem Ausstreichen von 10 uL angereicherter RVS
auf RAPID'Salmonella Agar fortfahren. Die typischen Kolonien werden wie im
Anwenderhandbuch von RAPID'Salmonella beschrieben bestatigt.

3. Verwendung einer anderen von NF VALIDATION zertifizierten Methode, die auf einem anderen
Prinzip als dem EZ-Check Salmonella spp. Kitberuht. Das validierte Protokoll dieser zweiten
Methode muss genau befolgt werden, einschlieBlich gegebenenfalls der selektiven
Anreicherung in RVS-Medium. Die Bestatigung wird ab dem Schritt der Anreicherung in
GPW-Anreicherungsbouillon durchgefiihrt, falls dieser Schritt beiden Methoden gemeinsam ist.

Im Rahmen der NF VALIDATION kann vor Durchflihrung der Bestatigung angereichertes GPW bei
2-8°C flir maximal 72 hr nach der Inkubation bei 37°C gelagert werden.
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Bei abweichenden Ergebnissen zwischen dem EZ-Check Salmonella spp. Kit und einer der oben
aufgefliihrten Bestatigungsmethoden sind die erforderlichen Schritte zu befolgen, um gliltige
Ergebnisse sicherzustellen.

Abschnitt 10
Bestatigung von Einzelkolonien mit dem EZ-Check Kit

EZ-Check Salmonella spp. Kit kann auch zur Bestatigung einzelner isolierter Salmonella spp.
Kolonien auf Agarplatten verwendet werden (auBerhalb des Rahmens der AOACValidierung).
Die Verwendungsbedingungen sind dem Anwenderhandbuch fiir RAPID'Salmonella Agar
(Dokument-Nr. 10000126748) zu entnehmen.

1. Mit einem Zahnstocher, einer sterilen Impfose oder einem anderen geeigneten Verbrauchsartikel
(z. B. einer Pipettenspitze) eine isolierte Kolonie aus einer selektiven oder nicht-selektiven
Agarplatte aufnehmen.

2. Die Kolonie in 100 uL destilliertem sterilem Wasser in einem Mikrozentrifugenréhrchen
resuspendieren. Auf dem Vortex homogenisieren.

3. 25 L der Suspension direkt zu dem PCR-Reagenz oder der EZ-Check Lyseldésung geben und
zur Daten- und Ergebnisinterpretation das EZ-Check Salmonella spp.-Protokoll befolgen.

Abschnitt 11
Testleistung und Testvalidierung

Das EZ-Check Salmonella |l Kit ist spezifisch fiir den Nachweis der Gattung Salmonella.

{IFICATION
<R

NF Validation
Das EZ-Check Salmonella spp. Kit ist von NF VALIDATION als alternative
Methode zur Referenzmethode ISO 6579 -1 (2017) zum Nachweis von
EN 150 16140 Salmonella spp. in allen Erzeugnissen fiir den menschlichen und tierischen
Verzehr sowie von Umweltproben zertifiziert. Die Validierung erfolgte nach
dem Protokoll der Norm ISO 16140-2: 2016 und umfasste die Verwendung
des CFX Opus 96, CFX Opus Deepwell, CFX96 Touch Deep Well und der
BRD 07/27-07/25 CFX Duet Real-Time-PCR Systeme. Die Verwendung der iQ-Check-L6sung

ALTERNATIVE ANALYTICAL zur Entfernung freier DNA ist im Validierungsumfang fir alle validierten
METHODS FOR AGRIBUSINESS  Kategorien mit der Ausnahme von Kakao und Schokoladeerzeugnisse
eingeschlossen. Die Verwendung des iQ-Check Prep System v5 ist im
Validierungsumfang fur alle validierten Kategorien eingeschlossen. Die
zugehorige Software ist CFX Maestro Software IDE V4.0. Die ,EZ Salmo" APF
ist fUr alle Proben validiert. Zertifikatnummer: BRD 07/27-07/25. Fir Angaben
zur Validitat ist das Zertifikat auf der Website http://nf-validation.afnor.org/en
verfugbar.

http://nf-validation.afnor.org
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. PERFORMANCE TESTED AOAC Va||d|erung

Das EZ-Check Salmonella spp.Kit ist durch das AOAC Research Institute

e R IE unter PTM 082501 fiir den Nachweis von Salmonella spp. in Feinkostsalat'
(259), rohes Rinderhackfleisch? (375 g), rohes Putenhackfleisch? (375 g),
rohe Hiihnerbrust? (375 g), Splilung der S? Schlachtkorper von Hithnern
(30 mL), rohes Schweinehackfleisch? (375 g), Magermilchpulver' (375 g),
MolkeeiweiBpulver' (375 g), Allzweckmehl' (375 g), Cheddarkase' (375 g),
Romersalat' (375 g), gefrorene Gemiisemischungen’ (375 g), frisch
geschnittene Cantaloupe-Melone' (375 g), Kakaopulver' (375 g), cremige
Erdnussbutter’ (375 g), Trockenfutter flir Hunde' (375 g), Sduglingsnahrung
mit Probiotika' (375 g), Knoblauchpulver' (375 g), Bohnensprossen' (375 g),
Kleidung bei der Probennahme von rohem Rindfleisch 2, Edelstahloberflache’
(4" x 4", Schwamm), Gummioberflache' (1" x 1", Tupfer), versiegelte
Betonoberflache' (4" x 4", Schwamm) validiert. Ein positives Ergebnis mit
dem EZ-Check Kit ist als vorlaufig positiv zu betrachten und sollte nach der
Empfehlung im obenstehenden Abschnitt 9 bestatigt werden. Die ,EZ Salmo”
APF, die Verwendung von Free DNA Removal Solution, die Verwendung von
CFX Opus Standard, CFX Opus Deepwell, CFX96 Touch Deep Well sowie
CFX Duet Real-Time-PCR Systeme sind fir alle Proben validiert. Die

zugehorige Software ist die CFX Maestro IDE Software (ab Version 4.0).
" Getestet gegen Referenzmethode FDA BAM Ch. 5
2 Getestet gegen Referenzmethode USDA MLG 4.15
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EZ-Check™ Salmonella spp. Kit

Manuale utente

Test per larrilevazione mediante PCR real-time di Salmonella spp. in prodotti
alimentari, mangimi per animali e campioni ambientali

Catalogo #12018082

Esclusivamente per uso laboratorio in - vitro
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Sezione 1
Cronologia delle revisioni

Sezione 1
Cronologia delle revisioni
Data di pubblicazione | Numero di documento Modifica
Luglio 2025 Bulletin 5145 Ver A Nuovo documento
Agosto 2025 Bulletin 5145 Ver B - Approvazione AOAC
- Modifiche al contenuto
Ottobre 2025 Bulletin 5145 Ver C - Estensione Certificazione NF: Cacao

e prodotti al cioccolato fino a 375 g,
sistema di preparazione iQ-Check
- Modifiche al contenuto

Aprile 2026 Bollettino 5145 Ver D - Estensione NF Validation: Formula per
neonati e cereali con/senza probiotici e
ingredienti associati fino a 375 g, latticini
trasformati a caldo fino a 375 g, carne
cruda e prodotti a base di pollame fino
a375g

- Correzione del protocollo di conferma NF
Validation: Volume di arricchimento
modificato a 0,1 mL in RVS per
I'arricchimento secondario

- Modifiche al contenuto

Sezione 2
Introduzione

Le salmonelle rappresentano la causa piu frequente di intossicazione alimentare nel mondo,
nonostante le numerose misure preventive adottate per tenere sotto controllo tali organismi.
Uova, prodotti lattiero-caseari, carne e pollame sono gli alimenti pit comunemente associati alla
trasmissione di Salmonella (65% dei casi). Sono stati identificati piu di 2.500 sierotipi, tutti
potenzialmente patogeni per I'uomo. A causa della bassa dose infettiva e della grave minaccia
posta a produttori e consumatori di alimenti, attualmente diversi paesi richiedono la totale
assenza di Salmonella nei prodotti alimentari.

I metodi di coltura convenzionali sono spesso lunghi e noiosi. Il kit EZ-Check Salmonella spp,

in confronto, € un test qualitativo semplice e rapido che consente la rilevazione di sequenze di
DNA specifiche di Salmonella spp. ritrovate in prodotti alimentari, mangimi per animali e campioni
ambientali. Mediante la PCR real-time, le sequenze specifiche di DNA di Salmonella spp.
vengono amplificate e rilevate simultaneamente tramite sonde fluorescenti. Si possono
processare contemporaneamente fino a 96 campioni, con un rischio minimo di contaminazione

e una procedura intuitiva. Questo kit & destinato al personale di laboratorio qualificato, incaricato
di eseguire test per la rilevazione di Salmonella spp. | risultati del test si ottengono entro poche
ore dall'arricchimento del campione.
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Sezione 3
Tecnologia EZ-Check Salmonella spp.

Sezione 3
Tecnologia EZ-Check Salmonella spp.

[l EZ-Check Salmonella spp. Kit deve essere utilizzato con EZ-Check Lysis Kit
(catalogo #12018075).

[l EZ-Check Salmonella spp. Kit € un test basato sull'amplificazione e sulla rilevazione genica
mediante PCR real-time.

| reagenti liofilizzati PCR pronti all'uso inclusi nel kit contengono oligonucleotidi (primer e sonde)
specifici per Salmonella spp., oltre a DNA polimerasi e nucleotidi. La rilevazione e I'analisi dei dati
vengono ottimizzate per I'utilizzo tramite uno strumento PCR real-time di Bio-Rad, come il sistema
di rilevazione mediante CFX Opus 96, CFX Opus Deepwell, CFX96 Touch Deep Well e CFX Duet.

La PCR & una tecnica di grande efficacia impiegata per generare molteplici copie di DNA target.
Durante la reazione PCR, diversi cicli di riscaldamento e raffreddamento consentono la
denaturazione del DNA per mezzo del calore, con successivo appaiamento dei primer ad una
regione target specifica. La DNA polimerasi si serve di tali primer e deossinucleosidi trifosfati (ANTP)
per estendere il DNA, creando copie del DNA target. Queste copie vengono denominate ampliconi.

Nella PCR real-time, vengono utilizzate specifiche sonde per rilevare il DNA durante la fase di
amplificazione tramite ibridazione degli ampliconi. Queste sonde sono legate a un fluoroforo che
emette fluorescenza solo se ibridato alla sequenza target. FAM ¢ il fluoroforo legato alla sonda
ibridata alla sequenza specifica di DNA di Salmonella spp. In assenza di DNA target, non viene
rilevata alcuna fluorescenza. Man mano che il numero di ampliconi cresce ad ogni ciclo di
amplificazione, I'intensita della fluorescenza aumenta a sua volta. Il modulo ottico misura questa
fluorescenza nella fase di appaiamento durante ogni ciclo PCR, mentre il software associato
traccia l'intensita della fluorescenza rispetto al numero di cicli.

Nella miscela di reazione € incluso un DNA sintetico come controllo interno per la convalida degli
eventuali risultati negativi. Il controllo viene amplificato con una sonda specifica simultaneamente
rispetto alla sequenza di DNA target di Salmonella e viene rilevato da un secondo fluoroforo.

Questo test consente la rilevazione qualitativa di Salmonella spp. in un’ampia gamma di prodotti
alimentari, mangimi per animali e campioni ambientali dopo una fase di arricchimento. Prevede le
cinque fasi principali seguenti:

Opzionale: Analisi
. . Soluzione di Estrazione del - e
Arricchimento rimozione del DNA PCR real-time interpretazione
DNA libero* dei dati

* Per le condizioni d'uso, fare riferimento al manuale utente di Free DNA Removal Solution (documento n. 10000253856).
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Sezione 4
Componenti del kit

Sezione 4
Componenti del kit

Il EZ-Check Salmonella spp. Kit contiene reagenti a sufficienza per I'esecuzione di 96 test.

ID reagente Elemento Descrizione Quantita

RPS gtzr;ssh*e(:k Salmonelia spp. ReadyPCR Reagenti PCR pronti all'uso | 12 strisce da 8 pozzetti
CAP EZ-Check Tappi ottici Tappi ottici 12 strisce da 8 tappi
NC EZ-Check Controllo negativo Controllo negativo PCR 1 provetta, 1,0 mi

PC EZ-Check Salmonella spp. Controllo Controllo positivo PCR 1 provetta, 0,6 ml

positivo

*EZ-Check Salmonella spp. ReadyPCR strips Pud essere identificato da linguette viola su ciascun lato delle strisce PCR. Gli
indicatori di colore viola Salmonella sono visibili anche sulla confezione del kit e sul software IDE CFX Maestro.

Sezione 5
Durata e conservazione

= |l kit viene spedito a freddo

= Conservare i kit a 2-8°C

= Non congelare

= Non utilizzare reagenti oltre la data di scadenza indicata sulle etichette

= Dopo la prima apertura, ReadyPCR Strips sigillato nella busta con sostanza igroscopica

e conservato a 2-8°C, rimane utilizzabile per un massimo di 5 mesi. La custodia pu0 essere
riaperta fino a 5 volte durante questo lasso di tempo

Sezione 6
Materiali necessari ma non forniti

Apparecchiatura e software

e Specifico per I'estrazione del DNA: e iQ-Check Prep System*
Riscaldatore-agitatore* in grado di (catalogo #3594911)
mantenere una temperatura di 95-100°C
e/o 37 + 2°C, con una velocita di e Pipetta multicanale regolabile da
miscelazione di almeno 1.300 rpm 20-200 pL (catalogo #17010702)
(ad esempio, catalogo #3594995 e/o pipetta singola da 20-200 pL
e catalogo #12022466) (catalogo #17010259)

e Sistema I?C'Rtreal'—géns di I?ig—Ra%*#;% e EZ-Check Lysis Rack
esempio i sistemi real-time us
96 (captalogo #17007991) o CFX Opus P (catalogo #12019781)
Deepwell (catalogo #17007992) o CFX Duet e EZ-Check Telaio PCR
(catalogo #17010275) (n. catalogo 12019771)
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Sezione 6
Materiali necessari ma non forniti

CFX Maestro Software, Industrial
Diagnostic Edition, versione 4.0
(catalogo n. 3593893)

Omogeneizzatore da laboratorio per
i campioni dei test

Incubatore per I'arricchimento
microbiologico dei campioni

Nota: Con il termociclatore e i sistemi iQ-Check Prep si consiglia di utilizzare un gruppo di continuita
(UPS).

* Per informazioni sugli strumenti raccomandati, contattare il Supporto Tecnico di Bio-Rad.

Materiali

EZ-Check Lysis Kit
(n. catalogo 12018075, 96 test)

Terreno di arricchimento: Acqua peptonata

tamponata, ad esempio
BPW Plus
catalogo 3564684, disidratato, 500 g

catalogo 3554179, flaconi da 225 ml x 6

catalogo 3555795, 3 L x 4 sacchi
Catalogo 3555790, 5 L x 2 sacche
BPW Standard
Catalogo 12013259, disidratato, 500 g
Catalogo 12013258, disidratato, 5 kg
Catalogo 12013260, 5 L x 2 sacche
RAPID'Salmonella Agar
(catalogo #3563961, 90 mm x 20 piastre

petri; 3563963 90 mm x 120 piastre petri;
3564705, in forma disidratata, 500 g)

Forniture per il sistema iQ-Check Prep

Provette da 2 ml per Free DNA Removal
Solution (catalogo #17010255)

Micropiastra a pozzetti profondi da
(catalogo #3594900)
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Free DNA Removal Solution
(catalogo #3594970)

iQ-Check Purification Reagent
(catalogo #12012383)

PIF Supplement
(catalogo #12013322, 2 g)

Micropiastra a pozzetti profondi da
(catalogo #3594900)

Puntali per pipette sterili compatibili
con filtro adattabili a pipette da 5-50 pL
0 20-200 pL (ad esempio,

catalogo #17010688)

Tappi di conservazione per lisi
EZ-Check (catalogo #12022880)

Strumento di chiusura PCR
(catalogo #ECT2000)

Sacchetti filtranti
Acqua distillata sterile

Candeggina, 5% e decontaminante
superficiale

Guanti senza polvere

Puntali con filtro conduttivo
(catalogo #12022468, 300 L x 5760)

Contenitore per la diluizione da 60 mL
(catalogo #12014473)



Sezione 7
Sicurezza, precauzioni e raccomandazioni per ottenere risultati ottimali

Sezione 7
Sicurezza, precauzioni e raccomandazioni per ottenere
risultati ottimali

= Esclusione di responsabilita: Per i nostri termini e condizioni di vendita standard,
incluse eventuali esclusioni di responsabilita, visitare il sito Web
https://www.bio-rad.com/en-us/terms-conditions

= Prima di utilizzare il metodo, leggere interamente la presente guida utente e i relativi reagenti,
strumenti e software

= |l presente test deve essere eseguito da personale addestrato

= | campioni e le colture di arricchimento devono essere manipolate come materiali potenzialmente
infetti ed eliminati nel rispetto delle direttive e normative locali

= Tutti i materiali potenzialmente infettivi devono essere collocati in autoclave prima dello
smaltimento e sterilizzati

= La qualita dei risultati si basa sulla rigorosa osservanza della buona pratica di laboratorio
(ad esempio, la norma EN ISO 7218), soprattutto in materia di microbiologia e PCR:

- Non spostare mai apparecchiature da laboratorio (pipette, provette, ecc.) da una
postazione di lavoro all'altra

- Utilizzare sempre un controllo positivo e un controllo negativo per ogni serie di reazioni
di amplificazione

- Non utilizzare i reagenti dopo la data di scadenza

- Agitare e centrifugare i controlli positivi e negativi del kit prima di utilizzarli per garantire
I'omogeneita

- Verificare periodicamente I'accuratezza e la precisione delle pipette, nonché il corretto
funzionamento degli strumenti

- Cambiare i guanti di frequente, in particolare se si sospetta contaminazione

- Pulire gli spazi di lavoro periodicamente con candeggina al 5% e altri prodotti
decontaminanti

- Utilizzare guanti senza polvere e non lasciare impronte digitali e scritte sui tappi delle
provette. Entrambi interferiscono con I'acquisizione dei dati

= Siconsiglia vivamente di osservare i requisiti generali illustrati nella norma EN ISO 22174
(Microbiologia di alimenti e mangimi per animali — Reazione a catena di polimerizzazione (PCR)
per la ricerca dei microrganismi patogeni degli alimenti — Requisiti generali e definizioni)

- Per maggiori informazioni relative alle normative locali in materia di smaltimento,
consultare la scheda di sicurezza
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Sezione 7
Sicurezza, precauzioni e raccomandazioni per ottenere risultati ottimali

= Pericampioni ambientali, i dispositivi di raccolta dei campioni devono essere idratati con un
diluente sterile (ad esempio, acqua peptonata tamponata) e, se necessario, con una soluzione
neutralizzante (ad esempio, HiCap Neutralizing Broth, Dey-Engley Neutralizing Broth, Letheen
Broth) per inattivare gli effetti del disinfettante. Si consiglia di evitare tamponi neutralizzanti
contenenti complesso di solfonato di arile nella soluzione idratante

= Dopo aver rimosso la sigillatura del ReadyPCR strips, assicurarsi che le provette siano
posizionate nello strumento CFX entro 4 hr. Una volta che il reagente PCR liofilizzato € idratato,
la miscela PCR risultante ¢ stabile a 18-25°C

» Quando si utilizza il sistema per PCR in tempo reale CFX, bilanciare sempre le strisce di provette
per garantire che il coperchio riscaldato applichi una pressione uniforme sul blocco

» Si consiglia sempre di eseguire studi di verifica dell'idoneita allo scopo o della matrice prima di
utilizzare questo metodo

= Maneggiare i reagenti EZ-Check come materiale potenzialmente pericoloso sotto almeno il livello
di biosicurezza 2
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Sezione 8
Protocollo

Sezione 8
Protocollo

Si raccomanda vivamente di leggere l'intero protocollo prima di iniziare il test.

A. Arricchimento del campione

Equilibrare i brodi di arricchimento a temperatura ambiente (20-25°C) prima dell'uso.

Per tempi di arricchimento pari o inferiori a 10 hr, riscaldare il brodo di arricchimento alla temperatura
di incubazione del campione prima dell'uso. | tempi di arricchimento breve sono sensibili alle
condizioni di incubazione, pertanto & necessario rispettare rigorosamente le temperature indicate.
La durata della preparazione del campione (tempo intercorrente tra il preriscaldamento del brodo di
arricchimento e I'inizio dell'incubazione del campione alimentare) non deve superare i 45 min.

