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Section 1 Introduction

Section 1

Introduction

Conventional bacteriological detection methods are often long and tedious. In comparison, iQ-
Check Escherichia coli 0157:H7 is a simple and rapid qualitative test, allowing the detection of
specific DNA sequences unique to E. coli 0157:H7 found in food products and environmental
samples. Using real-time polymerase chain reaction (PCR), E. coli 0157:H7 specific DNA
sequences are amplified and detected simultaneously by means of fluorescent probes. Up to 94
samples can be processed, with a minimized 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
E. coli O157:H7. The use of this test allows results to be obtained within a few hours following
enrichment of a sample.

Section 2
The iQ-Check E. coliO157:H7 Technology

The iQ-Check E. coli 0157:H7 Kit is a test based on gene amplification and detection by real-time PCR.
Ready-to-use PCR reagents contain oligonucleotides (primers and probes) specific for E. coli 0157:H7,
as well as a DNA polymerase and nucleotides. Detection and data analysis are optimized for use with
a Bio-Rad real-time PCR instrument, such as the CFX96 Touch Deep Well or CFX Opus Deepwell Real-
Time PCR Detection System.

PCR is a powerful technique used to generate many copies of target DNA. During the PCR reaction,
several cycles of heating and cooling allow DNA denaturation followed by primers annealing to the
target region at which point DNA polymerase 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 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 E. coli 0157:H7-specific
DNA sequence. In the absence of target DNA, no fluorescence will be detected. As the amount 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. This control is amplified with a specific
probe at the same time as the E. coli 0157:H7 target DNA sequence and detected by a second fluorophore.

This test allows the qualitative detection of E. coli 0157:H7 in select foods and environmental samples
previously enriched by culture. It includes the following main steps:

Optional: .
Enrichment Free DNA DNA Real-Time Data aAnndalysus
St Extraction PCR Interpretation

Solution*

*Please refer to the user guide of the iQ-Check Free DNA Removal Solution (#10000058391) for
the conditions of use.
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Section 3 Kit Components

Section 3

Kit Components

The iQ-Check E. coli 0157:H7 Kit contains sufficient reagents for 96 tests (94 samples).

Reagent ID Reagent Quantity Provided, ml

A Lysis reagent 1 bottle, 20

B Fluorescent probes 1tube, 0.55

C Amplification mix 1tube, 4.4

D PCR negative control 1tube, 0.5

E PCR positive control 1tube, 0.25

F Lysis beads 1 bottle (17.6 g)
Section 4

Shelf Life and Storage

Once received, the kit must be stored at 2-8°C. Reagents stored at this temperature can be used
until the expiration date indicated on the tubes.

Section 5

Materials Required but Not Supplied

Equipment
. Lab paddle blender for homogenizing test samples
»  Incubator for sample microbiological enrichment

s Specific for extraction in sterile 1.5 ml conical screwcap tubes:
— Benchtop centrifuge capable of 10,000-12,000 x g
— Dry heat block at 37 £ 2°C and/or 95-100°C

s Specific for extraction in deep well plate:

— Heating thermoshaker/agitator-incubator* capable of maintaining 37 + 2°C and/or
95-100°C, with a mixing speed of at least 1,300 rpm

] Vortexer
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Section 5 Materials Required but Not Supplied

Magnetic stir plate
20, 200, and 1,000 ul micropipets
Tips for repeat pipettors; sterile, individually packaged

Bio-Rad real-time PCR system;* for example, the CFX96 Touch Deep Well (catalog
#3600037) or CFX Opus Deepwell (catalog #17007991) Real-Time PCR Systems

Bio-Rad iQ-Check Prep System for automated DNA extraction and PCR plate setup
(catalog #3594911)

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.

Supplies

Enrichment medium: buffered peptone water (for example, BPW Plus catalog #3564684,
dehydrated, 500 g; 3554179, 225 ml x 6 bottles; 3555789, 2.3 L x 5 bags; 3555790, 5 L x
2 bags. BPW Standard catalog #12013259, dehydrated, 500 g; 12013258 dehydrated, 5 kg;
12013260 5L x 2 bags)

iQ-Check Free DNA Removal Solution (catalog #3594970)
STEC supplement (catalog #3564005)

iQ-Check Purification Reagent (catalog #12012383)
Specific for environmental samples

— Environmental sponges

— Environmental swabs

— Neutralizing broth for sponges and swabs, such as Dey-Engley (D/E) or HiCap Neutralizing
Broth, or Letheen broth

Specific for extraction in tubes

— 1.5 ml conical screwcap tubes, sterile (catalog #17010678)

Specific for extraction in a deep well plate

— 96-well deep well plate (iQ-Check Deep Well Microplates, catalog #3594900)
— Plastic sealing film (TeSeE NSP Plastic Sealing Film, catalog #3590139)

— PCR plate sealing film (X-Pierce Films, catalog #3593977, or Pre-Pierced Plate Sealing
Film, #3600040, North America only)

Specific for iQ-Check Prep System:

— 60 ml dilution container (catalog #12014473)

— Filter tips (catalog # 12014486, 50 pl x 5,760; 12014483, 1,000 pl x 3,840)
— PCR mix tubes (catalog #12016673, 5 ml x 25)

PCR plates, tubes, sealing tape, and caps

Sterile filter tips adaptable to 20, 200, and 1,000 pl micropipets
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Section 6 Safety Precautions and Recommendations for Best Results

»  Tips for Combitip pipets or equivalent repeat pipettors; sterile, individually packaged
» 2 and 5 ml sterile test tubes

»  RAPID'E.coli 0157:H7 agar (catalog #3564748, 100 g) supplemented with novobiocin and
potassium tellurite (can be used outside the scope of AOAC validation)

»  For confirmations: CT-SMAC agar, plus 0157 and H7 latex tests
»  Powder-free gloves

» Distilled sterile water

L] Bleach, 5%

s Cleaning agent such as DNA AWAY or RNase AWAY

Section 6
Safety Precautions and Recommendations for Best Results

s 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 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
— Vortex reagents 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 work spaces periodically with 5% bleach and other decontaminating agents such as
DNA AWAY

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

» ltis strongly advised to follow the general requirements described in the standard EN ISO
22174:2024 (Microbiology of food and animal feeding stuffs — Polymerase chain reaction
(PCR) for the detection of food pathogens — General requirements and definitions)

" iQ-Check E. coli 0157:H7 Kit

— All substances or mixtures in the test kit are classified products, according to the Globally
Harmonized System (GHS). Contact with acids may cause release of toxic gases. No
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Section 6 Safety Precautions and Recommendations for Best Results

special precautions are necessary if used correctly. If the product is inhaled, supply fresh
air and consult a doctor in case of complaints. After eye contact with the product, rinse
opened eye for several minutes under running water. If the products are swallowed, induce
vomiting and call for medical help

s iQ-Check Prep System

Improper use of the iQ-Check Prep System may cause personal injury or damage to the
instrument. Some components may pose a risk of personal injury due to excessive heat if
improperly handled. For safe use, the iQ-Check Prep System must be operated only by
qualified laboratory personnel who have been appropriately trained. Servicing of
instrument must be performed only by Bio-Rad field service engineers

=  CFX96 Touch Deep Well or CFX Opus Deepwell Real-Time PCR Detection System

Improper use of the CFX96 Touch or CFX Opus Deep Well Real-Time PCR Detection
System may cause personal injury or damage to the instrument. Some components may
pose a risk of personal injury due to excessive heat if improperly handled. For safe use, the
CFX96 Touch or CFX Opus Deep Well Real-Time PCR Detection System must be operated
only by qualified laboratory personnel who have been appropriately trained. Servicing of
instrument must be performed only by Bio-Rad Field Service Engineers

] Enrichment

The user should read, understand, and follow all safety information in the instructions for
the iQ-Check E. coli 0157:H7 Kit. Retain the safety instructions for future reference. To
reduce the risks associated with exposure to chemicals and biohazards, perform pathogen
testing in a properly equipped laboratory under the control of trained personnel. Always
follow standard laboratory safety practices, including wearing appropriate protective
apparel and eye protection while handling reagents and contaminated samples. Avoid
contact with the contents of the enrichment media and reagent tubes after amplification.
Dispose of enriched samples according to current industry standards

Pathogenic E. coli is a Biosafety Level 2 or 3 organism. Biological samples such as
enrichments have the potential to transmit infectious diseases. Follow all applicable local,
state/provincial, and/or national regulations on disposal of biological waste. Wear
appropriate protective equipment, which includes but is not limited to: protective eyewear,
face shield, clothing/lab coat, and gloves. All work should be conducted in properly
equipped facilities utilizing the appropriate safety equipment (for example, physical
containment devices). Individuals should be trained in accordance with applicable
regulatory and company/institution requirements before working with potentially infectious
materials

When testing is complete, all materials and media possibly containing pathogens should be
decontaminated following current industry standards for the disposal of contaminated
waste (that is, autoclave for 20 min at 120°C). Consult the Safety Data Sheet for additional
information and local regulations for disposal
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Section 7 Protocol

Section 7

Protocol

A. Sample Enrichment

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

The use of an enrichment bag with incorporated filter is highly recommended

Enrichment media must be at the appropriate incubation temperature (37°C or 41.5°C when

required) before use.

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

The iQ-Check E. coli 0157:H7 kit is part of the USDA MLG 5C.02 standard method and can be used
following the enrichment indicated in the method.

Scope (Matrices)

NF VALIDATION BRD 7/15-06/08
Sample Preparation

Enrichment/DNA Extraction

Raw meat (excluding
poultry)2 (25 g)

Homogenize n g sample in 9 x n ml BPW
(25 gin 225 ml)

Easy Il extraction
= Incubate 8-16 hr
at 415 £ 1°C
=  Tube/deep well format

Raw meat (excluding
poultry)"? (375 g)

Scope (Matrices)

Homogenize n g sample in 3 x n ml BPW
(375 gin 1,125 ml)

AOACPTM 020801
Sample Preparation

Easy Il extraction
* Incubate 10-18 hr
at 41.5 £ 1°C
= Tube/deep well format

Enrichment/DNA Extraction

Raw ground beef, fresh
spinach, apple cider (25 g)’

Homogenize n g sample in 9 x n ml prewarmed BPW
(25 gin 225 ml)

Easy | extraction
= Incubate 8-24 hr
at 41.5 £ 1°C
= Tube/deep well format

Raw ground beef (25 g)"2

Homogenize n g sample in 9 x n ml prewarmed BPW
(25 gin 225 ml)

Standard Il extraction

= Incubate 8-12 hr at 36 = 1°C

= Tube/deep well format

Raw ground beef
and raw beef trim'3
(375 g)

Homogenize n g sample in 3 x n ml prewarmed BPW
(375 g in 1,125 ml)

Easy Il extraction
= Incubate 8-22 hr
at 41.5 £ 1°C
= Tube/deep well format

Fresh spinach™®
(375 9)

Homogenize n g sample in 3 x n ml prewarmed BPW
(375 g in 1,125 ml)

Easy Il extraction
= Incubate 10-22 hr
at41.5 +1°C
=  Tube/deep well format

Raw chicken with and without
skin, mechanically separated
chicken and raw ground pork
(259)

Homogenize n g sample in 9 x n ml prewarmed BPW
(25 gin 225 ml)

Easy Il extraction
= Incubate 8-22 hr
at 41.5 £ 1°C
=  Tube/deep well format

MicroTally swab"#

Homogenize swab in 200 ml prewarmed BPW by
stomaching or hand massaging for 30 sec

Easy Il extraction
* Incubate 8-22 hr
at 41.5 £ 1°C
= Tube/deep well format
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Section 7 Protocol

Environmental surface Homogenize swabs in 10 ml prewarmed BPW by Easy Il extraction
samples vortexing or shaking vigorously for 10 sec = Incubate 8-24 hr
at 41.5 £ 1°C
Homogenize sponges in 60-90 ml prewarmed BPWn = Tube/deep well format
by stomaching or hand massaging for 30 sec

T Validation also includes the use of the “0157_H7 Fast" Application Protocol File for a reduced PCR run time. Contact your
Bio-Rad representative for more information.

2 Protocol for simultaneous detection of Salmonelia.
3 Harmonized protocol with iQ-Check Salmonella Il and iQ-Check STEC VirX Kits
4Harmonized protocol with iQ-Check STEC VirX Kit

B. Free DNA Removal Treatment

The iQ-Check Free DNA Removal Solution (catalog #3594970) provides an ideal way to get rid of
free DNA (outside the current scope of AOAC and NF validations). Follow Bio-Rad's
recommendations in the user guide.

C. DNA Extraction

General recommendations:

1. Turn on the heat block or thermoshaker to preheat before starting the test. Set it to 95-100°C.
Keep the lysis reagent in suspension while pipetting by stirring at medium speed on a
magnetic stir plate.

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

3. Open tubes and wells carefully to avoid any possible cross contamination.
4. Cool the deep well plate before pipetting directly through pre-pierced sealing film.

5. Use the magnetic bar to keep the lysis reagent in suspension. Pipet while it is stirring at
medium speed.

6. Gently shake the lysis reagent by hand first to resuspend the resin. Then pipet while it is
stirring at medium speed with the magnetic bar contained in the bottle, in order to keep it in
suspension.

7. Reconstitute the final lysis reagent as follows:
a. Carefully pour all the contents from reagent F (lysis beads) into reagent A (lysis reagent).

b. Use consumables with a wide enough tip to allow pipetting of the homogenized lysis
reagent.

c. The lysis reagent mixed with lysis beads (reagents A + F) has a shelf life of 6 months
when stored at 4°C.

Standard Il Protocol

1. Collect 1 ml of decanted enriched sample into a tube or in a well of a deep well plate. Seal the
deep well plate with a plastic film.

7 | i1Q-Check E. coli O157:H7 Kit



Section 7 Protocol

2. Centrifuge tubes at 10,000-12,000 x g for 5 min. Discard the supernatant. Centrifuge deep
well plates at 2,250 x g for 20 min and discard supernatant manually or using the DW40.

3. Add 200 pl of homogenized lysis reagent (reagents A + F) to the pellet and resuspend pellet
by pipetting the reagent up and down. Close tubes or seal deep well plate with pre-pierced
sealing film.

Note: Gently shake lysis reagent by hand first to resuspend the beads.

4. Place tube in the cell disruptor for 3 = 1 min, or shake deep well plate in the plate agitator-
incubator at 1,300-1,600 rpm at 95-100°C for 15-20 min.

5. Incubate in the appropriate heat block at 95-100°C for 10-15 min.

6. Vortex tubes at high speed and centrifuge at 10,000-12,000 x g for 5 min. Centrifuge deep
well plate at 2,250 x g for 2 min.

This is the recommended stopping point for temporarily stopping the procedure.

The supernatant can be stored for up to 1year at -20°C. Always allow it to thaw and homogenize,
and then centrifuge at 10,000-12,000 x g for 5 min before reusing.

Easy | Protocol

1. Aliquot 100 pl of homogenized lysis (reagent A) to tubes or wells of a deep well plate.

2. Add 100 pl of enriched sample. Mix by pipetting up and down and close the tube with caps or
seal the deep well plate with pre-pierced sealing film.

3. Incubate in the appropriate heat block at 95-100°C for 10-15 min or in the plate thermoshaker
for 15-20 min at 1,300 rpm.

4. \Vortex tubes at high speed.
5. If using a deep well plate, allow it to cool to room temperature (20-25°C).

6. Centrifuge tubes at 10,000-12,000 x g for at least 2 min. Centrifugation is not needed for deep
well plate.

This is the recommended stopping point for temporarily stopping the procedure.

The supernatant can be stored for up to 1year at —20°C. Always allow it to thaw and homogenize,
and then centrifuge at 10,000-12,000 x g for 5 min before reusing.

Easy Il Protocol

1. Aliquot 100 pl of homogenized lysis reagent (reagents A + F) to the wells of a deep well plate.
Note: Gently shake the lysis reagent by hand first to resuspend the beads.

2. Add 100 pl of enriched sample.

3. Mix the solution by pipetting up and down until homogenized.

4. Close the tubes or seal the deep well plate with pre-pierced sealing film.

5

Place tubes in the cell disruptor for 3 = 1 min. Incubate tubes in the heat block at 95-100°C for
10-15 min.
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Section 7 Protocol

6. If using the thermoshaker for the tube or deep well format, incubate the tubes or deep well
plate in the thermoshaker under agitation at 1,300 rpm at 95-100°C for 15-20 min.

7. Vortex tubes at high speed, and then centrifuge at 10,000-12,000 x g for at least 2 min.
Centrifugation is not needed for deep well plate.

This is the recommended stopping point for temporarily stopping the procedure.

The supernatant can be stored for up to 1year at —20°C. Always allow it to thaw and homogenize,
and then centrifuge at 10,000-12,000 x g for 5 min before reusing.

D. Real-Time PCR

Instrument and Software Setup

For instrument and software setup, follow the instructions in the real-time PCR system user guide
for iQ-Check Kits.

PCR Mix Preparation

1. Prepare a PCR mix containing the amplification solution (reagent C) and the fluorescent
probes (reagent B). The volume of PCR mix needed depends on the number of samples and
controls to be analyzed. At least one positive and one negative control must be included in
each PCR run. Use the pipetting table in the Appendix to find the correct volumes to use for
each reagent.

Note: Use the PCR mix (reagent B + C) immediately after preparation. It is stable for 1 hr maximum
at 2-8°C.

2. Pipet 45 pl of the PCR mix into each well according to your plate setup.

3. Add 5 pl of sample, reagent D (negative control), or reagent E (positive control). Do not vortex
the sample before pipetting. Hermetically seal the wells of the plate or strips. It is important to
avoid bubbles at the bottom of the wells by pipetting carefully. As an optional step, centrifuge
the sealed PCR plate or tube strips (quick spin) to eliminate any bubbles.

4. Place the plate or strips in the thermal cycler. Be sure to place the plate with the A1 well at the
upper left corner. Close the reaction module.

Run PCR

To start the PCR run, follow instructions in the real-time PCR system user guide for iQ-Check Kits.

E. Data Analysis

Data can be analyzed directly at the end of the PCR run or at a later time by opening the stored
data file. Follow instructions in the corresponding CFX Manager IDE Software or 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 Manager IDE Software or CFX Maestro IDE Software allows complete automated analysis for
Bio-Rad real-time PCR detection systems. Verification of the typical characteristics of the
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Section 7 Protocol

amplification curves should be performed prior to releasing results. Contact your local Bio-Rad
technical support team for additional support.

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.

E. coli0157:H7 Detection Internal Control Detection
(FAM channel) (HEX channel)
Negative control Cq = N/A* 28 < Cq =40
Positive control 26 =< Cqg =36 NA

* 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 Controls table (invalid control),
repeat the run and analysis described in D. Real-Time PCR and E. Data Analysis in Section 7
Protocol.

Samples

A positive iQ-Check E. coli 0157:H7 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 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 E. coli 0157:H7 sample

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 then be analyzed:

s Ifthereis no Cq value for FAM and the internal control has a Cq = 28, this sample is
considered as a negative E. coli 0157:H7 sample

s If the internal control also has no Cq value (Cq = N/A), this probably indicates inhibition of the
PCR reaction. Dilute the sample (perform a 1:10 dilution in distilled sterile water using 10 ul of
DNA extract), use 5 pl of the dilution for amplification, and repeat the PCR test

s If the Cq value for the internal control is <28, it is not possible to interpret the result. Verify
that the threshold was correctly placed, or that the raw data curve is a regular amplification
curve. If the curve does not have a characteristic shape, it will be necessary to repeat the PCR
test
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Section 8 Confirmation of Positive Results

Interpretation of sample results is summarized in the following table:

E. coli0157:H7 Detection Internal Control Detection Interpretation
(FAM) (HEX channel)
Cg=10 NA Positive.
Cqg =N/A Cq> 28 Negative
Cq=N/A Cq=N/A Inhibition*

* When both targetand internal control detection give a Cq value = N/A, the sample must be diluted 1/10 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.

Section 8

Confirmation of Positive Results

In the context of the NF VALIDATION certified method, all positive iQ-Check E. coli 0157:H7 results
must be confirmed in the following ways:

1. Using classic tests described in the standardized methods CEN or ISO by going back to the
sample.

2. Using one of the following two methods, starting from the BPW enrichment:

a. Isolation on CT-SMAC agar (with or without an immunoseparation step first), followed by
isolation of colonies on nonselective agar, then 0157 and H7 latex tests on 1-3
characteristic colonies.

b. Isolation on RAPID'E.coli 0157:H7 chromogenic medium, with an immunoseparation step
first, followed by isolation of colonies on nonselective agar, then 0157 and H7 latex tests
1-3 on characteristic colonies. Refer to the confirmation method in the RAPID'E.coli
0157:H7 chromogenic media user guide

In the case of discrepant results between the iQ-Check E. coli 0157:H7 Kit and one of the
confirmation options listed above (particularly by latex tests), follow the necessary steps to ensure
valid results, for example, adding an immunoseparation step and then isolating on CT-SMAC or
RAPID'E.coli 0157:H7 agar.

In the context of the AOAC PTM validated method, a positive iQ-Check E. coli 0157:H7 result is
presumed to be positive, and confirmation according to an appropriate reference method (for
example, USDA MLG or FDA BAM) is recommended.

11 [ iQ-Check E. coli O157:H7 Kit



Section 9 Confirmation of Single Colonies Using iQ-Check Kit

Section 9

Confirmation of Single Colonies Using iQ-Check Kit

The iQ-Check E. coli 0157:H7 Kit may also be used for confirming single isolated E. coli 0157:H7
colonies on agar plates.

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 tryptone salt or distilled sterile water in a microcentrifuge tube.
Homogenize using a vortexer.

3. Use 5 pl of the suspension with 45 pl of PCR mix (see D. Real-Time PCR in Section 7 Protocol)
and follow the rest of the iQ-Check E. coli 0157:H7 protocol for the data and results

interpretation.

Note that colony confirmation can be performed in accordance with the protocol described in the
USDA MLG 5C.00 method.

Section 10

Test Performance and Validations

\FICATION
P

NF

VALIDATION
EN IS0 16140

BRD 07/15 — 06/08

ALTERNATIVE
ANALYTICAL METHODS
FOR AGRIBUSINESS

http://nf-validation.afnor.org

TICENSE NUMBER

VJAOAC

C

RESEARCH INSTITUTE

e O157:H7 from raw ground beef (25 and 375 g), raw beef trim (375 g), raw

iQ-Check E. coli 0157:H7 (Easy Il Protocol) is certified NF VALIDATION as an
alternative method to the reference method ISO 16654 (July 2001) and its
amendment A1 (June 2017), for the detection of E. coli O157:H7 in raw meat
(excluding poultry meats) in 25 and 375 g samples. The validation followed the
protocol of the NF EN ISO 16140-2:2016 standard, and includes the use of the
CFX96, CFX96 Deep Well and CFX Opus Deepwell Real-Time PCR Systems.
The associated software program is CFX Manager Software IDE (V2.2 and
later) or CFX Maestro Software IDE (version 4.0 and later) and the O157_H7
Fast APF. Certificate number: BRD 07/15-06/08. Valid until: For more
information about the end of validity of the NF VALIDATION certification,
please refer to the certificate available on the website
http://nf-validation.afnor.org/en

iQ-Check E. coli 0157:H7 has been validated by the AOAC-Research Institute
under the Performance Tested Method Program for detection of E. coli

boneless chicken breast without skin (25 g), raw chicken thigh with skin (25 g),
mechanically separated chicken (25 g), raw ground pork (25 g), fresh spinach
(25 and 375 g),apple cider (25 ml) and MicroTally swabs (4" x 4" surface area).
Standard Protocol Il has also been validated by AOAC-RI for the simultaneous
detection of E. coli 0157:H7 and Salmonella spp. in raw ground beef. A positive
result with iQ-Check should be considered presumptive and it is recommended
that it be confirmed by standard reference methods. Certificate number
020801.
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Appendix — PCR Mix Calculation Guide

Appendix — PCR Mix Calculation Guide

To find the correct volumes to use when preparing the PCR mix, add the total number of samples
and controls to be analyzed and find the corresponding volumes of reagent B and reagent C in the
table.

Total Number Probes Amplification Total Number Probes Amplification Total Number Probes Amplification

of Samples and Reagent B, Mix of Samples and Reagent B, Mix of Samples and Reagent B Mix
Controls Ml Reagent C, ul Controls Ml Reagent C, pl Controls ul Reagent C, ul
1 5 40 33 178 1.400 65 351 2.800
2 n 86 34 184 1,500 66 356 2,900
&) 16 130 35 189 1.500 67 362 2,900
4 22 173 36 194 1,600 68 367 2,900
5) 27 216 37 200 1.600 69 373 3.000
6 32 259 38 205 1,600 70 378 3,000
7 38 302 39 21 1,700 71 383 3,100
8 43 346 40 216 1,700 72 389 3,100
9 49 389 41 221 1.800 73 394 3.200
10 54 432 42 227 1,800 74 400 3,200
" 59 475 43 232 1.900 75 405 3.200
12 65 518 44 238 1,900 76 410 3,300
13 70 562 45 243 1,900 77 416 3,300
14 76 605 46 248 2,000 78 421 3,400
15 81 648 47 254 2,000 79 427 3.400
16 86 691 48 259 2,100 80 432 3,500
17 92 734 49 265 2,100 81 437 3.500
18 97 778 50 270 2,200 82 443 3,500
19 103 821 51 275 2,200 83 448 3.600
20 108 864 52 281 2,200 84 454 3,600
21 n3 907 53 286 2,300 85 459 3,700
22 119 950 54 292 2,300 86 464 3,700
23 124 994 55 297 2,400 87 470 3.800
24 130 1,000 56 302 2,400 88 475 3,800
25 135 1.100 57 308 2,500 89 481 3.800
26 140 1,700 58 313 2,500 90 486 3,900
27 146 1.200 59 319 2,500 91 491 3.900
28 151 1,200 60 324 2,600 92 497 4,000
29 157 1,300 61 329 2,600 93 502 4,000
30 162 1.300 62 335 2,700 94 508 4,100
31 167 1,300 63 340 2,700 95 513 4,100
32 173 1,400 64 346 2,800 96 518 4,100
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iIQ-Check E. coliO157:H7 Kit

Guide d'utilisation

Test pour la détection par PCR en temps réel d'Escherichia coli
0157:H7 dans les échantillons alimentaires et environnementaux

Référence — N° 3578114
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Section 1 Introduction

Section 1

Introduction

Les méthodes traditionnelles de détection bactériologique sont souvent chronophages et
fastidieuses. En comparaison, la méthode iQ-Check Escherichia coli O157:H7 constitue un test
qualitatif rapide et simple permettant la détection de séquences d'ADN spécifiques d’E. coli 0157:H7
dans les échantillons alimentaires et environnementaux. Grace a la technique d'amplification en
chaine par polymérase (PCR) en temps réel, la séquence d'ADN spécifique d'E. coli O157:H7 est
amplifiée et détectée simultanément au moyen d'une sonde fluorescente. Il est possible de traiter
jusqu'a 94 échantillons, 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 d’E.
coli 0157:H7. La mise en ceuvre de ce test permet I'obtention de résultats en quelques heures apres
I'enrichissement d'un échantillon.