Si consiglia I'uso di un incubatore ventilato.

Scongelare completamente i campioni congelati prima dell'uso.
Si consiglia vivamente di utilizzare un sacco di arricchimento con filtro incorporato.

L'uso dell'alfa-amilasi € raccomandato per I'arricchimento di cereali e prodotti a base di amido come
descritto nello standard ISO 6887-4.

Nell'ambito della certificazione NF VALIDATION, la preparazione dei campioni pud essere effettuata
con o senza il rispetto delle norme ISO 6887-2 fino a -6. Se non indicato, le aliquote di peso
superiore a 25 g non sono state analizzate. Incubare senza agitare rispettando i tempi e le
temperature indicati nella tabella.

La tabella seguente riporta i diversi protocolli utilizzabili, a seconda dell'applicazione e dell'oggetto
della validazione.

| campioni arricchiti possono essere conservati a 2-8°C per 72 hr prima di eseguire la fase di lisi
EZ-Check.
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Sezione 8
Protocollo

Oggetto (matrici) "2

Preparazione dei campioni

Arricchimento

Insalata gastronomica

Omogeneizzare 25 g o 25 ml di campione 1 min in 225 ml di BPW

Incubare per 18-26 hra 37 + 1°C

Lattuga romana

Omogeneizzare 375 g di campione 1 min in 1.125 ml di BPW preriscaldato (42 + 1°C)

Incubare per 10-24 hr a 42 + 1°C

Miscela di verdure
surgelate, germogli di
soia, melone cantalupo
tagliato fresco

Omogeneizzare 375 g di campione 1min in 1.125 ml di BPW preriscaldato (37 + 1°C)

Incubare per 18-22 hr a 37 £ 1°C

Formaggio Cheddar,
cacao in polvere

Omogeneizzare 375 g di campione 1 min in 1.125 ml di BPW

Incubare per 18-22 hr a 37 + 1°C

Latte secco non
grasso, proteine del
siero di latte in polvere,
farina multiuso, latte in
polvere per neonati con
probiotici

Omogeneizzare 375 g di campione 1 min in 1.125 ml di BPW con PIF Supplement

Incubare per 18-26 hr a 37 + 1°C

Burro di arachidi
Cremoso

Omogeneizzare 375 g di campione 1 min in 1.125 ml di BPW preriscaldato (42 + 1°C)

Incubare per 18-24 hra 42 = 1°C

Aglio in polvere

Omogeneizzare 375 g di campione 1 min in preriscaldato (37 + 1°C) 3.000 ml di
BPW + K2S03 0,5 %

Incubare per 18-26 hr a 37 + 1°C

Tacchino crudo
macinato, petto di pollo
crudo

Omogeneizzare 375 g di campione 1 min in 1.125 ml di BPW preriscaldato (42 + 1°C)

Omogeneizzare 325 g di campione 1 min in 1.625 ml di BPW

Incubare per 8-22 hr a 42 + 1°C

Incubare per 20-24 hra 35 * 2°C

Carne cruda macinata,
carne di maiale cruda
macinata

Omogeneizzare 375 g di campione 1 min in 1.125 ml di BPW preriscaldato (42 + 1°C)

Omogeneizzare 325 g di campione 1 min in 975 ml di mTSB

Incubare per 8-22 hr
a42 £1°C(375q)

Incubare per 15-24 hr
a42 £1°C(325g)

Risciacquo della
carcassa di pollo

Omogeneizzare 30 ml di risciacquo della carcassa 30 midi BPW preriscaldato
(37 £1°C)

Omogeneizzare 30 mL di risciacquo della carcassa in 30 mL di BPW

Incubare per 18-22 hr a 37 + 1°C

Incubare per 20-24 hra 35 + 2°C

Panno per
campionamento di
carni bovine crude,
panni per
campionamento

Omogeneizzare 1 min in 200 ml di BPW o mTSB preriscaldato (42 + 1°C)

Incubare per 8-22 hr
a42 +1°C (PBW)

Incubare per 15-24 hr
a42 +1°C (mTBS)

Cibo secco per cani

Omogeneizzare 375 g di campione 30 sec in 1.125 ml di BPW

Incubare per 18-26 hr a 37 + 1°C

Acciaio inox,
calcestruzzo sigillato,
superfici ambientali in
gomma

Inumidire tamponi e spugne con HiCap Neutralizing Broth
Omogeneizzare i tamponi a mano per 30 sec 10 ml di BPW
Omogeneizzare le spugne 30 sec a mano 60 ml di BPW

Incubare per 18-24 hra 37 £ 1°C

'La validazione include la piastratura diretta sulle piastre per Salmonella RAPID'.
2Se il campione mostra inibizione della PCR, procedere con un nuovo test o con una diluizione di 1 su 10 in acqua distillata sterile. Se I'inibizione
della PCR € ancora presente, utilizzare il iQ-Check Purification Reagent trattamento o una diluizione di acqua distillata sterile di 1 su 50 (sono

necessari ulteriori test di verifica).
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Sezione 8
Protocollo

Certificazione NF \

Oggetto (matrici)’

Preparazione dei campioni

Arricchimento

Tutti gli alimenti umani,
i mangimi per animali,
i campioni ambientali

Omogeneizzare 25 g o 25 ml di campione 1 min in 225 ml di BPW

Incubare per 18-26 hr a 37 = 1°C

Superfici ambientali

Bagnare leggermente i tamponi e le spugne con un brodo neutralizzante che
non contenga un complesso di aril solfonato

Omogeneizzare i tamponi a mano per 30 sec 10 ml di BPW

Omogeneizzare le spugne 30 sec a mano 60 ml di BPW

Incubare per 18-26 hr a 37 + 1°C

Prodotti a base di cacao
e cioccolato?
(finoa 375 g)

Omogeneizzare n g di campione alimentare in 9 x n ml di BPW preriscaldato
(41,5 £ 1°C)
(375 gin1.125 mL)

Incubare per 18-26 hr a 41,5 £ 1°C

Prodotti lattiero-caseari
trattati a caldo®
(finoa 375 g)

Omogeneizzare n g di campione in 9 x n mL di BPW preriscaldata (37 + 1°C)
(375 gin 3.375 mL)

Incubare per 18-26 ore
a37=x1C

Prodotti a base di carne
cruda e pollame
(fino a 375 g)

Omogeneizzare n g di campione in 3 x n mL di BPW preriscaldata (41,5 + 1°C)
(375 gin 1125 mL)

Incubare per 8-26 ore
ad15+1°C

1Se il campione mostra inibizione della PCR, procedere con un nuovo test o con una diluizione di 1 su 10 in acqua distillata sterile. Se I'inibizione della
PCR ¢ ancora presente, utilizzare il iQ-Check Purification Reagent trattamento o una diluizione di acqua distillata sterile di 1 su 50 (sono necessari

ulteriori test di verifica).

2Eseguire una diluizione obbligatoria di 1 su 10 sul campione arricchito con sale triptone dopo I'incubazione prima di procedere alla fase di
estrazione del DNA. Se I'estratto di DNA mostra inibizione della PCR, procedere con un nuovo test o utilizzare il iQ-Check Purification Reagent
trattamento o una diluizione 1 su 10 (nell'ambito della certificazione NF). Il Free DNA Removal Solution non & stato valutato per questa categoria.

3 Per ridurre l'inibizione della PCR per il tipo di alimento ingrediente, diluire I'estratto di DNA 1 su 10 in acqua distillata sterile. Se I'inibizione della PCR
€ ancora presente, utilizzare un rapporto di diluizione maggiore (p. es. diluizione 1 su 50 in acqua distillata sterile, sono necessari ulteriori test di

verifica).

B. Trattamento per la rimozione del DNA libero (fase opzionale)

Il Free DNA Removal Solution rappresenta un metodo ottimale per la rimozione del DNA libero.

1. Dispensare 10 pL di soluzione attivata Free DNA Removal Solution in tanti pozzetti di una

micropiastra a pozzetti profondi vuota quanti sono i campioni da analizzare.

2. Aggiungere 100 pL di campione arricchito decantato per ogni pozzetto.

Nota: Per evitare detriti di matrice o strati di grasso, pipettare appena sotto lo strato di grasso
e sopra eventuali detriti sul fondo della provetta.

3. Incubare la micropiastra a pozzetti profondi sigillata nell’agitatore termico SENZA agitare ad una
temperatura di 37 £ 2 °C per 15-30 min

4. Procedere al EZ-Check Lysis protocollo utilizzando 25 pl di campione arricchito trattato con
EZ-Check Lysis Kit.

Per ulteriori informazioni, consultare la Guida per I'utente per la rimozione del DNA gratuito
(documento #100000253856).
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C. SistemaiQ-Check Prep (opzionale)

Il sistema iQ-Check Prep viene utilizzato per automatizzare il flusso di lavoro EZ-Check, incluso il
trattamento opzionale per la rimozione del DNA libero, I'estrazione del DNA e la configurazione della
piastra PCR in tempo reale.

1. Aprire il software CFX Maestro IDE e selezionare il protocollo di dosaggio "EZ Salmo" dal menu.

2. Assegnare i tipi di campione a ciascun pozzetto della vista piastra selezionando Sconosciuto,
Controllo positivo o Controllo negativo.

3. Configurare le opzioni richieste per ciascun pozzetto (p. es.: FDRS, diluizione).
4. Fare clic su "Invia a iQ-Check Prep" per esportare la lista di lavoro.

5. Trasferire un minimo di 500 pL di campione arricchito nel pozzetto appropriato di una piastra
a pozzetti profondi o nelle provette secondo il layout della piastra.

6. Aprire il software iQ-Check Prep sul computer dello strumento.
7. Caricare la lista di lavoro trasferita nel passaggio 4.

8. Seguire le istruzioni per caricare manualmente i materiali di consumo (puntali, piastre), i reagenti
e i campioni preparati.

9. Awviare il ciclo.

10. Al termine dell'esecuzione, rimuovere la piastra PCR e sigillare ermeticamente le strisce con
i tappi ottici EZ-Check.

1. Posizionare il telaio PCR EZ-Check nel termociclatore. Accertarsi di posizionare la piastra con
il pozzetto A1 nell'angolo superiore sinistro e chiudere il coperchio dello strumento.

Per ulteriori informazioni, fare riferimento alle guide per I'utente CFX Maestro Industrial Diagnostic Edition e iQ-Check Prep
System.

D. Estrazione del DNA

Raccomandazioni generali:
Utilizzare un'area dedicata, attrezzature e materiali di consumo per eseguire questa operazione.

Prima di iniziare il test, accendere il termoagitatore con la funzione di preriscaldamento. Impostarlo
su 95-100°C.

Di norma, evitare I'agitazione del sacco di arricchimento e la raccolta di grossi frammenti di residui
alimentari. Per i campioni alimentari aventi un surnatante grasso, raccogliere il campione appena al
di sotto di tale strato.

Per risultati ottimali, lasciare raffreddare le provette di lisi prima di pipettare I'estratto di DNA.
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Protocolli per la lisi EZ-Check

1.

3.

Collocare il numero appropriato di provette per lisi EZ-Check (8 provette/strip) in EZ-Check Lysis
Rack. Verificare che i tubi siano inseriti completamente nel EZ-Check Lysis Rack.

Picchiettare delicatamente sul EZ-Check Lysis Rack banco di lavoro per far scendere sul fondo
della provetta il reagente di lisi.

Staccare con cautela il sigillo in alluminio dalle provette di lisi.

Nota: Il reagente di lisi EZ-Check potrebbe presentare gocce sul lato interno del pozzetto. Non ha
alcun effetto sulla qualita dell'estrazione.

4.

Aggiungere 25 pL di campione arricchito alle provette di lisi. Se si utilizza la soluzione di
rimozione del DNA libero, aggiungere 25 L di campioni arricchiti trattati alle provette di lisi.

Incubare le strisce di lisi nel riscaldatore-agitatore sotto agitazione a 1.300 rpm per 15-20 min
a 95-100°C.

Raffreddare le provette di lisi posizionando il EZ-Check Lysis Rack sul banco a temperatura
ambiente per 10-30 min.

In questa fase il protocollo pud essere messo in pausa e ripreso in un secondo momento.

E.

- L'estratto di DNA puo essere conservato sigillato per 7 giorni a 2-8°C direttamente nelle
provette di lisi EZ-Check mediante i tappi di conservazione per lisi EZ-Check

- Per la conservazione congelata (-25°C, -15°C), I'estratto di DNA deve essere trasferito in
una provetta separata e pu0d essere conservato sigillato per un massimo di 30 giorni
(al di fuori dell'ambito della validazione AOAC e della NF Validation)

PCR real-time

Installazione strumento e software

Per l'installazione dello strumento e del software, seguire le istruzioni contenute nel manuale utente
del software CFX Maestro, Industrial Diagnostic Edition (IDE).

Preparazione al rilevamento di PCR

1.

2.

Aprire la EZ-Check Salmonella spp. ReadyPCR Strips custodia.

Rimuovere il numero totale richiesto di provette (numero di campioni piu due controlli) dalla
busta in alluminio.

Nota: Risigillare correttamente le provette inutilizzate nella busta con la sostanza igroscopica
all'interno

Posizionare il ReadyPCR Strips sul supporto PCR EZ-Check assicurandosi che le provette siano

fissate saldamente. Si consiglia di picchiare delicatamente il supporto PCR EZ-Check sul
bancone per assicurarsi che le biglie si trovino sul fondo dei pozzetti PCR.
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4.

Staccare con cautela il sigillo in alluminio da ogni singola provetta e controllare visivamente la
presenza di una biglia PCR per pozzetto. Una volta aperto, ReadyPCR strips e stabile finoa 4 hr
prima di essere reidratato.

Trasferire con cautela 25 pL di estratto di DNA lungo la parete interna di ciascun pozzetto del
ReadyPCR Strips secondo la configurazione della piastra. Non aspirare I'estratto di DNA dal
fondo della provetta di lisi per evitare di trasferire gli inibitori della PCR nel pozzetto PCR.

Nota: Una reazione di effervescenza indica che il campione é stato correttamente aggiunto al
reagente PCR.

Per i controlli negativi e positivi, trasferire 25 uL del EZ-Check controllo negativo (NC)
e EZ-Check della Salmonella spp. Controllo positivo (PC) con cautela lungo la parete interna dei
ReadyPCR pozzetti corrispondenti.

Nota: L'analisi PCR deve essere avviata entro le 4 hr successive all' ReadyPCR strip apertura.
Opzionale: Per purificare il DNA, combinare 50 uL di DNA estratto da ciascun campione con
200 L di iQ-Check Purification Reagent. pipetta su e giu 5 volte per omogeneizzare. In
alternativa, & possibile eseguire una diluizione 1:10 di DNA estratto utilizzando acqua sterile.
Questa fase non ¢ stata testata durante la certificazione DI VALIDAZIONE NF.

Sigillare ermeticamente i pozzetti delle provette PCR con i EZ-Check tappi ottici.

Posizionare il supporto EZ-Check nel termociclatore. Accertarsi di posizionare la piastra con il
pozzetto A1 nell'angolo superiore sinistro e chiudere il coperchio dello strumento.

Preparazione del controllo di laboratorio (fase opzionale)

| controlli di laboratorio sono trattati come campioni alimentari. Vengono utilizzati per validare I'intero
EZ-Check flusso di lavoro. Il DNA estratto dai controlli di laboratorio viene collocato nella piastra PCR
e utilizzato come controlli PCR in sostituzione dei EZ-Check controlli negativi e positivi.

Per essere valido, il controllo negativo di laboratorio non deve contenere Salmonella spp. DNA. Per
essere valido, il controllo positivo in laboratorio deve contenere DNA di Salmonella spp. amplificato
con valori CQ tra 26 e 36. Vedere il manuale utente del software CFX Maestro Industrial Diagnostic
Edition (IDE) (documento #10000241897).

L'utente finale & responsabile della realizzazione e dell'attuazione di controlli di laboratorio
appropriati. La validita e I'affidabilita di EZ-Check Salmonella spp. i risultati dipendono dalla corretta
verifica, validazione e preparazione di questi controlli preparati dall'utente.

Eseguire la PCR

Per avviare I'esecuzione PCR, seguire le istruzioni CFX Maestro, manuale utente del software IDE
(DIR 10000241897).

F.

Analisi dei dati

E possibile analizzare i dati direttamente al termine del ciclo PCR o in un secondo momento tramite
I'apertura del file di dati memorizzato. Per aprire i file di dati e impostare i parametri dell’analisi,
seguire le istruzioni contenute nel manuale utente del software CFX Maestro, IDE.
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Interpretazione dei risultati

Dopo aver impostato i parametri dell'analisi dati, i risultati vengono interpretati analizzando i valori Cq
di ogni campione (il ciclo nel quale la curva di amplificazione supera la soglia).

Il software CFX Maestro IDE consente I'analisi interamente automatizzata dei sistemi di rilevazione
Bio-Rad mediante PCR real-time. E necessario eseguire una verifica delle caratteristiche tipiche della
curva di amplificazione prima di rilasciare i risultati. Nel caso in cui sia necessario ulteriore supporto,
contattare il proprio team di supporto tecnico Bio-Rad.

Controlli

Prima di interpretare i risultati dei campioni, verificare i controlli positivi e negativi.

Perché I'esperimento sia valido, i controlli devono rispettare i risultati seguenti, come riepilogato
nella tabella sottostante. In caso contrario, la reazione PCR deve essere ripetuta.

Rilevazione Salmonella spp. Rilevazione controllo interno
(canale FAM) (canale HEX)
Controllo negativo Cq = N/A* 28 =Cqg =40
Controllo positivo 26 =Cq =36 Non pertinente

* |l software indica un valore Cq di N/A (non applicabile) quando la fluorescenza di un campione non aumenta in maniera
significativa sopra il rumore di fondo, non superando quindi la soglia.

Se i risultati dei controlli positivo e negativo differiscono da quelli indicati nella tabella sopra riportata
(controllo non valido) ripetere il ciclo e I'analisi descritti nei paragrafi D. PCR real-time ed E. Analisi
dei dati nel protocollo della Sezione 7.

Campioni

Un test di PCR positivo EZ-Check Salmonella spp. deve mostrare una curva di amplificazione tipica
e un valore Cq = 10 per il fluoroforo FAM.

= Seil valore Cq ¢ inferiore a 10 per entrambi i canali, verificare che la curva dei dati non
elaborati sia una curva di amplificazione regolare (con linea di base piatta, seguita da un
rapido aumento esponenziale della fluorescenza e infine da un secondo appiattimento). Se la
curva sembra corretta, potrebbe essere considerata come test positivo a Salmonella spp.

In assenza di valore Cq (Cq = N/A) per FAM, o se il risultato non & una tipica curva di amplificazione,
il controllo interno per il campione in questione deve essere analizzato.

= Questo campione viene considerato come campione negativo a Salmonella spp. se non
esiste un valore Cq per il canale FAM e il controllo interno ha un valore Cq = 28

= Se il controllo interno non presenta a sua volta un valore Cq (Cq = N/A), cid indica
probabilmente un'inibizione della reazione PCR. E necessario diluire il campione (mediante
10 pl di estratto di DNA, eseguire una diluizione 1:10 in acqua distillata sterile, quindi
analizzare 25 pl della diluizione) e ripetere la reazione PCR
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= Seil valore Cq per il controllo interno & <28, I'interpretazione del risultato non sara possibile.
Verificare che la soglia sia posizionata correttamente o che la curva dei dati non elaborati sia
una curva di amplificazione regolare. Se la curva non possiede una forma caratteristica, sara
necessario ripetere il test PCR

L'interpretazione dei risultati del test viene riepilogata nella tabella seguente:

Rilevazione Salmonelia spp. Rilevazione controllo interno Interpretazione
(canale FAM) (canale HEX)
Cqg=z=10 N/A* Positivo
Cqg = N/A* Cqg =28 Negativo
Cq = N/A* Cq = N/A* Inibizione*

* || software indica un valore Cq di N/A (non applicabile) quando la fluorescenza di un campione non aumenta in maniera
significativa sopra il rumore di fondo, non superando quindi la soglia.

** Qualora la rilevazione produca un valore Cq = N/A sia per il target, sia per il controllo interno, I'estratto di DNA deve essere
diluito in proporzione 1:10 e testato nuovamente.

E possibile fornire un'interpretazione non valida quando i criteri di validazione non vengono
soddisfatti. Controllare i dati non elaborati e procedere come se il campione fosse inibito.

Sezione 9
Conferma dei risultati positivi

Nell'ambito della validazione AOAC, un risultato positivo di EZ-Check Salmonella spp. si presume
essere positivo, ed € raccomandata la conferma in conformita a un metodo di riferimento opportuno
(ad esempio, USDA MLG, FDA BAM, ISO, MFHPB, AOAC SMPR, ecc.). In alternativa, piastrare 10 uL
di brodo di arricchimento direttamente RAPID'Salmonella Agar e incubare per 24 + 2 hra 37 + 1°C.
Nel caso in cui la flora interferente fosse elevata, trasferire 0,5 ml di coltura pre-arricchita in brodo di
soia Rappaport Vassiliadis (RVS) da 10 ml e incubare per 24 + 3 hr a 41,5 = 1°C. Procedere con il
piastramento di 10 uL di RVS arricchito a RAPID'Salmonella Agar. Fare riferimento al metodo di
conferma descritto RAPID'Salmonella Agar nella guida dell'utente (documento #10000126748).

Nell'ambito del metodo certificazione NF, tutti i risultati positivi con il kit iQ-Check devono essere
confermati come segue:

1. Mediante test classici descritti nei metodi standardizzati CEN o ISO (inclusa la purificazione)
direttamente dal brodo di arricchimento BPW dopo I'arricchimento completo per 18-26 hr
a 37°C.

2. In alternativa, strizzare 10 L di brodo di arricchimento direttamente RAPID'Salmonella Agar
e incubare per 24 + 2 hr a 37 + 1°C. quando la flora interferente potrebbe essere elevata,
trasferire 0,1 ml di coltura pre-arricchita in brodo di soia Rappaport Vassiliadis (RVS) da 10 ml
e incubare per 24 = 3 hr a 41,5 + 1°C. procedere con lo striscio di 10 pL di RVS arricchito
a RAPID'Salmonella Agar. Le colonie tipiche sono confermate come descritto nel manuale utente
RAPID'Salmonella.

3. Tramite qualunque metodo alternativo certificato dalla VALIDAZIONE NF in base a un principio
diverso da quello impiegato nel test PCR EZ-Check Salmonellaspp Kit. Il protocollo validato di
questo secondo metodo deve essere seguito interamente, incluso I'arricchimento selettivo in
terreno RVS, se necessario. Se questo passaggio € comune ad entrambi i metodi, la conferma
viene effettuata dal brodo di arricchimento BPW.
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Nell'ambito della certificazione NF, & possibile conservare il BPW arricchito a 2-8°C per un massimo
di 72 hr a seguito dell'incubazione a 37°C prima di eseguire la conferma.

In caso di risultati discrepanti tra il EZ-Check Salmonella spp. Kit € una qualunque delle opzioni di
conferma sopraelencate, seguire i passaggi necessari al fine di garantire risultati validi.

Sezione 10
Conferma di singole colonie tramite il Kit EZ-Check

EZ-Check Salmonella spp. Kit puo essere utilizzato anche per la conferma di singole colonie isolate
di Salmonella spp. su piastre agar (al di fuori dello scopo di validazione AOAC). Per le condizioni
d'uso, fare riferimento al manuale utente di RAPID'Salmonella Agar (documento #10000126748).

1. Scegliere una colonia isolata da una piastra agar selettiva o non selettiva servendosi di uno
stuzzicadenti, un'ansa sterile o altri prodotti di consumo adattati (ad esempio, un puntale per
pipetta).

2. Sospendere nuovamente la colonia in 100 ul di acqua distillata sterile in una provetta
microcentrifuga. Omogeneizzare tramite vortex.

3. Aggiungere 25 L di sospensione direttamente al reagente PCR o alla soluzione di lisi EZ-Check
e seqguire il EZ-Check Salmonella spp. protocollo per I'interpretazione dei dati e dei risultati.
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Sezione 11

Performance del test e validazioni

Il kit EZ-Check Salmonella spp.é specificamente indicato per la rilevazione del genere Salmonella.

\FICATION
s

NF

VALIDATION
EN ISO 16140

BRD 07/27-07/25

ALTERNATIVE ANALYTICAL
METHODS FOR AGRIBUSINESS

http://nf-validation.afnor.org

PERFORMANCE TESTED

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 082501

Certificazione NF

Il EZ-Check Salmonella spp. Kit & certificato ai sensi della CERTIFICAZIONE
NF come metodo alternativo rispetto a quello di riferimento ISO 6579 -1
(2017) per la rilevazione di Salmonella spp. in tutti i prodotti destinati al
consumo umano e animale, nonché nei campioni ambientali. La validazione
osserva il protocollo dello standard ISO 16140-2: 2016 e comprende |'utilizzo
CFX Opus 96, CFX Opus Deepwell, CFX96 Touch Deep Well e CFX Duet
sistemi PCR Real-Time. L'uso della soluzione iQ-Check Free DNA Removal
Solution € incluso nell'ambito della validazione per tutte le categorie validate,
ad eccezione dei prodotti a base di cacao e cioccolato. L'uso del iQ-Check
Prep System v5 € incluso nell'ambito della validazione per tutte le categorie
validate. Il software associato & CFX Maestro Software IDE V4.0.

L'"EZ Salmo" APF ¢ validato per tutti i campioni. Numero di certificato:

BRD 07/27-07/25. Fare riferimento al certificato disponibile sul sito web
http://nf-validation.afnor.org/en per informazioni sulla validita.

Validazione AOAC

[l EZ-Check Salmonella spp.Kit & validato dall'istituto di ricerca AOAC ai sensi
del PTM 082501 per l'individuazione della Salmonella spp. In insalata
gastronomica’ (25 g), carne di manzo macinata cruda? (375 g ), tacchino
macinato crudo? (375 g), petti di pollo crudi? (375 g), risciacquo della
carcassa di pollo? (30 ml), carne di maiale macinata cruda 2 (375 g), latte
secco non grasso' (375 g), proteine del siero di latte in polvere’ (375 g), farina
00 (375 g), formaggio cheddar' (375 g), lattuga romana' (375 g), miscela
vegetale congelata’ (375 g), cantalupo fresco' (375 g), cacao in polvere'

(375 g), burro di arachidi cremoso’ (375 g), alimenti secchi per cani' (375 g),
latte in polvere per lattanti con probiotici 1 (375 g), aglio in polvere 1 (375 g),
germogli di soia’ (375 g), panno per campionamento di carni bovine grezze?,
superficie in acciaio inossidabile’ (4" x 4", spugna), superficie in gomma’

(1" x 1", tampone), superficie in calcestruzzo sigillato (4" x 4", spugna). Un
risultato positivo con il kit EZ-Check deve essere considerato come presunto,
si raccomanda pertanto di effettuare la conferma come da precedente
Sezione 9. L'APF “EZ Salmo”, I'uso di Free DNA Removal Solution, e l'uso di
CFX Opus Standard, CFX Opus Deepwell, CFX96 Touch Deep Well, e i CFX
Duet sistemi PCR in tempo reale sono validati per tutti i campioni. Il software

associato & CFX Maestro IDE Software (versione 4.0 e successive).
T Testato in base al metodo di riferimento FDA BAM Ch. 5
2 Testato in base al metodo di riferimento USDA MLG 4,15
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ISO 7218. Microbiology of the food chain — General requirements and guidance for microbiological
examinations.

ISO 6887. Microbiology of the food chain — Preparation of test samples, initial suspension and
decimal dilutions for microbiological examination — Part 1- 6.

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

ISO 16140-2. Microbiology of the food chain — Method validation — Part 2: Protocol for the
validation of alternative (proprietary) methods against a reference method.

United States Department of Agriculture, Food Safety and Inspection Service (2024). Microbiology
Laboratory Guidebook, Chapter 4.15: Isolation and Identification of Salmonella from Meat, Poultry,
Pasteurized Egg, and Siluriformes (Fish) Products and Carcass and Environmental Sponges.

United States Food and Drug Administration, Center for Food Safety and Applied Nutrition (2024).
Bacteriological Analytical Manual, Chapter 5: Salmonella.
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Per maggiori informazioni, visitare il sito bio-rad.com/EZCheck.

Bio-Rad & un marchio registrato di Bio-Rad Laboratories, Inc. in determinate giurisdizioni.

Tutti i marchi registrati qui utilizzati sono di proprieta dei rispettivi titolari.
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EZ-Check™ Salmonella spp. Kit

Guia do usuario

Teste para a deteccao por PCR em tempo real de Salmonella spp. em amostras
de produtos alimenticios destinados ao consumo humano, racao animal
e amostras ambientais

N° do catalogo 12018082

Somente para uso em laboratoério in vitro
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Historico de revisao

Secao 1
Historico de revisao

Data de publicacao Numero/versao do Alteracao
documento
Julho de 2025 Bulletin 5145 Ver A Novo documento
Agosto de 2025 Bulletin 5145 Ver B - Aprovacao AOAC
- Edicdo do conteudo
Outubro de 2025 Bulletin 5145 Ver C - Extensao da NF Validation: Produtos de

cacau e chocolate, até 375 g,
Sistema iQ-Check Prep
- Edigcao do conteudo

Abril de 2026 Boletim 5145 Ver D - Extensao da NF Validation: Formulas
infantis e cereais com/sem probidticos
e ingredientes associados até 375 g,
produtos lacteos processados
termicamente até 375 g, produtos de
carnes e aves cruas até 375 g

- Correcao do protocolo de confirmagao
da NF Validation: O volume de
enriquecimento foi modificado para
0,1 mL em RVS, em enriquecimento
secundario

- Edicao do conteudo

Secao 2
Introducao

Salmonellae sao as mais frequentes causas de envenenamento alimentar no mundo, apesar das
diversas medidas preventivas tomadas para controlar esses organismos. Ovos, produtos lacteos,
carne bovina e de aves domésticas sao os alimentos mais comumente associados a transmissao de
Salmonella (65% dos casos). Foram identificados mais de 2.500 sorotipos, sendo todos eles
potencialmente patogénicos para humanos. Por causa da baixa dose infecciosa e da séria ameaca
imposta aos produtores e consumidores de alimentos, varios paises agora exigem auséncia total de
Salmonella em produtos alimenticios.

Os métodos de cultura classicos sao, muitas vezes, longos e entediantes. O kit EZ-Check
Salmonella spp., em comparacao, € um teste qualitativo simples e rapido que permite a deteccao de
sequéncias de DNA especificas da Salmonella spp. encontradas em produtos alimenticios, racao
animal e amostras ambientais.Utilizando PCR de tempo real, as sequéncias de DNA especificas de
Salmonella spp. sao amplificadas e detectadas simultaneamente através de sondas fluorescentes.
Podem ser processadas 96 amostras de uma vez, com risco minimo de contaminagao e um
procedimento facil de usar. Os usuarios pretendidos deste kit sdo profissionais qualificados de
laboratorio que estdao desempenhando testes para detectar Salmonella spp. O uso deste teste
permite que resultados sejam obtidos em algumas horas apds enriquecimento de uma amostra.
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Secao 3
A tecnologia EZ-Check Salmonella spp.

O EZ-Check Salmonella spp. Kit deve ser usado com o EZ-Check Lysis Kit
(n° do catalogo 12018075).

O EZ-Check Salmonella spp. Kit & baseado na amplificagcao de genes e detec¢ao por PCR em
tempo real.

Os reagentes de PCR liofilizados e prontos para uso do kit contém oligonucleotideos (iniciadores

e sondas) especificos para Salmonella spp., bem como DNA-polimerase e nucleotideos. A deteccao
e a andlise de dados sdo otimizadas para uso com um equipamento de PCR em tempo real da
Bio-Rad, como os sistemas de deteccao PCR em tempo real CFX Opus 96, CFX Opus Deepwell,
CFX96 Touch Deep Well e CFX Duet.

A PCR é uma poderosa técnica utilizada para gerar muitas copias do DNA alvo. Durante a reagao de
PCR, os varios ciclos de aquecimento e resfriamento permitem a desnaturagao do DNA, seguido
pelos primers ligando-se a regiao-alvo. O DNA-polimerase utiliza esses primers

e desoxinucleotideos trifosfatos (ANTPs) para estender o DNA, criando cépias do DNA-alvo. Essas
copias se chamam amplicons.

Na PCR em tempo real, sondas especificas sao usadas para detectar o DNA durante a etapa de
amplificacéo por meio da hibridizacdo com os amplicons. Estas sondas estéo ligadas a um
fluoroforo, que apresenta fluorescéncia apenas quando hibridizado a sequéncia-alvo. O FAM

é o fluordforo ligado as sondas que estao hibridizando nas sequéncias de DNA exclusivas da
Salmonella spp.Na auséncia de DNA-alvo, nao sera observada fluorescéncia. Como o numero de
amplicons aumenta em cada rodada de amplificacao, a intensidade da fluorescéncia aumenta
também. O médulo 6ptico mede essa fluorescéncia em cada ciclo de PCR, na fase de hibridagéo
(annealing), e o software associado plota a intensidade da fluorescéncia em fungao do nimero de
ciclos.

Um controle interno de DNA sintético é incluido na mistura da reacao para validar quaisquer
possiveis resultados negativos. Este controle é amplificado com uma sonda especifica ao mesmo
tempo que a sequéncia-alvo de DNA de Salmonella, e é detectado por um segundo fluoréforo.

Esse teste permite a deteccao qualitativa de Salmonella spp. em uma ampla gama de produtos
alimenticios, racao animal e amostras ambientais apds etapa de enriquecimento. Inclui as cinco
etapas principais seguintes:

Opcional: Free = Analise
Enriquecimento DNA Removal ExtrSc;NaA? de PCR elgn 'Iiempo e interpretacao
Solution* ea de dados

* Consulte, no guia do usuario do Free DNA Removal Solution (documento n® 10000253856),
as condicdes de uso.
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Secao 4
Componentes do Kit

O EZ-Check Salmonella spp. Kit contém reagentes suficientes para 96 testes.

ID do Item Descrigao Quantidade
reagente
RPS EZ-Check Salmonella spp. ReadyPCR Strips* Reagen't'es PCR prontos 12 tiras de 8 pocos
para utilizar
. A 12 tiras de
CAP EZ-Check Tampas o6pticas Tampas opticas 8 tampas
NC EZ-Check Controle negativo Controle de PCR negativo 1tubo 1,0 ml
PC EZ-Check Salmonella spp. Controle positivo Controle de PCR positivo 1tubo 0,6 ml

*Q EZ-Check Salmonella spp. ReadyPCR strips pode ser identificado pelas abas roxas em cada lado das tiras de PCR.
Os indicadores de cor roxa para Salmonella também sao visiveis na embalagem do kit e no software CFX Maestro IDE.

Secao 5
Prazo de validade e armazenamento

= O kit é enviado refrigerado.

=  Armazenar os kits a 2-8 °C.

= Nao congelar

= Nao utilize reagentes apos a expiragao de suas datas de validade impressas no rotulo.

= Apds a primeira abertura, o ReadyPCR Strips vedado na embalagem com dessecante
e armazenado entre 2 e 8 °C permanece utilizavel por até 5 meses. A bolsa pode ser reaberta
até 5 vezes durante este periodo.

Secao 6
Materiais necessarios, mas nao fornecidos

Equipamentos e software

e Especifico para extracdo de DNA: Agitador-
aquecedor* capaz de manter 95-100 °C e/ou
37 £2 °C, com uma velocidade de mistura de
pelo menos 1.300 rpm (por exemplo,
catalogo n° 3594995 e catalogo n° 12022466)

e Sistema de PCR em tempo real da Bio-Rad*;
por exemplo, os sistemas de PCR em tempo real
CFX Opus 96
(n° do catélogo 17007991), CFX Opus Deepwell
(n° do catélogo 17007992) ou CFX Duet
(n° do catdlogo 17010275)

e iQ-Check Prep System*

(N° do catalogo 3594911)

(n° de catalogo 17010702)
simples de 20 a 200 pL
(n° de catalogo 17010259)

e EZ-Check Lysis Rack

(n° do catalogo 12019781)

e EZ-Check PCR Frame

(n° do catalogo 12019771)

Pipeta multicanal ajustavel de 20 a 200 pL

e/ou pipeta
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Secéo 7
Precaucdes e recomendacdes de segurancga para melhores resultados

CFX Maestro Software, Industrial Diagnostic
Edition, versao 4.0
(n° do catalogo 3593893)

Liquidificador de laboratério para
homogeneizar amostras de teste

Incubadora para enriquecimento
microbioldgico de amostras

Nota: Recomendamos o uso de uma fonte de alimentacao ininterrupta (UPS) com o termociclador
e os sistemas iQ-Check Prep.

*Entre em contato com o suporte técnico da Bio-Rad para obter informagdes sobre os equipamentos recomendados.

Suprimentos

EZ-Check Lysis Kit (N° do catalogo 12018075,
96 testes)

Meio de enriquecimento: Agua peptonada
tamponada, por exemplo
BPW Plus
n° do catalogo 3564684, desidratado, 500 g
n° no catalogo 3554179, 225 ml x 6 frascos
n° do catalogo 3555795, 3 L x 4 sacos
n° do catalogo 3555790, 5 L x 2 sacos
BPW Standard
n° do catalogo 12013259, desidratado, 500 g
n° do catalogo 12013258, desidratado, 5 kg
n° do catalogo 12013260, 5 L x 2 sacos

RAPID'Salmonella Agar (n° do catadlogo 3563961,
90 mm x 20 placas; 3563963 90 mm x 120 placas;
3564705, desidratado, 500 g)

Free DNA Removal Solution
(n° do catalogo 3594970)

Suprimentos para o sistema iQ-Check Prep

e Tubos de 2 mL do Free DNA Removal Solution
(n° do catalogo 17010255)

e Microplacas Deep Well
(n° do catalogo 3594900)

Secao 7
Precaucoes e recomendacoes de seguranca para melhores
resultados

iQ-Check Purification Reagent
(n° do catalogo 12012383)

PIF Supplement
(n° do catélogo 12013322, 2 g)

Microplaca Deep Well
(n° do catélogo 3594900)

Ponteiras de pipeta com filtro estéril

compativeis, adaptaveis a pipetas de
5-50 uL ou 20-200 pL (por exemplo,
catalogo n° 17010688).

EZ-Check Lysis Storage Caps
(n° catalogo 12022880)

Ferramenta de capeamento de PCR
(catadlogo n°® ECT2000)

Sacos de filtro
Agua destilada estéril

Alvejante a 5% e descontaminante de
superficies

Luvas sem talco

Ponteiras de filtro condutivas
(n° do catélogo 12022468, 300 pL x 5760)

Recipiente de diluicdo de 60 ml
(n° do catalogo 12014473)

Isencao de responsabilidade: Para consultar nossos termos e condicdes de venda padrao,
incluindo quaisquer isen¢des de responsabilidade, acesse:

https://www.bio-rad.com/en-us/terms-conditions
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Secéo 7
Precaucdes e recomendacdes de segurancga para melhores resultados

= Este guia do usuario e os respectivos guias de reagentes, equipamentos e softwares devem ser
lidos na integra antes de utilizar o método.

= Este teste deve ser realizado por pessoal treinado

= Amostras e culturas de enriquecimento devem ser manuseadas como material potencialmente
infeccioso e descartadas de acordo com as regras e regulamentos locais

= Todos os materiais potencialmente infecciosos devem passar por autoclavagem antes do
descarte

= A qualidade dos resultados depende do estrito cumprimento das Boas Praticas de Laboratoério
(por exemplo, a norma EN ISO 7218), especialmente em relacido a microbiologia e PCR:

- Nunca circule equipamentos de laboratério (pipetas, tubos etc.) de uma estacao de
trabalho para outra

- Sempre use um controle positivo e um controle negativo para cada série de reacgdes de
amplificacao

- Nao utilize reagentes ap0ds a expiragao de suas datas de validade

- Agite os controles positivos e negativos do kit antes de utiliza-los, de modo a garantir
a homogeneidade.

- Verifique periodicamente a exatidao e precisao das pipetas, bem como o correto
funcionamento dos equipamentos

- Troque frequentemente de luvas, especialmente se suspeitar que estao contaminadas

- Limpe os espacos de trabalho periodicamente com 5% de alvejante e outros agentes
descontaminantes.