Section 2
Technologie iQ-Check E. coli0157:H7

Le kit iQ-Check E. coli 0157:H7 est un test basé sur I'amplification et la détection des genes par PCR
en temps réel. Les réactifs de PCR préts a I'emploi contiennent des oligonucléotides (amorces et
sondes) spécifiques d'E. coli O157:H7, ainsi que de I'ADN polymérase et des nucléotides. La
détection et I'analyse des données sont optimisées pour Il'utilisation avec un instrument de PCR en
temps réel Bio-Rad, comme le CFX96 Touch Deep Well System ou le CFX Opus Deepwell System.

La PCR (amplification en chaine par polymérase) est une technique puissante utilisée pour générer
de nombreuses copies d'ADN cible. Durant la PCR, la succession de cycles de chauffage et de
refroidissement permet une dénaturation de I'ADN, suivie par 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 (dNTP), 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 propre a E. coli O157:H7. 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 l'intensité
de la fluorescence en fonction du nombre de cycles.

Le mélange réactif du kit comprend un contr6le interne d’ADN synthétique. Ce contrdle est amplifié
avec une sonde spécifique en méme temps que la séquence d'ADN cible d’E. coli 0157:H7 et détecté
par un second fluorophore.
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Section 3 Composants du kit

Ce test permet la détection qualitative d'E. coli 0157:H7 dans les échantillons alimentaires et
environnementaux sélectifs préalablement enrichis par culture. Il comprend les étapes principales
suivantes :

En option : Analyse et
_ Free DNA Extraction PCR en interprétation
Enrichissement Removal de I'ADN temps réel des
Solution* données

*Se référer au guide d'utilisation d'iQ-Check Free DNA Removal Solution (n° de référence
10000058391) pour les conditions d'utilisation.

Section 3

Composants du kit

Le kit iQ-Check E. coli 0157:H7 contient suffisamment de réactifs pour 96 tests (94 échantillons).

ID réactif Réactif Quantité fournie, ml
Réactif de lyse 1flacon, 20

B Sondes fluorescentes 1tube, 0,55

C Mélange d'amplification Ttube, 4,4

D Contréle négatif PCR 1tube, 0,5

E Contrdle positif PCR 1tube, 0,25

F Billes de lyse 1flacon (17,6 g)

Section 4

Durée de conservation et stockage

Aprés réception, le kit doit étre stocké a 2-8 °C. Les réactifs stockés a cette température peuvent
étre utilisés jusqu'a la date d'expiration indiquée sur les tubes.

Section 5
Matériel requis non fourni

Matériel
= Stomacher pour homogénéiser les échantillons de test

= Incubateur pour I'enrichissement microbiologique des échantillons

2 | iQ-Check E. coli 0157:H7 Kit



Section 5 Matériel requis non fourni

Matériel spécifique pour extraction en tubes coniques a bouchon fileté 1,5 ml stériles :
- Centrifugeuse de paillasse 10 000-12 000 x g

- Bloc de chauffage a sec a 37 = 2 °C et/ou 95-100 °C

Matériel spécifique pour extraction en plaque Deep Well :

- Agitateur-incubateur* capable de maintenir une température de 37 + 2 °C et/ou 95-100 °C,
avec une vitesse de mélange d'au moins 1300 rpm

Agitateur-mélangeur vortex

Plaque d'agitation magnétique

Micropipettes de 20, 200 et 1 000 pl

Embouts pour pipettes a répétition ; stériles, emballés individuellement

Systeme de PCR en temps réel de Bio-Rad*, par exemple CFX96 Touch Deep Well System
(n° de référence 3600037) ou CFX Opus Deepwell System (n° de référence 17007991)

Bio-Rad iQ-Check Prep System pour I'extraction automatisée d’'ADN et la préparation des
plaques de PCR (n° de référence 3594911)

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

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

Produits

Milieu d'enrichissement : eau peptonée tamponnée (EPT) (par exemple, BPW Plus n° de
référence 3564684, base déshydratée, 500 g ; 3554179, 225 ml x 6 flacons ; n°® de référence
3555789, 2,3L x5 poches; 3555790, 5L x2 poches. BPW Standard, n° de référence
12013259, base déshydratée, 500 g; n° de référence 12013258, base déshydratée, 5kg;
12013260 5 L x 2 poches)

iQ-Check Free DNA Removal Solution (n° de référence 3594970)
STEC Supplement (n° de référence 3564005)

iQ-Check Purification Reagent (n°® de référence 12012383)
Produits spécifiques pour les échantillons environnementaux

- Eponges d'échantillonnage environnemental

- Ecouvillons d'échantillonnage environnemental

- Bouillon neutralisant pour éponges et écouvillons, par exemple, Dey-Engley (D/E), HiCap
ou Letheen

Produits spécifiques pour extraction en tubes
- Tubes coniques a bouchon fileté 1,5 ml, stériles (n° de référence 17010678)
Produits spécifiques pour extraction en plaque Deep Well

- Plaque Deep Well, 96 puits (iQ-Check Deep Well Microplates, n°® de référence 3594900)
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Section 6 Mesures de sécurité et recommandations pour des résultats optimaux

- Film a sceller en plastique (TeSeE NSP Plastic Sealing Film, n°® de référence 3590139)

- Film a sceller pour plaque PCR (X-Pierce Films, n°® de référence 3593977, Pre-Pierced Plate
Sealing Film, n° de référence 3600040, Amérique du Nord uniquement)

Produits spécifiques pour iQ-Check Prep System :
- Récipient de dilution 60 ml (n° de référence 3594904)

- Embouts a filtre (n° de référence 3594902 ou 12014486, 50 ul x 5760 ; n° de référence
3594903 ou 12014483, 1000 pl x 3 840)

- Tubes de mélange de PCR (n° de référence 12016673, 5 ml x 25)
Plaques, tubes, ruban a sceller et bouchons pour PCR
Embouts filtrants stériles adaptables pour micropipettes de 20, 200 et 1 000 pl

Embouts pour pipettes Combitip ou pipettes a répétition équivalentes ; stériles, emballés
individuellement

Tubes a essai stériles de 2 et 5 ml

RAPID'E.coli 0157:H7 Agar (n° de référence 3564748, 100 g) supplémentée avec novobiocine
et tellurite de potassium (utilisable en dehors du champ de validation AOAC)

Pour les confirmations : Gélose CT-SMAC, plus test latex 0157 et H7
Gants non poudrés

Eau distillée stérile

Eau de Javel, 5 %

Agent nettoyant tel que DNA AWAY ou RNase AWAY

Section 6

Mesures de sécurité et recommandations pour des résultats
optimaux

Ce test doit étre réalisé par du personnel formé.

Les échantillons et cultures d'enrichissement doivent étre manipulés en tant que substances
potentiellement infectieuses et éliminés conformément aux regles et réglementations locales.

Tous les matériels potentiellement infectieux doivent étre soumis a l|'autoclave avant

élimination.

- La qualité des résultats dépend du respect strict des bonnes pratiques de laboratoire (par
exemple, la norme EN ISO 7218), particulierement en ce qui concerne 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.
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Section 6 Mesures de sécurité et recommandations pour des résultats optimaux

Ne pas utiliser les réactifs aprés leur date d'expiration.
Vortexer les réactifs du kit avant de les utiliser afin d'assurer leur homogénéité.

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

Changer de gants fréquemment, surtout si une contamination est suspectée.

Nettoyer les postes de travail périodiquement avec de l'eau de Javel a 5 % et d'autres agents
de décontamination tels que DNA AWAY.

Utiliser des gants non poudreés 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 22174:2024 (Microbiologie des aliments — Réaction de polymérisation en chaine (PCR)
pour la recherche de micro-organismes pathogénes dans les aliments — Exigences générales et
définitions).

= iQ-Check E. coli O157:H7 Kit

Tous les mélanges ou substances du kit de test sont des produits classés conformément au
Systeme général harmonisé de classification et d'étiquetage des produits chimiques (SGH).
Tout contact avec des acides peut entrainer la libération de gaz toxiques. Aucune précaution
particuliere n'est nécessaire si le kit est utilisé correctement. Si les produits sont inhalés,
apporter de I'air frais et consulter un médecin en cas de troubles. En cas de contact avec les
yeux, rincer I'ceil ouvert pendant plusieurs minutes sous I'eau courante. Si les produits sont
ingérés, provoquer le vomissement et appeler les secours médicaux.

= iQ-Check Prep System

Une utilisation incorrecte d'iQ-Check Prep System peut causer des blessures corporelles ou
endommager l'instrument. En cas de manipulation incorrecte, certains composants peuvent
entrainer un risque de blessures corporelles causées par une chaleur excessive. Pour une
utilisation en toute sécurité, iQ-Check Prep System doit étre uniquement manipulé par du
personnel de laboratoire qualifié et ayant recu une formation adéquate. La maintenance de
I'instrument doit étre réalisée uniquement par des techniciens de maintenance de Bio-Rad.

=  Systeme de détection par PCR en temps réel CFX96 Touch Deep Well System or CFX Opus
Deepwell

Une utilisation incorrecte du systéeme de détection par PCR en temps réel CFX96 Touch Deep
Well Real-Time System peut causer des blessures corporelles ou endommager l'instrument.
En cas de manipulation incorrecte, certains composants peuvent entrainer un risque de
blessures corporelles causées par une chaleur excessive. Pour une utilisation en toute
sécurité, le systeme de détection par PCR en temps réel CFX96 Touch System ou CFX Opus
Deep Well System doit étre uniquement manipulé par du personnel de laboratoire qualifié et
ayant recu une formation adéquate. La maintenance de l'instrument doit étre réalisée
uniquement par des techniciens de maintenance de Bio-Rad.
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Section 7 Protocole

. Enrichissement

L'utilisateur doit lire, comprendre et suivre toutes les informations relatives a la sécurité dans
les instructions du kit iQ-Check E. coli 0157:H7. Conserver les instructions relatives a la
sécurité pour référence ultérieure. Afin de réduire les risques associés a I'exposition aux
produits chimiques et biologiques, réaliser les analyses d'agents pathogénes dans un
laboratoire convenablement équipé, sous le contrdle d'un personnel qualifié. Toujours suivre
les pratiques standard en matiére de sécurité en laboratoire, notamment porter des
vétements et lunettes/masque de protection appropriés pour manipuler les réactifs et
échantillons contaminés. Eviter tout contact avec le contenu du milieu d'enrichissement et
des tubes de réactif aprés amplification. Eliminer les échantillons enrichis conformément aux
normes actuelles de I'industrie.

- Les E. coli pathogénes sont des organismes de niveau de biosécurité 2 ou 3. Les échantillons
biologiques tels que les enrichissements peuvent transmettre des maladies infectieuses.
Respecter toutes les réglementations locales, étatiques/provinciales et/ou nationales
applicables a I'élimination des déchets biologiques. Porter un équipement de protection
approprié, ce qui comprend, sans s'y limiter : lunettes ou masque de protection, écran facial,
vétements de protection/blouse de laboratoire et gants. Tout travail doit étre effectué dans
des installations convenablement équipées, a I'aide des équipements de sécurité appropriés
(par exemple, dispositifs de confinement physique). Le personnel doit étre formé
conformément aux exigences réglementaires et aux exigences de I'entreprise/de l'institution
avant de travailler avec des substances potentiellement infectieuses.

- Une fois I'analyse terminée, I'ensemble du matériel et les milieux de culture pouvant contenir
des agents pathogénes doivent étre décontaminés conformément aux normes actuelles de
I'industrie pour I'élimination des déchets contaminés (c'est-a-dire, avec un passage
a l'autoclave de 20 min a 120 °C). Consulter la fiche de données de sécurité pour obtenir des
informations supplémentaires ainsi que les réglementations locales relatives a I'élimination.

Section 7

Protocole

A. Enrichissement de I'échantillon
Il est fortement recommandé de lire le protocole dans son intégralité avant de commencer le test.
L'utilisation d'une poche d'enrichissement a filtre incorporé est fortement recommandée

Les milieux d'enrichissement doivent étre portés a la température d'incubation appropriée (37 °C ou
41,5 °C selon le cas) avant utilisation.

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

iQ-Check E. coli 0157:H7 Kit fait partie de la méthode normalisée USDA MLG 5C.00 et peut étre
utilisé a la suite de I'enrichissement indiqué dans celle-ci.
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Section 7 Protocole

NF VALIDATION BRD 7/15-06/08

Domaine
(matrices)

Préparation des échantillons

Enrichissement/
Extraction de I'ADN

Viande crue (a
I'exclusion de la
volaille)"? (25 g)

Homogénéiser n g d'échantillon dans 9 x n ml d'EPT
(25 g dans 225 ml)

Extraction Easy I

. Incuber pendant 8-16 hr
ad15+1°C
. Format tube/Deep Well

Viande crue (a
I'exclusion de la
volaille)"? (375 g)

Domaine
(matrices)

Homogénéiser n g d'échantillon dans 3 x n ml d'EPT
(375 g dans 1125 ml)

AOAC PTM 020801

Préparation des échantillons

Extraction Easy I

L] Incuber pendant 10-18 hr
asl5+1°C
= Format tube/Deep Well

Enrichissement/
Extraction de I'ADN

Boeuf cru haché,
épinards frais, cidre
(259)

Homogénéiser n g d'échantillon alimentaire dans 9 x n ml d'EPT
préchauffée (25 g dans 225 ml)

Extraction Easy |

. Incuber pendant 8-24 hr
ad15+1°C
. Format tube/Deep Well

Beoeuf cru haché?
(259)

Homogénéiser n g d'échantillon dans 9 x n ml d’EPT préchauffée
(25 g dans 225 ml)

Extraction Standard Il

L] Incuber pendant 8-12 hr
a36+1°C
= Format tube/Deep Well

Boeuf cru haché et
boeuf cru en
morceaux'? (375 g)

Homogénéiser n g d'échantillon dans 3 x n ml d'EPT préchauffée
(375 g dans 1125 ml)

Extraction Easy Il

. Incuber pendant 8-22 hr
ad15+1°C
=  Format tube/Deep Well

Epinards frais"3
(375 g)

Homogénéiser n g d'échantillon dans 3 x n ml d'EPT préchauffée
(375 g dans 1125 ml)

Extraction Easy I

L] Incuber pendant 10-22 hr
ad41,5+1°C
= Format tube/Deep Well

Poulet cru avec et
sans peau, poulet
séparé
mécaniquement et
porc cru haché

Homogénéiser n g d'échantillon dans 9 x n ml d’'EPT préchauffée
(25 g dans 225 ml)

Extraction Easy Il

. Incuber pendant 8-22 hr
ad4l15+1°C
= Format tube/Deep Well

pendant 30 sec

(259)
Tampon o ) . .
d’échantillonnage Homogeénéiser le tampon d'échantillonnage dans 200 ml de BPW | Extraction Easy Il
: réchauffée avec un homogénéisateur Stomacher ou a la main
MicroTally™# P 9 = Incuber pendant 8-22 hr

341,5+1°C
=  Format tube/Deep Well

Echantillons de
surface
environnementale

Homogénéiser le tampon d'échantillonnage dans 10 ml d'EPT
préchauffée.

Homogénéiser le tampon d'échantillonnage dans 60-90 ml d'EPT
préchauffée.

Extraction Easy Il

. Incuber pendant 8-24 hr
ad415+1°C
=  Format tube/Deep Well

"La validation inclut également I'utilisation du fichier de protocole d'application « 0157_H7 Fast » pour un temps d’exécution

PCR réduit. Contacter le

représentant Bio-Rad pour obtenir davantage d'informations.

2 Protocole pour la détection simultanée de Salmonella.

3 Protocole harmonisé avec les kits iQ-Check Salmonella Il Kit et iQ-Check STEC VirX Kit
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B. Traitement de I'’ADN libre

iQ-Check Free DNA Removal Solution (n° de référence 3594970) est un moyen idéal d'éliminer
I'ADN libre (en dehors du champ actuel des validations AOAC et NF). Suivre les recommandations
de Bio-Rad dans le guide d'utilisation.

C. Extractiondel’ADN

Recommandations générales :

1. Allumer le bloc de chauffage ou l'agitateur thermique afin de préchauffer avant de commencer
le test. Le régler sur 95-100 °C. Garder le réactif de lyse en suspension pendant le pipettage en
mélangeant a vitesse moyenne sur une plaque d'agitation magnétique.

2. De facon générale, éviter d'agiter la poche d'enrichissement et de prélever de gros fragments
d'aliments. Pour les échantillons alimentaires présentant une couche grasse surnageante,
prélever juste en dessous de cette couche.

3. Ouvrir les tubes et les puits avec précaution pour éviter les risques de contamination croisée.
4. Refroidir la plague Deep Well avant de pipetter directement a travers le film préperforé.

5. Utiliser le barreau magnétique afin de maintenir le réactif de lyse en suspension. Pipetter en
mélangeant a vitesse moyenne.

6. Dans un premier temps, agiter délicatement le réactif de lyse a la main pour remettre la résine
en suspension. Garder le réactif de lyse en suspension pendant le pipettage en mélangeant
a vitesse moyenne avec le barreau magnétique contenu dans le flacon.

7. Reconstituer le réactif de lyse final de la fagon suivante :

a. Verser soigneusement tout le contenu du réactif F (billes de lyse) dans le réactif A (réactif
de lyse).

b. Utiliser des consommables adaptés, avec un embout a large ouverture, pour permettre le
pipettage du réactif de lyse homogénéisé.

c. Le réactif de lyse mélangé aux billes de lyse (réactifs A + F) présente une durée de
conservation de 6 mois pour un stockage a 4 °C.

Protocole Standard Il

1. Prélever 1 ml d'échantillon enrichi décanté dans un tube ou dans un puits de plaque Deep Well.
Sceller la plaque Deep Well avec un film plastique.

Remarque : agiter la suspension pour homogénéiser la culture et attendre le dép6t des débris avant
la collecte de I'échantillon.

2. Centrifuger les tubes & 10 000-12 000 x g pendant 5 min. Eliminer le surnageant. Centrifuger les
plaques Deep Well a 2 250 x g pendant 20 min et éliminer le surnageant manuellement ou
a l'aide du DW40.

3. Ajouter 200 pl du réactif de lyse homogénéisé (réactifs A + F) au culot obtenu et mélanger par
aspiration/refoulement avec la pipette. Fermer les tubes ou sceller la plaque Deep Well avec un
film préperforé.
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Remarque : dans un premier temps, agiter doucement a la main le flacon de réactif de lyse afin de
remettre en suspension les billes.

4. Placer les tubes dans le Cell disruptor pendant 3 £1 min ou la plaque Deep Well dans I'agitateur-
incubateur a 1 300-1 600 rpm et 95-100 °C pendant 15-20 min.

5. Incuber dans le bloc de chauffage a 95-100 °C pendant 10-15 min.

6. Vortexer les tubes a grande vitesse et centrifuger a 10 000-12 000 x g pendant 5 min.
Centrifuger la plaque Deep Well a 2 250 x g pendant 2 min.

Si vous souhaitez vous arréter temporairement dans le protocole, cette étape est la plus appropriée.

Le surnageant peut étre stocké jusqu'a Tan a -20°C. Avant de le réutiliser, toujours laisser
décongeler, homogénéiser, puis centrifuger a 10 000-12 000 x g pendant 5 min.

Protocole Easy |

1. Aliquoter 100 ul du réactif de lyse homogénéisé (réactif A) dans des tubes ou dans les puits
d'une plaque Deep Well.

2. Ajouter 100 pl d'échantillon enrichi. Mélanger en pipettant de haut en bas puis fermer les tubes
avec leur bouchon ou sceller la plaque Deep Well avec du film préperforé.

3. Incuber dans le bloc de chauffage approprié a 95-100 °C pendant 10-15 min ou dans I'agitateur-
incubateur pendant 15-20 min a une vitesse de 1300 rpm.

4. Vortexer les tubes a grande vitesse.
5. Dans le cas d'une plaque Deep Well, laisser refroidir a température ambiante (20-25 °C).

6. Centrifuger les tubes a 10 000-12 000 x g pendant au moins 2 min. La centrifugation est inutile
pour les plaques Deep Well.

Si vous souhaitez vous arréter temporairement dans le protocole, cette étape est la plus appropriée.

Le surnageant peut étre stocké jusqu'a Tan a -20°C. Avant de le réutiliser, toujours laisser
décongeler, homogénéiser, puis centrifuger a 10 000-12 000 x g pendant 5 min.

Protocole Easy |l

1. Aliquoter 100 ul du réactif de lyse homogénéisé (réactifs A + F) dans les puits d'une plaque Deep
Well.

Remarque : dans un premier temps, agiter doucement a la main le flacon de réactif de lyse afin de
remettre en suspension les billes.

2. Ajouter 100 ul d'échantillon enrichi.

Remarque : agiter la suspension pour homogénéiser la culture et attendre le dép6t des débris avant
la collecte de I'échantillon.

3. Mélanger la solution par aspiration/refoulement avec la pipette jusqu'a homogénéisation.
4. Fermer les tubes ou sceller la plaque Deep Well avec un film préperforé.

5. Placer les tubes dans le Cell disruptor pendant 3 = 1 min. Incuber les tubes dans le bloc de
chauffage a 95-100 °C pendant 10-15 min.
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6. Si vous utilisez un agitateur/incubateur pour les tubes ou les plaques Deep Well, incuber les
tubes ou les plagues Deep Well en agitant a une vitesse de 1300 rpm a 95-100 °C pendant
15-20 min.

7. Vortexer les tubes a grande vitesse et centrifuger a 10 000-12 000 x g pendant au moins 2 min.
La centrifugation est inutile pour les plaques Deep Well.

Si vous souhaitez vous arréter temporairement dans le protocole, cette étape est la plus appropriée.

Le surnageant peut étre stocké jusqu'a Tan a -20°C. Avant de le réutiliser, toujours laisser
décongeler, homogénéiser, puis centrifuger a 10 000-12 000 x g pendant 5 min.

D. PCRentempsréel

Configuration de I'instrument et du logiciel

Pour la configuration de I'instrument et du logiciel, suivre les instructions fournies dans le guide
d'utilisation du systéme PCR en temps réel pour les kits iQ-Check.

Préparation du mélange de PCR

1. Préparer le mélange de PCR contenant la solution d'amplification (réactif C) et les sondes
fluorescentes (réactif B). Le volume de mélange de PCR nécessaire dépend du nombre
d'échantillons et de contréles a analyser. Au moins un contréle positif et un contréle négatif
doivent étre inclus dans chaque PCR. Utiliser le tableau de pipettage de I'annexe pour trouver
les volumes corrects pour chaque réactif.

Remarque : le mélange de PCR (réactifs B + C) doit étre utilisé immédiatement aprés la
préparation. Il est stable pendant 1 hr maximum a une température de 2-8 °C.

2. Pipetter 45 pl de ce mélange de PCR dans chaque puits en fonction de la plaque préparée.

3. Ajouter 5 ul d'échantillon, de réactif D (contrdle négatif) ou de réactif E (contrdle positif). Ne pas
vortexer I'échantillon avant le pipettage. Sceller hermétiquement les puits de la plaque ou les bandes
de tubes. Pipetter avec précaution afin d'éviter la formation de bulles au fond des puits. Etape
facultative : centrifuger la plaque de PCR scellée ou les bandes de tubes (rotation rapide) afin
d'éliminer les bulles éventuelles.

4. Placer la plaque ou les bandes de tubes dans le thermocycleur. Veiller a placer la plaque
correctement, le puits A1 dans le coin supérieur gauche. Fermer le module réactionnel.

Lancement de la PCR

Pour lancer la PCR, suivre les instructions fournies dans le guide d'utilisation du systeme PCR en
temps réel pour les kits iQ-Check.

E. 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 Manager
IDE ou CFX Maestro IDE correspondant pour ouvrir les fichiers de données et régler les parameétres
d'analyse des données.
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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 dépasse
le seuil).

Le logiciel CFX Manager IDE ou CFX Maestro IDE assure une analyse automatisée compléete des
systemes 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 pour obtenir plus d'aide.

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

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

Détection d'E. co/iO157:H7 Détection de controle interne
(canal FAM) (canal HEX)
Controle négatif Cq = N/A* 28 =<Cq =40
Controle positif 26 = Cq =36 NA

* 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 controles négatif et positif different des résultats indiqués dans le tableau ci-
dessus (contréle 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 iQ-Check E. coli 0157:H7 positif doit présenter une courbe d'amplification typique et
une valeur Cq = 10 pour le fluorophore FAM.

=  Silavaleur 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, I'échantillon peut étre considéré comme positif pour la présence d'E. coli
0157:H7.

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 :

= Si aucune valeur Cq n'est obtenue pour FAM et si le controle interne présente une valeur
Cq = 28, I'échantillon est considéré négatif pour E. coli 0157:H7.

= Un contrdle interne qui n'a pas non plus de valeur Cq (Cq = N/A) indique probablement un
phénoméne d'inhibition de la réaction de PCR. Diluer I'échantillon (réaliser une dilution a 1:10 dans
de I'eau distillée stérile avec 10 pl d'extrait d’ADN), utiliser 5 pl de la dilution pour I'amplification et
répéter le test de PCR.

=  Sila valeur Cq pour le contréle 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
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courbe d'amplification normale. Si la courbe n'a pas de forme caractéristique, répéter le test de
PCR.

L'interprétation des résultats de I'échantillon est résumée dans le tableau suivant :

Détection d'E. coliO157:H7 Détection de contrdle interne Interprétation
(FAM) (canal HEX)
Cq=10 NA Positif
Cqg =N/A Cq > 28 Négatif
Cq =N/A Cq =N/A Inhibition*

*Lorsque la détection pour I'échantillon et le contréle interne donne une valeur Cq = N/A, I'échantillon doit étre dilué a 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 8
Confirmation des résultats positifs

Dans le contexte de la méthode certifiée NF VALIDATION, tous les résultats iQ-Check E. coli 0157:H7
positifs doivent étre confirmés de I'une des fagons suivantes :

1. Mise en ceuvre des tests classiques décrits dans les méthodes normalisées CEN ou ISO, a partir
de I'échantillon.

2. Mise en ceuvre de I'une des deux méthodes suivantes, a partir de I'enrichissement a I'EPT :

a. Isolement sur gélose CT-SMAC (avec ou sans étape d'immunoséparation préalable), suivi
d'un isolement des colonies sur gélose non sélective, puis tests au latex 0157 et H7 sur 1a
3 colonies caractéristiques.

b. Isolement sur milieu chromogéne RAPID'E.coli O157:H7, avec une étape d'immunoséparation
préalable, suivi d'un isolement des colonies sur gélose non sélective, puis tests au latex 0157
et H7 sur 1a 3 colonies caractéristiques. Se reporter a la méthode de confirmation décrites
dans le guide d'utilisation du milieu chromogéne RAPID’E.coli 0157:H7

En cas de résultats discordants entre le kit iQ-Check E. coli 0157:H7 et I'une des options de
confirmation énumeérées ci-dessus (particulierement avec les tests au latex), mettre en ceuvre les
étapes nécessaires pour garantir la validité du résultat, par exemple en ajoutant une étape
d'immunoséparation puis en procédant a un isolement sur gélose CT-SMAC ou RAPID'E.coli
0157:H7.