- Utilize luvas sem talco e evite escrever ou deixar impressdes digitais nas tampas dos
tubos. Ambos interferem na aquisicao de dados

= Recomenda-se fortemente o cumprimento dos requisitos gerais descritos na norma
EN ISO 22174 “Microbiologia de alimentos para consumo humano e para alimentagao animal -
reacao em cadeia da polimerase (PCR) para a deteccao de patégenos alimentares — Requisitos
e definicoes gerais” (Microbiology of food and animal feeding stuffs — Polymerase chain reaction
(PCR) for the detection of food pathogens — General requirements and definitions)

- Consulte a folha de dados de seguranca para obter informacdes adicionais
e regulamentos locais para descarte

= No caso de amostras ambientais, os dispositivos de coleta de amostras devem ser hidratados
com um diluente estéril (por exemplo, agua peptonada tamponada) e, se necessario, com uma
solugao neutralizante (por exemplo, HiCap Neutralizing Broth, Dey-Engley Neutralizing Broth,
Letheen Broth) para inativar os efeitos do sanitizante. Recomenda-se evitar tampdes
neutralizantes que contenham complexo de sulfonato de arilo na solucao hidratante.
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= Apds abrir a vedacao do ReadyPCR strips, certifique-se de que as tiras sejam colocadas no
equipamento CFX dentro de 4 horas. Uma vez hidratado o reagente de PCR liofilizado, a mistura
de PCR resultante permanece estavel entre 18 e 25 °C.

= Ao utilizar o sistema CFX Real time PCR, sempre equilibre as tiras de tubos para garantir que
a tampa aquecida aplique pressao uniforme em todo o bloco.

* E sempre recomendavel realizar estudos de adequacao ao propdsito ou de verificagdo matricial
antes de utilizar este método.

= Manuseie os reagentes EZ-Check como material com possivel risco biolégico em condi¢des de
contengao de nivel de biosseguranga 2 ou superior.

Secao 8
Protocolo

E altamente recomendavel ler o protocolo inteiro antes de iniciar o teste.

A. Enriquecimento da amostra

Equilibre os caldos de enriquecimento até temperatura ambiente (20-25 °C) antes do uso.

Para enriquecimento com até 10 horas de duragao, aqueca o caldo de enriquecimento até

a temperatura de incubacao da amostra antes do uso. Os tempos de enriquecimento curto sao
sensiveis as condi¢des de incubagao, e as temperaturas indicadas devem ser rigorosamente
respeitadas. A duracao da preparacao da amostra (tempo entre o preaquecimento do caldo de
enriguecimento e o comeco da incubacdo da amostra de alimento) ndo deve exceder 45 min.
Recomenda-se o uso de uma incubadora ventilada.

Descongele completamente as amostras congeladas antes de utiliza-las.
O uso de um saco de enriquecimento com filtro incorporado é altamente recomendado.

O uso de amilase alfa é recomendado para cereais ou enriquecimento de produtos de amido
conforme descrito na norma ISO 6887-4.

No escopo da validacao certificacado NF VALIDATION, as amostras podem ser preparadas
observando ou nao o disposto nas normas ISO 6887-2 a 6887-6. Caso nao seja indicado, porcdes
de teste pesando mais de 25 g nao tém sido testadas. Incubar sem mexer de acordo com os tempos
e as temperaturas indicados na tabela.

A tabela a seguir descreve os diferentes protocolos que podem ser usados, dependendo do
aplicativo e do escopo da validacgao.

As amostras enriquecidas podem ser armazenadas com uma temperatura entre +2 e +8 °C por
72 horas antes de realizar a etapa de lise do EZ-Check.
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Protocolo

Escopo (matrizes)"?

Preparacao da amostra

Enriquecimento

Saladas prontas

Homogeneize 25 g ou 25 ml de amostra 1 min em 225 ml de APT.

Incubar por 18-26 hr a 37 £1°C

Alface-romana

Homogeneize 375 g de amostra 1 min em 1.125 ml de APT
pré-aquecida (42 +1°C).

Incubar por 10-24 hr a 42 +1°C

Mistura de vegetais
congelados, brotos de
feijao, melao-cantaloupe
fresco cortado

Homogeneize 375 g de amostra 1 min em 1.125 ml de APT
pré-aquecida (37 +1°C).

Incubar por 18-22 hr a 37 £1°C

Queijo cheddar, cacau
em poé

Homogeneize 375 g de amostra 1 min em 1.125 ml de APT.

Incubar por 18-22 hra 37 £1°C

Leite em pé desnatado,
proteina de soro de leite
em pé (whey), farinha de
trigo, formula infantil com
probidticos

Homogeneize 375 g de amostra 1 min em 1.125 ml de APT com PIF
Supplement.

Incubar por 18-26 hr a 37 £1°C

Manteiga de amendoim
cremosa

Homogeneize 375 g de amostra 1 min em 1.125 ml de APT
pré-aquecida (42 +1°C).

Incubar por 18-24 hra 42 +1°C

Alho em poé

Homogeneize 375 g de amostra 1 min em 3.000 ml de APT
pré-aquecida (37 +1°C) e K2S03 a 0,5%.

Incubar por 18-26 hr a 37 £1°C

Peru moido cru, peito de
frango cru

Homogeneize 375 g de amostra 1 min em 1.125 ml de APT
pré-aquecida (42 +1°C).

Homogeneize 325 g de amostra 1 min em 1.625 ml de APT.

Incubar por 8-22 hra 42 +1°C

Incubar por 20-24 hra 35 £2 °C

Carne bovina ou de porco
moida e crua

Homogeneize 375 g de amostra 1 min em 1.125 ml de APT
pré-aquecida (42 +1°C).

Homogeneize 325 g de amostra 1 min em 975 ml de mTSB.

Incubar por 8-22 hra 42 +1°C
(375 g)

Incubar por 15-24 hr a 42 +1°C
(325 g)

Enxague da carcaga de
frango

Homogeneize 30 ml de enxague de carcaca em 30 ml de APT
pré-aquecida (37 +1°C).

Homogeneize 30 ml de enxague de carcagca em 30 ml de APT.

Incubar por 18-22 hra 37 £1°C

Incubar por 20-24 hra 35 2 °C

Pano para amostragem de
carne bovina crua, panos
para amostragem

Homogeneize 1 min em 200 ml de APT pré-aquecida (42 +1°C) ou mTSB.

Incubar por 8-22 hra 42 +1°C
(APT)

Incubar por 15-24 hr a 42 +1°C
(mTSB)

Racao seca para caes

Homogeneize 375 g de amostra 30 sec em 1.125 ml de APT.

Incubar por 18-26 hr a 37 £1°C

Aco inoxidavel, concreto
selado, superficies de
borracha (amostras
ambientais)

Swabs e esponjas umedecidos com HiCap Neutralizing Broth
Homogeneize swabs 30 sec a mao em 10 ml de APT.
Homogeneize swabs 30 sec a mado em 60 ml de APT.

Incubar por 18-24 hr a 37 +1°C

' A validagao inclui estriamento direto nas placas RAPID'Salmonella.
2 Caso a amostra apresente inibicdo da PCR, realize um novo teste ou uma diluicdo de 1 em 10 em agua destilada estéril. Caso a inibicdo da PCR
ainda esteja presente, utilize o tratamento iQ-Check Purification Reagent ou uma diluicdo de 1 em 50 em agua destilada estéril (testes de verificagao

adicionais sdo necessarios).
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Protocolo
NF Validation \
Escopo (matrizes)' Preparacao da amostra Enriquecimento

Todos os alimentos
humanos, ragoes e Homogeneize 25 g ou 25 ml de amostra 1 min em 225 ml de APT. Incubar por 18-26 hr a 37 +1°C
e amostras ambientais

e Umedecga os cotonetes e esponjas com um caldo neutralizante que nao
contenha complexo aril sulfonato

e Homogeneize swabs 30 sec a mao em 10 ml de APT.
Homogeneize swabs 30 sec a mado em 60 ml de APT.

Superficies ambientais Incubar por 18-26 hr a 37 +1°C

Produtos de cacau

e chocolate? e Homogeneize n g de amostra em 9 x n mL de APT pré-aquecida (41,5 £1°C).

(375 g em 1.125 mL) Incubar por 18-26 hr a 41,5 +1°C

(até 375 g)

Produtos lacteos

processados e Homogeneize n g de amostra em 9 x n mL de APT pré-aquecida (37 =1°C) _ o
termicamente® (375 g em 3.375 mL) Incubar por 18-26h a 37 +1°C
(até 375 g)

Produtos de carnes
e aves cruas
(até 375 g)

T Caso a amostra apresente inibicdo da PCR, realize um novo teste ou uma diluicdo de 1 em 10 em agua destilada estéril. Caso a inibicdo da PCR
ainda esteja presente, utilize o tratamento iQ-Check Purification Reagent ou uma diluicdo de 1 em 50 em agua destilada estéril (testes de verificagcao
adicionais sdo necessarios).

2 Realizar diluicao 1:10 obrigatéria na amostra enriquecida com sal de triptona apds incubacgéo antes de prosseguir para a etapa de extracdo de DNA.
Caso o extrato de DNA apresente inibicao da PCR, realize um novo teste ou utilize o tratamento iQ-Check Purification Reagent ou uma diluicao de
1em 10 (dentro do escopo da certificagdo NF VALIDATION). O Free DNA Removal Solution ndo foi avaliado nessa categoria.

8 Para reduzir a inibicdo da PCR para o tipo de alimento em questao, dilua o extrato de DNA na proporcao de 1em 10 em agua destilada estéril. Caso
a inibicao da PCR ainda esteja presente, utilize uma proporgao de diluicdo maior (p. ex., de 1em 50 em agua destilada estéril; (testes de verificagao
adicionais sdo necessarios).

e Homogeneize n g de amostra em 3 x n mL de APT pré-aquecida (41,5 +1°C)

(375 g em 1.125 mL) Incubar por 8-26h a 41,5 +1°C

B. Tratamento de remocao de DNA livre (etapa opcional)
O Free DNA Removal Solution fornece uma maneira ideal de remover DNA livre.

1. Dispense 10 uL de solugao ativada do Free DNA Removal Solution em tantos pogos de uma
microplaca de pogos quantas amostras a serem analisadas.

2. Adicione 100 pL da amostra enriquecida decantada por poco.

Nota: Para evitar detritos da matriz ou camadas de gordura, pipete logo abaixo da camada de
gordura e acima de quaisquer detritos no fundo do tubo.

3. Incube a microplaca Deep Well no agitador térmico SEM agitar a 37 2 °C por 15-30 min.

4. Prossiga com o protocolo EZ-Check Lysis usando 25 L da amostra enriquecida tratada com
o0 EZ-Check Lysis Kit.

*Para mais informacgdes, consulte as condi¢gdes de uso no guia do usuario da Solugao de Remogao
de DNA Livre (n°® do documento 100000253856).

10 | EZ-Check Salmonella spp. Kit



Secao 8
Protocolo

C. iQ-Check Prep System (opcional)

0 iQ-Check Prep System é usado para automatizar o fluxo de trabalho EZ-Check, com o tratamento
opcional de remocao de DNA livre, a extragao de DNA e a configuragao da placa de PCR em tempo
real.

1. Abra o software CFX Maestro IDE e selecione o protocolo de ensaio "EZ Salmo" no menu.

2. Atribua tipos de amostra a cada poco da placa selecionando Unknown (Desconhecido), Positive
Control (Controle positivo) ou Negative Control (Controle negativo).

3. Configure as opcoes necessarias para cada poco (p. ex: FDRS, diluicao).

4. Clique em "Send to the iQ-Check Prep" (Enviar para o iQ-Check Prep) para exportar a lista de
trabalho.

5. Transfira um minimo de 500 uL da amostra enriquecida para o po¢o apropriado de uma placa de
pocos profundos ou para tubos, de acordo com o layout da placa.

6. Abra o software iQ-Check Prep no computador do equipamento.
7. Carregue a lista de trabalho transferida na etapa 4.

8. Siga as instrucdes para carregar manualmente os consumiveis (ponteiras, placas), reagentes
e amostras preparadas.

9. Inicie a corrida.

10. Apos a conclusao da corrida, remova a placa de PCR e sele hermeticamente as tiras com as
tampas 6pticas EZ-Check.

11. Coloque a estrutura de PCR EZ-Check no termociclador. Certifique-se de colocar a placa com
0 poco Al no canto superior esquerdo e fechar a tampa do equipamento.

Para mais informacgodes, consulte os guias do usuario do CFX Maestro Industrial Diagnostic Edition e do iQ-Check Prep
System.

D. Extracaode DNA

Recomendacdes gerais:

Utilize uma area, equipamentos e materiais de consumo dedicados para realizar esta etapa.

Ligue o agitador térmico para pré-aquecer antes de iniciar o teste. Ajustar em 95-100 °C.

Em geral, evite agitar o saco de enriquecimento e coletar fragmentos de grande dimensao de
residuos alimentares. Para amostras alimentares com uma camada gordurosa, colete a amostra logo

abaixo desta camada.

Para melhores resultados, deixe as tiras de lise esfriarem sem serem perturbadas antes de pipetar
o extrato de DNA.
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Secao 8
Protocolo

Protocolos de lise Ez-Check

1.

2.

3.

Coloque o numero apropriado de tubos de lise EZ-Check (8 tubos/tira) no EZ-Check Lysis Rack.
Certifique-se de que os tubos estejam totalmente inseridos no EZ-Check Lysis Rack.

Bata levemente o EZ-Check Lysis Rack na bancada para aspirar o reagente de lise.

Retire cuidadosamente o lacre de aluminio dos tubos de lise.

Nota: O reagente de lise EZ-Check pode apresentar gotas do lado interno do poco. Isso néo afeta
a qualidade de extracao.

4,

Adicione 25 pl de amostra enriquecida aos tubos de lise. Caso seja utilizada a solucao de
remocao de DNA livre, adicione 25 pL das amostras enriquecidas e tratadas aos tubos de lise.

Incube as tiras de lise no agitador térmico sob agitagao a 1.300 rpm durante 15 a 20 min a 95 °C
a 100 °C.

Resfrie os tubos de lise colocando o EZ-Check Lysis Rack sobre a bancada a temperatura
ambiente, sem mexer por 10-30 min.

Nesta etapa, o protocolo pode ser pausado e retomado posteriormente.

E.

- O extrato de DNA pode ser armazenado selado por 7 dias a 2-8 °C diretamente nos
tubos de lise EZ-Check usando as tampas EZ-Check Lysis Storage Caps.

- Para armazenamento congelado (-25 °C; -15 °C), o extrato de DNA deve ser transferido
para um tubo separado e pode ser armazenado selado por até 30 dias (Fora do escopo
da validacdo AOAC e da NF Validation.).

PCR em Tempo Real

Configuracao do equipamento e do software

Para a configuracao do equipamento e do software, siga as instru¢cées do manual do usuario do
software CFX Maestro, Industrial Diagnostic Edition (IDE).

Preparacao da reacao de PCR

1.

2.

Abra a bolsa EZ-Check Salmonella spp. ReadyPCR Strips.

Retire da embalagem de aluminio o numero total necessario de tiras (numero de amostras mais
dois controles).

Nota: Coloque as tiras nao utilizadas novamente vedadas na bolsa com dessecante.

Coloque o ReadyPCR Strips na estrutura EZ-Check PCR, certificando-se de que as tiras estejam
firmemente presas a estrutura. Recomenda-se bater levemente a estrutura EZ-Check PCR na
bancada para garantir que as microesferas estejam no fundo dos pocos de PCR.

Retire cuidadosamente a pelicula protetora de cada tira individual e verifique visualmente
a presenca de uma microesfera de PCR por poco. Uma vez abertos, os produtos ReadyPCR
strips permanecem estaveis por até 4 horas antes de serem reidratados.
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5. Transfira cuidadosamente 25 L do extrato de DNA ao longo da parede interna de cada poc¢o do
ReadyPCR Strips, de acordo com a configuragao da mesma. Nao aspire o extrato de DNA do
fundo do tubo de lise para evitar a transferéncia de inibidores de PCR para o pog¢o de PCR.

Nota: Uma reacao efervescente indicara que a amostra foi adicionada corretamente ao reagente
de PCR.

6. No caso dos controles negativo e positivo, transfira 25 pL do controle negativo (CN) do
EZ-Check e do controle positivo do EZ-Check Salmonella spp. (CP) cuidadosamente ao longo da
parede interna dos respectivos po¢os ReadyPCR .

Nota: O teste PCR deve ser iniciado dentro de 4 horas apds a abertura do ReadyPCR strip.

7. Opcional: Para purificar o DNA, combine 50 pl de DNA extraido de cada amostra com 200 pl de
iQ-Check Purification Reagent.. Pipete para cima e para baixo 5 vezes para homogeneizar.
Alternativamente, uma diluicao de 1:10 do DNA extraido pode ser feita usando agua esterilizada.
Esta etapa nao foi testada durante a Certificagcao NF VALIDATION.

8. Vede hermeticamente os pogos das tiras PCR com as tampas opticas EZ-Check.

9. Coloque a placa de PCR EZ-Check ou as tiras de tubo no termociclador. Certifique-se de colocar
a placa com o poco A1 no canto superior esquerdo e fechar a tampa do equipamento.

Preparacao do controle laboratorial (etapa opcional)

Os controles de laboratério sdo tratados da mesma forma que as amostras de alimentos. Eles sao
usados para validar todo o fluxo de trabalho do EZ-Check. O DNA extraido dos controles de
laboratério € colocado na placa de PCR e usado como controle da placa de PCR, substituindo os
controles negativos e positivos EZ-Check.

Para ser valido, o controle negativo de laboratério nao deve conter DNA de Salmonella spp. Para ser
valido, o controle positivo de laboratério deve conter DNA de Salmonella spp. amplificado com
valores de Cq entre 26 e 36. Vide o manual do usuario do software CFX Maestro Industrial
Diagnostic Edition (IDE); numero do documento 10000241897.

O usuario final é responsavel por estabelecer e implementar os controles laboratoriais adequados.

A validade e a confiabilidade dos resultados do EZ-Check Salmonella spp dependem da correta
verificagao, validagao e preparagao desses controles definidos pelo usuario.

Corrida do PCR

Para iniciar a corrida da PCR, siga as instrugdes do manual do usuario do Software CFX Manager
CFX Maestro, IDE (DIR 10000241897).

F. Analise de dados

Os dados podem ser analisados diretamente no final da execucao do PCR ou posteriormente,
abrindo o arquivo de dados armazenados. Siga as instrugdes no respectivo manual do usuario do
software CFX Maestro, IDE para abrir arquivos de dados e definir os pardmetros de analise de
dados.
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Interpretacao de resultados

Depois que os parametros de andlise de dados forem definidos, os resultados serao interpretados através
da analise dos valores Cq de cada amostra (o ciclo no qual a curva de amplificacao cruza o limite).

O software CFX Maestro IDE permite a andlise automatizada completa dos sistemas de deteccéo
de PCR em tempo real da Bio-Rad. Uma verificacao das caracteristicas tipicas das curvas de
amplificacao deve ser realizada antes da liberacao dos resultados. Entre em contato com a equipe
de suporte técnico da Bio-Rad se for necessario suporte adicional.

Controles

Verifique os controles positivo e negativo antes de interpretar os resultados da amostra.

Para a experiéncia ser valida, os controles devem apresentar os resultados sumarizados na tabela
abaixo. Caso contrario, a reacao de PCR deve ser repetida.

Deteccao de Salmonelia spp. Deteccao de controle interno
(Canal FAM) (Canal HEX)
Controle negativo Cq = N/A* 28 =<Cq =40
Controle positivo 26 =< Cq =36 Nao significativo

* O software indica um valor de Cq de N/A (nao aplicavel) quando a fluorescéncia de uma amostra nao se destaca
significativamente do ruido de fundo e, portanto, ndo ultrapassa o limite.

Se resultados dos controles negativos e positivos diferirem dos da tabela acima (controle invalido),
repita a execucao e a analise descritas em “D. PCR em tempo real” e “E. Analise de dados” na
secao 7 do Protocolo.

Amostras

Um teste de PCR positivo EZ-Check Salmonella spp. deve mostrar uma curva de amplificacao tipica
e um valor de Cq =10 para o fluoréforo FAM.

= Se o valor de Cq para ambos os canais estiver abaixo de 10, verifique se a curva de dados
brutos & uma curva de amplificacao regular (com uma linha de base plana, seguida de um
rapido aumento exponencial da fluorescéncia e depois de um achatamento). Se a curva
parecer correta, o teste pode ser considerado positivo para Salmonella spp.

Se nao houver valor de Cq (Cq = N/A) para FAM, ou se a curva nao for uma curva de amplificacao
tipica, o controle interno dessa amostra deve ser analisado.

= Essa amostra é considerada negativa para Salmonella spp. se nao houver valor Cq no canal
FAM e o controle interno tiver um valor Cq = 28

= Caso o controle interno também ndo tenha um valor Cq (Cq = N/A), provavelmente isso
indica a inibicao da reacao de PCR. A amostra precisa ser diluida (usando 10 pl de extrato de
DNA, realizar uma diluicdo de 1:10 em agua destilada estéril e depois testar 25 pl da diluicao)
e o PCR repetido.

= Se o valor Cq para o controle interno for <28, nao sera possivel interpretar o resultado.
Confirme se o limite foi corretamente colocado, ou se a curva, como dados brutos, € uma
curva regular de amplificacao. Caso a curva nao apresente uma forma caracteristica, sera
necessario repetir o a PCR
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A interpretacao dos resultados do teste € resumida na tabela a seguir:

Deteccao de Salmonella spp. Deteccao de controle interno Interpretacéo
(Canal FAM) (Canal HEX)
Cq=z10 N/A* Positivo
Cq = N/A* Cq=z28 Negativo
Cq = N/A* Cq = N/A* Inibicao**

* O software indica um valor de Cq de N/A (nao aplicavel) quando a fluorescéncia de uma amostra nao se destaca
significativamente do ruido de fundo e, portanto, nao ultrapassa o limite.

Quando a detecgao do alvo e do controle interno fornecer um valor Cq = N/A, o extrato de DNA deve ser diluido em 1:10
e testado novamente.

Uma interpretagao invalida pode ser fornecida quando os critérios de validagao nao sao
atendidos. Verifique os dados brutos e proceda como se a amostra estivesse inibida.

Secao 9
Confirmacao de resultados positivos

No contexto da validacao da AOAC, presume-se que um resultado positivo no EZ-Check
Salmonella spp. seja positivo e recomenda-se a confirmacao de acordo com um método de
referéncia apropriado (por exemplo, USDA MLG, FDA BAM, ISO, MFHPB, AOAC SMPR
etc.).Alternativamente, estriar 10 ul de caldo de enriquecimento diretamente no

RAPID'Salmonella Agar e incubar por 24 =2 hr a 37 =1 °C. Quando a flora interferente puder ser alta,
transfira 0,5 ml de cultura pré-enriquecida para 10 ml de caldo Rappaport Vassiliadis Soy (RVS)

e incubar por 24 =3 hr a 41,5 =1 °C. Proceder com estrias de 10 ul de RVS enriquecido para meio
cromogénico no RAPID'Salmonella Agar. Consulte o método de confirmacao descrito no guia do
usuario do RAPID'Salmonella Agar (documento n® 10000126748).

No contexto do método certificado pela NF VALIDATION, todos os resultados positivos do kit
EZ-Check devem ser confirmados das seguintes maneiras:

1. Usando testes classicos descritos nos métodos CEN ou ISO padrao (incluindo a purificacao)
diretamente do caldo de enriquecimento APT apds o total enriquecimento de 18-26 hr a 37 °C.

2. Estriar 10 yl de APT enriquecida diretamente no RAPID'Salmonella Agar e incubar por 24 + 2 hr
a 37 +1°C. Quando a flora interferente puder ser alta, transfira 0,1 ml de APT enriquecida para
10 ml de caldo Rapapport Vassiliadis Soy (RVS) e incubar por 24 +3 hra 41,5 +1°C e,
em seguida, proceder com estrias de 10 ul de RVS enriquecido no RAPID'Salmonella Agar.
As coldnias tipicas sao confirmadas conforme descrito no guia do usuario RAPID'Salmonella.

3. Utilizando qualquer outro método certificado pela NF VALIDATION baseado em um principio
diferente do utilizado no teste de PCR EZ-Check Salmonella spp. Kit.
O protocolo validado deste o segundo método deve ser seguido inteiramente, incluindo
o enriquecimento seletivo RVS, quando necessario. A confirmacao é realizada a partir do caldo
de enriquecimento APT se esta etapa for comum a ambos os métodos.

No contexto do NF VALIDATION, a APT enriquecida pode ser armazenado a 2-8 °C por 72 hr no
maximo apos a incubacao a 37 °C antes de realizar a confirmacao.
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Secéo 10
Confirmacao de colbnias Unicas usando o kit EZ-Check

No caso de resultados discrepantes entre o EZ-Check Salmonella spp. Kit e qualquer uma das
opcoes de confirmacao listadas acima, siga as etapas necessarias para garantir resultados
validos.

Secao 10
Confirmacao de coldnias unicas usando o kit EZ-Check
EZ-Check Salmonella spp. Kit também pode ser usado para confirmar colbnias isoladas de

Salmonella spp. em placas de agar (fora do escopo da validagao do AOAC).
* Consulte, no guia do usuario do RAPID'Salmonella Agar (n° 10000126748), as condicdes de uso.

1. Escolha uma coldnia isolada de uma placa de cultura de agar seletivo ou nao seletivo com um
palito de dente, alca estéril ou outro consumivel adaptado (por exemplo, uma ponteira de
pipeta).

2. Ressuspenda a colénia em 100 ul de agua destilada estéril em um tubo de microcentrifuga.
Homogeneize usando um agitador.

3. Adicione 25 pL da suspensao diretamente ao reagente de PCR ou a solucao de lise EZ-Check
e siga oEZ-Check Salmonella spp. protocolo de interpretagao de dados e resultados.
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Desempenho e validacao do teste

Secao 11

Desempenho e validacao do teste

O kit EZ-Check Salmonella spp. é especifico para a deteccao do género Salmonella.

\FICATION
e

NF

VALIDATION
EN ISO 16140

BRD 07/27-07/25
METODOS ANALITICOS
ALTERNATIVOS PARA O

AGRONEGOCIO

http://nf-validation.afnor.org

. PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 082501

NF Validation

O EZ-Check Salmonella spp. Kit é certificado pela NF VALIDATION como
uma alternativa para o método de referéncia ISO 6579 -1(2017) para

a deteccao de Salmonella spp. em todos os produtos para consumo humano
e animal, bem como amostras ambientais. A validacao seguiu o protocolo da
norma ISO 16140-2: Padrao 2016 e inclui o uso dos Sistemas CFX Opus 96,
CFX Opus Deepwell, CFX96 Touch Deep Well e CFX Duet de PCR em Tempo
Real. O uso da Solucao de Remocao de DNA Livre iQ-Check esta incluido no
escopo da validagao para todas as categorias validadas, exceto para
produtos de cacau e chocolate. O uso do iQ-Check Prep System v5 esta
incluido no escopo da validagao para todas as categorias validadas.

Os programas de software associados sao CFX Maestro Software IDE V4.0.
O APF "EZ Salmo” é validado para todas as amostras. Numero do certificado:
BRD 07/27-07/25.Consulte informacges de validade no certificado disponivel
no site http://nf-validation.afnor.org/en.

Validacao AOAC

O EZ-Check Salmonella spp.Kit foi validado pelo AOAC Research Institute,
PTM 082501, para detecgao de Salmonella spp. em saladas prontas’ (25 g),
carne bovina moida crua? (375 g), peru moido cru? (375 g), peito de frango
cru? (375 g), enxague de carcaca de frango? (30 mL), carne de porco moida
crua? (375 g), leite em po6 desnatado’ (375 g), proteina de soro de leite em pd’
(whey, 375 g), farinha de trigo’ (375 g), queijo cheddar' (375 g), alface-
romana’' (375 g), mix de vegetais congelados’ (375 g), meldo-cantaloupe
fresco cortado’ (375 g), cacau em pé' (375 g), manteiga de amendoim
cremosa' (375 g), racdo seca para caes' (375 g), formula infantil com
probioticos’ (375 g), alho em pé' (375 g), brotos de feijao’ (375 g), pano para
amostragem de carne bovina crua?, superficie de aco inoxidavel' (esponja de
4 pol. x 4 pol.), superficie de borracha' (swab de 1 pol. x 1 pol.), superficie de
concreto selado’ (esponja de 4 pol. x 4 pol.). Um resultado positivo com o kit
EZ-Check é considerado como presumido e recomenda-se que seja
confirmado pelos métodos de referéncia padrao na Secao 9 acima. O APF
"EZ Salmo”, o uso do Free DNA Removal Solution e 0 uso dos sistemas de
PCR em tempo real CFX Opus Standard, CFX Opus Deepwell, CFX96 Touch
Deep Well e CFX Duet sdo validados para todas as amostras. O software

associado é o CFX Maestro IDE Software (versao 4.0 e posterior).
" Testado pelo método de referéncia BAM, capitulo 5, FDA.
2 Testado com o método de referéncia USDA MLG 4.15.
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Secao 12
Referéncias

ISO 7218. Microbiology of the food chain — General requirements and guidance for microbiological
examinations.

ISO 6887. Microbiology of the food chain — Preparation of test samples, initial suspension and
decimal dilutions for microbiological examination — Part 1- 6.

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

ISO 16140-2. Microbiology of the food chain — Method validation — Part 2: Protocol for the
validation of alternative (proprietary) methods against a reference method.

United States Department of Agriculture, Food Safety and Inspection Service (2024). Microbiology
Laboratory Guidebook, Chapter 4.15: Isolation and Identification of Salmonella from Meat, Poultry,
Pasteurized Egg, and Siluriformes (Fish) Products and Carcass and Environmental Sponges.

United States Food and Drug Administration, Center for Food Safety and Applied Nutrition (2024).
Bacteriological Analytical Manual, Chapter 5: Salmonella.
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Acesse bio-rad.com/EZCheck para mais informacoes.

Bio-Rad e EZ-Check sdo marcas comerciais da Bio-Rad Laboratories, Inc. em certos foros.

Todas as marcas comerciais usadas neste documento sao de propriedade de seus respectivos proprietarios.

Bio-Rad
B'O RAD Laboratories, Inc.

Life Science Website bio-rad.com USA 1800 424 6723 Australia 612 9914 2800 Austria 00 800 00 24 67 23 Belgium 00 800 00 24 67 23
G Brazil 4003 0399 Canada 1 905 364 3435 China 86 21 6169 8500 Czech Republic 00 800 00 24 67 23 Denmark 00 800 00 24 67 23
roup Finland 00 800 00 24 67 23 France 00 800 00 24 67 23 Germany 00 800 00 24 67 23 Hong Kong 852 2789 3300

Hungary 00 800 00 24 67 23 India 91 124 4029300 Israel 0 3 9636050 Italy 00 800 00 24 67 23 Japan 81 3 6361 7000
Korea 82 080 007 7373 Luxembourg 00 800 00 24 67 23 Mexico 52 555 488 7670 The Netherlands 00 800 00 24 67 23

New Zealand 64 9 415 2280 Norway 00 800 00 24 67 23 Poland 00 800 00 24 67 23 Portugal 00 800 00 24 67 23

Russian Federation 00 800 00 24 67 23 Singapore 65 6415 3188 South Africa 00 800 00 24 67 23 Spain 00 800 00 24 67 23
Sweden 00 800 00 24 67 23 Switzerland 00 800 00 24 67 23 Taiwan 886 2 2578 7189 Thailand 66 2 651 8311

United Arab Emirates 36 1 459 6150 United Kingdom 00 800 00 24 67 23

Boletim 5145 Ver D US/EG Sig 0125
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EZ-Check™ Salmonella spp. Kit

Manual del usuario

Analisis de deteccion por PCR en tiempo real de Salmonella spp. en muestras
alimentarias de consumo humano y animal y muestras ambientales

Referencia #12018082

Solo para uso en laboratorio in vitro
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Apartado 1
Historial de revisiones

Fecha de publicacion Numero de documento / version | Cambio

Julio 2025 Bulletin 5145 Ver A Documento nuevo
Agosto 2025 Bulletin 5145 Ver B - Aprobacion AOAC

- Modificaciones del contenido
Octubre de 2025 Bulletin 5145 Ver C - Extension de la Validaciéon NF:

Productos de cacao y chocolate
hasta 375 g, Sistema iQ-Check Prep
- Modificaciones del contenido

Abril de 2026 Boletin 5145 Ver D - Extension de la validacion NF:
Formula infantil y cereales con/sin
probidticos e ingredientes
relacionados hasta 375 g, productos
lacteos con procesamiento térmico
hasta 375 g, productos carnicos
y avicolas crudos hasta 375 g

- Correccion del protocolo de
confirmacion de la validaciéon NF:
Volumen de enriquecimiento
modificado a 0,1 mL en RVS para
enriquecimiento secundario

- Modificaciones del contenido

Apartado 2
Introduccion

Las Salmonelas son la causa mas frecuente de intoxicacion alimentaria en el mundo, pese a las
numerosas medidas preventivas adoptadas para controlar estos organismos. Los huevos, los
productos lacteos, la carne y las aves de corral son los alimentos mas comunmente asociados con
la transmision de Salmonella (en el 65 % de los casos). Se han identificado mas de 2.500 serotipos,
todos ellos potencialmente patégenos para el ser humano. Dada la baja dosis infecciosa y la grave
amenaza que supone para productores y consumidores, actualmente varios paises exigen la
ausencia total de Salmonella en los productos alimentarios.

Los métodos de cultivo convencionales suelen ser largos y tediosos. En comparacion, el kit
EZ-Check Salmonella spp. es una prueba cualitativa simple y rapida, que permite la deteccién de
secuencias especificas de ADN de Salmonella spp. que se encuentran en productos alimentarios
dedicados al consumo humano y animal y en muestras ambientales. Utilizando PCR en tiempo real,
las secuencias de ADN especificas de Salmonella spp. se amplifican y se detectan simultaneamente
por medio de sondas fluorescentes. Se pueden procesar 96 pruebas a la vez con un riesgo minimo
de contaminacion y un procedimiento sencillo. Los usuarios previstos de este kit de deteccion son
personal de laboratorio capacitado que realiza ensayos de deteccion de Salmonella spp. El uso de
esta prueba permite obtener resultados en pocas horas tras el enriquecimiento de la muestra.
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Apartado 3
Tecnologia de EZ-Check Salmonella spp.

El EZ-Check Salmonella spp. Kit debe utilizarse con EZ-Check Lysis Kit (referencia 12018075).

El EZ-Check Salmonella spp. Kit se basa en la amplificacion del gen y la deteccion por PCR en
tiempo real.

Los reactivos PCR liofilizados listos para usar incluidos en el kit contienen oligonucleotidos
(cebadores y sondas) especificos para Salmonella spp., asi como ADN polimerasa y nucleétidos.
La deteccion y el andlisis de datos estan optimizados para su uso con un instrumento de PCR en
tiempo real de Bio-Rad, como los sistemas de deteccidn por PCR en tiempo real CFX Opus 96,
CFX Opus Deepwell, CFX96 Touch Deep Well y CFX Duet.

La PCR es una técnica potente que se utiliza para generar multiples copias del ADN diana. Durante la
reaccion de PCR, varios ciclos de calentamiento y enfriamiento permiten la desnaturalizacién del
ADN por calor, seguida de la union de los cebadores a la regién diana. La ADN polimerasa utiliza
estos cebadores y desoxinucledtidos trifosfato (dNTPs) para extender el ADN, creando copias del
ADN diana. Estas copias se llaman amplicones.

En la PCR en tiempo real, se utilizan sondas especificas para detectar el ADN durante la fase de
amplificacion, mediante la hibridacion de los amplicones. Estas sondas estan unidas a un
fluoréforo que sélo se vuelve fluorescente cuando se hibrida con la secuencia diana. FAM es el
fluoréforo unido a la sonda que hibrida con la secuencia de ADN especifica de Salmonella spp.
En ausencia de ADN diana, no se detectara fluorescencia. A medida que el niumero de
amplicones aumenta con cada ciclo de amplificacion, la intensidad de la fluorescencia también
aumenta. El médulo éptico mide esta fluorescencia en la fase de hibridacién durante cada ciclo
de PCR mientras que el software correspondiente traza la intensidad de la fluorescencia en
funcion del numero de ciclos.

El mix de reaccion contiene un control interno de ADN sintético para validar posibles resultados
negativos. Este control se amplifica con una sonda especifica al mismo tiempo que la secuencia
de ADN diana de Salmonella y se detecta por un segundo fluoréforo.

Esta prueba permite la deteccion cualitativa de Salmonella spp. en una amplia gama de productos
alimenticios, piensos y muestras ambientales tras una etapa de enriquecimiento. Consta de los
siguientes cinco pasos principales:

Opcional:

i . . Andlisis
- - Solucién de Extraccion de PCR en tiempo - i
Enriquecimiento extraccion de ADN real e |n'éeef%;ett§sc|on
ADN libre*

* Consulte el manual del usuario del producto Free DNA Removal Solution
(documento n.° 10000253856) para conocer las condiciones de uso.
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Apartado 4
Componentes del kit

Apartado 4
Componentes del kit

El EZ-Check Salmonella spp. Kit contiene reactivos suficientes para 96 pruebas.

Id. de. Elemento Descripcion Cantidad
reactivo
RPS EZ-Check Salmonella spp. ReadyPCR Strips* Reactivo de PCRlisto para | 12 t|ra.s de
usar 8 pocillos
. A 12 tiras de
CAP EZ-Check Optical Caps Tapones épticos 8 tapones
NC EZ-Check Negative Control Control negativo PCR 1tubo, 1,0 ml
PC EZ-Check Salmonella spp. Positive Control Control positivo PCR 1tubo, 0,6 mi

*Las EZ-Check Salmonella spp. ReadyPCR strips se pueden identificar por las pestafas purpuras a cada lado de las tiras
de PCR. Los indicadores de color purpura de Salmonella también son visibles en el embalaje de la caja del kit y en el software
CFX Maestro IDE.

Apartado 5
Vida util y almacenamiento

= Elkit se envia en frio

= Almacenar los kits a una temperatura de entre 2y 8 °C

= No congelar

= No utilizar los reactivos después de la fecha de caducidad impresa en las etiquetas

= Tras la primera apertura, las ReadyPCR Strips selladas en la bolsa con desecante y almacenadas
a una temperatura de entre 2 y 8 °C pueden utilizarse durante un maximo de 5 meses. La bolsa
puede reabrirse hasta 5 veces durante este periodo

Apartado 6
Materiales necesarios pero no suministrados

Equipo y software

e Especificos para la extraccion de ADN: e iQ-Check Prep System*
agitador calefactor* capaz de mantener (referencia 3594911)
una temperatura de 95-100 °C
y/o 37 £ 2 °C, con una velocidad de mezcla
de al menos 1300 rpm (por ejemplo,
referencia 3594995 y referencia 12022466)

e Sistema* de PCR en tiempo real de Bio-Rad,
por ejemplo, los sistemas de PCR

e Pipeta multicanal ajustable de 20-200 pL
(referencia 17010702) y/o pipeta simple
de 20-200 pL (referencia 17010259)

e EZ-Check Lysis Rack
(referencia 12019781)

en tiempo real CFX Opus 96 e EZ-Check PCR Frame

(referencia 177007991) o CFX Opus (referencia 12019771)

Deepwell (referencia 17007992) .

o CEX Duet (referencia 17010275) e Mezcladora de paletas de laboratorio para

homogeneizar las muestras de analisis

5 | EZ-Check Salmonella spp. Kit




Apartado 7
Seguridad, precauciones y recomendaciones para la obtencion de resultados 6ptimos

e CFX Maestro Software, Industrial e Incubadora para el enriquecimiento
Diagnostic Edition, version 4.0 microbioldgico de muestras
(referencia 3593893)

Nota: Se recomienda utilizar un suministro de alimentacion ininterrumpida (SAI) con el termociclador
y el iQ-Check Prep System.

*Contacte con el Servicio Técnico de Bio-Rad para mas informacion sobre los instrumentos recomendados.