Dans le contexte de la méthode validée AOAC PTM, un résultat iQ-Check E. coli O157:H7 est
supposeé étre positif et une confirmation selon une méthode de référence appropriée (par exemple,
USDA MLG ou FDA BAM) est recommandée.
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Section 9

Confirmation de colonies isolées a I'aide du kit iQ-Check

Le kit iQ-Check E. coli O157:H7 peut également étre utilisé pour confirmer des colonies isolées
d’'E. coli 0157:H7 sur milieux de culture gélosés.

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 en suspension la colonie dans 100 pl de tryptone-sel ou d'eau distillée stérile dans un
microtube a centrifuger. Vortexer pour homogénéiser.

3. Utiliser 5 pl de la suspension avec 45 pl de mélange de PCR (voir D. PCR en temps réel, Section 7
Protocole) et suivre le reste du protocole iQ-Check E. coli 0157:H7 pour l'interprétation des
données et des résultats.

Remarque : il est possible d'effectuer la confirmation de colonie conformément au protocole décrit
dans la méthode USDA MLG 5C.00.

Section 10

Performance du test et validations

\FICATION
el

VALIDATION
EN ISO 16140

BRD 07/15- 06/08
METHODES ANALYTIQUES
ALTERNATIVES POUR LE
SECTEUR AGROALIMENTAIRE

http://nf-validation.afnor.org

PERFORMANCE TESTED
. RESEARCH INSTITUTE

LICENSE NUMBER 020801

iQ-Check E. coli 0157:H7 Kit (protocole Easy Il) est certifié¢ NF VALIDATION
comme méthode alternative a la méthode de référence ISO 16654 (juillet
2001) et son amendement A1 (juin 2017) pour la détection d'E. coli 0157:H7
dans les échantillons de 25 g et 375 g de viande crue (a I'exception de la
volaille). La validation respecte le protocole de la norme 1ISO 16140-2:2016, et
inclut l'utilisation des systemes PCR en temps réel CFX96 System, CFX96
Deep Well System et CFX Opus Deepwell System. Le programme logiciel
associé est CFX Manager Software IDE (version 2.2 et ultérieure) ou CFX
Maestro IDE (version 4.0 et ultérieure) et le fichier de protocole d'application
« 0157_H7 Fast ». Numéro de certificat : BRD 07/15-06/08. Fin de validité :
se reporter au certificat disponible sur le site Web http://nf-
validation.afnor.org/en.

iQ-Check E. coli 0157:H7 Kit est validé par AOAC Research Institute dans le
cadre du programme « Performance Tested Methods » pour la détection d'E.
coli 0157:H7 dans les éléments suivants : boeuf cru haché (25 et 375 g), boeuf
cru en morceaux (375 g), poitrine de poulet cru désossée et sans peau
(25 g), cuisse de poulet cru avec peau (25 g), poulet séparé mécaniquement
(25 g), porc cru haché (25 g), épinards frais (25 et 375 g) et cidre (25 ml). Le
protocole Standard Il a également été validé par AOAC-RI pour la détection
simultanée d'E. coli 0157:H7 et Salmonella spp. dans le boeuf cru haché. Il
convient de considérer un résultat positif avec iQ-Check comme étant
présumé et il est recommandé de le confirmer grace aux méthodes de
référence normalisées. Numéro de certificat 020801.
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publication | document
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- fichier de protocole d'application « O157_H7 Fast »
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- Modification du numéro de document (version précédente
808473 REV D)
Décembre 10000131517 | -  Ajout de nouvelles références pour les consommables
2022 Ver B - Remplacement de la section protocole avec un tableau récapitulatif
- Extension AFNOR : Systéme de PCR en temps réel CFX Opus
Deepwell et mise a niveau vers CFX Manager Software IDE
version 3.1
- Clarification du protocole d'interprétation des résultats
- Mises a jour générales du contenu
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Ver D version 4.0
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Annexe — Guide de calcul du mélange de PCR

Pour trouver les volumes corrects de la préparation du mélange de PCR, additionner le nombre total
d'échantillons et de contrbles a analyser et trouver les volumes correspondants de réactif B et de
réactif C dans le tableau.

Nombre total Sondes Mélange Nombre total Sondes Mélange Nombre total Sondes Mélange
d'échantillons  réactif B, d'amplification  d'échantillons  réactif B, d'amplification  d'échantillons  réactif B, d'amplification
et de controles W Réactif C, ul et de controles W Réactif C, ul et de controles i Réactif C, ul

1 5 40 33 178 1,400 65 351 2,800
2 n 86 34 184 1,500 66 356 2,900
3 16 130 85 189 1,500 67 362 2,900
4 22 173 36 194 1,600 68 367 2,900
5) 27 216 37 200 1,600 69 373 3,000
6 32 259 38 205 1,600 70 378 3,000
7 38 302 39 21 1,700 71 383 3,100
8 43 346 40 216 1,700 72 389 3,100
9 49 389 41 221 1,800 73 394 3,200
10 54 432 42 227 1,800 74 400 3,200
n 59 475 43 232 1,900 75 405 3,200
12 65 518 44 238 1,900 76 410 3,300
13 70 562 45 243 1,900 77 416 3,300
14 76 605 46 248 2,000 78 421 3,400
15 81 648 47 254 2,000 79 427 3,400
16 86 691 48 259 2,100 80 432 3,500
17 92 734 49 265 2,100 81 437 3,500
18 97 778 50 270 2,200 82 443 3,500
19 103 821 51 275 2,200 83 448 3,600
20 108 864 52 281 2,200 84 454 3,600
21 113 907 58 286 2,300 85 459 3,700
22 19 950 54 292 2,300 86 464 3,700
23 124 994 55 297 2,400 87 470 3,800
24 130 1,000 56 302 2,400 88 475 3,800
25 135 1,100 57 308 2,500 89 481 3,800
26 140 1,700 58 313 2,500 90 486 3,900
27 146 1,200 59 319 2,500 91 491 3,900
28 151 1,200 60 324 2,600 92 497 4,000
29 157 1,300 61 329 2,600 93 502 4,000
30 162 1,300 62 335 2,700 94 508 4,100
31 167 1,300 63 340 2,700 95 513 4,100
32 173 1,400 64 346 2,800 96 518 4,100
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Anwenderhandbuch

Test zum Nachweis von Escherichia coli O157:H7in Lebensmittel-
und Umgebungsproben durch die Real-Time PCR

Katalog-Nr. 3578114
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Abschnitt 1 Einleitung

Abschnitt 1

Einleitung

Herkdmmliche bakteriologische Nachweismethoden sind oft langwierig und aufwandig. Bei dem
iQ-Check Escherichia coli 0157:H7 Kit handelt es sich dagegen um einen einfachen und schnellen
qualitativen Test zum Nachweis spezifischer DNA-Sequenzen von E. coli 0157:H7 in
Lebensmittelerzeugnissen und Umgebungsproben. Mithilfe der Real-Time
Polymerasekettenreaktion (PCR) werden E. coli 0157:H7 spezifische DNA-Sequenzen amplifiziert
und gleichzeitig durch fluoreszierende Sonden nachgewiesen. In einem einfach durchzufiihrenden
Verfahren kdnnen bei minimalem Kontaminationsrisiko bis zu 94 Proben bearbeitet werden. Die
Anwenderzielgruppe ist geschultes Laborpersonal, das Tests zum Nachweis von E. coli O157:H7
durchflhrt. Mit diesem Test kénnen Ergebnisse innerhalb weniger Stunden nach Anreicherung einer
Probe erhalten werden.

Abschnitt 2
Die iQ-Check E. coliO157:H7-Technologie

Das iQ-Check E. coli 0157:H7 Kit ist ein Test, der auf der Amplifizierung und dem Nachweis von
Genen mittels Real-Time PCR beruht. Die gebrauchsfertigen PCR-Reagenzien enthalten E. coli
0157:H7 spezifische Oligonukleotide (Primer und Sonden) sowie DNA-Polymerase und Nukleotide.
Der Nachweis und die Datenanalyse sind fir die Verwendung eines Real-Time PCR Gerates von Bio-
Rad, z. B. des CFX96 Touch Deep Well oder CFX Opus Deepwell Real-Time PCR Nachweissystems,
optimiert.

Die PCR ist eine leistungsstarke Technik, mit der viele Kopien der Ziel-DNA erzeugt werden kénnen.
Wahrend der PCR-Reaktion wird die DNA wahrend mehrerer Zyklen des Erhitzens und AbkUlhlens
denaturiert. Danach binden Primer an die Zielregion. Die DNA-Polymerase verwendet diese Primer
und die Desoxynukleotidtriphosphate (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
wahrend der Amplifikation an die Amplikons. An diese Sonden ist ein Fluorophor gebunden, der nur
fluoresziert, wenn die Sonde an die Zielsequenz hybridisiert. Bei dem Fluorophor, der an die Sonde
gebunden ist, die mit der E. coli 0157:H7 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 enthdlt eine interne DNA-Kontrolle aus synthetischer DNA. Diese Kontrolle
wird gleichzeitig mit der E. coli 0O157:H7 DNA-Zielsequenz mit einer spezifischen Sonde amplifiziert
und durch einen zweiten Fluorophor nachgewiesen.
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Abschnitt 3 Zusammensetzung des Kits

Dieser Test gestattet den qualitativen Nachweis von E. coli 0157:H7 in ausgewahlten Lebensmittel-
und Umgebungsproben, die zuvor durch Kultur angereichert wurden. Er umfasst die folgenden
Hauptschritte:

Optional: Free

Anreicherung DNA Removal DNA-Extraktion Real-Time PCR Datenanalyse

und -auswertung

Solution*

* Hinsichtlich der Verwendungsbedingungen ist das Anwenderhandbuch fiir die iQ-Check Free DNA
Removal Solution (Katalog-Nr. 10000058391) zu beachten.

Abschnitt 3

Zusammensetzung des Kits

Das iQ-Check E. coli 0157:H7 Kit enthalt ausreichend Reagenzien fiir 96 Tests (94 Proben).

Reagenz-ID Reagenz Menge

A Lysereagenz 1 Flasche, 20 ml

B Fluoreszenzsonden 1Rohrchen, 0,55 ml
C Amplifikationsmix 1Ro6hrchen, 4,4 mi
D PCR-Negativkontrolle 1Rohrchen, 0,5 ml
E PCR-Positivkontrolle 1Rohrchen, 0,25 ml
F Lysis Beads 1 Flasche (17,6 g)

Abschnitt 4

Haltbarkeit und Lagerung

Nach dem Erhalt muss das Kit bei 2-8 °C aufbewahrt werden. Bei Aufbewahrung bei dieser
Temperatur kdnnen die Reagenzien bis zu dem auf den Rohrchen angegebenen Verfallsdaten
verwendet werden.

Abschnitt 5

Zusatzlich bendtigtes Material

Gerate

s Labor-Paddel-Blender zum Homogenisieren von Testproben
»  Inkubator zur mikrobiologischen Anreicherung der Proben

s Speziell fur die Extraktion in sterilen konischen 1,5 ml Réhrchen mit Schraubdeckel:
—  Tischzentrifuge 10.000-12.000 x g
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Abschnitt 5 Zusatzlich bendtigtes Material

— Heiztrockenblock mit 37 + 2 °C und/oder 95-100 °C

»  Speziell fur die Extraktion in einer Deep Well Platte:

—  Thermoshaker mit Heizfunktion/Agitator-Inkubator*, der eine Temperatur von 37 * 2 °C
und/oder 95-100 °C aufrecht erhalten kann, mit einer Mischgeschwindigkeit von mindestens
1.300 rpm

»  Vortex

»  Magnetrihrer

»  Mikropipetten fiir 20 pl, 200 pl, 1.000 pl

»  Spitzen fir Mehrfachpipetten, steril, einzeln verpackt

» Bio-Rad Real-Time PCR System;* zum Beispiel das CFX96 Touch Deep Well
(Katalog-Nr. 3600037) oder CFX Opus Deep Well (Katalog-Nr. 17007991)

»  iQ-Check Prep System von Bio-Rad fur die automatisierte DNA-Extraktion und PCR-
Plattenvorbereitung (Katalog-Nr. 3594911)

Hinweis: Wir empfehlen die Verwendung einer unterbrechungsfreien Stromversorgung (USV) fir
den Thermocycler und iQ-Check Prep Systeme.

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

Zubehor

s Anreicherungsmedium: Gepuffertes Peptonwasser (GPW; Buffered Peptone Water, BPW;
z. B. BPW Plus Katalog-Nr. 3564684, dehydriert, 500 g; Katalog-Nr. 3554179, 6 Flaschen x 225
ml; Katalog-Nr. 3555789, 5 Beutel x 2,3 L; Katalog-Nr. 3555790, 2 Beutel x 5 L. BPW Standard
Katalog-Nr. 12013259, dehydriert, 500 g; Katalog-Nr. 12013258 dehydriert, 5 Kkg;
Katalog-Nr. 12013260 2 Beutel x 5 L)

= iQ-Check Free DNA Removal Solution (L6sung zur Entfernung von freier DNA, Katalog-Nr. 3594970)
. STEC Supplement (Katalog-Nr. 3564005)
»  iQ-Check Reinigungsreagenz (Katalog-Nr. 12012383)

s Speziell fur die Untersuchung von Umgebungsproben
— Schwamme zur Gewinnung von Umgebungsproben
—  Tupfer zur Gewinnung von Umgebungsproben

— Neutralisierungsmedium fir Probennahme-Schwamme und -Tupfer, z. B. Dey-Engley
(D/E) oder HiCap Neutralizing Broth oder Letheen Broth

s Speziell fur die Extraktion in Rohrchen
— Konische sterile 1,5 ml Rohrchen mit Schraubdeckel (Katalog-Nr. 17010678)

»  Speziell fur die Extraktion in einer Deep Well Platte
— Deep Well Platte mit 96 Wells (iQ-Check Deep Well Microplates, Katalog-Nr. 3594900)
— Abdichtungsfolie aus Kunststoff (TeSeE NSP Plastic Sealing Film, Katalog-Nr. 3590139)
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Abschnitt 6 VorsichtsmaBnahmen und Empfehlungen fir optimale Ergebnisse

— Abdichtungsfolie fiir PCR-Platten (X-Pierce Films, Katalog-Nr. 3593977 oder vorgestanzte
Plattenabdichtungsfolie, Katalog-Nr. 3600040, nur in Nordamerika)

Speziell fur das iQ-Check Prep System:
— 60 ml Verdiinnungsbehaltnis (Katalog-Nr. 3594904)

—  Filterspitzen (Katalog-Nr. 3594902 oder 12014486, 5.760 x 50 pul; Katalog-Nr. 3594903
oder 12014483, 3.840 x 1.000 pl)

—  PCR-Mix Rohrchen (Katalog-Nr. 12016673, 25 x 5 ml)

PCR-Platten, -Rohrchen, -Abdichtungsfolie und -Deckel

Sterile Filterspitzen fir 20 ul, 200 ul und 1.000 ul Mikropipetten

Sterile, einzeln verpackte Spitzen flr Combitip-Pipetten oder aquivalente Mehrfachpipetten
Sterile 2 ml und 5 ml Testréhrchen

RAPID'E.coli 0157:H7 Agar (Katalog-Nr. 3564748, 100 g) mit zugesetztem Novobiocin und
Kaliumtellurit (kann auBerhalb des Geltungsumfangs der AOAC-Validierung verwendet werden)

Zur Bestatigung: CT-SMAC Agar, plus 0157 and H7 Latextests
Ungepuderte Handschuhe

Destilliertes steriles Wasser

5%ige Bleichlosung

Reinigungsmittel wie DNA AWAY oder RNase AWAY

Abschnitt 6

VorsichtsmaBnahmen und Empfehlungen fir optimale
Ergebnisse

Dieser Test muss von geschultem Personal durchgefiihrt werden.

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

Alle potenziell infektiosen Materialien sollten vor dem Entsorgen autoklaviert werden.

Die Ergebnisqualitat hangt von der strikten Einhaltung der guten Laborpraxis ab (zum Beispiel
der Norm EN ISO 7218). In Bezug auf die PCR ist vor allem Folgendes zu beachten:

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

— Bei jeder Serie von Amplifikationsreaktionen eine Positivkontrolle und eine Negativkontrolle
verwenden.

— Die Reagenzien nach Ablauf ihres Verfallsdatums nicht mehr verwenden.

— Die Reagenzien aus dem Kit vor dem Gebrauch auf dem Vortex mischen, um ihre
Homogenitat sicherzustellen.

— RegelmaBig die Genauigkeit und Prazision der Pipetten sowie die ordnungsgemaBe
Funktion der Gerate Uberprifen.
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Abschnitt 6 VorsichtsmaBnahmen und Empfehlungen fir optimale Ergebnisse

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

Die  Arbeitsplatze regelmaBig mit 5%iger Bleichldsung und anderen
Dekontaminationsmitteln, z. B. DNA AWAY, reinigen.

Ungepuderte Handschuhe verwenden, und Fingerabdriicke und Beschriftungen auf
Rohrchendeckeln vermeiden, da dies die Datenerfassung beeintrachtigen wiirde.

] Es wird dringend empfohlen, die in der Norm EN ISO 22174:2024 ,Mikrobiologie von
Lebensmitteln und Futtermitteln — Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zum Nachweis von
pathogenen Mikroorganismen in Lebensmitteln — Allgemeine Anforderungen und Begriffe”
beschriebenen Anforderungen einzuhalten.

»  iQ-Check E. coli 0157:H7 Kit

Alle Substanzen oder Mischungen in dem Testkit sind klassifizierte Produkte gemal dem
globalen vereinheitlichten System (Global Harmonized System, GHS). Der Kontakt mit
Sauren kann zur Freisetzung giftiger Gase flihren. Bei korrekter Anwendung sind keine
besonderen VorsichtsmaBnahmen erforderlich. Bei Einatmen des Produkts Frischluft
zuflihren und bei Beschwerden einen Arzt hinzuziehen. Nach Augenkontakt mit dem
Produkt das gedffnete Auge mehrere Minuten unter flieBendem Wasser aussplilen. Wenn
die Produkte verschluckt werden, Erbrechen herbeiflihren und arztliche Hilfe anfordern.

s iQ-Check Prep System

Die unsachgemaBe Verwendung des iQ-Check Prep Systems kann zu
Personenverletzungen oder Schaden am Gerét flhren. Einige Komponenten kénnen bei
unsachgemaBer Handhabung aufgrund UbermaBiger Hitze zu Personenverletzungen
fuhren. Zur sicheren Verwendung darf das iQ-Check Prep System nur von qualifiziertem
Laborpersonal verwendet werden, das entsprechend geschult wurde. Die Wartung des
Gerats darf nur von AuBendiensttechnikern von Bio-Rad durchgefiihrt werden.

»  Real-Time PCR Nachweissystem CFX96 Touch Deep Well oder CFX Opus Deepwell

Die unsachgemaBe Verwendung des Real-Time PCR Nachweissystems CFX96 Touch oder
CFX Opus Deep Well kann zu Personenverletzungen oder Schaden am Gerat flhren. Einige
Komponenten kdénnen bei unsachgemaBer Handhabung aufgrund UbermaBiger Hitze zu
Personenverletzungen flhren. Fir eine sichere Nutzung darf das Real-Time PCR
Nachweissystem CFX96 Touch oder CFX Opus Deep Well nur von qualifiziertem
Laborpersonal bedient werden, das entsprechend geschult wurde. Die Wartung des Gerats
darf nur von AuBendiensttechnikern von Bio-Rad durchgefiihrt werden.

»  Anreicherung

Der Benutzer sollte alle Sicherheitsinformationen in der Anweisung des iQ-Check E. coli
0157:H7 Kits lesen, verstanden haben und beachten. Die Sicherheitshinweise zum
spateren Nachschlagen aufbewahren. Um die mit der Exposition gegentiber Chemikalien
und biologischen Gefahren verbundenen Risiken zu verringern, sind Pathogentests in
einem ordnungsgeman ausgestatteten Labor unter der Kontrolle von geschultem Personal
durchzufiihren. Beim Umgang mit Reagenzien und kontaminierten Proben sind stets die
Ublichen Laborsicherheitspraktiken einzuhalten, beispielsweise sind geeignete
Schutzkleidung und Schutzbrille zu tragen. Den Kontakt mit dem Inhalt des
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Abschnitt 7 Protokoll

Anreicherungsmediums und der Reagenzrohrchen nach der Anreicherung vermeiden.
Angereicherte Proben im Einklang mit den aktuellen Branchenstandards entsorgen.

—  Pathogene E. coli sind Organismen der biologischen Sicherheitsstufe 2 oder 3. Biologische
Proben, z. B. Anreicherungen, kdnnen Infektionskrankheiten tbertragen. Es sind alle geltenden
lokalen, staatlichen/regionalen und/oder nationalen Vorschriften zur Entsorgung von
biologischen Abfdllen einzuhalten. Geeignete Schutzausriistung tragen. Dazu zahlen
u. a. Schutzbrille, Gesichtsschutz, Kleidung/Laborkittel und Handschuhe. Alle Arbeiten sollten in
ordnungsgemal ausgestatteten Einrichtungen unter Verwendung der entsprechenden
Sicherheitsausriistung (z. B. physikalische Einddmmungsvorrichtungen) durchgefiihrt werden.
Mitarbeiter sollten vor der Arbeit mit potenziell infektiosen Materialien nach den geltenden
Bestimmungen und Anforderungen der Firma/Institution geschult werden.

— Nach Abschluss der Tests sind alle Materialien und Medien, die moglicherweise
Krankheitserreger enthalten, im Einklang mit den geltenden Industriestandards fir die
Entsorgung kontaminierter Abfédlle zu dekontaminieren (d. h. 20 min bei 120 °C
autoklavieren). Weitere Informationen und vor Ort geltende Entsorgungsvorschriften sind
im Sicherheitsdatenblatt aufgefihrt.

Abschnitt 7

Protokoll

A. Probenanreicherung

Es wird dringend empfohlen, vor Beginn des Tests das gesamte Protokoll durchzulesen.
Die Verwendung eines Anreicherungsbeutels mit eingebautem Filter wird dringend empfohlen.

Das Anreicherungsmedium muss vor der Verwendung die geeignete Inkubationstemperatur
(37 °C oder 41,5 °C, falls erforderlich) aufweisen.

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

Das iQ-Check E. coli 0157:H7 Kit ist Teil der USDA MLG 5C.02 Standardmethode und kann nach der
in der Methode angegebenen Anreicherung verwendet werden.

NF VALIDATION BRD 7/15-06/08

Umfang (Matrices) Probenvorbereitung Anreicherung/DNA-Extraktion
Rohfleisch n g Probe in 9 x n ml GPW homogenisieren (25 g in 225 ml) Easy Il Extraktion
(ausgenommen = FiUr 8-16 hrbei 41,5 +1°C
Geflligel)"2 (25 g) inkubieren.

= Rohrchen/Deep Well-Format
Rohfleisch n g Probe in 3 x n ml GPW homogenisieren (375 g in 1.125 Easy Il Extraktion
(ausgenommen ml) = Fiir 10-18 hr bei 41,5 + 1°C
Geflligel)'2? (375 g) inkubieren.

= RoOhrchen/Deep Well-Format
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Abschnitt 7 Protokoll

Umfang (Matrices)

AOACPTM 020801
Probenvorbereitung

Anreicherung/DNA-Extraktion

Rohes
Rinderhackfleisch, roher
Spinat,

Apfelwein (25 g)

n g Probe in 9 x n ml vorgewarmtem GPW homogenisieren
(25 g in 225 ml).

Easy | Extraktion
= Fir 8-24 hrbei 415+ 1°C
inkubieren.
= RoOhrchen/Deep Well-Format

Rohes
Rinderhackfleisch? (25 g)

n g Probe in 9 x n ml vorgewarmtem GPW homogenisieren
(25 g in 225 ml).

Standard Il Extraktion
= Flr8-12 hrbei 36 +1°C
inkubieren.
= RoOhrchen/Deep Well-Format

Rohes Rinderhackfleisch
und rohes Rindfleisch'?
(375 g)

n g Probe in 3 x n ml vorgewarmtem GPW homogenisieren
(375 g in 1125 ml).

Easy Il Extraktion
= FUr8-22hrbei41,5+1°C
inkubieren.
= RoOhrchen/Deep Well-Format

Roher Spinat"®
(375 9)

n g Probe in 3 x n ml vorgewarmtem GPW homogenisieren
(375 g in 1125 ml).

Easy Il Extraktion
= Fir10-22 hr bei 41,5 +1°C
inkubieren.
= Rohrchen/Deep Well-Format

Rohes Hihnerfleisch mit
und ohne Haut,
mechanisch zerteiltes
Hihnerfleisch und rohes
Schweinehackfleisch
(259)

n g Probe in 9 x n ml vorgewarmtem GPW homogenisieren
(25 g in 225 ml).

Easy Il Extraktion
= Flr8-22hrbei41,5+1°C
inkubieren.
= RoOhrchen/Deep Well-Format

MicroTally-Abstrich™ 4

Proben von Oberflachen
in der Umgebung

Abstrich in 200 ml vorgewarmtem BPW durch 30 Sekunden
langes Stampfen oder Massieren mit der Hand
homogenisieren

Tupfer in 10 ml vorgewarmtem GPW homogenisieren.

Schwamme in 60-90 ml vorgewarmtem GPW
homogenisieren.

Easy Il Extraktion
= Flr8-22hrbeid41,5+1°C
inkubieren.
= RoOhrchen/Deep Well-Format

Easy Il Extraktion
= Fir8-24 hrbei41,5+1°C
inkubieren.
= Rohrchen/Deep Well-Format

' Die Validierung umfasst auch die Verwendung der Anwendungsprotokolldatei ,0157_H7 Fast" fiir eine kiirzere PCR-
Laufzeit. Fur weitere Informationen wenden Sie sich bitte an Ihre Bio-Rad-Vertretung.