Insumos
e EZ-Check Lysis Kit (referencia 12018075, e Free DNA Removal Solution
96 pruebas) (referencia 3594970)
e Medio de enriquecimiento: Agua peptonada e iQ-Check Purification Reagent
tamponada, por ejemplo (referencia 12012383)
BPW Plus e PIF Supplement
referencia 3564684, deshidratada, 500 g (referencia 12013322, 2 g)
referencia 3554179, 225 mL x 6 frascos e Microplaca de pocillo profundo
referencia 3555795, 3 L x 4 bolsas (referencia 3594900)
referencia 3555790, 5 L x 2 bolsas e Puntas de pipeta con filtro estéril
BPW Standard compatibles, adaptables a pipetas de
referencia 12013259, deshidratada, 500 g 5-f50 HLo 21%21828% (por ejemplo,
referencia 12013258, deshidratada, 5 kg reterencia )
referencia 12013260, 5 L x 2 bolsas e Tapas de aimacenamiento de lisis
EZ-Check (catdlogo #12022880)
e RAPID'Salmonella Agar (referencia 3563961, )
90 mm x 20 placas; referencia 3563963 * Herramienta de taponado para PCR
90 mm x 120 placas; referencia 3564705, (referencia ECT2000)
deshidratada, 500 g) e Bolsas con filtro

e Agua destilada estéril

e Lejiaal 5 % y descontaminante de
superficies

e Guantes libres de polvo

Insumos especificos para el iQ-Check Prep System

e Tubos de 2 mL para Free DNA Removal Solution e Puntas de filtro conductoras
(referencia 17010255) (referencia 12022468, 300 pL x 5760)

e Microplacas de pocillo profundo e Recipiente de 60 mL para dilucion
(referencia 3594900) (referencia 12014473)

Apartado 7
Seguridad, precauciones y recomendaciones para la
obtencidn de resultados 6ptimos

= Descargo de responsabilidad: para conocer nuestros términos y condiciones de venta estandar,
incluidos los descargos de responsabilidad, visite https://www.bio-rad.com/en-us/terms-
conditions
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Apartado 7
Seguridad, precauciones y recomendaciones para la obtencion de resultados 6ptimos

= Este manual del usuario, asi como los de los reactivos, instrumentos y software relacionados,
deben leerse en su totalidad antes de utilizar el método.

= Este analisis debe ser realizado por personal capacitado.

= Las muestras y los cultivos enriquecidos deben manipularse como material potencialmente
infeccioso y desecharse de acuerdo con las normas y reglamentos locales.

= Todo el material potencialmente infeccioso debe ser esterilizado en autoclave antes de su
eliminacion.

= La calidad de los resultados depende del estricto cumplimiento de las buenas practicas de
laboratorio (por ejemplo, la norma EN ISO 7218), especialmente en lo que respecta
a microbiologia y PCR:

- El material de laboratorio (pipetas, tubos, etc.) no debe intercambiarse entre un puesto
de trabajo y otro.

- Utilizar siempre un control positivo y un control negativo para cada serie de reacciones
de amplificacion.

- No utilizar los reactivos después de su fecha de caducidad.

- Agitar y centrifugar los controles positivos y negativos del kit antes de utilizarlos, para
garantizar su homogeneidad.

- Verificar periédicamente la exactitud y la precision de las pipetas, asi como el correcto
funcionamiento de los instrumentos.

- Cambiarse los guantes con frecuencia, especialmente si se sospecha que estan
contaminados.

- Limpiar peridédicamente los espacios de trabajo con lejia al 5 % y otros agentes
descontaminantes.

- Utilizar guantes sin talco, evitar las huellas dactilares o escribir en los tapones de los
tubos. De lo contrario, en ambos se interferira con la adquisicion de datos.

= Serecomienda firmemente seguir los requisitos generales descritos en la norma EN ISO 22174
(Microbiologia de los alimentos para consumo humano y animal - Reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) para la deteccion de patdgenos en los alimentos - Requisitos generales
y definiciones.

- Consultar la Ficha de Datos de Seguridad para obtener informacion adicional y los
reglamentos locales para la eliminacion.

= En el caso de las muestras ambientales, los dispositivos de recogida de muestras deben hidratarse
con un diluyente estéril (por ejemplo, agua peptonada tamponada) y, en caso necesario, con una
solucion neutralizante (por ejemplo, HiCap Neutralizing Broth, Dey-Engley Neutralizing Broth,
Letheen Broth) para neutralizar los efectos del desinfectante. Se recomienda evitar los tampones
neutralizantes que contengan complejo de sulfonato de arilo en la solucion hidratante.
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Apartado 8
Protocolo

= Después de abrir el envase de ReadyPCR strips, asegurarse de que las tiras se coloquen en el
instrumento CFX en un plazo de 4 hr. Una vez hidratado el reactivo de PCR liofilizado, la mezcla
de PCR resultante es estable a una temperatura de entre 18 y 25 °C.

= Cuando se utilice el sistema de PCR en tiempo real CFX, equilibrar siempre las tiras de tubos
para garantizar que la tapa calefactada aplique una presion uniforme en todo el bloque.

= Siempre se recomienda realizar estudios de verificaciéon de idoneidad o de matriz antes de
utilizar este método

= Manipular los reactivos EZ-Check como material potencialmente biopeligroso bajo un nivel de
bioseguridad 2 como minimo.

Apartado 8
Protocolo

Es altamente recomendable leer completa y detenidamente el protocolo antes de iniciar el analisis.

A. Enriquecimiento de la muestra

Equilibrar los caldos de enriquecimiento a temperatura ambiente (20-25 °C) antes de su uso.

Para tiempos de enriquecimiento de 10 hr o0 menos, calentar el caldo de enriquecimiento a la
temperatura de incubacién de la muestra antes de su uso. Los periodos de enriquecimiento cortos
son sensibles a las condiciones de incubacion y se deben respetar estrictamente las temperaturas
indicadas. La duracion de la preparacion de la muestra (tiempo entre el precalentamiento del caldo
de enriquecimiento y el comienzo de la incubacion de la muestra de alimento) no debe superar los
45 min. Se recomienda el uso de una incubadora o estufa ventilada.

Descongelar completamente las muestras congeladas antes de utilizarlas.
Se recomienda encarecidamente el uso de una bolsa de enriquecimiento con filtro incorporado.

Se recomienda el uso de alfa-amilasa para el enriquecimiento de cereales o productos de almidon,
tal como se describe en la norma ISO 6887-4.

En el ambito de la certificacion NF VALIDATION, la preparacién de muestras puede realizarse
teniendo en cuenta o no las normas ISO 6887-2 a -6. Salvo que se indique lo contrario,

las porciones de muestras de analisis con peso superior a 25 g no han sido testadas. Incubar,
sin agitar, durante los tiempos y a las temperaturas indicados en la tabla.

En el cuadro que figura a continuacion se esbozan los diferentes protocolos que pueden utilizarse,
segun la aplicacion y el alcance de la validacion.

Las muestras enriquecidas pueden almacenarse a 2-8 °C durante 72 hr antes de realizar el paso de
lisis EZ-Check.
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Apartado 8
Protocolo

Alcance (matrices) "2

Preparacion de las muestras

Enriquecimiento

Ensalada preparada

Homogeneizar 25 g o 25 ml de muestra durante 1 min en 225 ml de agua
de peptona tamponada

Incubar durante 18-26 hra 37 +1°C

Lechuga romana

Homogeneizar 375 g de muestra durante 1 min en 1.125 mL de agua de
peptona tamponada precalentada (42 = 1°C)

Incubar durante 10-24 hra 42 +1°C

Mezcla de verduras
congeladas, brotes de
soja, meldn fresco cortado

Homogeneizar 375 g de muestra durante 1 min en 1.125 mL de agua de
peptona tamponada precalentada (37 + 1 °C)

Incubar durante 18-22 hra 37 +1°C

Queso cheddar, cacao en
polvo

Homogeneizar 375 g de muestra durante 1 min en 1.125 mL de agua de
peptona tamponada

Incubar durante 18-22 hra 37 +1°C

Leche desnatada en polvo,
proteina de suero en
polvo, harina para todo
uso, férmula infantil con
probidticos

Homogeneizar 375 g de muestra durante 1 min en 1.125 ml de agua de
peptona tamponada con PIF Supplement

Incubar durante 18-26 hra 37 +1°C

Mantequilla de cacahuete
cremosa

Homogeneizar 375 g de muestra durante 1 min en 1.125 mL de agua de
peptona tamponada precalentada (42 = 1°C)

Incubar durante 18-24 hra 42 +1°C

Ajo en polvo

Homogeneizar 375 g de muestra durante 1 min en 3.000 mL de agua de
peptona tamponada precalentada (37+ 1°C) + K2S03 0,5 %

Incubar durante 18-26 hra 37 +1°C

Carne picada cruda de
pavo, pechuga de pollo
cruda

Homogeneizar 375 g de muestra durante 1 min en 1.125 mL de agua de
peptona tamponada precalentada (42 + 1°C)

Homogeneizar 325 g de muestra durante 1 min en 1.625 mL de agua de
peptona tamponada

Incubar durante 8-22 hra 42 +1°C

Incubar durante 20-24 hra 35 + 2 °C

Carne picada cruda de
vacuno, carne picada
cruda de cerdo

Homogeneizar 375 g de muestra durante 1 min en 1.125 mL de agua de
peptona tamponada precalentada (42 +1°C)

Homogeneizar 325 g de muestra durante 1 min en 975 mL de caldo de
soja triptona modificado

Incubar durante 8-22 hr
ad42+1°C (3759)

Incubar durante 15-24 hr
a42+1°C(3259)

Enjuagues de la canal de
pollo

Homogeneizar 30 mL de enjuague de la canal en 30 mL de agua de
peptona tamponada precalentada (37 = 1°C)

Homogeneizar 30 mL de enjuague de la canal en 30 mL de agua de
peptona tamponada

Incubar durante 18-22 hra 37 £+ 1°C

Incubar durante 20-24 hra 35+ 2 °C

Toalla de muestreo de
carne cruda de vacuno,
toallas de muestreo

Homogeneizar durante 1 min en 200 mL de agua de peptona tamponada
o caldo de soja triptona modificado precalentado (42 + 1 °C)

Incubar durante 8-22 hra 42 £ 1°C
(agua de peptona tamponada)

Incubar durante 15-24 hra 42 £ 1°C
(caldo de soja triptona modificado)

Pienso seco para perros

Homogeneizar 375 g de muestra durante 30 sec en 1.125 mL de agua de
peptona tamponada

Incubar durante 18-26 hra 37 +1°C

Acero inoxidable,
hormigén sellado,
superficies ambientales de
goma

Humedecer los hisopos y las esponjas con HiCap Neutralizing Broth
Homogeneizar los hisopos durante 30 sec manualmente con 10 mL de
agua de peptona tamponada

Homogeneizar las esponjas durante 30 sec manualmente con 60 mL de
agua de peptona tamponada

Incubar durante 18-24 hra 37 £ 1°C

TLa validacion incluye la siembra por estrias directamente en las placas RAPID'Salmonella.
2Sj la muestra presenta inhibicion de la PCR, realizar una nueva prueba o una dilucién 1:10 en agua destilada estéril. Si la inhibicion de la PCR sigue
presente, utilizar el tratamiento iQ-Check Purification Reagent o una dilucién de 1en 50 en agua destilada estéril (se requiere una prueba de

verificacion adicional).
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Apartado 8
Protocolo

NF Validation \

Alcance (matrices)’

Preparacion de las muestras

Enriquecimiento

Todos los alimentos
para consumo humano,
piensos para animales
y muestras ambientales

Homogeneizar 25 g 0 25 ml de muestra durante 1 min en 225 ml de agua
de peptona tamponada

Incubar durante 18-26 hra 37 +1°C

Superficies ambientales

Humedecer los hisopos y las esponjas con un caldo neutralizante que no
contenga complejo de sulfonato de arilo

Homogeneizar los hisopos durante 30 sec manualmente con 10 mL de
agua de peptona tamponada

Homogeneizar las esponjas durante 30 sec manualmente con 60 mL de
agua de peptona tamponada

Incubar durante 18-26 hra 37 +1°C

Productos de cacao
y chocolate?
(hasta 375 g)

Homogeneizar n g de muestra en 9 x n mL de agua de peptona tamponada
precalentada (41,5 £ 1°C)
(375 g en 1,125 ml)

Incubar durante 18-26 hra 41,5 £+ 1°C

Productos lacteos con
procesamiento térmico 3
(hasta 375 g)

Homogeneizar n g de muestra en 9 x n mL de agua de peptona tamponada
precalentada (37 +1°C)
(375gen 3,375 ml)

Incubar durante 18-26 horas
a37x1°C

Productos carnicos
y avicolas crudos
(hasta 375 g)

Homogeneizar n g de muestra en 3 x n mL de agua de peptona tamponada
precalentada (41,5 £ 1°C)
(375 g en 1,125 ml)

Incubar durante 8-26 horas
a415+1 °C

Si la muestra presenta inhibicion de la PCR, realizar una nueva prueba o una dilucion 1:10 en agua destilada estéril. Si la inhibicion de la PCR sigue
presente, utilizar el tratamiento iQ-Check Purification Reagent o una dilucién de 1en 50 en agua destilada estéril (se requiere una prueba de

verificacion adicional).

2Realizar una dilucion obligatoria de 1 en 10 en la muestra enriquecida con sal de triptona tras la incubacion, antes de proceder con la fase de
extraccion de ADN. Si el extracto de ADN muestra inhibicion de la PCR, proceder a realizar una nueva prueba o utilizar el tratamiento iQ-Check
Purification Reagent o una dilucién de 1 en 10 (en el marco de la certificacién NF VALIDATION). La solucion Free DNA Removal Solution no se ha

evaluado para esta categoria.

8 Para reducir la inhibicién de la PCR para el tipo de alimento del ingrediente, diluir el extracto de ADN en una relacion 1:10 en agua destilada estéril.
Si la inhibicion de la PCR sigue presente, utilizar una mayor relacion de dilucién (p. ej., dilucién 1:50 en agua destilada estéril, se requiere una prueba

de verificacion adicional).

B. Tratamiento de eliminacion de ADN libre (paso opcional)

El Free DNA Removal Solution proporciona una forma ideal de eliminar el ADN libre.

1. Dispensar 10 pL de Free DNA Removal Solution activada en tantos pocillos de una microplaca de
pocillo profundo como numero de muestras deban analizarse.

2. Anadir 100 pL de muestra enriquecida decantada por pocillo.

Nota: para evitar restos de matriz o capas de grasa, pipetear justo por debajo de la capa de
grasa y por encima de cualquier resto en el fondo del tubo.

3. Incubar la microplaca de pocillo profundo en el termoagitador SIN agitaciéna 37 = 2 °C
durante 15-30 min.

4. Proceder al protocolo EZ-Check Lysis utilizando 25 pL de muestra enriquecida tratada con el
EZ-Check Lysis Kit.

Para mas informacion, consultar el manual del usuario para la Eliminacion de ADN libre
(documento n.° 100000253856).
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Protocolo

C. SistemaiQ-Check Prep (opcional)

El sistema iQ-Check Prep se utiliza para automatizar el flujo de trabajo de EZ-Check, incluido el
tratamiento de eliminacion de ADN libre opcional, la extraccion de ADN y la configuracioén de la placa
de PCR en tiempo real.

1. Abrir el software CFX Maestro IDE y seleccionar el protocolo de ensayo "EZ Salmo" en el menu.

2. Asignar tipos de muestra a cada pocillo de la vista de placa seleccionando Desconocido, Control
positivo o Control negativo.

3. Configurar las opciones requeridas para cada pozo (ejemplo: FDRS, dilucién).
4. Hacer clic en "Enviar a iQ-Check Prep" para exportar la lista de trabajo.

5. Transferir un minimo de 500 pL de muestra enriquecida al pocillo apropiado de una placa Deep
Well o0 a tubos de acuerdo con la disposicidn de las placas.

6. Abrir el software iQ-Check Prep en el ordenador del instrumento.
7. Cargar la lista de trabajo transferida en el paso 4.

8. Seguir las instrucciones para cargar manualmente los consumibles (puntas, placas),
los reactivos y las muestras preparadas.

9. Iniciar la ejecucién.

10. Una vez finalizada la ejecucion, retirar la placa de PCR y sellar herméticamente las tiras con
EZ-Check Optical Caps.

11. Colocar EZ-Check PCR Fram en el termociclador. Asegurarse de colocar la placa con el
pocillo A1 en la esquina superior izquierda y cerrar la tapa del instrumento.

Para obtener mas informacion, consultar los manuales de usuario de Maestro Industrial Diagnostic Edition y sistema iQ-Check
Prep.

D. Extraccion de ADN

Recomendaciones generales:
Utilizar un area, equipos y consumibles especificos para realizar este paso.
Encender el calentador-agitador para precalentarlo antes de comenzar la prueba. Ajustarlo a 95-100 °C.

En general, evitar agitar la bolsa de enriquecimiento y recoger grandes fragmentos de restos de
alimento. Para muestras de alimentos con una capa grasa, recoger la muestra justo debajo de esta capa.

Para obtener los mejores resultados, dejar que las tiras de lisis se enfrien sin tocarlas antes de
pipetear el extracto de ADN.
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Protocolo de lisis EZ-Check

1.

3.

Colocar el numero adecuado de tubos de lisis EZ-Check (8 tubos/tira) en el EZ-Check Lysis
Rack. Asegurarse de que los tubos estén completamente insertados en el EZ-Check Lysis Rack.

Golpear suavemente el EZ-Check Lysis Rack sobre la mesa de trabajo para desprender el
reactivo de lisis.

Retirar con cuidado el sello de aluminio de los tubos de lisis.

Nota: el reactivo de lisis EZ-Check puede presentar gotas en el interior del pocillo. Esto no afecta
a la calidad de la extraccion.

4.

Afadir 25 pL de muestra enriquecida a los tubos de lisis. Si se utiliza la solucién de extraccién de
ADN libre, anadir 25 pL de muestras enriquecidas tratadas a los tubos de lisis.

Incubar las tiras de lisis en el agitador-calentador a 1300 rpm durante 15-20 min a 95-100 °C.

Enfriar los tubos de lisis colocando el EZ-Check Lysis Rack sobre la mesa a temperatura
ambiente sin moverlo durante 10-30 min.

En este paso, el protocolo se puede pausar y reanudar mas tarde.

E.

- El extracto de ADN se puede almacenar sellado durante 7 dias a 2-8 °C directamente en
los tubos de lisis EZ-Check con las tapas de almacenamiento de lisis EZ-Check.

- Para el almacenamiento congelado (-25 °C, -15 °C), el extracto de ADN debe transferirse
a un tubo separado y se puede almacenar sellado hasta 30 dias (fuera del ambito de la
validacién AOAC y la validacion NF).

PCR en tiempo real

Configuracion del software e instrumento

Para la configuracion del instrumento y el software, seguir las instrucciones del manual del usuario
del software CFX Maestro, Industrial Diagnostic Edition (IDE).

Preparacion para la deteccién por PCR

1.

2.

Abrir el envase de EZ-Check Salmonella spp. ReadyPCR Strips.

Sacar el numero total de tiras necesarias (hiUmero de muestras mas dos controles) de la bolsa de
aluminio.

Nota: vuelva a sellar correctamente las tiras no utilizadas en la bolsa con el desecante en su interior.

Colocar las ReadyPCR Strips en el soporte EZ-Check PCR Frame asegurandose de que las tiras
estén bien sujetas al mismo. Se recomienda golpear suavemente el soporte EZ-Check PCR Frame
sobre la mesa para asegurarse de que las perlas queden en el fondo de los pocillos de PCR.

Retirar con cuidado el sello de aluminio de cada tira individual y comprobar visualmente la
presencia de una perla de PCR por pocillo. Una vez abiertas, las ReadyPCR strips son estables
hasta 4 hr antes de ser rehidratadas.
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5. Transferir con cuidado 25 pL de extracto de ADN a lo largo de la pared interior de cada pocillo
de las ReadyPCR Strips segun la configuracion de la placa. No aspirar el extracto de ADN del
fondo del tubo de lisis para evitar transferir inhibidores de la PCR al pocillo de PCR.

Nota: una reaccion efervescente indicara que la muestra se ha anadido correctamente al reactivo
de PCR.

6. Para los controles negativos y positivos, transferir con cuidado 25 pL del EZ-Check Negative
Control (NC) y del EZ-Check Salmonella spp. Positive Control (PC) a lo largo de la pared interior
de los pocillos correspondientes de ReadyPCR.

Nota: la PCR debe iniciarse en las 4 hr siguientes a la apertura de la ReadyPCR strip.

7. Opcional: para purificar el ADN, combinar 50 pL de ADN extraido de cada muestra con 200 pL
de iQ-Check Purification Reagent. Pipetear arriba y abajo 5 veces para homogeneizar. Como
alternativa, se puede hacer una dilucion de 1 en 10 del ADN extraido utilizando agua estéril. Este
paso no fue evaluado durante la certificacion NF VALIDATION.

8. Sellar herméticamente los pocillos de las tiras de PCR con las tapas opticas EZ-Check.

9. Colocar el soporte del PCR EZ-Check PCR Frame en el termociclador. Asegurarse de colocar la
placa con el pocillo A1 en la esquina superior izquierda y cerrar la tapa del instrumento.

Preparacion del control de laboratorio (paso opcional)

Los controles de laboratorio se tratan como muestras de alimentos. Se utilizan para validar todo el
flujo de trabajo de EZ-Check. El ADN extraido de los controles de laboratorio se coloca en la placa
de PCR vy se utiliza como controles de la placa de PCR en sustitucion de los controles negativos
y positivos de EZ-Check.

Para que sea vadlido, el control negativo de laboratorio no debe contener ADN de Salmonella spp.
Para que sea valido, el control positivo de laboratorio debe contener ADN de Salmonella spp.
amplificado con valores Cq entre 26 y 36. Consultar el manual del usuario del software CFX Maestro
Industrial Diagnostic Edition (IDE) (documento n.° 10000241897).

El usuario final es responsable de establecer e implementar los controles de laboratorio adecuados.
La validez y fiabilidad de los resultados del EZ-Check Salmonella spp. dependen de la correcta
verificacion, validacion y preparacion de estos controles preparados por el usuario.

Ejecucion de la PCR

Para iniciar la PCR, seguir las instrucciones del manual del usuario del software CFX Maestro IDE
(DIR10000241897).

F. Analisis de los datos

Los datos pueden analizarse directamente al final de la ejecucion de la PCR o mas tarde abriendo el
archivo de datos almacenado. Seguir las instrucciones del manual del usuario del software IDE CFX
Maestro para abrir los archivos de datos y configurar los parametros de analisis de datos.

Interpretacion de los resultados

Una vez establecidos los parametros de analisis de los datos, los resultados se interpretan
analizando los valores Cq de cada muestra (el ciclo en el que la curva de amplificacién cruza el
umbral).

13 | EZ-Check Salmonella spp. Kit



Apartado 8
Protocolo

El software CFX Maestro IDE permite un analisis completamente automatico para los sistemas de
deteccion por PCR en tiempo real de Bio-Rad. Antes de publicar los resultados, debe realizarse una
verificacidn de las caracteristicas tipicas de las curvas de amplificacion. Péngase en contacto con el
equipo de asistencia técnica de Bio-Rad si necesita ayuda adicional.

Controles
Verifique los controles positivos y negativos antes de interpretar los resultados de las muestras.

Para que el experimento sea valido, los controles deben tener los siguientes resultados, resumidos
en la siguiente tabla. De lo contrario, debera repetirse la reaccion.

Deteccion de Salmonella spp. Deteccion de control interno
(canal FAM) (canal HEX)
Control negativo Cq = N/A* 28 =< Cqg =40
Control positivo 26 =Cq =36 No relevante

* El software indica un valor Cq como N/A (no aplicable) cuando la fluorescencia de una muestra no se eleva
significativamente por encima del ruido de fondo y por lo tanto no cruza el umbral.

Si los resultados de los controles negativos y positivos difieren de los de la tabla anterior (control
invalido), repita la corrida y el andlisis que se describen en D. PCR en tiempo real y E. Analisis de
datos en el apartado 7. Protocolo.

Muestras

Una prueba de PCR positiva EZ-Check Salmonella spp. debe mostrar una curva de amplificacion
tipica y un valor Cq =10 para el fluoréforo FAM.

= Siel valor Cq de ambos canales esta por debajo de 10, verifique que la curva de los datos
brutos sea una curva de amplificacion normal (con una linea de base plana, seguida de un
rapido aumento exponencial de la fluorescencia, y luego un aplanamiento). Sila curva
parece correcta, puede considerarse una prueba positiva de Salmonella spp.

Si no hay un valor Cq (Cq = N/A) para FAM, o si la curva no presenta una curva de amplificaciéon
tipica, debe analizarse el control interno de esa muestra.

= Esta muestra se considera negativa en Salmonella spp. si no hay un valor Cq en el canal
FAM y el control interno tiene un valor Cq =28

= Siel control interno tampoco tiene un valor Cq (Cq = N/A), esto probablemente indica la
inhibicidn de la reaccion de PCR. La muestra debe diluirse (utilizando 10 pL de extracto de
ADN, realizar una dilucion 1:10 en agua destilada estéril y, a continuacion, analizar 25 pL de la
dilucion) y la PCR debe repetirse.

= Siel valor Cq del control interno es <28, no sera posible interpretar el resultado. Verificar el
posicionamiento correcto del umbral y que la curva en forma de datos brutos sea una curva
de amplificacidn tipica. Si la curva no presenta una forma caracteristica, sera necesario
repetir la prueba de PCR.
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Apartado 9
Confirmacion de los resultados positivos

La interpretacion de los resultados de la prueba se resume en la siguiente tabla:

Deteccion de Salmonella spp. Deteccion de control interno Interpretacion
(canal FAM) (canal HEX)
Cq=z10 N/A* Positivo
Cq = N/A* Cq=28 Negativo
Cq = N/A* Cq = N/A* Inhibicion**

* El software indica un valor Cg como N/A (no aplicable) cuando la fluorescencia de una muestra no se eleva
significativamente por encima del ruido de fondo y por lo tanto no cruza el umbral.

** Sj tanto la deteccién de la diana como del control interno dan un valor Cq = N/A, el extracto de ADN debe diluirse con una
proporcion de 1 en 10 y analizarse nuevamente.

Si no se cumplen los criterios de validacién, se puede dar una interpretacion invalida. Comprobar
los datos en bruto y proceder como si la muestra se hubiera inhibido.

Apartado 9
Confirmacion de los resultados positivos

En el contexto de la validacion AOAC, un resultado positivo de EZ-Check Salmonella spp. debe
considerarse presuntamente positivo y confirmarse segun un método de referencia adecuado
(por ejemplo, USDA MLG, FDA BAM, ISO, MFHPB, AOAC SMPR, etc.). Como alternativa, extender
10 pL de caldo de enriquecimiento haciendo estrias directamente en RAPID'Salmonella Agar e
incubar durante 24 + 2 hr a 37 £ 1 °C. Cuando la flora interferente sea elevada, transferir 0,5 mL
de cultivo preenriquecido a 10 mL de caldo Rappaport Vassiliadis Soy (RVS) e incubar durante

24 + 3 hra 41,5 £ 1°C. Proceder a extender 10 uL de RVS enriquecido formando estrias en
RAPID'Salmonella Agar. Consultar el método de confirmacion descrito en el manual del usuario
del RAPID'Salmonella Agar (documento n.° 10000126748).

En el contexto del método certificado NF VALIDATION, todos los resultados positivos con el kit
EZ-Check deben confirmarse de la siguiente manera:

1. Utilizando las pruebas clasicas descritas en los métodos normalizados CEN o ISO (incluyendo la
purificacion) directamente desde el caldo de enriquecimiento de APT después del
enriquecimiento de 18 - 26 hr a 37 °C.

2. Extendiendo 10 uL de agua de peptona tamponada haciendo estrias directamente en
RAPID'Salmonella Agar e incubando durante 24 + 2 hr a 37 + 1 °C. Cuando la flora interferente
sea elevada, transferir 0,1 mL de agua de peptona tamponada enriquecida a 10 mL de caldo
Rappaport Vassiliadis Soy (RVS) e incubar durante 24 + 3 hra 41,5 £ 1 °C. A continuacion,
proceder a extender 10 uL de RVS enriquecido formando estrias en RAPID'Salmonella Agar.
Las colonias tipicas se confirman tal y como se describe en el manual del usuario de
RAPID'Salmonella.

3. Utilizando cualquier otro método certificado por NF VALIDATION basado en un principio
diferente al utilizado en el EZ-Check Salmonella spp. Kit. El protocolo validado de este segundo
meétodo debe seguirse integramente, incluyendo el enriquecimiento selectivo de RVS cuando
sea necesario. La confirmacion se lleva a cabo partiendo del caldo de enriquecimiento de BPW
si este paso es comun a ambos métodos.
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Apartado 10
Confirmacion de colonias aisladas usando el kit EZ-Check

En el contexto de la NF VALIDATION, el agua de peptona tamponada enriquecida puede
almacenarse a una temperatura de entre 2 y 8 °C durante un maximo de 72 hr tras la incubacion
a 37 °C antes de llevar a cabo la confirmacion.

En caso de resultados discrepantes entre el EZ-Check Salmonella spp. Kit y cualquiera de las
opciones de confirmacidén enumeradas anteriormente, siga los pasos necesarios para asegurar
resultados validos.

Apartado 10
Confirmacion de colonias aisladas usando el kit EZ-Check

EZ-Check Salmonella spp. Kit también puede usarse para confirmar colonias de Salmonella spp.
aisladas en placas de agar (fuera del ambito de la validacion AOAC). Por favor, consultar el manual
del usuario del producto RAPID'Salmonella Agar (documento n.° 10000126748) para mas
informacién sobre las condiciones de uso.

1. Recoger una colonia aislada de una placa de agar selectivo o no selectivo con un palillo de
dientes, un lazo estéril u otro consumible adaptado (por ejemplo, una punta de pipeta).

2. Resuspender la colonia en 100 uL de agua estéril destilada en un tubo de microcentrifuga.
Homogeneizar en un agitador vortex.

3. Anadir 25 uL de la suspension directamente al reactivo PCR o a la solucién EZ-Check Lysis

y seguir el protocolo EZ-Check Salmonella spp. para la interpretacion de los datos y los
resultados.
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Apartado 11

Aplicaciones del ensayo y validaciones

Apartado 11

Aplicaciones del ensayo y validaciones

El kit EZ-Check Salmonella spp. es especifico para la deteccion de Salmonella genus.

\FICATION
s

NF

VALIDATION
EN ISO 16140

BRD 07/27-07/25

ALTERNATIVE ANALYTICAL
METHODS FOR AGRIBUSINESS

http://nf-validation.afnor.org

. PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 082501

NF Validation

El EZ-Check Salmonella spp. Kit esta certificado por NF VALIDATION como
una alternativa al método de referencia ISO 6579 -1 (2017) para la deteccion
de Salmonella spp. en todos los productos para consumo humano y animal,
asi como en muestras ambientales. La validacién siguio el protocolo de la
norma ISO 16140-2: 2016 e incluye el uso de los sistemas de PCR en tiempo
real CFX Opus 96, CFX Opus Deepwell, CFX96 Touch Deep Well y CFX Duet.
El uso de la solucion iQ-Check Free DNA Removal Solution esta incluido en el
ambito de la validacion para todas las categorias validadas, excepto para los
productos de cacao y chocolate. El uso de iQ-Check Prep System v5 esta
incluido en el ambito de la validacion para todas las categorias validadas.

El software asociado es el CFX Maestro Software IDE V4.0. El APF

"EZ Salmo” esta validado para todas las muestras. Numero de certificado:
BRD 07/27-07/25. Consulte el certificado disponible en el sitio web
http://nf-validation.afnor.org/en para obtener informacion sobre su validez.

Validacion AOAC

EZ-Check Salmonella spp.Kit cuenta con la validacién del Instituto de
Investigacion AOAC conforme a PTM 082501 para la deteccion de
Salmonella spp. en ensalada preparada’ (25 g), carne picada cruda de
vacuno? (375 g), carne picada cruda de pavo? (375 g), pechugas de pollo
crudas? (375 g), enjuague de canal de pollo? (30 mL), carne picada cruda de
cerdo? (375 g), leche desnatada en polvo' (375 g), proteina de suero en
polvo’ (375 g), harina para todo uso' (375 g), queso cheddar’ (375 g), lechuga
romana’ (375 g), mezcla de verduras congeladas’ (375 g), melén fresco
cortado’ (375 g), cacao en polvo' (375 g), mantequilla de cacahuete cremosa’
(375 g), pienso seco para perros’ (375 g), férmula infantil con probiéticos’
(375 g), ajo en polvo' (375 g), brotes de soja’ (375 g), toallita de muestreo
para carne cruda?, superficie de acero inoxidable’ (4" x 4", esponja),
superficie de goma' (1" x 1", hisopo), superficie de hormigén sellado’ (4" x 4",
esponja). Un resultado positivo con el kit EZ-Check se considera no definitivo
y se recomienda confirmarlo siguiendo las recomendaciones del apartado 9
anterior. El APF "EZ Salmo”, el uso del Free DNA Removal Solution y el uso
del CFX Opus Standard, CFX Opus Deepwell, CFX96 Touch Deep Well, y los
sistemas de PCR en tiempo real CFX Duet estdn validados para todas las
muestras. El software asociado es el CFX Maestro IDE Software (versién 4.0

y posteriores).
"Probado con el método de referencia FDA BAM cap. 5
2 Probado con el método de referencia USDA MLG 4.15
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ISO 7218. Microbiology of the food chain — General requirements and guidance for microbiological
examinations.

ISO 6887. Microbiology of the food chain — Preparation of test samples, initial suspension and
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Pasteurized Egg, and Siluriformes (Fish) Products and Carcass and Environmental Sponges.

United States Food and Drug Administration, Center for Food Safety and Applied Nutrition (2024).
Bacteriological Analytical Manual, Chapter 5: Salmonella.
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EZ-Check Salmonella spp. A

E3%D
EZ-Check Salmonellaspp. AR

EZ-Check Salmonella spp. Kit #4715 EZ-Check Lysis Kit —fcfEH (BRS 12018075) -

EZ-Check Salmonella spp. Kit EF528Y PCR F9E A A1,

FAFZENAEET PCR AP EE XL/ TRFBRFRESZER (5I19FRst) , DNA BREBRZER,
K MAN SRS E 3T Bio-Rad S2AF PCR 12§ (%0 CFX Opus 96. CFX Opus Deepwell. CFX96 Touch
Deep Well #1 CFX Duet) #1Tfit1to
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M=BERAREAZEER (ANTP) K418 DNA, MIMZERL B4R DNA B 184, iR T+
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e RAPID'Salmonella Agar
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B3RS 3564705, F#, 500g)

6 | EZ-Check Salmonella spp. Kit

Free DNA Removal Solution (B3RS 3594970)

iQ-Check Purification Reagent
(BRS 12012383)

PIF Supplement (B®%S 12013322, 2g)
RFLAFLR (BRS 3594900)

IERTF 5-50 uL 8§ 20-200 pL % &RBNBRBSTEIE
SRk (B0, B3RS 17010688)

EZ-Check Hf#tEfz= (BRS 12022880)

PCR#&H2: (BRS ECT2000)

S
X

[t
s

N:sE e
PisE=

i

ZIBTTEK
5% EEFIRKREESH

TMFE

B



BT
RERRERNLETBAERE AN
iQ-Check Prep System #%#4

1&ATF Free DNA Removal Solution B9 2 mL o EHIETIEL (BFES 12022468,
HE (BES 17010255) 300 uL X 5760)
RILHFLR (BRS 3594900) e  60mMLIEERR (BRS 12014473)

145
(ELINLLRBIR ETARGHETER N

RREH AXIMEHEFRNRETER, BinE:

https://www.bio-rad.com/en-us/terms-conditions

EERZT AR, FSeBIERAAFERERAXRIET. (XSS EES
MR RE D T IEIBIA IR

BATIE RSN A BEEREIR, HNARIAMEX ZNZENENFE
P BEERENMEEL B # I TEEXRE

ZRNRERTEETRETRFKEENE (FId0, ENISO 7218 1) , THEMEYFH PCR
EESES (N

DIIRREERE (BRE. HEF) EFEIESZERERER
FNRVIEY 18 R NI B RRME X BRAN A BR

A5 HAfRIS 70 fE R

ERAFIZFRIFREMPBIENRRT, NAHITRARRZHBED, UHRFRES
R EHRIIERS R 2R ERENBHE, URMNBNERIETER
KIEFRFE, CHEIMRFEREITRE

fEF 5% HORBFMEMEISHERBETIFTE

EREHFEABREXES LB THEIMNFT. MENITIEIERSE

7 | EZ-Check Salmonella spp. Kit



%75

RIFKRRERNZ LTI RIEIN

= GRZUBNGESTANE ENISO 22174 (B&MEERHHEYF — BTFRNEmRRENR iR X
(PCR) — —MRERMENX) FHBH—RENR

BXELZEENHEMAIREN, BERATLIIER

SRR, #FARERBENATEFERR (FINEHERRK#HITER, BERMAPRER (G0
HiCap Neutralizing Broth. Dey-Engley Neutralizing Broth I Letheen Broth) LUEBRHEZEFIEIR M,
BNEERRPERERAESEMREE SYRPNE AR

=  7E¥TFF ReadyPCR strips 5, HREXETE 4 hr RE T CFX X884, &TF PCRIAFIEAE, Frf8 PCR
BEYTE 18-25°C XA TR ESFRE

= &17 CFX 5CBY PCR R4tEY, MIRKRIFIXERTE, LUIBRIMAEN R RENSESD
= EERASGER, BIGHTERMIIESERIIEHRR

» EOEBEYRS 2RAIFER, K EZ-Check TR ABTEEMREMEL#ITAE

8 | EZ-Check Salmonella spp. Kit



B8 &
1RIERIE

%8 T
£ Y T
BRI ER S SR IPREE A FHAR T,

A.  FEAIEE

fEMART, FEREFERZTFEHEER (20-25°C)o

BT RETIETRIVRERE. FAGENESE (ERERZTANMRSEFEAEFFIRZEREE) M3
B 45 min, EiINEAENIETFE.

ERRE LIRS T 2R,
SRV E AR A TSR E SR,
g0 1SO 6887-4 tT/EFTA, BIKF a-EMEE AT OYEUEN ™ mBVE .

7 NF BIERYIAEEERN, ##AHI& B AE1E 1SO 6887-2 & 1SO 6887-6 WHIFLE. dNT4FAI
B, HANEEET 25 g (FARHITINIR, RIBERPRENNBFEEHITIES, THED.

TERERTAHERNAESR, BEEURTNABMIIEEE,

IR AP TE 2-8°C FMYTEE 72 hr, FA/E#1T EZ-Check RED R,

9 | EZ-Check Salmonella spp. Kit



8 B4y
1RIERIE

EE (RmER) 2

HaHE

HXEE

HBIMAL

% 25 g 3% 25 mL #457F 225 mL BPW 39478 & 1 min

£ 37£1°C T35 18-26 hr

TOEx

1§ 375 g BEASTE 1,125 mL gk (42£1°C) BY BPW H1394°BE 1 min

£ 421+1°C 85+ 10-24 hr

REREBHE. 55, 8]
MEM

SAN
~

'EFf

1.