2 Protokoll fiir den gleichzeitigen Nachweis von Salmonella.

3 Mit dem iQ-Check Salmonella Il und dem iQ-Check STEC VirX Kit abgestimmtes Protokoll.

B. Behandlung zur Entfernung freier DANN

Die iQ-Check Free DNA Removal Solution (Katalog-Nr. 3594970) ist zur Entfernung freier DNA
optimal geeignet (auBerhalb des aktuellen Geltungsumfangs der AOAC- und der NF-Validierung).
Es sind die Empfehlungen von Bio-Rad im Anwenderhandbuch zu beachten.

C. DNA-Extraktion

Allgemeine Empfehlungen:

1. Den Heizblock oder den Thermoshaker zum Vorheizen einschalten, bevor mit dem Test
begonnen wird. Auf 95-100 °C einstellen. Das Lysereagenz wahrend des Pipettierens durch
Rihren bei mittlerer Geschwindigkeit auf einer Magnetrihrplatte in Suspension halten.
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Abschnitt 7 Protokoll

2. Generell sollte vermieden werden, den Anreicherungsbeutel zu schitteln und groBe
Lebensmittelfragmente in der Probe zu entnehmen. Bei Lebensmittelproben mit fettigem
Uberstand sollte die Probe knapp unterhalb dieser Schicht entnommen werden.

3. Beim Offnen von Réhrchen und Wells vorsichtig vorgehen, um eine mdgliche
Kreuzkontamination zu vermeiden.

4. Die Deep Well Platte kiihlen, bevor direkt durch die vorgestanzte Abdichtungsfolie pipettiert
wird.

5. Den Magnetriihrer verwenden, um das Lysereagenz in Suspension zu halten. Den
Pipettiervorgang durchfiihren, wahrend es bei mittlerer Geschwindigkeit gerthrt wird.

6. Das Lysereagenz zuerst vorsichtig per Hand schitteln, um das Harz zu resuspendieren. Das
Lysereagenz pipettieren, wahrend es bei mittlerer Geschwindigkeit gerlhrt wird
(Magnetriihrstab befindet sich in der Flasche), damit es in Suspension bleibt.

7. Das Lysereagenz wie folgt zur Verwendung rekonstituieren:
a. Den Inhalt von Reagenz F (Lysis Beads) vollstandig zu Reagenz A (Lysereagenz) geben.

b. Zum Pipettieren des homogenisierten Lysereagenzes Pipettenspitzen mit ausreichend
groBer Offnung verwenden.

c. Das mit Lysis Beads gemischte Lysereagenz (Reagenz A + F) ist bei 4 °C fiir 6 Monate haltbar.
Protokoll Standard Il

1. 1 ml dekantierte angereicherte Probe in ein Réhrchen oder in ein Well einer Deep Well Platte
Uberflihren. Die Deep Well Platte mit Kunststoffabdichtungsfolie verschlieBen.

Hinweis: Die Suspension schitteln, um die Kultur zu homogenisieren, und dann vor der
Probenentnahme alle Partikel absetzen lassen.

2. Die Réhrchen bei 10.000-12.000 x g 5 min zentrifugieren. Den Uberstand verwerfen. Die Deep
Well Platten 20 min bei 2.250 x g zentrifugieren und den Uberstand manuell oder mithilfe des
DW40 verwerfen.

3. 200 pl homogenisiertes Lysereagenz (Reagenz A + F) zu dem Pellet geben und das Pellet durch
Auf- und Abpipettieren des Reagenzes resuspendieren. Die Rohrchen verschlieBen bzw. die
Deep Well Platte mit vorgestanzter Abdichtungsfolie verschlieBen.

Hinweis: Das Lysereagenz zuerst vorsichtig per Hand schitteln, um die Lysis Beads zu
resuspendieren.

4. Das Rohrchen fur 3 = 1 min in das Zellaufschlussgerat geben bzw. die Deep Well Platte 15-20
min bei 1.300-1.600 rpm und 95-100 °C im Agitator-Inkubator schutteln.

5. Flr 10-15 min in den jeweiligen auf 95-100 °C vorgeheizten Heizblock stellen.

6. Die Rohrchen bei hoher Geschwindigkeit auf dem Vortex mischen und 5 min bei 10.000-12.000
x g zentrifugieren. Die Deep Well Platte 2 min bei 2.250 x g zentrifugieren.

Dies ist der empfohlene Zeitpunkt, um die Probenaufbereitungen voriibergehend zu unterbrechen.

Der Uberstand kann bis zu 1 Jahr bei -20 °C gelagert werden. Vor der erneuten Verwendung stets
auftauen und homogenisieren und anschlieBend 5 min bei 10.000-12.000 x g zentrifugieren.

8 | iQ-Check E. coli 0157:H7 Kit



Abschnitt 7 Protokoll

Protokoll Easy |

1. 100 pl homogenisiertes Lysereagenz (Reagenz A) in Réhrchen oder Wells einer Deep Well Platte
aliquotieren.

2. 100 pl der angereicherten Probe dazugeben. Durch Auf- und Abpipettieren mischen und das
Rohrchen mit einem Deckel bzw. die Deep Well Platte mit vorgestanzter Abdichtungsfolie
verschlieBen.

3. Im entsprechenden Warmeblock 10-15 min bei 95-100 °C oder im Plattenthermoshaker 15-20
min bei 1.300 rpm inkubieren.

4. Die Rohrchen bei hoher Geschwindigkeit auf dem Vortex mischen.

5. Wird eine Deep Well Platte verwendet, muss sie auf Raumtemperatur (20-25 °C) gebracht
werden.

6. Die Rohrchen mindestens 2 min bei 10.000-12.000 x g zentrifugieren. Deep Well Platten miissen
nicht zentrifugiert werden.

Dies ist der empfohlene Zeitpunkt, um die Probenaufbereitungen voriibergehend zu unterbrechen.

Der Uberstand kann bis zu 1 Jahr bei -20 °C gelagert werden. Vor der erneuten Verwendung stets
auftauen und homogenisieren und anschlieBend 5 min bei 10.000-12.000 x g zentrifugieren.

Protokoll Easy Il

1. 100 ul homogenisiertes Lysereagenz (Reagenz A + F) in die Wells einer Deep Well Platte
aliquotieren.

Hinweis: Das Lysereagenz zuerst vorsichtig per Hand schiitteln, um die Beads zu resuspendieren.
2. 100 ul der angereicherten Probe dazugeben.

Hinweis: Die Suspension schitteln, um die Kultur zu homogenisieren, und dann vor der
Probenentnahme alle Partikel absetzen lassen.

3. Die Losung durch Auf- und Abpipettieren mischen, bis sie homogen ist.

4. Die Rohrchen verschlieBen bzw. die Deep Well Platte mit vorgestanzter Abdichtungsfolie
verschlieBen.

5. Die Rohrchen fur 3 + 1 min in den Cell Disruptor geben. Die Réhrchen fir 10-15 min bei 95-
100 °C im Heizblock inkubieren.

6. Bei Verwendung des Thermoschittlers fir die Réhrchen oder das Deep Well-Format: die
Rohrchen oder Deep Well-Platte im Thermoschdttler bei einer Bewegung von 1.300 rpm bei 95-
100°C fur 15-20 min inkubieren.

7. Die Rohrchen bei hoher Geschwindigkeit vortexen und dann mindestens 2 min bei 10.000-
12.000 x g zentrifugieren. Die Deep Well Platte muss nicht zentrifugiert werden.

Dies ist der empfohlene Zeitpunkt, um die Probenaufbereitungen vorlibergehend zu unterbrechen.

Der Uberstand kann bis zu 1 Jahr bei -20 °C gelagert werden. Vor der erneuten Verwendung stets
auftauen und homogenisieren und anschlieBend 5 min bei 10.000-12.000 x g zentrifugieren.
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D. Real-Time PCR

Konfiguration des Gerats und der Software

Zur Konfiguration von Gerat und Software sind die Anleitungen im Anwenderhandbuch des Real-
Time PCR Systems fir iQ-Check Kits zu beachten.

Vorbereitung des PCR-Reaktionsgemisches

1. Ein PCR-Reaktionsgemisch mit der Amplifikationslésung (Reagenz C) und den fluoreszierenden
Sonden (Reagenz B) vorbereiten. Das bendtigte Volumen des PCR-Reaktionsgemisches hangt
von der Anzahl der zu analysierenden Proben und Kontrollen ab. In jedem PCR-Lauf missen
mindestens eine Positiv- und eine Negativkontrolle mitgefiihrt werden. Die korrekten Mengen
jedes Reagenzes sind der Pipettiertabelle im Anhang zu entnehmen.

Hinweis: Das PCR-Reaktionsgemisch (Reagenz B + C) sofort nach der Zubereitung verwenden.
Es ist bei 2-8 °C maximal 1 hr stabil.

2. Aus diesem PCR-Reaktionsgemisch dem jeweils verwendeten Platten-Layout entsprechend
45 plin jedes Well pipettieren.

3. 5l Probe oder Reagenz D (Negativkontrolle) oder Reagenz E (Positivkontrolle) zugeben. Die
Probe vor dem Pipettieren nicht vortexen. Die Wells der Platte bzw. die Teststreifen hermetisch
abdichten. Es ist wichtig, Luftblasen am Boden der Wells zu vermeiden, indem behutsam
pipettiert wird. Optional kann die verschlossene PCR-Platte bzw. kdnnen die verschlossenen
PCR-Rohrchenstreifen zur Beseitigung etwaiger Luftblasen kurz zentrifugiert werden.

4. Die Platte bzw. die Streifen in den Thermocycler stellen. Die Platte so positionieren, dass sich
das Well A1 oben links befindet. Das Reaktionsmodul schlieBen.

Die PCR durchflihren

Zum Starten des PCR-Laufs ist die Anleitung im Anwenderhandbuch des Real-Time PCR Systems
fur die iQ-Check Kits zu beachten.

E. Datenanalyse

Die Datenanalyse kann direkt am Ende des PCR-Laufs oder spater durch Offnen der gespeicherten
Datendatei durchgefiihrt werden. Fiir das Offnen von Datendateien und die Festlegung der
Datenanalyseparameter sind die Anweisungen im Benutzerhandbuch der Software CFX Manager
IDE oder der CFX Maestro IDE zu befolgen.

Ergebnisinterpretation

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

Die Software CFX Manager IDE oder CFX Maestro IDE ermdglicht eine vollstandige automatisierte
Analyse bei Verwendung von Real-Time PCR-Nachweissystemen von Bio-Rad. Vor der Freigabe der
Ergebnisse sollten die typischen Charakteristika der Amplifikationskurven verifiziert werden. Wenn
zusatzlicher Support gewinscht wird, ist der zustandige technische Kundendienst von Bio-Rad zu
kontaktieren.

Kontrollen
Vor der Interpretation der Probenergebnisse sind die Positiv- und die Negativkontrolle zu verifizieren.

10 | iQ-Check E. coli 0157:H7 Kit



Abschnitt 7 Protokoll

Damit das Experiment guiltig ist, missen die Kontrollergebnisse den Werten entsprechen, die in der
nachstehenden Tabelle zusammengefasst sind. Andernfalls muss die PCR-Reaktion wiederholt werden.

Nachweis von E. coli0157:H7 Nachweis der internen Kontrolle
(FAM-Kanal) (HEX-Kanal)
Negativkontrolle Cq = N/A* 28 =Cq=40
Positivkontrolle 26 =<Cqg =36 NA

* Die Software gibt als Cqg-Wert 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 Uibersteigt.

Wenn sich die Ergebnisse der Negativ- und der Positivkontrolle von denen in der Tabelle fir die
Kontrollen unterscheiden (ungiiltige 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 iQ-Check E. coli 0157:H7 PCR-Test muss eine typische Amplifikationskurve und fur
den FAM-Fluorophor einen Cg-Wert von = 10 ergeben.

»  Liegtder Cqg-Wert fUr beide Kanale unter 10, muss in den Rohdaten uberprift 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, ist die Probe moglicherweise positiv auf E. coli 0157:H7.

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

s Wenn kein Cqg-Wert fiir FAM vorliegt und der Cq-Wert fir die interne Kontrolle = 28 betragt, gilt
die Probe als negativ auf E. coli 0157:H7.

] Falls auch fiir die interne Kontrolle kein Cq-Wert vorliegt (Cq = N/A), bedeutet dies, dass die
PCR-Reaktion vermutlich gehemmt war. In diesem Fall muss die Probe verdiinnt (mit 10 pul DNA-
Extrakt eine 1:10 Verdinnung in destilliertem sterilem Wasser durchfihren, dann 5 pl der
verdlinnten Losung fiir die Amplifikation verwenden) und die PCR wiederholt werden.

»  Falls der Cq-Wert fur die interne Kontrolle < 28 liegt, ist keine Interpretation des Ergebnisses
maoglich. Es ist zu Uberprifen, ob der Schwellenwert korrekt platziert wurde oder ob es sich bei
der Kurve in den Rohdaten um eine normale Amplifikationskurve handelt. Wenn die Kurve keine
charakteristische Form aufweist, muss der PCR-Test wiederholt werden.

Die Interpretation der Probenergebnisse ist in der folgenden Tabelle zusammengefasst:

Nachweis von E. co/iO157:H7 Nachweis der internen Kontrolle

(FAM) (HEX-Kanal) Auswertung
Cg=10 NA Positiv.
Cq =N/A Cq>28 Negativ
Cq =N/A Cq=N/A Hemmung*

* Wenn sowohl beim Ziel-Nachweis als auch beim Nachweis der internen Kontrolle ein Cg-Wert = N/A erhalten wird, muss
die Probe 1:10 verdiinnt und dann erneut getestet werden.

Wenn Validierungskriterien nicht erfillt sind, wird das Ergebnis unter Umstanden als unglltig
bezeichnet. Die Rohdaten Uberpriifen und wie bei einer inhibierten Probe weiter verfahren.
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Abschnitt 8

Bestatigung positiver Ergebnisse

Im Kontext der NF VALIDATION-zertifizierten Methode missen alle positiven iQ-Check E. coli
0157:H7 Ergebnisse bestatigt werden. Dazu gibt es folgende Moéglichkeiten:

1. Durchfuhrung klassischer Tests, die in den standardisierten CEN- oder ISO-Methoden
beschrieben sind, unter Verwendung der Ausgangsprobe.

2. Verwendung von einer der folgenden beiden Methoden ab dem Schritt der GPW-Anreicherung:

a. Isolierung auf CT-SMAC-Agar (mit oder ohne Immunseparationsschritt davor), gefolgt von
der Isolierung von Kolonien auf nicht selektivem Agar, und anschlieBendem 0157- und H7-
Latex-Tests mit 1 bis 3 charakteristischen Kolonien.

b. Isolierung auf chromogenem RAPID'E.coli 0157:H7 Medium mit einem vorangegangenem
Immunseparationsschritt, gefolgt von der Isolierung von Kolonien auf nicht selektivem
Agar, und anschlieBendem 0O157- und H7-Latex-Tests mit 1 bis 3 charakteristischen
Kolonien. Es wird eine Bestatigung mit der im Anwenderhandbuch fir das chromogene
RAPID'E.coli 0157:H7 Medium genannten Methode empfohlen.

Bei nicht Ubereinstimmenden Ergebnissen zwischen dem iQ-Check E. coli 0157:H7 Kit und einer der
oben aufgeflihrten Bestatigungsoptionen (insbesondere Latex-Tests) sind die erforderlichen
Schritte zu befolgen, um glltige Ergebnisse sicherzustellen, z. B. Hinzufligen eines
Immunseparationsschritts und dann Isolieren auf CT-SMAC- oder RAPID'E.coli 0157:H7-Agar.

Im Zusammenhang mit der AOAC PTM-validierten Methode gilt ein positives iQ-Check E. coli
0157:H7 Ergebnis als vermutlich positiv, und es wird eine Bestatigung mit einer geeigneten
Referenzmethode (z. B. USDA MLG oder FDA BAM) empfohlen.

Abschnitt 9

Bestatigung von Einzelkolonien mit dem iQ-Check Kit

Das iQ-Check E. coli 0157:H7 Kit kann auch zum Bestatigen isolierter E. coli 0157:H7-Kolonien auf
Agarplatten verwendet werden.

1. Mit einem Zahnstocher, einer sterilen Impfose oder einem anderen geeigneten
Verbrauchsartikel
(z. B. einer Pipettenspitze) eine isolierte Kolonie aus einer Platte mit selektivem oder
nichtselektivem Agar aufnehmen.

2. Die Kolonie in 100 ul Tryptonsalz-Medium oder destilliertem, sterilem Wasser in einem
Mikrozentrifugenréhrchen resuspendieren. Auf dem Vortex homogenisieren.

3. 5 ul der Suspension zu 45 pl PCR-Reaktionsgemisch geben (siehe D. ,Real-Time PCR" in
Abschnitt 7 ,Protokoll”) und zur Daten- und Ergebnisauswertung die Ubrigen Schritte des
iQ-Check E. coli 0157:H7 Protokolls befolgen.

Es ist zu beachten, dass die Bestatigung der Kolonien gemaB dem in der USDA MLG 5C.00 Methode
beschriebenen Protokoll durchgefiihrt werden kann.
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Abschnitt 10

Testleistung und Testvalidierungen

e‘mﬂcmnom iQ-Check E. coli 0157:H7 (Protokoll Easy ll) wurde von NF VALIPATION als
Alternative zur Referenzmethode ISO 16654 (Juli 2001) und dessen Anderung A1l

NF (Juni 2017) fir den Nachweis von E. coli 0157:H7 in Rohfleischproben
VALIDATION (ausgenommen Gefliigelfleisch) einer Menge von 25 g und 375 g zertifiziert. Die

EN 150 16140 Validierung erfolgte nach dem Protokoll von NF EN ISO 16140-2:2016 und umfasst
die Verwendung der Real-Time PCR Systeme CFX96, CFX96 Deep Well und CFX

BRD 07/15 - 06/08 Opus Deep Well. Das zugehdrige Softwareprogramm ist die Software CFX Manager
ALTERNATIVE IDE Software (ab V2.2) oder CFX Maestro IDE (ab Version 4.0) und die O157_H7

ANALYSEMETHODEN Fast APF. Zertifikathummer: BRD 07/15-06/08. Giiltig bis: Entsprechend den
FUR AGRIBUSINESS Angaben auf dem Zertifikat auf der Website http://nf-validation.afnor.org/en.

http://nf-validation.afnor.org

ey VERFORMANCE TESTED  jQ-Check E. coli 0157:H7 wurde vom AOAC-Research Institute im Rahmen des
AOAC Performance Tested Method-Programms zum Nachweis von E. coli 0157:H7 in
e [ONe€M Rinderhackfleisch (25 g und 375 g), rohem Rindfleisch (375 g), roher

entbeinter Hihnerbrust ohne Haut (25 g), rohem Hiihnerschenkel mit Haut (25 g),
mechanisch zerteiltem Hihnerfleisch (25 g), rohem Schweinehackfleisch (25 g),
rohem Spinat (25 g und 375 g) und Apfelwein (25 ml) validiert. Auch das Protokoll
Standard Il wurde von AOAC-RI beziglich des gleichzeitigen Nachweises von
E. coli 0157:H7 und Salmonella spp. in rohem Rinderhackfleisch validiert worden.
Ein positives Ergebnis mit iQ-Check ist als vorlaufig positiv zu betrachten und sollte
mit Standardreferenzmethoden bestatigt werden. Zertifikathummer 020801.

Abschnitt 1
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Anhang — Pipettiertabelle fiir das PCR-Reaktionsgemisch

Anhang — Pipettiertabelle fur das PCR-Reaktionsgemisch

Die Tabelle gibt Aufschluss Uber die entsprechenden korrekten Mengen von Reagenz B und
Reagenz C zur Herstellung des PCR-Reaktionsgemisches je nach der Gesamtzahl der zu
analysierenden Proben und Kontrollen.

Gesamtzahlan  Sonden  Amplifikationsmi Gesamtzahlan  Sonden  Amplifikationsmi Gesamtzahlan  Sonden Amplifikationsmi

Probenund ReagenzB, xReagenzC, Probenund ReagenzB, xReagenzC, Probenund Reagenz B, xReagenzC,
Kontrollen Ml Ml Kontrollen Ml Wl Kontrollen ul Ml
1 5 40 33 178 1.400 65 351 2.800
2 n 86 34 184 1.500 66 356 2.900
3 16 130 85 189 1.500 67 362 2.900
4 22 173 36 194 1.600 68 367 2.900
5) 27 216 37 200 1.600 69 373 3.000
6 32 259 38 205 1.600 70 378 3.000
7 38 302 39 21 1.700 71 383 3.100
8 43 346 40 216 1.700 72 389 3.100
9 49 389 a1 221 1.800 73 394 3.200
10 54 432 42 227 1.800 74 400 3.200
1 59 475 43 232 1.900 75 405 3.200
12 65 518 44 238 1.900 76 410 3.300
13 70 562 45 243 1.900 77 416 3.300
14 76 605 46 248 2.000 78 421 3.400
15 81 648 47 254 2.000 79 427 3.400
16 86 691 48 259 2.100 80 432 3.500
17 92 734 49 265 2.100 81 437 3.500
18 97 778 50 270 2.200 82 443 3.500
19 103 821 51 275 2.200 83 448 3.600
20 108 864 52 281 2.200 84 454 3.600
21 13 907 53 286 2.300 85 459 3.700
22 19 950 54 292 2.300 86 464 3.700
23 124 994 55 297 2.400 87 470 3.800
24 130 1.000 56 302 2.400 88 475 3.800
25 135 1.100 57 308 2.500 89 481 3.800
26 140 1.100 58 313 2.500 90 486 3.900
27 146 1.200 59 319 2.500 91 491 3.900
28 151 1.200 60 324 2.600 92 497 4.000
29 157 1.300 61 329 2.600 93 502 4.000
30 162 1.300 62 335 2.700 94 508 4.100
31 167 1.300 63 340 2.700 95 513 4.100
32 173 1.400 64 346 2.800 96 518 4.100
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Sezione 1 Introduzione

Sezione 1

Introduzione

| metodi convenzionali di rilevazione batteriologica sono spesso lunghi e noiosi. In confronto,
iQ-Check Escherichia coli O157:H7 & un test qualitativo semplice e rapido che permette la rilevazione
di sequenze specifiche di DNA esclusive di E. coli 0157:H7 ritrovate in prodotti alimentari e campioni
ambientali. Mediante la reazione a catena della polimerasi (PCR) real-time, le sequenze specifiche
di DNA di E. coli 0157:H7 vengono amplificate e rilevate simultaneamente tramite sonde fluorescenti.
E possibile processare un numero massimo di 94 campioni, con un rischio di contaminazione
minimizzato e una procedura intuitiva. Questo kit & destinato al personale di laboratorio qualificato,
incaricato di eseguire test per la rilevazione di E. coli O157:H7. | risultati del test si ottengono entro
poche ore dall'arricchimento del campione.

Sezione 2
Tecnologia iQ-Check E. coliO157:H7

iQ-Check E. coli 0157:H7 Kit € un test basato sull'amplificazione e sulla rilevazione genica mediante
PCR real-time. | reagenti PCR pronti all'uso contengono oligonucleotidi (primer e sonde) specifici
per E. coli O157:H7, oltre a DNA polimerasi e nucleotidi. La rilevazione e I'analisi dei dati sono
ottimizzati per I'impiego con uno strumento PCR real-time Bio-Rad, come il sistema di rilevazione
tramite PCR real-time CFX96 Touch Deep Well System o CFX Opus Deepwell System.

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 Ia
denaturazione del DNA, con successivo appaiamento dei primer ad una regione target specifica. A
questo punto 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 collegate a un fluoroforo che
emette fluorescenza solo se ibridato alla sequenza target. FAM ¢ il fluoroforo collegato alla sonda
ibridata alla sequenza specifica di DNA di E. coli 0157:H7. In assenza di DNA target, non verra
rilevata alcuna fluorescenza. Man mano che la quantita di ampliconi aumenta ad ogni ciclo di
amplificazione, l'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
I'intensita della fluorescenza rispetto al numero di cicli.

Nella miscela di reazione € incluso un controllo interno del DNA sintetico. Il controllo viene
amplificato con una sonda specifica simultaneamente rispetto alla sequenza di DNA target di E. coli
0157:H7 e rilevato da un secondo fluoroforo.
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Sezione 3 Componenti del kit

Questo test consente la rilevazione qualitativa di E. coli 0157:H7 in determinati prodotti alimentari
e campioni ambientali precedentemente arricchiti mediante coltura. Prevede le seguenti fasi
principali:

Opzionale:

Free DNA Estrazione del PCR real-
Removal DNA time
Solution*

Analisi e

interpretazione
dei dati

Arricchimento

*Per |le condizioni d'uso, fare riferimento al manuale d'uso di iQ-Check Free DNA Removal Solution
(n. catalogo 10000058391).

Sezione 3

Componenti del kit

iQ-Check E. coli 0157:H7 Kit contiene reagenti a sufficienza per l'esecuzione di 96 test (94
campioni).

ID reagente Reagente Quantita in ml

A Reagente di lisi 1flacone, 20

B Sonde fluorescenti 1 provetta, 0,55

C Miscela di amplificazione 1 provetta, 4,4

D Controllo negativo PCR 1 provetta, 0,5

E Controllo positivo PCR 1 provetta, 0,25

F Sfere di lisi 1 flacone (17,6 g)
Sezione 4

Validita e conservazione

Una volta ricevuto, il kit deve essere conservato a 2-8 °C. | reagenti conservati a questa temperatura
possono essere utilizzati fino alla data di scadenza riportata sulle provette.

Sezione 5

Materiali necessari ma non inclusi

Apparecchiatura

= Omogeneizzatore da laboratorio per i campioni dei test
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Sezione 5 Materiali necessari ma non inclusi

Incubatore per I'arricchimento microbiologico dei campioni

Materiali specifici per I'estrazione in provette da 1,5 ml coniche, sterili e con tappo a vite:
- Centrifuga da banco 10.000-12.000 x g

- Blocco termico a secco a 37 + 2 °C e/o 95-100 °C

Materiali specifici per I'estrazione in una piastra Deep Well:

- Termoagitatore/agitatore-incubatore* in grado di mantenere 37 + 2 °C e/o 95-100 °C con
una velocita di miscelazione di almeno 1300 rpm

Vortex

Piastra di agitazione magnetica

Micropipette da 20 pl, 200 pl e 1000 pl

Puntali per pipettatori a ripetizione, in confezione sterile e singola.