£ 3711°C i85+ 18-22 hr

ULEYHER. BIRT#)

¥ 375 g #ANTE 1,125 mL BPW H3945B & 1 min

f£37£1°C T3 18-22 hr

1AL NI =N

BRAEY. RMImERNE 1§ 375 g BATEFRINT PIF Supplement 89 1,125 mL BPW #13943384 1 min 7 37+£1°C T1&5% 18-26 hr
JLERF Yk

RTEESE 3§ 375 g #ANTE 1,125 mL Fi#k (42£1°C) B9 BPW #3945 & 1 min 7£ 42+1°C F#EF 18-24 hr
Rt $§ 375 g REASTEFR (3721°C) 9 3,000 mL BPW + 0.5% K,SOs 941584 1 min | T 37£1°C TH&5F 18-26 hr

ENIEAK. EBHA

3§ 325 g ##27E 1,625 mL BPW F39475E & 1 min

7E42+1°C FHEFF8-22 hr

£ 35£2°C EF+ 20-24 hr

EHAR. EHAR

7E421+1°C FHEF8-22hr (375 g)

7£42+1°C FHEF 15-24 hr (325 g)

SRR

1§ 30 mL BRAHERTE 30 mL BPW RYAR S

£ 3711°C IBF+ 18-22 hr

£ 35£2°C EF+ 20-24 hr

EFARER. KEH

FEHEZRTE 200 mL FiEk (4211°C) B9 BPW 5 mTSB 139458 & 1 min

7E 42+1°C 4555 8-22 hr (BPW)

T 42+1°C F1g5 15-24 hr
(mTSB)

FHI#R

3§ 375 g #EA<E 1,125 mL BPW H15455E 4 30 sec

£ 37+1°C TI85+ 18-26 hr

FEN. BHEHEL.
BERIMERE

3% HiCap Neutralizing Broth BEFHiE418:8
1%;&%%3: 10 mL BPW EP%EEjJi&J"j/ﬂ;D 30 sec

BBEETF 60 mL BPW RF&ig4)E S 30 sec

72 37+1°C i85 18-24 hr

LIIFS B ABEIEEIZE RAPID
24N A I PCR MG, mI#TEN,

I TEETR

AT HEZIBKHIT 1:10 HREEBEN,

RATHZABKFFHT 1:50 B8 (FHTIMIMNGENR) -

W{B7ETE PCR %, ®]fEA iQ-Check Purification Reagent MEH B
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1BERIE
NF 393E |
BE (RmER) ! HaHE BAEE
FrE AL RR. oi¥EE . "
. * %25 g 5] 25 mL BT 225 mL BPW H39415EE 1 min f£37£1°C 85T 18-26 hr

PREZNETEFIN

* BFREFEERIESSYNPIAZDERE FNES
HERRE * BEFEF 10 mLBPW hFEYAES 30 sec 1£37+1°C TH&F 18-26 hr

*  EBLEET 60 mLBPW HFE&NYARESE 30 sec
AJAIFNI55R 107 2 LI £-¢ 7l +1°C) i BEHA
';; AR 3 n g BARTE 9 x n mL A (41.511°C) 9 BPW IR A4 75 41,54 1°C T35 18-26 hr
== 3758 (375 g/1,125 mL)
HITAS&E S . EA ° 3 BEAWA
i LAl B ng HATExnmLITA (37 £ 1°C) # BPW HREI9S 2537 + 1°C TS 18-26 /16
== 3758 (375 g/3,375 mL)
EAMKE=SE d e ° \ SBEYA
E_Pf.l_* REm 3 n g BEASTE 3 x nmL Fiifk (41.5 = 1°C) B9 BPW B &394 1415 + 1°C THE%E 8-26 /\id
mE 3758 (375 g/1,125 mL)

LONRBEREI PCRINE], REHEN, ETEZABKPHT 1:10 FREKRN. & PCRIMNEINITFE, RIfERA iQ-Check Purification Reagent 2 IE757%5
HEXEREKFHT 1:50 BB (BHTHINGIENR) -

2753\ DNA IRERS B2 8, HFUHEREERAANSHEEARIHT 1:10 %%, % DNA IZEIRILE PCRIMEI, N#TEM, =KEEM iQ-Check
Purification Reagent %32, 31T 1:10 %% (£ NF IRIEAVINESEEA) o Free DNA Removal Solution FREtFHZFERHITITH,

SATHLES BEIEEN PCR NG, fEXEZARKTHERE 1:10 A9 DNA 128, & PCRINEINDETE, AIEARENHRELL NEXEZAEKPRHIT 1:50
wRE, FHTIMIMNGEWR) o

B. ¥ DNA £R7FH (Mas®)
Free DNA Removal Solution $&fft 7 —#ZEBRiiFE DNA VIR 5%,
1. %% 10 pL BIE1LEY Free DNA Removal Solution AT RILHFLIREIENFLR, B MERIT—MFlo
2. SFLIOA 100 pL IBEFEA,
& B ERERSERETIN, BRNNEREETA. BRER LA#HITEIF,
3. EMRIRHEBRE S RILAILIR, F37E2°CXHETHES 15-30 8, BRHITIR .
4. YRERfFER EZ-Check Lysis I21EARIE, A 25 uL R BAEER DS EZ-Check Lysis Kito

B %5 B152% Free DNA Removal AP35 (X4 S 100000253856) -
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1RIERIE

C. iQ-Check Prep System (/%)

iQ-Check Prep System B FEzhft EZ-Check TIE e, SIERIIKLAVIEE DNA EPRAAIE. DNA HEEXHISE
BY PCR1RIEE.

1. #TFF CFX Maestro IDE #Xff, M3EikFE “EZ Salmo” #ill75 %,

2. BEIEEEFE RE” . PAMXERY 3 TAMNERT , AIRMERNES LS ERERER,
3. ABANFLECEFTRINET (FlN: FDRS. #RE)

4, B#H “&iX3iQ-Check Prep” USH I Y&,

5. RIBRER, BED 500 L WEEHREBZIRFIRMNE LS FLAHETR,

6. FTFNESITEANL LM iQ-Check Prep Software,

7. MBESE 4 PEERNIIEEE,

8. ERUEAFEIMBFEM k. ) . HFFREEFE®D.

9. FHAIETT.

10. BIT5ERSE, BXF PCR1R, FHMEM EZ-Check XFHEZEIF.

11. %% EZ-Check PCRAEZRIANEIMU P WIRFEHE ALFALBWFIRET A LA, HXANEER.

B %5 81551 CFX Maestro Industrial Diagnostic Edition 1 iQ-Check Prep System BB {5/,

D. DNAREX

U2 BEN:

ERTANXEL REMFEMRTRUITE,

WINFERT, FRMPRZRES(GHITIIN. FHIREN 95-100°Co
BERMERRNREARRRFB. ERMFTPEEIEME, RFWERNEU TS,

NIRPREMR, EZEDNAREBYIZHE], IRFBEETATIBER TR L,
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EZ-Check ZfRIZ{ETIZ

1. FREEEM EZ-Check RE (8 B/BXE) BN EZ-Check Lysis Rack, HRHMBERESIEN
EZ-Check Lysis Rack.

2. BRUEASELERFT, EZ-Check Lysis Rack EZRfRIRFI T o
3. DA EERE ERVERERO.

AB . EZ-Check REFAFIATREEFLAM AT BEFZ AR . XASRIIRENGE.

5. BRBEBFMHIFRHEED, F 95-100°C 4T, LL1,300 rpm #&% 15-20 mino
6. 1& EZ-Check Lysis Rack HBZE &S HE L, E=R FEEEZE/D 10-30 min, LUSHAIRMRE,
FUL S BT EEIRIE, THEMEE,

DNA 12EX¥JRI7E EZ-Check Rf#E HEMA EZ-Check HREGFZEHEREFT 7 X, BEN 2-8°Co
MBRERE (-25°CE-15°C) , FGIRENH DNA 5 E Rl EhEH, AIfRFHREK30X
(R7E AOAC I&IEF] NF IIESEREIA) o

E. SERREEEPCR

XIS E

XTSI E , 1EE1E CFX Maestro Industrial Diagnostic Edition (IDE) ZX{4 M F35mH A9 BE,
PCR &l

1. $TFF EZ-Check Salmonella spp. ReadyPCR Strips E2£5%,

2. MIRSERPEHFIRHENKE FEXRMERINENLE) .
E BARERNBRES TR —EERENRERTRNA.

3. ¥4 ReadyPCR Strips JXE&TE EZ-Check PCR Frame L, MREXEFEEETIELR, BiNEREEL
240 EZ-Check PCRAEZR, LUHATR PCR FLARVNERIRERER,
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1BRVERAR

4. INOHIFFEEBE EMERESO, HEURIASD PCRAANREE—K &%F. —BHE,
ReadyPCR strips fEEKATRIRFFSERSKIE 4 hr,

5. KERTMRMWE, R 25 uL DNA RREMEE T FLBIREEDELTEE ReadyPCR Strips H. HI7IMRIFE
JEEBPREX DNA $REXY), LUBESEIF PCRMHEIMIEETEE PCR L9,

i EERNERAFEAEERIMNANE PCRIFH,

6. XTFAMESFMEXER, 3§ 25 uL EZ-Check BRAEFIR (NC) 5 EZ-Check 2/ T A& FRMEXER (PC)
AHERZ ReadyPCR FLEERMIIVCEEFZANN,

¥: PCRIBfTHIMTE ReadyPCR strip FFiB/G 4 hr RIEE0.

7. EDESE: A4k DNA, BEMEARFIZER 50 uL DNASEE T 200 pL A9 iQ-Check Purification
Reagent, ETFIRM 5 RURFRISTRES. &, JLUERLTE/KITIZENE DNA #17 1:10 %%, LtF
IBR1E NF IIERIAERRIE# 1T

8. f¥HM EZ-Check tF&EF PCREXERVFLEEH ™K,

9. ¥§ EZ-Check PCR Frame ETHEIMYF. MFRFEHE AL LN FIRET A LA, HXANBEER.

KHEMRAHE (FEDR)

IR ENRAFABYHEAME, BINRATRIESTEN EZ-Check TIERTE. KELH =N BEFARNIIRZE
DNA#EF PCR Fir L, H1ER PCR RN IBSREA, LUER EZ-Check BRI SBRMEXTHR,

NEERER, SRNEBRUXNBIEEE Y/ TRAER DNA, AFEERER, SREREXBLAEE T
F=TE DNA, BEY 18 Cq BR7E 26 ) 36 Z[8, S CFX Maestro Industrial Diagnostic Edition (IDE)
WP iERE (U445 10000241897),

RARAP ARENHLHE LML EMNE, EZ-Check Salmonella spp ERWAERMSAISEMEUATH
FErI &M BIIERIZE. BIES5HI&.

iZ17T PCR
E PCRIETT, 5I%ER CFX Maestro IDE 2R#EFE A5 (DIR 10000241897) HRAYiHEA,

F. $kiEah

BJ7E PCR BITA RIS T A FERVEIEXHF ER DT R, 5505 CFX Maestro IDE 3R FAtH
BUIRRR, RITHMIEHHIRESRED TS,
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LR
REHESNSHE, TBINHEMEERRN CqE GEESERERRZHNER) REFIQNER,

CFX Maestro IDE ZX{4 A%} Bio-Rad SERRILESE PCR MR ZHITREN B D IT. EEAHRERZH,
ISR 1 ph AR RV B BUHE SN/ — P 3%, B REM Bio-Rad AR ZIFHBA.

R
TERBREE AL R A0, TR R,

AT ELRIE, WROMEE TRAITER, SUWAREFHEIT PCR R,

Y TEEREN PIER S RS
(FAM i@&3i&) (HEX 3&i&)
R4 3t HR Cq=N/A* 28 < Cqg <140
PR XSER 26 <Cg<36 FHEX

* HEARNRAESAHESTERTH, BEXRBIHEN, RESETRCqERN/A (FEA) -

NRFAEMAM X RIERS LRPNERFE (ERXER) , WESE 7HH “RIERE FH
“D. EBY PCR” 1 “E. $UBHM™ HIERAVRIEN 247,
EF: 3
PR EZ-Check Sa/monellaspp. PCR MM B REABRY 18 /ML, H B FAM RKJEHRI Cq & = 10,

WIRFMMEER Cq BT 10, BRERNEIEHATSEERNY Bl (REHENEL,
BERRIRSCAR ST SEEREIEN, REETTIE) . MRMBLKES, WaJRA2 TR RN,

LB FAMCqfE (Cq=N/A) , SRR ZHEY 18EhLk, MHBFDTZEARIRERX R,
» USRI FAM Cq EEREBFTER Cq & = 28, NIRIRFAAPRY 2/ TRE BREZAS,

= MRAHMEMLTE CqE (Cq=N/A) , %3 PCR RECRIEE#1T. FRFAHITHRE (F 10 uL
DNA fRERYI T E#IB7K 1:10 #H#gfE, B 25 L R THaN) HEMH#EIT PCR,

= WIRAEIEE Cq B <28, MEEBRER FRLAERTIREER, NRBKIEHEZESNIER
JBh A IR R A HEANR, WHEEFHIT PCR A,
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£ 985
FRIELE REVHIA
HMEE RN T RFR

P TR B PIERFERAEM -~
(FAM i&;i#) (HEX i&i&)
Cq=>10 N/A* PR
Cq=N/A* Cq=>28 PR
Cq=N/A* Cq=N/A* = Bz

* AEARNRNESRBESTERTH, BXRBIHEN, RERETR CqEAN/A (FEA) -
** HEAMLNFIERX BRI Cq 1B = N/A BT, &30% DNA IREMHR 1:10 REHBEREITIR N,

HARFHRIDEAR AR, AIIATRER. MRFEANRNEIDE], FOERGHIEHEFmEITRN.

E9 R
PETEESREVERIA

AR 2 AOAC K3, BHIYE EZ-Check Salmonellaspp. “ERMN#WRENEYE, HIRBEUNSESZE

(f50%0 USDA MLG. FDA BAM. ISO. MFHPB. AOAC SMPR & 75:%) #1THaik. TE, & 10 uL 1EEH
BFRREZIELE RAPID' SalmonellaAgar, HF 37E1°C1EF 2412 hr, HTFHEBAIGERSH,
3% 0.5 mL FUEEIZFYHIBZE 10 mL Rappaport Vassiliadis Soy (RVS) Bi%7, 7£ 41.5+1°C 125
2413 hro BEE¥E 10 uL BEE RVS RXILZE RAPID’ SalmonellaAgar, Si% RAPID' Salmonella
Agar BFIERE (X495 10000126748) HRiiRBIHaIA T %o

£ NF BIEIAIE A, FRBREY EZ-Check I LR TEE T5 5 E#HITHIA:

1. fERTRE CEN 8¢ ISO AR E N (|Eafk) , 7£37°C T8E 18-26 hr f5,
E#ZM BPW RN ZHIRE.

2. @I 10 uL EE BPW EIZXIZLZE RAPID’ SalmonellaAgar, HF 37+1°C 1257 24+2 hr,
LTI EBHARER SR, 0.1 mL & BPW %% = 10 mL Rappaport Vassiliadis Soy
(RVS) BU3%HR, #HF 41.5£1°C 155 24+3 hr, SABARLE 10 UL HEE RVS RIZ&E RAPID’
SalmonellaAgar. BEESEIIAG EZIESH RAPID’ 2/ JRAERF1E™.

3. EZ-Check Salmonellaspp. Kit SEF{EREMEA NF , BREBREFARG AN E,
W RETEE M AN A R, BETERENIEIT RVS EFMIEEL B, MRXM
FhygEIERZSE, MM BPW EE R #HTHIA.

£ NF 75559, 1EE BPW BITE 37°CIBFERET 2-8°C fiEERK 72 hr, ZIEBHTHIADE.
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% 10 5

5/ EZ-Check B EMINBETER

R EZ-Check Salmonellaspp. Kit #1_EEYIHAERBIAEI Z BINERFA—K, FERHEND
BUABREREX.

210 5

£/ EZ-Check iIXFIEMRINEEE

EZ-Check Salmonellaspp. Kit TRe] B FHIARRIETFIR L2 N DB Y/ TREEE% (F1E AOAC IBIESE
ER) . BXEREM, 15218 RAPID' Salmonella Agar BF8RE (X145 10000126748) o

1. ERFE. TEREMAHEMERAEM (WBRIEIER) MERESEREREEFE TR LIS
BE%.

2. EHEBOER, BEZRENSTT 100 uL ZELEKF. HERRERSRED.

3. ¥ 25 uL &REZNMAN PCRIEFIZMN EZ-Check @ik, HiRHE EZ-Check Sa/lmonellaspp. 121
FTEHITHIBS SRR,

%11 29
it sEFNIEE

EZ-Check Salmonellaspp. Kit 3¢ 2/ I ERBEB R4,

c.t—.“‘mc
NF 383
EN ISO 16140 EZ-Check Salmonella spp. Kit Bi&33 NF IIEIAE, BIfENSE X

ISO 6579 -1 (2017) B9 A%, BFNAEMEENFRE F= @ BIR R
PR Y TR AR, HIFEE 1SO 16140-2: 2016 FAER AR, SR CFX
Opus 96, CFX Opus Deepwell, CFX96 Touch Deep Well #1 CFX Duet SZBY PCR
BRD 07/27-07/25 RS, BREA5I155% /777 mSN, iQ-Check Free DNA Removal Solution F9ERE
R EABIBRIHTITE WANFRAIIERFIMIEIESERE, iQ-Check Prep System v5 I B AN NFR
http://nf-validation.afnor.org BRI IEEE, MEXBHE A CFX Maestro Software IDE V4.0,
“EZ Salmo” APF EXMFRBHATEMIVIE, IEPLS: BRD 07/27-07/25, BX
BUMER, 1BSEML http://nf-validation.afnor.org/en EIRHEAIES,
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. AMAC AOAC &3

RESEARCH INSTITUTE

reaeEvrEaysrrE £Z-Check Salmonellaspp.Kit BB AOAC Research Institute #83& PTM 082501
BT, BTN RPN Y TRER: ARV (258). EFRFK?
(375 g). E£AIBAIAER 2 (375 g). E£IBHIR 2 (375 g). TSR 2 (30 mL).
K2 (375g). s L (375 g). FEEBM (375 g). BAEM ! (375 g).
UHATFER 1 (375g). KHEE ! (375g). REHRIESY L (375g). UBRIGZN !
(375g). BIAIM L (375g). UwhiEERE 1 (375g). TR (375 g). mEEZE) LA
Fi (375 g). KFn# L (375g)s BF (375 g). EFRXFER 2 FHEWRE !

@ x4 , 848 « BREAE! (17 x1” , #F) . HARELRE?

(47 x4” , 84) o EZ-Check HFIRFFSFAMER WA EERYE, BIIREE
LiREE 9 THEIGHTTHEIA.  “EZ Salmo” APF. Free DNA Removal Solution.
CFX Opus Standard, CFX Opus Deepwell, CFX96 Touch Deep Well EAKz CFX
Duet 2B PCR RANEA EXMFIEHEARTEMILIE, KB4 CFX Maestro IDE

Software (4.0 REERZA)
1 5 FDA BAM 35 5 E8E AL 3T
25 USDA MLG 4.15 & /53 Eb 3,

% 12 85

ISO 7218. Microbiology of the food chain — General requirements and guidance for microbiological
examinations.

ISO 6887. Microbiology of the food chain — Preparation of test samples, initial suspension and
decimal dilutions for microbiological examination — Part 1- 6.

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

ISO 16140-2.Microbiology of the food chain — Method validation — Part 2: Protocol for the
validation of alternative (proprietary) methods against a reference method.

United States Department of Agriculture, Food Safety and Inspection Service (2024). Microbiology
Laboratory Guidebook, Chapter 4.15: Isolation and Identification of Salmonella from Meat, Poultry,
Pasteurized Egg, and Siluriformes (Fish) Products and Carcass and Environmental Sponges.

United States Food and Drug Administration, Center for Food Safety and Applied Nutrition (2024).
Bacteriological Analytical Manual, Chapter 5: Salmonella.
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J&151] bio-rad.com/EZCheck THREZEE.,

Bio-Rad #1 EZ-Check 2 Bio-Rad Laboratories, Inc. TR F 2B XA ETo
AXFrERNMEEINYAESBMEEMB.

Bio-Rad
B’O .RAD Laboratories, Inc.

Life Science Website bio-rad.com USA 1800 424 6723 Australia 612 9914 2800 Austria 00 800 00 24 67 23 Belgium 00 800 00 24 67 23
G Brazil 4003 0399 Canada 1 905 364 3435 China 86 21 6169 8500 Czech Republic 00 800 00 24 67 23 Denmark 00 800 00 24 67 23
roup Finland 00 800 00 24 67 23 France 00 800 00 24 67 23 Germany 00 800 00 24 67 23 Hong Kong 852 2789 3300

Hungary 00 800 00 24 67 23 India 91 124 4029300 Israel 0 3 9636050 Italy 00 800 00 24 67 23 Japan 81 3 6361 7000
Korea 82 080 007 7373 Luxembourg 00 800 00 24 67 23 Mexico 52 555 488 7670 The Netherlands 00 800 00 24 67 23

New Zealand 64 9 415 2280 Norway 00 800 00 24 67 23 Poland 00 800 00 24 67 23 Portugal 00 800 00 24 67 23

Russian Federation 00 800 00 24 67 23 Singapore 65 6415 3188 South Africa 00 800 00 24 67 23 Spain 00 800 00 24 67 23
Sweden 00 800 00 24 67 23 Switzerland 00 800 00 24 67 23 Taiwan 886 2 2578 7189 Thailand 66 2 651 8311

United Arab Emirates 36 1459 6150 United Kingdom 00 800 00 24 67 23
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