Sistema PCR real-time di Bio-Rad;* ad esempio, i sistemi PCR real-time CFX96 Touch Deep
Well System (n. catalogo 3600037) o CFX Opus Deep Well System (n. catalogo 17007991)

Bio-Rad iQ-Check Prep System per I'estrazione automatizzata del DNA e il setup delle piastre
PCR (n. catalogo 3594911)

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

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

Materiali

Terreno di arricchimento: acqua peptonata tamponata (ad esempio, BPW Plus n. catalogo
3564684, in forma disidrata, 500 g; 3554179, 225 ml x 6 flaconi; 3555789, 2,3 L x 5 sacche;
3555790, 5 L x 2 sacche. BPW Standard (n. catalogo 12013259, in forma disidratata, 500 g;
12013258 in forma disidratata, 5 kg; 12013260 5 L x 2 sacche)

iQ-Check Free DNA Removal Solution (n. catalogo 3594970)
STEC Supplement (n. catalogo 3564005)

iQ-Check Purification Reagent (n. catalogo 12012383)
Materiali specifici per campioni ambientali

- Spugne ambientali

- Tamponi ambientali

- Brodo neutralizzante per spugne e tamponi come Dey-Engley (D/E), HiCap Neutralizing
Broth, o Letheen Broth

Materiali specifici per I'estrazione in provette
- Provette coniche sterili con tappo a vite da 1,5 ml (n. catalogo 17010678)

Materiali specifici per I'estrazione in una piastra Deep Well
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Sezione 6 Sicurezza, precauzioni e raccomandazioni per ottenere risultati ottimali

- Piastra da 96 Deep Well (iQ-Check Deep Well Microplate, n. catalogo 3594900)
- Pellicola sigillante in plastica (TeSeE NSP Plastic Sealing Film, n. catalogo 3590139)

- Pellicola sigillante per piastre PCR (X-Pierce Film, n. catalogo 3593977, o Pre-Pierced Plate
Sealing Film, n. catalogo 3600040, solo Nord America)

Specifici per iQ-Check Prep System:
- Contenitore per la diluizione da 60 ml (n. catalogo 3594904)

- Puntali con filtro (n. catalogo 3594902 o 12014486, 50 ul x 5.760; 3594903 o 12014483,
1.000 pl x 3.840)

- Provette per miscela di PCR (n. catalogo 12016673, 5 ml x 25)
Piastre PCR, provette, nastro isolante e tappi
Puntali sterili con filtro adattabili a micropipette da 20, 200 e 1000 pl

Puntali per pipette Combitip o pipettatori a ripetizione equivalenti, sterili e confezionati
singolarmente

Provette sterili per testda 2 e 5 ml

RAPID'E.coli 0157:H7 agar (n. catalogo 3564748, 100 g) supplementato con novobiocina
e tellurite di potassio (puo essere utilizzato al di fuori dell'ambito della validazione AOAC)

Per le conferme: CT-SMAC agar, piu test al lattice per 0157 e H7
Guanti senza polvere

Acqua distillata sterile

Candeggina, 5%

Detergenti come DNA AWAY o RNase AWAY

Sezione 6

Sicurezza, precauzioni e raccomandazioni per ottenere
risultati ottimali

Il presente test deve essere eseguito da personale addestrato

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

Tutti i materiali potenzialmente infetti devono essere collocati in autoclave prima dello
smaltimento

La qualita dei risultati si basa sulla rigorosa osservanza delle buone pratiche di laboratorio
(ad esempio, la norma EN ISO 7218), soprattutto in materia di PCR:

- Non spostare mai apparecchiature da laboratorio (pipette, provette, ecc.) da una postazione
di lavoro all'altra
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Sezione 6 Sicurezza, precauzioni e raccomandazioni per ottenere risultati ottimali

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

Non utilizzare i reagenti dopo la data di scadenza
Per garantire I'omogeneita dei reagenti del kit, miscelarli nel vortex prima di utilizzarli

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

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

Pulire gli spazi di lavoro periodicamente con candeggina al 5% e altri prodotti disinfettanti
come DNA AWAY

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

= Siraccomanda vivamente di seguire i requisiti generali descritti nella norma EN ISO 22174:2024
(Microbiology of food and animal feeding stuffs — Polymerase chain reaction (PCR) for the
detection of food pathogens — General requirements and definitions)

= iQ-Check E. coli O157:H7 Kit

Tutte le sostanze o miscele contenute nel kit per il test sono classificate come prodotti in
conformita al sistema mondiale armonizzato (GHS). Il contatto con acidi potrebbe causare il
rilascio di gas tossici. Se utilizzato correttamente, non sono necessarie precauzioni
particolari. Se il prodotto viene inalato, portare il soggetto in una zona ben aerata e in caso
di disturbi consultare un medico. Se il prodotto viene a contatto con gli occhi, sciacquarli
mantenendoli aperti sotto I'acqua corrente per diversi minuti. In caso di ingestione del
prodotto, indurre il vomito e contattare un medico

= iQ-Check Prep System

L'utilizzo improprio del iQ-Check Prep System potrebbe causare lesioni personali o danni
allo strumento. Se manipolati in modo improprio, alcuni componenti potrebbero presentare
un rischio di lesioni personali dovuto al calore eccessivo. Per garantire sicurezza, iQ-Check
Prep System deve essere utilizzato esclusivamente da personale di laboratorio qualificato
e opportunamente addestrato. La manutenzione dello strumento deve essere eseguita solo
dai tecnici di assistenza Bio-Rad

= Sistema di rilevazione tramite PCR real-time CFX96 Touch System o CFX Opus Deepwell
System

L'uso improprio del sistema di rilevazione tramite PCR real-time CFX96 Touch System o CFX
Opus Deep Well System pud causare lesioni personali o danni allo strumento. Se manipolati
in modo improprio, alcuni componenti potrebbero presentare un rischio di lesioni personali
dovuto al calore eccessivo. Per garantire la sicurezza, il sistema di rilevazione tramite PCR
real-time CFX96 Touch Deep Well System o CFX Opus Deep Well System deve essere
utilizzato esclusivamente da personale di laboratorio specializzato opportunamente
addestrato. La manutenzione dello strumento deve essere eseguita solo dai tecnici di
assistenza Bio-Rad
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Sezione 7 Protocollo

. Arricchimento

- L'utente e tenuto a leggere, comprendere e osservare tutte le informazioni relative alla
sicurezza contenute nelle istruzioni dell' iQ-Check E. coli O157:H7 Kit. Conservare le
istruzioni di sicurezza per consultazioni future. Per ridurre i rischi biologici e i rischi legati
all'esposizione ai prodotti chimici, eseguire il test dei patogeni in un laboratorio
adeguatamente attrezzato sotto il controllo di personale qualificato. Seguire sempre le
pratiche di laboratorio standard sulla sicurezza, tra cui indossare gli indumenti protettivi e la
protezione per gli occhi durante la manipolazione di reagenti e campioni contaminati. Evitare
il contatto con il contenuto dei terreni di arricchimento e delle provette con i reagenti al
termine dell'amplificazione. Smaltire i campioni arricchiti in conformita alle attuali norme
industriali

- L'E. coli patogeno & un organismo che richiede il livello di biosicurezza 2 o 3. | campioni
biologici come gli arricchimenti sono in grado di trasmettere malattie infettive. Osservare
ogni normativa locale, statale/provinciale e/o nazionale applicabile in materia di smaltimento
di rifiuti biologici. Indossare dispositivi di protezione adeguati, che includono, a titolo
esemplificativo, dispositivi di protezione per gli occhi, schermi per il viso, indumenti/camici
da laboratorio e guanti. Tutti le operazioni devono essere eseguite in strutture
adeguatamente attrezzate utilizzando gli idonei dispositivi di sicurezza (ad esempio,
i dispositivi di contenimento fisico). Prima di lavorare con materiali potenzialmente infettivi,
gli addetti devono ricevere una formazione che sia conforme alle disposizioni regolamentari
in vigore e ai requisiti dell'azienda/ente

- Una volta completati i test, tutti i materiali e i mezzi che potrebbero contenere patogeni
devono essere decontaminati seguendo gli attuali standard di settore per lo smaltimento dei
rifiuti contaminati (ossia, sterilizzazione in autoclave per 20 min a 120 °C). Per maggiori
informazioni relative alle normative locali in materia di smaltimento, consultare la scheda di
sicurezza

Sezione 7

Protocollo

A. Arricchimento del campione
Si raccomanda vivamente di leggere l'intero protocollo prima di iniziare il test.
Si consiglia vivamente di utilizzare un sacco di arricchimento con filtro incorporato

| terreni di arricchimento devono essere mantenuti alla temperatura di incubazione opportuna (37 °C
0 41,5 °C se necessario) prima dell'utilizzo.

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

iQ-Check E. coli 0157:H7 Kit fa parte del metodo standard USDA MLG 5C.02 e pu0 essere utilizzato
in seguito all'arricchimento indicato nel metodo.
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Sezione 7 Protocollo

VALIDAZIONE NF BRD 7/15-06/08

Oggetto (matrici)

Preparazione dei campioni

Arricchimento/
Estrazione del DNA

Carne cruda
(escluso pollame)'?
(259)

Omogeneizzare n g di campione in 9 x n ml di APT
(25 gin 225 ml)

Estrazione Easy Il

. Incubare per 8-16 hr
adl5+1°C
= Formato provetta/Deep Well

Carne cruda
(escluso pollame)'?
(375 g)

AOACPTM 02080
Oggetto (matrici)

1

Omogeneizzare n g di campione in 3 x n ml di APT
(375 g in 1.125 ml)

Preparazione dei campioni

Estrazione Easy Il

L] Incubare per 10-18 hr
ad15+x1°C
= Formato provetta/Deep Well

Arricchimento/
Estrazione del DNA

Manzo macinato
crudo, spinaci
freschi, sidro di
mele (25 g)

Omogeneizzare n g di campione in 9 x n ml di APT preriscaldata
(25 gin 225 ml)

Estrazione Easy |

. Incubare per 8-24 hr
ad15+x1°C
= Formato provetta/Deep Well

Manzo macinato
crudo? (25 g)

Omogeneizzare n g di campione in 9 x n ml di APT preriscaldata
(25 gin 225 ml)

Estrazione Standard Il

L] Incubare per 8-12 hr
a36+1°C
= Formato provetta/Deep Well

Manzo macinato
crudo e rifilatura di
manzo crudo™®
(375 g)

Omogeneizzare n g di campione in 3 x n ml di APT preriscaldata
(375 g in 1.125 ml)

Estrazione Easy Il

. Incubare per 8-22 hr
adl5+x1°C
. Formato provetta/Deep Well

Spinaci freschi®
(375 g)

Omogeneizzare n g di campione in 3 x n ml di APT preriscaldata
(375 g in 1.125 ml)

Estrazione Easy Il

L] Incubare per 10-22 hr
adl5+x1°C
= Formato provetta/Deep Well

Pollo crudo con

e senza pelle, pollo
separato
meccanicamente

e maiale macinato

Omogeneizzare n g di campione in 9 x n ml di APT preriscaldata
(25 gin 225 ml)

Estrazione Easy Il

. Incubare per 8-22 hr
ad15+x1°C
. Formato provetta/Deep Well

crudo (25 g)
Tampone Omogeneizzare il tampone in 200 ml di BPW preriscaldata con Estrazione Easy Il
MicroTally" 4 |'apposito strumento stomacher oppure massaggiando

manualmente per 30 sec

. Incubare per 8-22 hr
ad15+x1°C
. Formato provetta/Deep Well

Campioni prelevati
da superfici
ambientali

Omogeneizzare i tamponi in 10 ml di APT preriscaldata

Omogeneizzare le spugne in 60-90 ml di APT preriscaldata

Estrazione Easy Il

L] Incubare per 8-24 hr
ad15+x1°C
. Formato provetta/Deep Well

"La validazione comprende anche I'utilizzo del file di protocollo di applicazione “O157_H7 Fast” per un tempo di ciclo PCR
ridotto. Per ulteriori informazioni contattare il rappresentante Bio-Rad locale.

2 Protocollo per la rilevazione simultanea di Salmonella.

3Protocollo armonizzato con i kit iQ-Check Salmonelia Il e iQ-Check STEC VirX
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Sezione 7 Protocollo

B. Trattamento per la rimozione del DNA libero

Il prodotto iQ-Check Free DNA Removal Solution (n. catalogo 3594970) rappresenta un metodo
ottimale per la rimozione del DNA libero (al di fuori dell'ambito attuale delle validazioni AOAC e NF).
Seguire le raccomandazioni di Bio-Rad contenute nel manuale d'uso.

C. Estrazione del DNA

Raccomandazioni generali:

1. Prima di iniziare il test, accendere il blocco termico o il thermoshaker per la funzione di
preriscaldamento. Impostare a 95-100 °C. Durante il pipettaggio, mantenere in sospensione il
reagente di lisi agitando a media velocita su una piastra di agitazione magnetica.

2. 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 questo strato.

3. Aprire le provette e i pozzetti con attenzione per evitare eventuali contaminazioni crociate.

4. Raffreddare la piastra Deep Well prima di effettuare il pipettaggio direttamente nella pellicola
sigillante preforata.

5. Utilizzare la barra magnetica per mantenere in sospensione il reagente di lisi. Effettuare i

pipettaggio mentre & in atto un'agitazione a media velocita.

6. Per risospendere la resina, per prima cosa agitare delicatamente a mano il reagente di lisi. Al
fine di mantenerlo in sospensione, effettuare il pipettaggio mentre & in atto un'agitazione a media
velocita mediante la barra magnetica contenuta nel flacone.

7. Ricostituire il reagente di lisi finale come segue:

a. Versare con attenzione tutto il contenuto del reagente F (sfere di lisi) nel reagente A
(reagente di lisi).

b. Utilizzare materiali di consumo con un puntale largo abbastanza da consentire |l
pipettaggio del reagente di lisi omogeneizzato.

c. Se conservato a 4 °C, il reagente di lisi miscelato con le sfere di lisi (reagente A + F) ha
una validita pari a 6 mesi.

Protocollo Standard Il

1. Raccogliere 1 ml di campione decantato arricchito in una provetta o in un pozzetto di una piastra
Deep Well. Sigillare la piastra Deep Well con una pellicola in plastica.

Nota: Agitare la sospensione per omogeneizzare la coltura e permettere I'assestamento dei residui
prima di raccogliere il campione.

2. Centrifugare le provette a 10.000-12.000 x g per 5 min. Eliminare il surnatante. Centrifugare le
piastre Deep Well a 2.250 x g per 20 min ed eliminare il surnatante manualmente o mediante la
DW40.
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Sezione 7 Protocollo

3. Aggiungere 200 pl di reagente di lisi omogeneizzato (reagente A + F) al pellet e risospendere
quest'ultimo pipettando il reagente in alto e in basso. Chiudere le provette o sigillare la piastra
Deep Well con la pellicola sigillante preforata.

Nota: Per risospendere le sfere, per prima cosa agitare delicatamente a mano il reagente di lisi.

4. Collocare la provetta nel cell disruptor per 3 + 1 min, oppure agitare la piastra Deep Well
nell'agitatore-incubatore a 1.300-1.600 rpm a 95-100 °C per 15-20 min.

5. Incubare le provette nel blocco termico indicato a 95-100 °C per 10-15 min.

6. Miscelare nel vortex le provette ad alta velocita e centrifugare a 10.000-12.000 x g per 5 min.
Centrifugare la piastra Deep Well a 2.250 x g per 2 min.

Questo e il momento raccomandato per l'interruzione temporanea della procedura.

Il surnatante puo essere conservato per 1 anno a -20 °C. Lasciare sempre il tempo necessario per
lo scongelamento e I'omogeneizzazione, in seguito centrifugare a 10.000-12.000 x g per 5 min prima
di utilizzarlo nuovamente.

Protocollo Easy |

1. Aliquotare 100 pl di reagente di lisi omogeneizzato (reagente A) nelle provette o nei pozzetti di
una piastra Deep Well.

2. Aggiungere 100 ul di campione arricchito. Miscelare pipettando verso l'alto e verso il basso,
quindi chiudere le provette con i tappi o sigillare la piastra Deep Well con la pellicola sigillante
preforata.

3. Incubare nel blocco termico indicato a 95-100 °C per 10-15 min o nel termoagitatore per
15-20 min a 1.300 rpm.

4. Miscelare le provette nel vortex ad alta velocita.

5. In caso di utilizzo di una piastra Deep Well, lasciarla raffreddare a temperatura ambiente
(20-25 °C).

6. Centrifugare le provette a 10.000-12.000 x g per almeno 2 min. La centrifugazione non
€ necessaria per la piastra Deep Well.

Questo e il momento raccomandato per l'interruzione temporanea della procedura.

Il surnatante puo essere conservato per 1 anno a -20 °C. Lasciare sempre il tempo necessario per
lo scongelamento e I'omogeneizzazione, in seguito centrifugare a 10.000-12.000 x g per 5 min prima
di utilizzarlo nuovamente.

Protocollo Easy Il

1. Aliquotare 100 pl di reagente di lisi omogeneizzato (reagenti A + F) nei pozzetti di una piastra
Deep Well.

Nota: prima agitare delicatamente a mano il reagente di lisi per risospendere le sfere.
2. Aggiungere 100 pl di campione arricchito.

Nota: agitare la sospensione per omogeneizzare la coltura, quindi evitare che eventuali residui si
depositino prima di raccogliere il campione.

9 | iQ-Check E. coli 0157:H7 Kit



Sezione 7 Protocollo

3. Miscelare la soluzione pipettando su e giu fino a ottenere I'omogeneizzazione.
4. Chiudere le provette o sigillare la piastra a pozzetti profondi con la pellicola sigillante preforata.

5. Posizionare le provette nel dispositivo per il frazionamento cellulare per 3 = 1 min. Incubare le
provette nel blocco termico a 95-100 °C per 10-15 min.

6. Se si utilizza il termoagitatore per il formato provetta o Deep Well, incubare le provette o la
piastra Deep Well nel termoagitatore con agitazione a 1.300 rpm a 95-100 °C per 15-20 min.

7. Miscelare le provette nel vortex ad alta velocita e centrifugare a 10.000-12.000 x g per almeno
2 min. La centrifugazione per la piastra Deep Well non & necessaria.

Questo e il momento raccomandato per l'interruzione temporanea della procedura.

Il surnatante puo essere conservato per 1 anno a -20 °C. Lasciare sempre il tempo necessario per
lo scongelamento e I'omogeneizzazione, in seguito centrifugare a 10.000-12.000 x g per 5 min prima
di utilizzarlo nuovamente.

D. PCRreal-time

Installazione strumento e software

Per installare strumento e software, fare riferimento alle istruzioni contenute nel manuale utente del
sistema PCR real-time per i kit iQ-Check.

Preparazione della miscela di PCR

1. Preparare una miscela di PCR contenente la soluzione di amplificazione (reagente C) e le sonde
fluorescenti (reagente B). Il volume della miscela di PCR necessario dipende dal numero di
campioni e controlli da analizzare. In ogni ciclo PCR devono essere inclusi almeno un controllo
positivo e un controllo negativo. Per verificare i corretti volumi da impiegare per ogni reagente,
consultare la tabella relativa al pipettaggio riportata in Appendice.

Nota: Utilizzare la miscela di PCR (reagente B + C) immediatamente in seguito alla preparazione.
Essa rimane stabile per massimo 1 hr a 2-8 °C.

2. Pipettare 45 pl della miscela di PCR in ogni pozzetto secondo lo schema analitico scelto.

3. Aggiungere 5 pl di campione, reagente D (controllo negativo) o reagente E (controllo positivo).
Non miscelare nel vortex il campione prima del pipettaggio. Sigillare ermeticamente i pozzetti
della piastra o le strip. Pipettare con attenzione per evitare la formazione di bolle sul fondo dei
pozzetti. Come fase facoltativa, per eliminare eventuali bolle centrifugare la piastra PCR o le strip
delle provette sigillate (centrifuga rapida).

4. Posizionare la piastra o le strip nel termociclatore. Accertarsi di posizionare la piastra con il
pozzetto A1l nell'angolo superiore sinistro. Chiudere il modulo di reazione.

Eseguire un ciclo PCR

Per avviare un ciclo PCR, seguire le istruzioni contenute nel manuale d'uso del sistema PCR real-
time per i kit iQ-Check.
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Sezione 7 Protocollo

E. 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 d'uso del software CFX Manager IDE o CFX Maestro IDE.

Interpretazione dei risultati

Una volta definiti i parametri di analisi dei dati, i risultati vengono interpretati analizzando i valori Cq
di ciascun campione (il ciclo in cui la curva di amplificazione supera la soglia)

Il software CFX Manager IDE o CFX Maestro IDE consente di completare un'analisi automatizzata
per i sistemi di rilevazione PCR real-time Bio-Rad. E necessario eseguire la verifica delle
caratteristiche tipiche della curva di amplificazione prima di rilasciare i risultati. Per ulteriore
supporto, contattare il proprio team di supporto tecnico Bio-Rad.

Controlli
Prima di interpretare i risultati dei campioni, verificare i controlli positivo e negativo.

Perché I'esperimento sia valido, i controlli devono produrre i seguenti risultati, come riportato nella
tabella sottostante. In caso contrario, & necessario ripetere la reazione PCR.

Rilevazione E. co/i0157:H7 Rilevazione controllo interno
(canale FAM) (canale HEX)
Controllo negativo Cq = N/A* 28 =Cq =40
Controllo positivo 26 = Cq =36 NA

* || 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 riportati nella tabella Controlli
(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 per iQ-Check E. coli 0157:H7 positivo 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 appare
corretta, potrebbe essere considerata come campione di E. coli 0157:H7 positivo

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:

= Se non esiste un valore Cq per FAM e il controllo interno ha un Cq = 28, il campione viene
considerato come campione negativo a E. coli 0157:H7

= Se il controllo interno non presenta a sua volta un valore Cq (Cq = N/A), cio indica probabilmente
inibizione della reazione PCR. Diluire il campione (eseguire una diluizione 1:10 in acqua distillata
sterile tramite 10 pl di estratto di DNA), utilizzare 5 pl della diluizione per I'amplificazione, quindi
ripetere il test PCR.
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Sezione 8 Conferma dei risultati positivi

= Se il valore Cq per il controllo interno & <28, l'interpretazione del risultato non sara possibile.
Verificare il corretto posizionamento della soglia, 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 dei campioni € riassunta nella seguente tabella:

Rilevazione E. coli0157:H7 Rilevazione controllo interno Interpretazione
(FAM) (canale HEX)
Cq=z=10 NA Positivo.
Cq =N/A Cq>28 Negativo
Cq=N/A Cqg = N/A Inibizione*

* Qualora il target e la rilevazione del controllo interno diano un valore Cq = N/A, il campione deve essere diluito 1/10 e testato
nuovamente.

Il mancato rispetto dei criteri di convalida pud portare a un'interpretazione non valida. Verificare
i dati non elaborati e procedere come se il campione fosse inibito.

Sezione 8

Conferma dei risultati positivi

Nell'ambito del metodo certificato della VALIDAZIONE NF, tutti i risultati positivi con iQ-Check E. coli
0157:H7 devono essere confermati come segue:

1. Mediante test classici illustrati nei metodi standardizzati CEN o ISO ritornando al campione.
2. Utilizzando uno dei due metodi seguenti, a partire dall'arricchimento con APT:

a. lIsolamento suagar CT-SMAC (con o senza precedente fase diimmunoseparazione), seguito
da isolamento delle colonie su agar non selettivo, quindi test al lattice per 0157 e H7 su
1-3 colonie caratteristiche.

b. Isolamento su terreno cromogenico RAPID'E.coli 0157:H7, con precedente fase di
immunoseparazione, seguito da isolamento delle colonie su agar non selettivo, quindi test al
lattice per 0157 e H7 su 1-3 colonie caratteristiche. Fare riferimento al metodo di conferma
nel manuale d'uso per terreno cromogenico RAPID'E.coli O157:H7

In caso di risultati discrepanti tra iQ-Check E. coli 0157:H7 Kit e una delle opzioni di conferma sopra
elencate (in particolare mediante i test al lattice), seguire i passaggi necessari per garantire risultati
validi, ad esempio aggiungendo una fase di immunoseparazione e successivamente procedendo
all'isolamento su agar CT-SMAC o RAPID'E.coli O157:H7.

Nell'ambito del metodo validato AOAC PTM, un risultato positivo con iQ-Check E. coli 0157:H7 si
presume essere positivo, ed & raccomandata la conferma in conformita a un metodo di riferimento
opportuno (ad esempio, USDA MLG o FDA BAM).
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Sezione 9 Conferma di singole colonie tramite il kit iQ-Check

Sezione 9

Conferma di singole colonie tramite il kit iQ-Check

iQ-Check E. coli 0157:H7 Kit puo essere utilizzato anche per la conferma di singole colonie isolate
di E. coli 0157:H7 su piastre agar.

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. Risospendere la colonia in 100 ul di sale triptone o acqua distillata sterile in una provetta per
microcentrifuga. Omogeneizzare il tutto mediante un miscelatore vortex.

3. Utilizzare 5 pl della sospensione con 45 pl di miscela di PCR (vedere il paragrafo D. PCR real-
time nella sezione 7 Protocollo) e seguire il resto del protocollo iQ-Check E. coli O157:H7 per
I'interpretazione di dati e risultati.

Si noti che la conferma delle colonie pu0 essere eseguita in base al protocollo descritto nel metodo
USDA MLG 5C.00.

Sezione 10

Esecuzione e convalida del test

\FICATION
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VALIDATIO
EN ISO 16140
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BRD 07/15 — 06/08

METODI ANALITICI

ALTERNATIVIPER IL SE
AGROALIMENTAR

http://nf-validation.afnol

TTORE
E

r.org

S TESTEL

PERFORMANCE
. RESEARCH INSTITUTE

LICENSE NUMBER

C

020801

iQ-Check E. coli 0157:H7 (protocollo Easy ll) & certificato ai sensi della
VALIDAZIONE NF come metodo alternativo rispetto al metodo di riferimento
ISO 16654 (luglio 2001) e al suo emendamento A1 (giugno 2017), per la
rilevazione di E. coli 0157:H7 in campioni di carne cruda (esclusa la carne di
pollame) da 25 e 375 g. La validazione osserva il protocollo dello standard
NF EN ISO 16140-2:2016 e comprende l'utilizzo dei sistemi di rilevazione
mediante PCR real-time CFX96 System, CFX96 Deep Well System e CFX
Opus Deepwell System. Il programma software associato € CFX Manager
Software IDE (V2.2 e versioni successive) o CFX Maestro IDE (versione 4.0
e successive) e il file di protocollo di applicazione 0157_H7 Fast. Numero di
certificato: BRD 07/15-06/08. Periodo di validita: Fare riferimento al
certificato disponibile sul sito web http://nf-validation.afnor.org/en.

iQ-Check E. coli 0157:H7 & stato validato dall'lAOAC Research Institute
nell'ambito del programma Performance Tested Method per la rilevazione di
E. coli 0157:H7 in manzo macinato crudo (25 e 375 g), rifilatura di manzo
crudo (375 g), petto di pollo crudo disossato senza pelle (25 g), coscia di
pollo crudo con pelle (25 g), pollo separato meccanicamente (25 g), maiale
macinato crudo (25 g), spinaci freschi (25 e 375 g) e sidro di mele (25 ml). I
protocollo Standard Il &€ stato validato dall'AOAC-RI anche per la rilevazione
simultanea di E. coli 0157:H7 e Salmonella spp. in manzo macinato crudo. Un
risultato positivo con iQ-Check deve essere considerato come presunto, si
raccomanda pertanto di effettuare la conferma tramite metodi standard di
riferimento. Numero di certificato 020801.
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Appendice — Guida al calcolo della miscela di PCR

Appendice — Guida al calcolo della miscela di PCR

Al fine di trovare i volumi corretti da utilizzare per la preparazione della miscela di PCR, aggiungere
il numero totale di campioni e controlli da analizzare e trovare i volumi corrispondenti del reagente B
e del reagente C nella tabella.

Numero totale Sonde Miscela di Numero totale Sonde Miscela di Numero totale Sonde Miscela di
di campioni  reagente B, amplificazione di campioni  reagente B, amplificazione di campioni  reagente B, amplificazione
e controlli ul Reagente C, pl e controlli ul Reagente C, l e controlli pl Reagente C, pl
1 & 40 33 178 1,400 65 351 2,800
2 " 86 34 184 1,500 66 356 2,900
3 16 130 35 189 1,500 67 362 2,900
4 22 173 36 194 1,600 68 367 2,900
5 27 216 37 200 1,600 69 373 3,000
6 32 259 38 205 1,600 70 378 3,000
7 38 302 39 21 1,700 71 383 3,100
8 43 346 40 216 1,700 72 389 3,100
9 49 389 1 221 1,800 73 394 3,200
10 54 432 42 227 1,800 74 400 3,200
n 59 475 43 232 1,900 75 405 3,200
12 65 518 44 238 1,900 76 410 3,300
13 70 562 45 243 1,900 77 416 3,300
14 76 605 46 248 2,000 78 421 3,400
15 81 648 47 254 2,000 79 427 3,400
16 86 691 48 259 2,100 80 432 3,500
17 92 734 49 265 2,100 81 437 3,500
18 97 778 50 270 2,200 82 443 3,500
19 103 821 51 275 2,200 83 448 3,600
20 108 864 52 281 2,200 84 454 3,600
21 113 907 58 286 2,300 85 459 3,700
22 19 950 54 292 2,300 86 464 3,700
23 124 994 55 297 2,400 87 470 3,800
24 130 1,000 56 302 2,400 88 475 3,800
25 135 1,100 57 308 2,500 89 481 3,800
26 140 1,700 58 313 2,500 90 486 3,900
27 146 1,200 59 319 2,500 91 491 3,900
28 151 1,200 60 324 2,600 92 497 4,000
29 157 1,300 61 329 2,600 93 502 4,000
30 162 1,300 62 335 2,700 94 508 4,100
31 167 1,300 63 340 2,700 95 513 4,100
32 173 1,400 64 346 2,800 96 518 4,100
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Teste para detecgao por PCR em tempo real de Escherichia coli
0157:H7 em amostras ambientais e de alimentos
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Secao 1Introducéao

Secao 1l

Introducgao

Os métodos de deteccao bacterioldgicos convencionais sao, muitas vezes, longos e entediantes.
Comparado a eles, o Escherichia coli 0157:H7 é um teste qualitativo simples e rapido, que permite
a deteccao de sequéncias de DNA especificas e exclusivas da E. coli O157:H7 encontrada nos
produtos alimentares. Utilizando a reacao em cadeia da polimerase (PCR), as sequéncias de DNA
especificas da E. coli O157:H7 sado amplificadas e detectadas simultaneamente através de sondas
fluorescentes. Podem ser processadas até 94 amostras, com risco minimizado de contaminacao
e um procedimento facil de usar.Os usuarios pretendidos deste kit sao funcionarios qualificados de
laboratorio que estao realizando testes para detectar E. coli 0157:H7.A utilizacao deste teste permite
que os resultados sejam obtidos poucas horas apds o enriquecimento de uma amostra.

Secao 2
Tecnologia iQ-Check E. coli0157:H7

0 iQ-Check E. coli 0157:H7 Kit é um teste baseado na amplificacao e detecgao genética através de
PCR em tempo real. Os reagentes de PCR prontos para uso contém oligonucleotideos (iniciadores
e sondas) especificos para E. coli 0157:H7, bem como DNA polimerase e nucleotideos. A deteccao
e a analise de dados sao otimizadas para uso com um instrumento de PCR em tempo real da Bio-
Rad, como o sistema de detec¢do de PCR em tempo real CFX96 Touch Deep Well System ou CFX
Opus Deepwell System.

A PCR é uma poderosa técnica utilizada para gerar muitas cépias do DNA alvo. Durante a reacao de
PCR, os varios ciclos de aquecimento e resfriamento permitem a desnaturacdo do DNA, seguido
pelos primers ligando-se a regidao-alvo. A DNA polimerase utiliza esses primers
e desoxinucleotideos trifosfatos (ANTPs) para estender o DNA, criando copias do DNA-alvo. Essas
copias se chamam amplicons.

Na PCR em tempo real, sdo utilizadas sondas especificas para detectar o DNA durante a etapa de
amplificacao, através da hibridizagcao dos amplicons. Estas sondas estao ligadas a um fluoréforo,
que apresenta fluorescéncia apenas quando hibridizado a sequéncia-alvo. FAM ¢é o fluoréforo
ligado as sondas que estao hibridizando nas sequéncias de DNA exclusivas da E. coli 0157:H7. Na
auséncia de DNA-alvo, ndo serd observada fluorescéncia. Como a quantidade de amplicons
aumenta em cada rodada de amplificacdo, a intensidade da fluorescéncia aumenta também.
O modulo dptico mede essa fluorescéncia em cada ciclo de PCR, na fase de hibridagao (annealing),
e o software associado plota a intensidade da fluorescéncia em fungcao do numero de ciclos.

Um controle interno de DNA sintético é incluido na mistura da reacao. Este controle é amplificado
com uma sonda especifica ao mesmo tempo que a sequéncia-alvo de E. coli 0157:H7, e é detectado
por um segundo fluoroéforo.
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Secao 3 Componentes do kit

Esse teste permite a deteccéo qualitativa de E. coli 0157:H7 em alimentos selecionados e amostras
ambientais previamente enriquecidas por cultura. Inclui as etapas principais seguintes:

Opcional: Free = Analise e
Enriquecimento DNA Removal Ej)grSQNa: TePrr?RoeRr’T:aal Interpretacao
Solution* P de Dados

*Consulte o guia do usuario da solucao de iQ-Check Free DNA Removal Solution (#10000058391)
para as condi¢des de uso.

Secao 3

Componentes do kit

0 iQ-Check E. coli 0157:H7 Kit contém reagentes suficientes para 96 testes (94 amostras).

ID do reagente Reagente Quantidade fornecida, ml

A Reagente de lise 1ampola, 20

B Sondas fluorescentes 1tubo, 0,55

C Mistura de amplificacao 1tubo, 4,4

D Controle de PCR negativo 1tubo, 0,5

E Controle de PCR positivo 1tubo, 0,25

F Microesferas de lise 1ampola, (17,6 g)
Secao 4

Prazo de validade e armazenamento

Uma vez recebido, o kit deve ser armazenado a 2-8°C. Os reagentes armazenados a esta
temperatura podem ser utilizados até o prazo de validade indicado nos tubos.

Secao 5
Materiais necessarios, mas nao fornecidos

Equipamento
= Liquidificador de laboratério para homogeneizar amostras de teste

* Incubadora para enriquecimento microbiologico de amostras
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Secao 5 Materiais necessarios, mas nao fornecidos

=  Especifico para extracao em tubos estéreis de tampa de rosca conica de 1,5 ml:
- Centrifuga de bancada capaz de 10.000-12.000 x g
- Bloco para banho seco a 37 = 2°C e/ou 95-100°C

=  Especifico para extragao em placa Deep Well:

- Agitador térmico de aquecimento/incubador agitador* capaz de manter 37 * 2°C efou
95-100°C, com uma velocidade de mistura de pelo menos 1.300 rpm

= Vortexer

= Placa de agitacao magnética

=  Micropipetas de 20, 200 e 1.000 pl

= Pontas para pipetadores de repeticao, estéreis, embalagem individual

= Sistema de PCR em tempo real da Bio-Rad*; por exemplo, os sistemas de PCR em tempo real
CFX96 Touch Deep Well (n® do catalogo 3600037) ou CFX Opus Deepwell (n® do catalogo
17007991)

» Bio-Rad iQ-Check Prep System para extragado automatizada de DNA e configuragao de placas
de PCR (n° do catalogo 3594911)

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

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

Suprimentos

= Meio de enriquecimento: dagua peptonada tamponada (por exemplo, BPW Plus n° do catalogo
3564684, desidratado, 500 g; 3554179, 6 frascos de 225 ml; 3555789, 5 sacos de 2,3 L;
3555790, 2 sacos de 5 L. BPW Standard, n°® do catalogo 12013259, desidratado, 500 g;
12013258 desidratado, 5 kg; 12013260, 2 sacos de 5 L)

= iQ-Check Free DNA Removal Solution (n° do catalogo 3594970)
= STEC Supplement (n° do catalogo 3564005)
*  iQ-Check Purification Reagent (n°® do catalogo 12012383)
»  Especifico para amostras ambientais
- Esponjas ambientais
- Esfregagos ambientais

- Caldo neutralizante para esponjas e cotonetes, como Dey-Engley (D/E) ou HiCap
Neutralizing Broth ou Letheen Broth

»  Especifico para extragdo em tubos

- Tubos com tampa cOnica de rosca de 1,5 ml, estéreis (n°® do catalogo 17010678)
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Especifico para extragdo em uma placa Deep Well
- Placa Deep Well de 96 pocos (iQ-Check Deep Well Microplates, n°® do catalogo 3594900)
- Filme plastico de vedacao (TeSeE NSP Plastic Sealing Film, n°® do catalogo 3590139)

- Filme de vedacao de placas PCR (X-Pierce Films, n°® do catalogo 3593977, ou Pre-Pierced
Plate Sealing Film, n® do catalogo 3600040, apenas América do Norte)

Especifico para o sistema iQ-Check Prep System:
- Recipiente de diluicao de 60 ml (n° do catalogo 3594904)

- Pontas de filtro (n°® do catalogo 3594902 ou 12014486, 50 pl x 5.760; 3594903 ou 12014483,
1,000 ul x 3.840)

- Tubos de mistura de PCR (n° do catalogo 12016673, 5 ml x 25)
Placas de PCR, tubos, fitas e tampas de vedagao
Pontas de filtro estéreis adaptaveis a micropipetas de 20, 200 e 1.000 pl

Ponteiras para pipetas Combitip ou pipetadores de repeticao equivalentes, estéreis, embalados
individualmente

Tubos de ensaio estéreis de 2 e 5 ml

RAPID'E.coli 0157:H7 Agar (n° do catalogo 3564748, 100 g) suplementado com novobiocina
e telurito de potassio (pode ser utilizado fora do escopo da validacao AOAC)

Para confirmagdes: CT-SMAC agar, além de testes do latex 0157 e H7
Luvas sem talco

Agua estéril destilada

Alvejante, 5%

Agente de limpeza, como o DNA AWAY ou o RNase AWAY

Secao 6

Precaucdes e recomendacdes de seguranga para melhores
resultados

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 Laboratorio
(por exemplo, a norma EN ISO 7218), especialmente em relacdo ao PCR:
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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 reagcdes de
amplificagao

Nao utilize reagentes apds a expiracao de suas datas de validade
Agite os reagentes do kit antes de utiliza-los, de modo a garantir a homogeneidade

Verifique periodicamente a exatiddao e precisdao das pipetas, bem como o correto
funcionamento dos instrumentos

Troque frequentemente de luvas, especialmente se suspeitar que estao contaminadas

Limpe os espacos de trabalho periodicamente com alvejante a 5% e outros agentes
descontaminantes, como o DNA AWAY

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 22174:2024 (Microbiologia de alimentos para consumo humano e para alimentagao
animal — reagao em cadeia da polimerase (PCR) para a detecgao de patégenos alimentares —
Requisitos e definicoes gerais)

» iQ-Check E. coli O157:H7 Kit

Todas as substancias ou misturas no kit de teste sao produtos classificados, de acordo com
o Sistema Globalmente Harmonizado (GHS). O contato com acidos pode causar a liberacao
de gases toxicos. Nenhuma precaucao especial é necessaria, se usado corretamente. Se
o produto for inalado, forneca ar fresco e consulte um médico em caso de queixas. Apos
o contato dos olhos com o produto, enxague os olhos abertos por varios minutos em agua
corrente. Se os produtos forem ingeridos, provoque vémito e procure ajuda médica

= iQ-Check Prep System

O uso inadequado do iQ-Check Prep System pode causar ferimentos ou danos ao
instrumento. Alguns componentes podem representar um risco de ferimentos pessoais
devido ao calor excessivo, se manuseados incorretamente. Para uso seguro, o iQ-Check
Prep System deve ser operado somente por pessoal qualificado do laboratério que tenha
sido treinado adequadamente. A manutencao do instrumento deve ser realizada apenas
pelos engenheiros de servigo de campo da Bio-Rad

=  Sistema de deteccao de PCR em tempo real CFX96 Touch ou CFX Opus Deepwell

O uso inadequado do Sistema de PCR em tempo real CFX96 Touch ou CFX Opus Deep Wel
pode causar ferimentos ou danos ao instrumento. Alguns componentes podem representar
um risco de ferimentos pessoais devido ao calor excessivo, se manuseados incorretamente.
Para uso seguro, o Sistema de PCR em tempo real CFX96 Touch ou CFX Opus Deep Well
deve ser operado somente por pessoal qualificado do laboratério que tenha sido treinado
adequadamente. A manutencdo do instrumento deve ser realizada apenas pelos
engenheiros de servigo de campo da Bio-Rad
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Enriquecimento

O usuario deve ler, entender e seguir todas as informagdes de segurancga nas instrugdes do
iQ-Check E. coli 0157:H7 Kit. Guarde as instrucdes de seguranca para referéncia futura. Para
reduzir os riscos associados a exposicao a produtos quimicos e riscos bioldgicos, realize
testes de patdgenos em um laboratério devidamente equipado, sob o controle de pessoal
treinado. Sempre siga as praticas padrao de seguranca do laboratério, incluindo o uso de
vestuario de protecdo e protecado ocular adequados ao manusear reagentes e amostras
contaminadas. Evite o contato com o conteldo do meio de enriquecimento e dos tubos de
reagentes apods a amplificacao. Descarte amostras enriquecidas de acordo com as normas
atuais do setor

O E. coli patogénico é um organismo de nivel 2 ou 3 de biosseguranca. Amostras bioldgicas,
como enriquecimentos, tém o potencial de transmitir doencas infecciosas. Siga todos os
regulamentos locais, estaduais/provinciais e/ou nacionais aplicaveis sobre o descarte de
residuos bioldgicos. Use equipamento de protecao adequado, que inclua, entre outros,
oculos de protecao, protecao facial, roupas/jaleco e luvas. Todo o trabalho deve ser
realizado em instalacbes adequadamente equipadas, utilizando o equipamento de
seguranca apropriado (por exemplo, dispositivos de contencgao fisica). Os individuos devem
ser treinados de acordo com os requisitos regulamentares e da empresa/instituicao
aplicaveis antes de trabalhar com materiais potencialmente infecciosos

Quando o teste estiver concluido, todos os materiais e meios possivelmente contendo
patdogenos devem ser descontaminados, seguindo as normas atuais da industria para
o descarte de residuos contaminados (ou seja, autoclave por 20 min a 120°C). Consulte a
folha de dados de segurancga para obter informagdes adicionais e regulamentos locais para
descarte

Secao 7

Protocolo

A.

Enriguecimento da amostra

E altamente recomendavel ler o protocolo inteiro antes de iniciar o teste.

O uso de um saco de enriquecimento com filtro incorporado é altamente recomendado

O meio de enriquecimento deve estar na temperatura de incubacao adequada (37°C ou 41,5°C,
quando necessario) antes do uso.

A tabela a seguir descreve os diferentes protocolos que podem ser usados, dependendo da
aplicacao e do escopo da validacgao.

0 iQ-Check E. coli 0157:H7 Kit é parte do método padrao USDA MLG 5C.02 e pode ser usado apos
o enriquecimento indicado no método.
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NF VALIDATION BRD 7/15-06/08

Escopo (Matrizes)

Preparagio da amostra

Enriquecimento/
Extragado de DNA

Carne crua (exceto de
aves domésticas)'?

(259)

Homogeneize n g de amostra em 9 x n ml de APT
(25 g em 225 ml)

Extragao Easy Il

. Incubar por 8-16 hr
a415+1°C
. Formato do tubo/Deep Well

Carne crua (exceto de
aves domésticas)"?
(375 9)

AOAC PTM 020801

Escopo (Matrizes)

Homogeneize n g de amostra em 3 x n ml de APT
(375 g em 1.125 ml)

Preparagio da amostra

Extragao Easy Il

L] Incubar por 10-18 hr
a41,5+1°C
= Formato do tubo/Deep Well

Enriquecimento/Extragdo de DNA

Carne bovina moida
e crua, espinafre
fresco, cidra de maca
(259)

Homogeneize n g de amostra em 9 x n ml de APT pré-
aquecida (25 g em 225 ml)

Extragao Easy |

. Incubar por 8-24 hr
ad415£1°C
=  Formato do tubo/Deep Well

Carne bovina moida
e crua 2(25 g)

Homogeneize n g de amostra em 9 x n ml de APT pré-
aquecida (25 g em 225 ml)

Extragao Standard Il

. Incubar por 8-12 hr
a36 +1°C
. Formato do tubo/Deep Well

Carne bovina crua
moida e aparas de
carne bovina crua™®
(375 g)

Homogeneize n g de amostra em 3 x n ml de APT pré-
aquecida (375 g em 1.125 ml)

Extragao Easy Il

L] Incubar por 8-22 hr
a41,5+1°C
=  Formato do tubo/Deep Well

Espinafre fresco'®
(375 9)

Homogeneize n g de amostra em 3 x n ml de APT pré-
aquecida (375 g em 1.125 ml)

Extragao Easy Il

. Incubar por 10-22 hr
a415+1°C
=  Formato do tubo/Deep Well

Carne de frango crua

de frango
mecanicamente
separada e carne
suina moida e crua
(259)

com e sem pele, carne

Homogeneize n g de amostra em 9 x n ml de APT pré-
aquecida (25 g em 225 ml)

Extragao Easy Il

L] Incubar por 8-22 hr
a41,5+1°C
. Formato do tubo/Deep Well

Cotonete MicroTally™#

ambiental

Amostras de superficie

Homogeneize o cotonete em 200 ml de APT pré-aquecido por
meio de estomia ou massagem manual por 30 sec

Homogeneizar swabs em 10 ml de APT pré-aquecida

Homogeneizar as esponjas em 60-90 ml de APT pré-
aquecida

Extragao Easy Il

. Incubar por 8-22 hr
ad415 £1°C
=  Formato do tubo/Deep Well

Extragao Easy Il

L] Incubar por 8-24 hr
ad1,5+£1°C
=  Formato do tubo/Deep Well

T A validagao também inclui o uso do arquivo de protocolo de aplicagao “0157_H7 Fast” para um tempo de execucédo de PCR

reduzido. Entre em contato com seu representante da Bio-Rad para obter mais informagdes.

2 Protocolo para detecgao simultanea de Salmonella.

3 Protocolo harmonizado com os iQ-Check Salmonelia Il e iQ-Check STEC VirX Kits
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B. Tratamento de remocao de DNA livre

A Solugao iQ-Check Free DNA Removal Solution (numero do catalogo 3594970) fornece uma
maneira ideal de se livrar do DNA livre (fora do escopo atual de validagcdes AOAC e NF). Siga as
recomendacdes da Bio-Rad no guia do usuario.

C. Extracao de DNA

Recomendacgdes gerais:

1. Ligue o bloco de calor ou o agitador térmico para pré-aquecer antes de iniciar o teste. Defina
para 95-100°C. Mantenha o reagente de lise em suspensdo enquanto pipeta, agitando em
velocidade média em uma placa de agitagdo magnética.

2. Em geral, evite agitar o saco de enriquecimento e coletar fragmentos de grande dimensao de
residuos alimentares. Para amostras alimentares com um sobrenadante gorduroso, colete
a amostra logo abaixo desta camada.

3. Abra os tubos e 0s pocos com cuidado para evitar possiveis contaminagoes cruzadas.

4. Resfrie a placa Deep Well antes de pipetar diretamente através do filme de vedacao pré-
perfurado.

5. Use a barra magnética para manter o reagente de lise em suspensdo. Pipete enquanto estiver
mexendo em velocidade média.

6. Agite suavemente o reagente de lise manualmente primeiro para ressuspender a resina. Pipete
enquanto estiver mexendo em velocidade média com a barra magnética contida na ampola, para
manté-lo em suspensao.

7. Reconstitua o reagente final de lise da seguinte maneira:

a. Despeje cuidadosamente todo o conteudo do reagente F (microesferas de lise) no reagente
A (reagente de lise).

b. Use consumiveis com uma ponta larga o suficiente para permitir a pipetagem do reagente
de lise homogeneizado.

c. O reagente de lise misturado com as microesferas de lise (reagentes A + F) tem um prazo
de validade de 6 meses quando armazenado a 4°C.

Protocolo Standard Il

1. Coletar 1 ml de amostra enriquecida decantada em um tubo ou uma placa Deep Well. Sele
a placa Deep Well com um filme plastico.

Nota: Agite a suspensao para homogeneizar a cultura e, em seguida, permita que os detritos se
depositem antes de coletar a amostra.

2. Centrifugue os tubos a 10.000-12.000 x g por 5 min. Descarte o sobrenadante. Centrifugue as
placas de pog¢o a 2.250 x g por 20 min e descarte o sobrenadante manualmente ou usando
o DW40.
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3. Adicione 200 pl de reagente de lise homogeneizado (reagentes A + F) ao sedimento
e ressuspenda o sedimento pipetando o reagente para cima e para baixo. Feche os tubos ou
sele a placa Deep Well com filme de vedacgao pré-perfurado.

Nota: Agite suavemente o reagente de lise manualmente com a mao para ressuspender as
microesferas.

4. Coloque o tubo no disruptor de célula por 3 £ 1 min ou mexa a placa Deep Well na incubadora-
agitadora da placa a 1.300-1.600 rpm a 95-100°C por 15-20 min.

5. Incube no bloco de calor apropriado a 95-100°C por 10-15 min.

6. Agite no vortex os tubos em alta velocidade e centrifugue a 10.000-12.000 x g por 5 min.
Centrifugue a placa Deep Well a 2.250 x g por 2 min.

Este é o ponto de parada recomendado para interromper temporariamente o procedimento.

O sobrenadante pode ser armazenado por até 1 ano a -20°C. Sempre deixe descongelar
e homogeneizar e depois centrifugue a 10.000-12.000 x g por 5 min antes de reutilizar.

Protocolo Easy |

1. Aliquota de 100 pl de lise homogeneizado (reagente A) para tubos ou pocos de uma placa Deep
Well.

2. Adicione 100 pl de amostra enriquecida. Misture pipetando para cima e para baixo e feche o tubo
com as tampas, ou vede a placa Deep Well com a pelicula de vedacao pré-perfurada.

3. Incube no bloco de calor apropriado a 95-100°C por 10-15 min ou na placa Deep Well no agitador
térmico por 15-20 min, a 1.300 rpm.

4. Tubos vortex a alta velocidade.
5. Se estiver usando uma placa Deep Well, deixe-a esfriar a temperatura ambiente (20-25°C).

6. Centrifugue tubos a 10.000-12.000 x g por pelo menos 2 min. A centrifugagcao nao é necessaria
para a placa Deep Well.

Este é o ponto de parada recomendado para interromper temporariamente o procedimento.

O sobrenadante pode ser armazenado por até 1 ano a -20°C. Sempre deixe descongelar
e homogeneizar e depois centrifugue a 10.000-12.000 x g por 5 min antes de reutilizar.

Protocolo Easy I

1. Aliquota 100 pl de reagente de lise homogeneizado (reagentes A + F) para pocos de uma placa
Deep Well.

Nota: Agite suavemente o reagente de lise manualmente com a mao para ressuspender as
microesferas.

2. Adicione 100 pl de amostra enriquecida.

Nota: Agite a suspensao para homogeneizar a cultura e, em seguida, permita que os detritos se
depositem antes de coletar a amostra.
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3. Misture a solugao pipetando para cima e para baixo até homogeneizar.
4. Feche os tubos ou sele a placa Deep Well com filme de vedacao pré-perfurado.

5. Coloque os tubos no Cell disruptor por 3 = 1 min. Incube os tubos no bloco de aquecimento
a 95-100°C por 10-15 min

6. Caso esteja usando o agitador térmico para o formato de tubo ou de poco profundo, incube os
tubos ou a placa de pogos profundo no agitador térmico sob agitacao a 1.300 rpm a 95-100°C
por 15-20 min.

7. Agite no vortex os tubos em alta velocidade e depois centrifugue a 10.000-12.000 x g por pelo
menos 2 min. A centrifugagcao ndo é necessaria para a placa Deep Well.

Este é o ponto de parada recomendado para interromper temporariamente o procedimento.

O sobrenadante pode ser armazenado por até 1 ano a -20°C. Sempre deixe descongelar
e homogeneizar e depois centrifugue a 10.000-12.000 x g por 5 min antes de reutilizar.

D. PCRem Tempo Real

Configuragao do instrumento e do software

Para a configuragcao do instrumento e do software, siga as instru¢des do guia do usuario do sistema
PCR em tempo real para kits iQ-Check.

Preparagao da mistura de PCR

1. Prepare uma mistura de PCR contendo a solugao de amplificagao (reagente C) e as sondas
fluorescentes (reagente B). O volume de mistura de PCR necessario depende do numero de
amostras e controles a serem analisados. Devem ser incluidos pelo menos um controle positivo
e um controle negativo em cada execucao da PCR. Use a tabela de pipetagem no apéndice para
encontrar os volumes corretos a serem usados para cada reagente.

Nota: Use a mistura de PCR (reagente B + C) imediatamente apds a preparagao. Ela é estavel
por 1 hr no maximo a 2-8°C.

2. Pipete 45 pl da mistura de PCR para cada poco, de acordo com a configuracao da placa.

3. Adicione 5 ul de amostra, reagente D (controle negativo) ou reagente E (controle positivo). Nao
agite a amostra em vortex antes da pipetagem. Vede hermeticamente os poc¢os da placa ou tiras.
E importante evitar a formacgdo de bolhas no fundo dos pogos, o que é conseguido fazendo
a pipetagem cuidadosamente. Como uma etapa opcional, centrifugue a placa de PCR selada ou
as tiras de tubo (rotacao rapida) para eliminar quaisquer bolhas.

4. Coloque a placa ou as tiras no termociclador. Certifique-se de colocar a placa com o poco Al
no canto superior esquerdo. Feche o modulo de reacao.

Execute o PCR

Para iniciar a execucao do PCR, siga as instru¢cdées do guia do usuario do sistema PCR em tempo
real para os iQ-Check kits.
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E. Analise de dados

Os dados podem ser analisados diretamente no final da execucdo da PCR ou posteriormente,
abrindo o arquivo de dados armazenados. Siga as instru¢des no manual do usuario do software CFX
Manager IDE ou CFX Maestro IDE correspondente para abrir arquivos de dados e definir os
parametros de analise de dados.

Interpretagao de resultados

Depois que os parametros de andlise de dados forem definidos, os resultados serao interpretados
através da anadlise dos valores Cq de cada amostra (o ciclo no qual a curva de amplificagao cruza
o limite).

O software CFX Manager IDE ou CFX Maestro IDE permite andlises automatizadas completas para
sistemas de detecgao de PCR em tempo real da Bio-Rad. Uma verificagcao das caracteristicas tipicas
das curvas de amplificacao deve ser realizada antes da liberagcao 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.

Detecgao de £. coli0157:H7 Deteccgao de controle interno
(Canal FAM) (Canal HEX)
Controle negativo Cq = N/A* 28 =< Cq =40
Controle positivo 26 = Cq =36 NA

* O software indica um valor de Cq de N/A (ndo aplicavel) quando a fluorescéncia de uma amostra nao se destaca
significativamente do ruido de fundo e, portanto, nao ultrapassa o limite.

Se resultados dos controles negativos e positivos diferirem dos da tabela Controles (controle invalido),
repita a execucao e a analise descritas em D. PCR em tempo real e E. Andlise de dados na Secao 7
Protocolo.

Amostras

Um teste de PCR positivo iQ-Check E. coli 0157:H7 deve mostrar uma curva de amplificagao tipica
e um valor de Cq 210 para o fluoréforo FAM.

= Se o valor de Cq para ambos os canais estiver abaixo de 10, verifique se a curva de dados
brutos é uma curva de amplificagao 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, considere estar diante de uma amostra positiva para E. coli 0157:H7

Caso nao haja valor Cq (Cq = N/A) para a FAM, ou caso a curva ndo seja uma curva de amplificacdo
tipica, deve-se analisar o controle interno dessa amostra:

= Se nao houver valor de Cq para a FAM e o controle interno tiver Cq =28, essa amostra sera
considerada uma amostra negativa de E. coli 0157:H7
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=  Se o controle interno também nao tiver valor Cq (Cq = N/A), isso provavelmente indica inibi¢cao
da reacao de PCR. Dilua a amostra (faca uma diluicao de 1:10 em agua esterilizada destilada
usando 10 pl de extrato de DNA), use 5 ul da diluicao para amplificacao e repita o teste PCR

= Seovalor Cqgparao controle interno for <28, nao sera possivel interpretar o resultado. Confirme
que o limite foi colocado corretamente ou se a curva de dados brutos € uma curva regular de
amplificacao. Caso a curva nao apresente uma forma caracteristica, sera necessario repetir
o teste de PCR

A interpretacao dos resultados da amostra é resumida na seguinte tabela:

Deteccgao de £. coli0157:H7 Deteccgao de controle interno Interpretacao
(FAM) (Canal HEX)
Cqg=z10 NA Positivo.
Cq =N/A Cq> 28 Negativo
Cq =N/A Cq=N/A Inibicao*

* Quando a detecgao do controle interno e amostra fornece um valor de Cq = N/A, a amostra deve ser diluida 1/10 e testada
novamente.

Uma interpretacao invalida pode ser fornecida quando os critérios de validagcao nao sao atendidos.
Verifique os dados brutos e proceda como se a amostra estivesse inibida.

Secao 8

Confirmacao de Resultados Positivos

No contexto do método certificado NF VALIDATION, todos os resultados positivos iQ-Check E. coli
0157:H7 devem ser confirmados das seguintes formas:

1. Utilizando testes classicos descritos nos métodos padronizados CEN ou ISO, retornando
a amostra.

2. Usando um dos dois métodos a seguir, iniciando a partir do enriquecimento APT:

a. Isolamento em agar CT-SMAC (com ou sem uma etapa de imunoseparagao primeiramente),
seguido de isolamento de colbnias em agar nao seletivo, depois testes de latex 0157 e H7
em 1a 3 col6nias caracteristicas.

b. Isolamento em meio cromogénico RAPID'E.coli 0157:H7 com uma etapa de imunoseparacao
primeiramente, seguido de isolamento de col6nias em agar nao seletivo, depois testes de
latex 0157 e H7 em 1a 3 colbnias caracteristicas. Consulte o método de confirmacao do guia
do usuario de meio cromogénico RAPID'E.coli 0157:H7

No caso de resultados discrepantes entre o iQ-Check E. coli 0157:H7 Kit e uma das opc¢des de
confirmacao listadas acima (particularmente por testes de latex), siga as etapas necessarias para
garantir resultados validos, por exemplo, adicionando uma etapa de imunoseparagcado e depois
isolando em agar CT-SMAC ou RAPID'E.coli O157:H7.

No contexto do método validado AOAC PTM, presume-se um resultado positivo iQ-Check E. coli
0157:H7, e recomenda-se a confirmacao de acordo com um método de referéncia apropriado (por
exemplo, USDA MLG ou FDA BAM).
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Secao 9 Confirmacao de Coldnias Isoladas usando o iQ-Check Kit
Secao 9

Confirmacao de Coldnias Isoladas usando o iQ-Check Kit

0 iQ-Check E. coli 0157:H7 Kit também pode ser usado para confirmar colbnias isoladas de E. coli
0157:H7 em placas de agar.

1. Escolha uma coldnia isolada de uma placa de cultura de agar seletivo ou nao seletivo com um
palito de dente, alga estéril ou outro consumivel adaptado (por exemplo, uma ponta de pipeta).

2. Ressuspenda a colénia em 100 pl de sal de triptona ou agua estéril destilada em um tubo de
microcentrifuga. Homogeneize usando um vortexer.

3. Use 5 ul da suspensao com 45 ul de mistura de PCR (consulte D. PCR em Tempo Real, na Secao
7 Protocolo) e siga o restante do protocolo iQ-Check E. coli 0157:H7 para a interpretacao dos
dados e resultados.

Observe que a confirmacao da coldnia pode ser realizada de acordo com o protocolo descrito no
método USDA MLG 5C.00.

Secao 10

Desempenho e validagao do teste

\FICATION
el

N[ = iQ-Check E. coli 0157:H7 (protocolo Easy Il) tem certificagdo NF VALIDATION

VALIDATION como um meétodo alternativo para o método de referéncia ISO 16654 (julho

EN 150 16140 de 2001) e sua emenda A1 (junho de 2017), para a deteccéo de E. coli 0157:H7

em carne crua (excluindo carnes de aves) em amostras de 25 g e 375 g.

A validagao seguiu o protocolo da norma NF EN ISO 16140-2:2016 e inclui

0 uso dos sistemas de PCR em tempo real CFX96 ou CFX96 Deep Well e CFX

METODOS ANALITICOS Opus Deepwell. Os programas de software associado sdo o CFX Manager

ALTERNATIVOS PARA

AGRONEGOCIO IDE (V2.2 e posterior) ou CFX Maestro IDE (versao 4.0 e posterior)

e 0 0157_H7 Fast APF. Numero do certificado: BRD 07/15-06/08. Valido até:
Consulte o certificado disponivel no site http://nf-validation.afnor.org/en.

BRD 07/15 - 06/08

http://nf-validation.afnor.org

( acordo com o programa de métodos testados de desempenho para detecgao
RESEARCH INSTITUTE

errorvance Tested  jQ-Check E. coli O157:H7 foi validado pelo AOAC-Research Institute de

de E. coli 0157:H7 em carne bovina moida e crua (25 g e 375 g), aparas de
carne bovina crua (375 g), peito de frango sem 0sso e sem pele (25 g), coxa
de frango crua com pele (25 g), carne de frango mecanicamente separada
(25 g), carne suina moida e crua (25 g), espinafre fresco (25 g e 375 g)
e cidra de maca (25 ml). O protocolo Standard |l foi validado por AOAC-RI
para deteccao simultanea de E. coli O157:H7 e Salmonella spp. em carne
bovina moida e crua. Um resultado positivo com o iQ-Check deve ser
considerado como presumido e recomenda-se que seja confirmado pelos
meétodos de referéncia padrao. Certificado numero 020801.

LICENSE NUMBER 020801
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Apéndice - Guia de Calculo da Mistura de PCR

Apéndice — Guia de Calculo da Mistura de PCR

Para encontrar os volumes corretos para a preparacao da mistura de PCR, adicione o numero total
de amostras e de controles a serem analisados e encontre os volumes correspondentes de reagente
B e de reagente C na tabela.

Numero Total Reagente de  Mistura de Numero Total Reagente de  Mistura de Numero Total Reagente de  Mistura de
de Amostras  sondas B,  amplificacao de Amostras  sondas B,  amplificacdo de Amostras  sondas B,  amplificacado
e Controles Ml Reagente C, pl e Controles Ml Reagente C, ul e Controles ul Reagente C, pl
1 5 40 33 178 1,400 65 351 2,800
2 " 86 34 184 1,500 66 356 2,900
3 16 130 85 189 1,500 67 362 2,900
4 22 173 36 194 1,600 68 367 2,900
5 27 216 37 200 1,600 69 8738 3,000
6 32 259 38 205 1,600 70 378 3,000
7 38 302 39 21 1,700 71 383 3,100
8 43 346 40 216 1,700 72 389 3,100
9 49 389 a1 221 1,800 73 394 3,200
10 54 432 42 227 1,800 74 400 3,200
n 59 475 43 232 1,900 75 405 3,200
12 65 518 44 238 1,900 76 410 3,300
13 70 562 45 243 1,900 77 416 3,300
4 76 605 46 248 2,000 78 421 3,400
15 81 648 47 254 2,000 79 427 3,400
16 86 691 48 259 2,100 80 432 3,500
17 92 734 49 265 2,100 81 437 3,500
18 97 778 50 270 2,200 82 443 3,500
19 103 821 51 275 2,200 83 448 3,600
20 108 864 52 281 2,200 84 454 3,600
21 113 907 58 286 2,300 85 459 3,700
22 19 950 54 292 2,300 86 464 3,700
23 124 994 58] 297 2,400 87 470 3,800
24 130 1,000 56 302 2,400 88 475 3,800
25 135 1,100 57 308 2,500 89 481 3,800
26 140 1,700 58 313 2,500 90 486 3,900
27 146 1,200 59 319 2,500 91 491 3,900
28 151 1,200 60 324 2,600 92 497 4,000
29 157 1,300 61 329 2,600 93 502 4,000
30 162 1,300 62 335 2,700 94 508 4,100
31 167 1,300 63 340 2,700 95 513 4,100
32 173 1,400 64 346 2,800 96 518 4,100
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Apartado 1 Introduccion

Apartado 1
Introduccidn

Los métodos convencionales de deteccion bacterioldgica suelen ser largos y tediosos. En
comparacion, iQ-Check Escherichia coli 0157:H7 es un ensayo cualitativo simple y rapido, que
permite la deteccidn de secuencias especificas de ADN exclusivas de E. coli O157:H7 que se
encuentran en productos alimenticios y muestras ambientales. Mediante la reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) en tiempo real, las secuencias de ADN especificas de E. coli 0157:H7 se
amplifican y se detectan simultdaneamente por medio de sondas fluorescentes. Se pueden procesar
hasta 94 muestras, con un riesgo minimo de contaminacion y un procedimiento facil de usar. Los
usuarios previstos de este kit de deteccion son personal de laboratorio capacitado que esta
realizando ensayos para detectar la E. coli O157:H7. El uso de este ensayo permite obtener
resultados pocas horas después del enriquecimiento de una muestra.

Apartado 2
Tecnologia de iQ-Check E. co/iO157:H7

iQ-Check E. coli 0157:H7 Kit es un ensayo basado en la deteccion y amplificacion de genes por PCR
en tiempo real. Los reactivos de PCR listos para su uso contienen oligonucleétidos (cebadores
y sondas) especificos para E. coli 0157:H7, asi como un ADN polimerasa y nucleétidos. La deteccion
y el analisis de datos estan optimizados para su uso con un instrumento de PCR en tiempo real de
Bio-Rad, como el sistema de deteccién en tiempo real CFX96 Touch Deep Well System o CFX Opus
Deepwell System.

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 desnaturalizacion del
ADN seguida de la unidn de los cebadores en la region diana, momento en el que la ADN polimerasa
utiliza estos cebadores y desoxinucleotidos 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 solo 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 E. coli 0157:H7. En ausencia de
ADN diana, no se detectara ninguna fluorescencia. A medida que la cantidad de amplicones aumenta
con cada ciclo de amplificacion, la intensidad de la fluorescencia también aumenta. El modulo 6ptico
mide esta fluorescencia en la fase de lectura durante cada ciclo de PCR mientras que el software
correspondiente traza la intensidad de la fluorescencia en funcion del numero de ciclos.

En la mix de la reaccion se incluye un control interno de ADN sintético. Este control se amplifica con
una sonda especifica al mismo tiempo que la secuencia de ADN diana de E. coli 0157:H7 y se detecta
por un segundo fluoréforo.

Este ensayo permite la deteccidn cualitativa de E. coli 0157:H7 en muestras de alimentos y muestras
ambientales previamente enriquecidas por cultivo. Engloba los siguientes pasos:
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Apartado 3 Componentes del kit

Opcional: s
., Analisis
. i Free DNA Extraccion PCR en . L.
Enriquecimiento Removal de ADN tiempo real e interpretacién
Solution* de datos

*Por favor, consulte el manual del usuario del producto iQ-Check Free DNA Removal Solution
(#10000058391), para conocer las condiciones de uso.

Apartado 3

Componentes del kit

iQ-Check E. coli 0157:H7 Kit contiene suficientes reactivos para 96 ensayos (94 muestras).

ID de reactivo Reactivo Cantidad proporcionada, ml
Reactivo de lisis 1frasco, 20

B Sondas de fluorescencia 1tubo, 0,55

C Mix de amplificacion 1tubo, 4,4

D Control negativo PCR 1tubo, 0,5

E Control positivo PCR 1tubo, 0,25

F Perlas de lisis 1frasco (17,6 g)

Apartado 4

Vida util y conservacion

Una vez recibido, el kit debe ser almacenado a 2-8 °C. Los reactivos almacenados a esta
temperatura pueden usarse hasta la fecha de caducidad indicada en los tubos.

Apartado 5

Materiales necesarios, no suministrados

Equipos

= Mezcladora de paletas de laboratorio para homogeneizar las muestras de ensayo

* Incubadora para el enriquecimiento microbioldgico de muestras

= Materiales especificos para la extraccion en tubos estériles de tapon de rosca conico de 1,5 ml:
- Centrifuga de sobremesa capacidad de 10.000-12.000 x g
- Calentador de bloque seco a 37 + 2 °C y/o 95-100 °C

=  Materiales especificos para la extraccion en la placa Deep Well:
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Apartado 5 Materiales necesarios, no suministrados

- Calefactor térmico con agitacién / agitador-incubadora* con capacidad para mantener
37 £ 2 °C y/o 95-100 °C, con una velocidad de agitacion de al menos 1.300 rpm

= Agitador vortex

= Placa agitadora magnética

=  Micropipetas de 20, 200 y 1.000 pl

= Puntas para pipetas de repeticion; estériles, empaquetadas individualmente

= Sistema de PCR en tiempo real de Bio-Rad*, por ejemplo, los sistemas de PCR en tiempo real
CFX96 Touch Deep Well System (referencia #3600037) o CFX Opus Deepwell System
(referencia #17007991)

= iQ-Check Prep System de Bio-Rad para el procedimiento de extracciéon automatico de ADN
y configuracion de la placa PCR (referencia #3594911)

Nota: Recomendamos usar una fuente de alimentacion ininterrumpida (SAl) con el termociclador
y el iQ-Check Prep System.

*Contacte con el Servicio Técnico de Bio-Rad para mas informacién sobre los instrumentos recomendados.

Consumibles

= Caldo de enriquecimiento: agua peptona tamponada (por ejemplo, BPW Plus referencia
#3564684, deshidratado, 500 g; 3554179, 225 ml x 6 frascos; 3555789, 2,3 L x 5 bolsas;
3555790, 5L x 2 bolsas. BPW Standard (referencia #12013259, deshidratado, 500 g; 12013258
deshidratado, 5 kg; 12013260 5L x 2 bolsas)

* iQ-Check Free DNA Removal Solution (referencia #3594970)
»  STEC supplement (referencia #3564005)
* iQ-Check Purification Reagent (referencia #12012383)
»  Materiales especificos para muestras ambientales
- Esponjas ambientales
- Hisopos ambientales

- Caldo neutralizante para esponjas e hisopos, como el caldo neutralizante Dey-Engley (D/E)
o HiCap Neutralizing Broth o Letheen Broth

Materiales especificos para la extraccion en tubos

- Tubos conicos estériles de 1,5 ml y tapa de rosca (referencia #17010678)

=  Materiales especificos para la extraccion en una placa Deep Well

- Placa Deep Well de 96 pocillos (iQ-Check Deep Well Microplates, referencia #3594900)
- Pelicula o film plastico de sellado (TeSeE NSP Plastic Sealing Film, referencia #3590139)

- Pelicula de sellado de placas PCR (X-Pierce Films, referencia #3593977, o Pre-Pierced Plate
Sealing Film, #3600040, solo en América del Norte)
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Apartado 6 Seguridad, precauciones y recomendaciones para la obtencion de resultados 6ptimos

Materiales especificos para el iQ-Check Prep System:
Recipiente de 60 ml para dilucidn (referencia #3594904)

Puntas con filtro (referencia #3594902 o 12014486, 50 ul x 5760; 3594903 o 12014483,
1000 pl x 3840)

Tubos de mix de PCR (referencia #12016673, 5 ml x 25)
Placas PCR, tubos, film adhesivo y tapas
Puntas estériles con filtro adaptables a micropipetas de 20, 200 y 1.000 pl

Puntas de pipeta Combitip o pipetas de repeticion equivalente; estériles, empaquetadas
individualmente

Tubos de ensayo estériles de 2 y 5 ml

RAPID'E.coli 0157:H7 agar (referencia #3564748, 100 g) suplementado con novobiocina
y telurito de potasio (puede utilizarse fuera del ambito de la validacion AOAC)

Para confirmaciones: Agar CT-SMAC, mas pruebas de latex 0157 y H7
Guantes sin talco

Agua destilada estéril

Lejia, 5 %

Agente descontaminante, como DNA AWAY o RNase AWAY

Apartado 6

Seguridad, precauciones y recomendaciones para la
obtencion de resultados 6ptimos

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
eliminacién

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 la PCR:

Nunca haga circular el material de laboratorio (pipetas, tubos, etc.) de una estacién de
trabajo a otra

Utilice siempre un control positivo y un control negativo para cada serie de reacciones de
amplificacién

No utilice los reactivos después de su fecha de caducidad

Agite (mediante vortex) los reactivos del kit antes de usarlos para asegurar su
homogeneidad
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Apartado 6 Seguridad, precauciones y recomendaciones para la obtencién de resultados optimos

- Verifique periodicamente la exactitud y la precisién de las pipetas, asi como el correcto
funcionamiento de los instrumentos

- Cambiese los guantes a menudo, especialmente si sospecha que estan contaminados

- Limpie los espacios de trabajo periddicamente con un 5 % de lejia y otros agentes
descontaminantes como DNA AWAY

- Use guantes sin talco y evite las huellas dactilares y escribir en los tapones de los tubos. Ello
podria interferir en la correcta adquisicion de datos

= Se recomienda encarecidamente seguir los requisitos generales descritos en la norma
EN ISO 22174:2024 (Microbiology of food and animal feeding stuffs — Polymerase chain
reaction (PCR) for the detection of food-borne pathogens — General requirements and
definitions)

= iQ-Check E. coli 0157:H7 Kit

- Todas las sustancias o mezclas del equipo de ensayo son productos clasificados, segun el
Sistema Globalmente Armonizado de Clasificacion y Etiquetado de Productos Quimicos (GHS en
inglés por el acrénimo de Globally Harmonized System). El contacto con acidos puede causar la
liberacion de gases toxicos. No es necesario tomar precauciones especiales si se utiliza
correctamente. Si se inhala el producto, suministre aire fresco y consulte a un médico en caso
de presentar molestias. En caso de contacto del producto con los ojos, enjuague el ojo abierto
durante varios minutos con agua corriente. En caso de ingestiéon de los productos, induzca el
vomito y solicite ayuda médica.

* iQ-Check Prep System

- Elusoinadecuado del sistema de preparacion iQ-Check Prep System puede causar lesiones
personales o danos en el instrumento. Algunos componentes pueden suponer un riesgo de
lesiones personales debido al calor excesivo si se manejan de forma inadecuada. Para un
uso seguro, el iQ-Check Prep System debe ser manipulado y utilizado so6lo por personal de
laboratorio calificado que haya sido instruido para tal fin. El mantenimiento del instrumento
debe ser realizado so6lo por los ingenieros del servicio de campo de Bio-Rad.

= Sistema de deteccién de PCR en tiempo real CFX96 Touch System o CFX Opus Deepwell
System

- El uso inadecuado del sistema de deteccién de PCR en tiempo real CFX96 Touch System
o CFX Opus Deep Well System puede causar lesiones personales o dafios en el instrumento.
Algunos componentes pueden suponer un riesgo de lesiones personales debido al calor
excesivo si se manejan de forma inadecuada. Para un uso seguro, los sistemas de deteccion
de PCR en tiempo real CFX96 Touch System o CFX Opus Deep Well System deben ser
manipulados y utilizados s6lo por personal de laboratorio cualificado y que haya sido
instruido para tal fin. EI mantenimiento del instrumento debe ser realizado sélo por los
ingenieros del servicio de técnico de Bio-Rad.

=  Enriquecimiento

- El usuario debe leer, comprender y seguir toda la informacién de seguridad en las
instrucciones de iQ-Check E. coli 0157:H7 Kit. Conserve las instrucciones de seguridad para
futuras consultas. Para reducir los riesgos asociados a la exposicién a productos quimicos
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y a riesgos biologicos, los analisis de patdgenos deben ser realizados en un laboratorio
debidamente equipado y bajo el control de personal capacitado. Siga siempre las practicas
normalizadas de seguridad de los laboratorios, incluido el uso de vestimenta protectora
adecuada y proteccion ocular al manipular reactivos y muestras contaminadas. Evite el
contacto con el contenido de los medios de enriquecimiento y los tubos de reactivos
después de la amplificacion. Deseche las muestras enriquecidas de acuerdo con las normas
vigentes aplicables a la industria.

El E. coli patégeno es un organismo de bioseguridad de nivel 2 o 3. Las muestras biolégicas como
los enriquecimientos tienen potencial de transmitir enfermedades infecciosas. Siga todos los
reglamentos locales, estatales/provinciales y/o nacionales aplicables para la eliminacion de
desechos biologicos. Use el equipo de proteccion apropiado, que incluya, pero no se limite a,
gafas protectoras, protector facial, ropa/bata de laboratorio y guantes. Todos los trabajos deben
realizarse en instalaciones debidamente equipadas, utilizando el equipo de seguridad adecuado
(por ejemplo, dispositivos de contencion fisica). Las personas deben ser instruidas y estar
capacitadas de acuerdo con los requisitos reglamentarios y de la empresa/institucion aplicables
antes de trabajar con materiales potencialmente infecciosos

Una vez finalizados los analisis, todos los materiales y medios que puedan contener patégenos
deberan descontaminarse siguiendo las normas actuales de la industria para la eliminacion de
desechos contaminados (es decir, en autoclave durante 20 min a 121 °C). Consulte la Ficha de
Datos de Seguridad para obtener informacién adicional y los reglamentos locales para la
eliminacion

Apartado 7

Protocolo

A.

Enriguecimiento de la muestra

Altamente recomendable leer completa y detenidamente el protocolo antes de iniciar el ensayo.

Se recomienda encarecidamente el uso de una bolsa de enriquecimiento con filtro incorporado

El medio de enriquecimiento debe encontrarse a la temperatura de incubacion apropiada
(37 °C 0 41,5 °C cuando sea necesario) antes de su uso.

En el cuadro que figura a continuacion se esbozan los diferentes protocolos que pueden utilizarse,
segun la aplicacion y el alcance de la validacion.

iQ-Check E. coli O157:H7 Kit es parte del método estandar USDA MLG 5C.02 y puede usarse
siguiendo el enriquecimiento indicado en el método.
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NF VALIDACION BRD 7/15-06/08

Alcance (matrices)

Preparacién de las muestras

Enriquecimiento/
Extracciéon de ADN

Carne cruda
(excluyendo aves de
corral)*? (25 g)

Homogeneizar n g de alimento en 9 x n ml de APT
(25 g en 225 ml)

Extraccién Easy Il

L] Incubar durante 8-16 hr
ad415+1°C

=  Formato de tubo/Deep Well

Carne cruda
(excluyendo aves de
corral)*? (375 g)

Alcance (matrices)

Homogeneizar n g de alimento en 3 x n ml de APT
(375 g en 1.125 ml)

Preparacion de las muestras

Extraccion Easy Il

L] Incubar durante 10-18 hr
adl5+1°C
=  Formato de tubo/Deep Well

AOACPTM 020801

Enriquecimiento/
Extraccién de ADN

Carne de vacuno
triturada cruda,
espinaca fresca,
sidra de manzana
(259)

Homogeneizar n g de alimento en 9 x n ml de APT precalentada
(25 g en 225 ml)

Extraccion Easy |

= Incubar durante 8-24 hr
a415+1°C
L] Formato de tubo/Deep Well

Carne de vacuno
triturada cruda 2
(259)

Homogeneizar n g de alimento en 9 x n ml de APT precalentada
(25 g en 225 ml)

Extraccién Standard Il

. Incubar durante 8-12 hr
a36x1°C
L] Formato de tubo/Deep Well

Carne de vacuno
triturada cruda, corte
de carne de vacuno
cruda™® (375 g)

Homogeneizar n g de alimento en 3 x n ml de APT precalentada
(375 gen 1.125 ml)

Extraccién Easy Il

L] Incubar durante 8-22 hr
ad415+1°C

=  Formato de tubo/Deep Well

Espinaca fresca'?
(375 9)

Homogeneizar n g de alimento en 3 x n ml de APT precalentada
(375 g en 1.125 ml)

Extraccion Easy Il

L] Incubar durante 10-22 hr
ad1,5+1°C

= Formato de tubo/Deep Well

Pollo crudo con y sin
piel, pollo
mecanicamente
seccionado y carne
de cerdo triturada
cruda (25 g)

Homogeneizar n g de alimento en 9 x n ml de APT precalentada
(25 g en 225 ml)

Extraccion Easy Il

= Incubar durante 8-22 hr
a415+1°C
. Formato de tubo/Deep Well

Hisopo MicroTally™ 4

Muestras
ambientales de
superficie

Homogeneizar el hisopo en 200 ml de agua de peptona
tamponada precalentada mediante homogeneizador o masaje
manual durante 30 sec

Homogeneizar el hisopo en 10 ml de APT precalentada.

Homogeneizar el hisopo en 60-90 ml de APT precalentada.

Extraccion Easy Il

= Incubar durante 8-22 hr
a415+1°C
= Formato de tubo/Deep Well

Extraccién Easy Il

. Incubar durante 8-24 hr
ad15+1°C
=  Formato de tubo/Deep Well

" La validacion también incluye el uso del archivo de protocolo de aplicacién “O157_H7 Fast” para un tiempo de run de PCR
reducido. Pdngase en contacto con su representante de Bio-Rad para mas informacion.

2 Protocolo para la deteccion simultdnea de Salmonella.

3 Protocolo armonizado con los Kits iQ-Check Salmonella Il y iQ-Check STEC VirX
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B. Tratamiento de eliminacion de ADN libre

La solucion iQ-Check Free DNA Removal Solution (referencia #3594970) es la mejor forma de
eliminar el ADN libre (fuera del alcance actual de las validaciones AOAC y NF). Siga las
recomendaciones de Bio-Rad en el manual del usuario.

C. Extraccionde ADN

Recomendaciones generales:

1. Precaliente el bloque calefactor o mezclador térmico antes de iniciar el ensayo. Pongalo a 95-
100 °C. Mantenga el reactivo de lisis en suspension mientras pipetea agitando a velocidad media
en una placa agitadora magnética.

2. En general, evite agitar la bolsa de enriquecimiento y recoger grandes fragmentos de restos de
muestra. Para muestras de alimentos con un sobrenadante graso, recoja la muestra justo debajo de
esta capa.

3. Abralos tubos y pocillos con cuidado para evitar cualquier posible contaminacion cruzada.

4. Enfrie la placa Deep Well antes de pipetear directamente a través de la pelicula para sellado
preperforada.

5. Utilice la barra magnética para mantener el reactivo de lisis en suspensioén. Pipetee mientras agita
a velocidad media.

6. En primer lugar, agite el reactivo de lisis manualmente para resuspender la resina.
Seguidamente, pipetee mientras se agita a media velocidad con la barra magnética contenida
en la botella, para mantener el reactivo en suspension.

7. Reconstituya el reactivo de lisis final de las siguientes maneras:

a. Vierta cuidadosamente todo el contenido del reactivo F (perlas de lisis) en el reactivo
(reactivo de lisis).

b. Utilice puntas con apertura suficientemente ancha para permitir el pipeteo homogeneizado
del reactivo de lisis.

c. El reactivo de lisis mezclados con perlas de lisis (reactivos A + F) tiene una vida util de
6 meses almacenado a una temperatura de 4 °C.

Protocolo Standard Il

1. Recoja 1 ml de muestra enriquecida decantada en un tubo o en un pocillo de una placa Deep
Well. Selle la placa Deep Well con una pelicula o film plastico.

Nota: Agite la suspensidon para homogeneizar el cultivo y seguidamente deje que los restos
decanten antes de recoger la muestra.

2. Centrifugue el tubo a 10.000-12.000 x g durante 5 min. Descarte el sobrenadante. Centrifugue
las placas Deep Well a 2.250 x g durante 20 min y descarte el sobrenadante manualmente o con
el DW40.

3. Afnada 200 pl de reactivo de lisis homogeneizado (reactivos A + F) al comprimido y re-
suspéndalo pipeteando el reactivo hacia arriba y hacia abajo. Cierre los tubos o selle la placa
Deep Well usando la pelicula para sellado pre-perforada.

Nota: En primer lugar, agite el reactivo de lisis manualmente para resuspender las perlas.
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4. Coloque el tubo en el disruptor celular 3 + 1min, o agite la placa Deep Well en el agitador-
incubador de placas a 1.300-1.600 rpm a 95-100 °C durante 15-20 min.

5. Incube en el bloque calefactor apropiado a 95-100 °C durante 10-15 min.

6. Agite los tubos con vortex a alta velocidad y centrifugue a 10.000-12.000 x g durante 5 min.
Centrifugue la placa Deep Well a 2.250 x g durante 2 min.

Este es el punto de parada recomendado para detener temporalmente el procedimiento.

El sobrenadante puede ser almacenado hasta 1 afio a =20 °C. Antes de volver a utilizarlo, déjelo
descongelar, homogenicelo y a continuacion centrifuguelo a 10.000-12.000 x g durante 5 min.

Protocolo Easy |

1. Deposite una alicuota de 100 pl de reactivo de lisis homogeneizado (reactivo A) en los tubos
o pocillos de una placa Deep Well.

2. Anada 100 ul de muestra enriquecida. Mezcle pipeteando arriba y abajo y cierre el tubo con
tapas o selle la placa Deep Well con la pelicula para sellado pre-perforada.

3. Incube en el bloque calefactor apropiado a 95-100 °C durante 10-15 min. o en el mezclador
térmico de placas durante 15-20 min. a 1.300 rpm.

4. Agite los tubos con vértex a alta velocidad.

5. Si estd usando una placa Deep Well, espere a que se enfrie a temperatura ambiente
(20-25°C).

6. Centrifugue los tubos a 10.000-12.000 x g durante al menos 2 min. La centrifugacién no es
necesaria en el caso de la placa Deep Well.

Este es el punto de parada recomendado para detener temporalmente el procedimiento.

El sobrenadante puede ser almacenado hasta 1 afo a =20 °C. Antes de volver a utilizarlo, déjelo
descongelar, homogenicelo y a continuacion centrifuguelo a 10.000-12.000 x g durante 5 min.

Protocolo Easy I

1. Deposite una alicuota de 100 ul de reactivo de lisis homogeneizado (reactivos A + F) en los
pocillos de una placa Deep Well.

Nota: en primer lugar, agite el reactivo de lisis manualmente para resuspender las perlas.
2. Anada 100 ul de muestra enriquecida.

Nota: agite la suspension para homogeneizar el cultivo y seguidamente deje que los restos se
asienten antes de recoger la muestra.

3. Homogeneice la solucion pipeteando hacia arriba y hacia abajo hasta que se homogeneice.
4. Cierre los tubos o selle la placa Deep Well mediante la pelicula pre-perforada de sellado.

5. Si trabaja con tubos, agitelos en el disruptor celular durante 3 = 1 min. Incubar los tubos en el
bloque calefactor a 95 - 100 °C durante 10 - 15 min
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6. Si se utiliza el termoagitador para el formato de tubo o de pocillo profundo, incubar los tubos
o la placa de pocillo profundo en el termoagitador, agitando a 1.300 rpm a 95-100 °C durante
15-20 min.

7. Si trabaja con tubos, agitelos con voértex a alta velocidad y centrifugue a 10.000-12.000 x g
durante al menos 2 min. La centrifugacion no es necesaria para la placa Deep Well.

Este es el punto de parada recomendado para detener temporalmente el procedimiento.

El sobrenadante puede ser almacenado hasta 1 afio a =20 °C. Antes de volver a utilizarlo, déjelo
descongelar, homogenicelo y a continuacion centrifuguelo a 10.000-12.000 x g durante 5 min.

D. PCRentiempo real

Configuracién del software e instrumento

Para la configuracion del instrumento y del software, siga las instrucciones del manual del usuario
del sistema de PCR en tiempo real para los kits iQ-Check.

Preparacién de la mix de PCR

1. Prepare un mix de PCR que contenga la solucion de amplificacion (reactivo C) y las sondas
fluorescentes (reactivo B). El volumen de mix de PCR necesario depende del numero de
muestras y controles a analizar. Se debe incluir al menos un control positivo y uno negativo en
cada ejecucion de PCR. Utilice la tabla de pipeteo del Apéndice para obtener los volumenes
correctos a utilizar para cada reactivo.

Nota: Utilice la mix de PCR (reactivos B + C) inmediatamente después de su preparacion. La mix
permanecera estable durante 1 hr como maximo a 2-8 °C.

2. Pipetee 45 pl de mix de PCR en cada pocillo segun la configuracion de su placa.

3. Anada 5 pl de muestra, reactivo D (control negativo) o reactivo E (control positivo). No agite con
vortex la muestra antes del pipeteo. Selle herméticamente los pocillos de la placa o las tiras de
PCR. Es importante evitar las burbujas en el fondo de los pocillos pipeteando con cuidado. Como
paso opcional, centrifugue la placa sellada de PCR o las tiras de tubos (quick spin) para eliminar
cualquier burbuja.

4. Coloque la placa de PCR o las tiras de tubos en el termociclador. Asegurese de colocar la placa
con el pocillo A1 en la esquina superior izquierda. Cierre el médulo de reaccion.

Ejecucion de la PCR

Para iniciar la ejecucion de la PCR, siga las instrucciones del manual del usuario del sistema de PCR
en tiempo real del kit iQ-Check.

E. Analisis de los datos

Los datos pueden ser analizados directamente al final de la ejecucion de PCR o en un momento
posterior abriendo el archivo de datos almacenados. Siga las instrucciones del correspondiente
manual de usuario del software CFX Manager IDE o CFX Maestro IDE para abrir los archivos de
datos y configurar los parametros de analisis de datos.
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Interpretacion de los resultados

Una vez establecidos los parametros de analisis de los datos, los resultados se interpretan
analizando los valores del ciclo de cuantificacion (Cq) de cada muestra (el ciclo en el que la curva
de amplificacion cruza el umbral).

El software CFX Manager IDE o CFX Maestro IDE permite un analisis completamente automatizado
para los sistemas de deteccion de PCR en tiempo real de Bio-Rad. Antes de publicar los resultados,
debe realizarse una verificacion de las caracteristicas tipicas de las curvas de amplificacion.
Pdngase 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 ensayo sea valido, los controles deben presentar los resultados resumidos en la
siguiente tabla. De lo contrario, debera repetirse la reaccion.

Deteccioén de E. coliO157:H7 Deteccién de control interno
(Canal FAM) (canal HEX)
Control negativo Cq = N/A* 28 =< Cq =40
Control positivo 26 =<Cqg =36 NA

* El software indica un valor Cq de 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 de controles
(control invalido), repita el run y el analisis que se describen en D. PCR en tiempo real y E. Analisis
de datos en el apartado 7. Protocolo.

Muestras

Un resultado positivo de PCR iQ-Check E. coli 0157:H7 debe mostrar una curva de amplificacion
tipica y un valor Cq 210 para el fluoréforo FAM.

= Si el valor Cq de ambos canales esta por debajo de 10, verifique que la curva presente una
amplificacion normal (con una linea de base plana, seguida de un rapido aumento exponencial
de la fluorescencia, y luego un aplanamiento o fase meseta). Si la curva parece correcta, puede
considerarse una muestra positiva para el ensayo E. coli 0157:H7.

Si no hay un valor Cq (Cq = N/A) para FAM, o si la curva no es una curva de amplificacion tipica,
debe analizarse el control interno de esa muestra.

= Sino hay unvalor Cq para FAM y el control interno tiene un Cq = 28, esta muestra se considera
como una muestra negativa de E. coli 0157:H7.

= Sj el control interno tampoco tiene un valor Cq (Cq = N/A), esto probablemente indica la
inhibicién de la reaccion de PCR. Diluya la muestra (realice una dilucién 1:10 en agua destilada
estéril utilizando 10 pl de extracto de ADN), utilice 5 ul de la dilucion para la amplificacién y repita
el ensayo PCR.

= Si el valor Cq del control interno es <28, no es posible interpretar el resultado. Verifique el
posicionamiento correcto del umbral, y que la curva presente una amplificacion tipica. Si la
curva no tiene una forma caracteristica, sera necesario repetir el ensayo de PCR.
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La interpretacion de los resultados de las muestras se resume en la siguiente tabla:

Deteccidn de E. coliO157:H7 Deteccion de control interno Interpretacién
(FAM) (canal HEX)
Cq=z=10 NA Positivo.
Cq =N/A Cq>28 Negativo
Cq=N/A Cqg = N/A Inhibicién*

* Si tanto la deteccion de la muestra diana como la del control interno dan un valor Cq = N/A, es necesario diluir la muestra
a 1/10 y volver a analizar.

Se puede dar una interpretacion invalida cuando no se cumplen los criterios de validacion.
Compruebe los datos en bruto y proceda como si la muestra se hubiera inhibido.

Apartado 8
Confirmacién de resultados positivos

En el contexto del método certificado de NF VALIDATION, todos los resultados positivos con
iQ-Check E. coli 0157:H7 deben confirmarse como se indica a continuacion:

1. Utilizando los ensayos clasicos descritos en los métodos estandarizados CEN o ISO volviendo
a la muestra.

2. Aplicando uno de los dos métodos siguientes, partiendo del enriquecimiento de APT:

a. Aislamiento en agar CT-SMAC (con o sin inmunoseparacion previa), seguido de aislamiento
de colonias en agar no selectivo, y a continuacion pruebas de latex 0157 y H7 en 1-3 colonias
caracteristicas.

b. Aislamiento en agar medio cromogénico RAPID'E.coli 0157:H7, con fase de
inmunoseparacion previa, seguido de aislamiento de colonias en agar no selectivo,
y a continuacion pruebas de latex 0157 y H7 en 1-3 colonias caracteristicas. Consulte el
método de confirmacién en el manual del wusuario del medio cromogénico
RAPID'E.coli 0157:H7

En caso de resultados discrepantes entre el iQ-Check E. coli 0157:H7 Kit y una de las opciones de
confirmacion enumeradas anteriormente (especialmente las pruebas de latex), siga los pasos
necesarios para asegurar resultados validos, por ejemplo, afhadiendo un paso de inmunoseparacion
y aislando a continuacién en agar CT-SMAC o RAPID'E.coli 0157:H7.

En el contexto del método validado AOAC PTM, se presume que un resultado positivo con iQ-Check
E. coli 0157:H7 es positivo y se recomienda su confirmacion con un método de referencia apropiado
(por ejemplo, USDA MLG o FDA BAM).
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Apartado 9

Confirmacion de colonias aisladas usando el kit iQ-Check

iQ-Check E. coli 0157:H7 Kit también puede usarse para confirmar colonias individuales aisladas
de E. coli 0157:H7 en placas de agar.

1. Recoja una colonia aislada en una placa de agar selectivo o no selectivo con un palillo, un lazo
estéril u otro consumible adaptado (por ejemplo, una punta de pipeta).

2. Resuspenda la colonia en 100 ul de sal triptona o agua destilada estéril en un tubo de
microcentrifuga. Homogenice con vortex.

3. Utilice 5 pl de la suspension con 45 pl de mix de PCR (véase D. PCR en tiempo real en el apartado
7 Protocolo) y siga el resto del protocolo iQ-Check E. coli 0157:H7 para la interpretacion de los
datos y los resultados.

Tenga en cuenta que la confirmacion de colonias puede realizarse siguiendo el protocolo descrito
en el método USDA MLG 5C.00.

Apartado 10
Aplicacion del analisis y validaciones

\FICATION
el

VALIDATION
EN ISO 16140

BRD 07/15 - 06/08
METODOS ANALITICOS
ALTERNATIVOS PARA LA
AGROINDUSTRIA

http://nf-validation.afnor.org

- PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE

LICENSE NUMBER 020801

iQ-Check E. coli 0157:H7 (protocolo Easy Il) esta certificado por

NF VALIDATION como método alternativo al método de referencia ISO 16654
(julio de 2001) y su enmienda A1 (junio de 2017), para la deteccion de

E. coli 0157:H7 en carne cruda (excluyendo carnes de aves) en muestras de 25
y 375 g. La validacion siguié el protocolo de la norma NF EN ISO 16140-2:2016
e incluye el uso del sistema de PCR en tiempo real CFX96 System, CFX96 Deep
Well System y CFX Opus Deepwell System. El software asociado es el CFX
Manager IDE (V2.2 y posteriores) o el CFX Maestro IDE (version 4.0 version 4.0
y posteriores) y el 0157_H7 Fast APF. Numero de certificado: BRD 07/15-06/08.
Valido hasta: Consulte el certificado disponible en el sitio web http://nf-
validation.afnor.org/en.

iQ-Check E. coli 0157:H7 ha sido validado por el Instituto de investigacion AOAC
dentro del Programa de Métodos de Rendimiento Comprobados para la deteccion
de E. coli 0157:H7 en carne de vacuno triturada cruda (25 y 375 g), corte de
carne de vacuno cruda (375 g), pechuga de pollo deshuesada cruda sin piel

(25 g), muslo de pollo crudo con piel (25 g), pollo mecanicamente seccionado

(25 g), carne de cerdo triturada cruda (25 g), espinaca fresca (25 y 375 g) y sidra
de manzana (25 ml). El protocolo Standard Il también esta validado por AOAC-
PTM para la deteccion simultanea de E. coli 0157:H7 y Salmonella spp. en carne
de vacuno triturada cruda. Un resultado positivo con iQ-Check debe considerarse
como no definitivo y se recomienda que se confirme mediante métodos de
referencia normalizados. Numero de certificado 020801.
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Apéndice — Tabla de calculo de la mix de PCR

Apéndice — Tabla de calculo de la mix de PCR

Para obtener los volumenes correctos a usar en la preparacion de la mix de PCR, sume el numero
total de muestras y controles a analizar y localice los volumenes correspondientes del reactivo B
y del reactivo C en la tabla.

Numero total de  Sondas Mix de Numero total de  Sondas Mix de Numero total de  Sondas Mix de
muestras reactivo B, amplificacién muestras reactivo B, amplificacién muestras reactivo B, amplificacién
y controles Ml Reactivo C, pl y controles Ml Reactivo C, ul y controles Wl Reactivo C, ul

1 5 40 S8 178 1,400 65 351 2,800
2 n 86 34 184 1,500 66 356 2,900
3 16 130 85 189 1,500 67 362 2,900
4 22 173 36 194 1,600 68 367 2,900
5} 27 216 37 200 1,600 69 g7/ 3,000
6 32 259 38 205 1,600 70 378 3,000
7 38 302 39 21 1,700 71 383 3,100
8 43 346 40 216 1,700 72 389 3,100
9 49 389 a1 221 1,800 73 394 3,200
10 54 432 42 227 1,800 74 400 3,200
n 59 475 43 232 1,900 75 405 3,200
12 65 518 44 238 1,900 76 410 3,300
13 70 562 45 243 1,900 77 416 3,300
14 76 605 46 248 2,000 78 421 3,400
15 81 648 47 254 2,000 79 427 3,400
16 86 691 48 259 2,100 80 432 3,500
17 92 734 49 265 2,100 81 437 3,500
18 97 778 50 270 2,200 82 443 3,500
19 103 821 51 275 2,200 83 448 3,600
20 108 864 52 281 2,200 84 454 3,600
21 13 907 58 286 2,300 85 459 3,700
22 19 950 54 292 2,300 86 464 3,700
23 124 994 55 297 2,400 87 470 3,800
24 130 1,000 56 302 2,400 88 475 3,800
25 135 1,100 57 308 2,500 89 481 3,800
26 140 1,700 58 313 2,500 90 486 3,900
27 146 1,200 59 319 2,500 91 491 3,900
28 151 1,200 60 324 2,600 92 497 4,000
29 157 1,300 61 329 2,600 93 502 4,000
30 162 1,300 62 335 2,700 94 508 4,100
31 167 1,300 63 340 2,700 95 513 4,100
32 173 1,400 64 346 2,800 96 518 4,100
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8 1889 &N

%1859
=T

FHENARZRN G EZFEENRKBEEZRED, HEEZ™T, iQ-Check Escherichia coli 0157:H7 @—##
g R EMRN A, FTLENERYFRMRTERFATRINABITE O015T:HT ¥EHESM
DNA F5l, FIAENREEEHERLN (PCR), @R ICRE IR IEMGNAATE 0157:HT HFFM
DNA =5, RILAMEZIX 94 NMEAR, SRRPLIRE, REEBREAE. ZdFEZNFHERAF LI Z 1E
HARICMABITE 0157 H7 WSEIRE AR, RAXMENG EEFAEEEH/NTRBITREER,

%2 &5
iQ-Check E. coliO15T:HT &R

iQ-Check £. coliO157:H7 Kit @—IETF PCR ERAY B LR MAT R, ZidFIZAVEIAE PCRiA
FEEABFEOLSTHT BRMEZEERR (IR , UK DNA RSEMNZER, HITHQNZEHN
BIRDTHITT M, HATHNMEIESH, LUAT Bio-Rad KB PCR ¥, 40 CFX96 Touch Deep
Well 5% CFX Opus Deepwell SEBF PCR 13 R 4o

PCR @A FEMZFERFERARIZHRA, ErEEERBIRNAZY 1EEAR DNA, 7 PCR RELGZRER, JLM0
PFDL AEIFE DNA T, BEES IR ARIEARXIE, LY DNA REESEAX LS Y = BB S H R
(ANTP) k#7738 DNA, M4 EtR DNA B 3874, iR “V 8% .

EXE PCR A, HRMRHBTFEY EIREPSIE TR, NMQNEBIR DNA, XLERH 5RNEHE
E, (NESBMFIIRINA SRR RETAIS5 AGHFEO15THT 5214 DNAFYIRER, 5i2RiE
BHRAERN FAM, HRFEEI DNA BY, TENIIR. MESRY IEEY IEERIEM,
RMREWEZ LR, HERAUES PCR ARRBRALT BHRMERNER, MIERIRER] UAHIR
FRESABEXRE,

RECEEYIHEEEKA DNA ASRIT. ZMBRES AF#F5 0157:HT BAR DNA FHIEN AR 4R
g, FREZADERN,

ZAG M5 AR MBS R SR TE B AR AR AF#FE O157:HT HITE MR, HPEFEEIFELU

TAASE:
AESR: o DNA 253 SRR RHE HIBSIIT 545
1 DNA E3* " PCR EX e

*EAZMHIE2% iQ-Check Free DNA Removal Solution (#10000058391) BIFF$5/.
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$ 380 mAYIR

% 387
D% K 1ES

iQ-Check E. coliO15T:HT Kit Fr& it 7 rl#1T 96 XA (3 94 M)

RS g #E, ml
A S 1#R, 20

B RICRET 1%, 0.55
C I REER 1%, 44
D PCR [R43$ 88 1%, 0.5
E PCR PR 343 1%, 0.25
F SRRk 1#E (17.6 g)
=480

RERHEA R it 1Z 5514

BRZAFEET 2 - 8°C FMA TMEF. ERFM4 THEENIRFEE R AIER,

% 5887
Hth{Y2E. it 5+
1'%

LRELRIBITALTENRSE: ATFOUEEEOLE
B8R AT HEYEE
LERTHELE 1.5 ml #RIRIEE PIRE:
&0 (RTAZE 10000 - 12000 x g)
FX1E'E28 (AIIAZE 37 = 2°C /3¢ 95 - 100°C)
$2EX % A Deep Well 1 :
MARHRAIN/ B 155 (A4 37 &+ 2°C M/ 95-100°C 1838, SEAREZE /LA 1,300 rpm)
AR %28
BEBRIR
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85 80 Hfthi¥ER. RHS5HEM

= HEERKE (20 ul, 200 pl, 1000 pl)

= BReRk (RE, HiuaR)

=  Bio-Rad 32AY PCR %45, * 540 CFX96 Touch Deep Well (B&S 3600037) 2% CFX Opus Deepwell
(BRS 17007991) 3B PCR &%

=  Bio-Rad iQ-Check Prep System: F3F £ BExzh DNA {ZEXH PCRIRIZEE (BRS 3594911)
#. WEERREAEIFYA iQ-Check Prep Systems BIR[E]#TEEIER (UPS)o
*JEBX R Bio-Rad A SZIFREUEFNENER,

IR

» HEIESE, E50FHMK (HI0, BPW Plus BRS 3564684, F#, 500 g; 3554179,
225 ml x 6 #ii; 3555789, 2.3 L x54%; 3555790, 5L x 2 &, BPW Standard BE®S 12013259,
F#3, 500 g; 12013258 F#4, 5kg; 120132605L x 2 £%)

*  iQ-Check Free DNA Removal Solution (B®%S 3594970)

= STECAMNF (BRS 3564005)

= iQ-Check Purification Reagent (B&®%S 12012383)

= IMREARTHA:

PN
RIFIRE
BATBEMEFHNDFAH, Bl Dey-Engley (D/E) 3¢ HiCap Neutralizing Broth ,
g% Letheen broth
»  LTRATERRR
L5 mls#8e=E, L& (BR S 17010678)
= THTFE Deep Well HiRIFEEX
96 7L Deep Well #% (iQ-Check Deep Well Microplates, B®S 3594900)
BRI EIAE (TeSeE NSP Plastic Sealing Film, BE®S 3590139)
PCR 1R % ¥4 f# (X-Pierce Films, B RS 3593977, @ Pre-Pierced Plate Sealing Film,
B3= 3600040, 1XPRILE)
=  ELHEFiQ-Check Prep System:
60 ml #HEAE (BRS 3594904)
SO Restek (HRS 3594902 5% 12014486, 50 ulx5760; 3594903 3% 12014483, 1000 ulx 3840)
PCRIEGE (HRS 12016673, 5mlx25)

3 | iQ-Check E. coli 0157:H7 Kit



£ 6 B0 RIEXRERNRETRHIERREIY

PCRIR. BF. BHEHMETF

JEAF 20, 200 71 1000 pl HEBRENEET RO RSk

Combitip % RBHFHESHRBUWL; THE, IRz

2mlF 5 ml TEIRE

AMBFESEMTHEHMN RAPID'Ecoli O15T:HT IR fs (B &S 3564748, 100 g)
(AJ7E AOAC IIESBEISMER)

FAFHaiA: CT-SMACIRBE, #0157 5 H7 FLERIALE

TMFE

= EIBEEK

BB, 5%

DNA AWAY 3% RNase AWAY Zi&7E7

% 6 285
RIELRERNZ PR EIN
s UERAEET S IR A S

RS EESFYBIEABTEEREMELE, FHRIESHIEMMMEHITEFYIE
FE BB BEERIENMETEA BN EITESERE
REMNSRELARIUATRETRFREENTE (B30, ENISO 7218 tn&E) , ILHZE PCR 2!
IRREEIRE BRE. HESF M IELEEEAIS— Ik
MNFENRIINYTIE RN, RAERMEMEXNRRBIEIER
HFATHRRIEDER
ERRIRIERT PRI LB RS
ERARIES KRR ERENBRE, URNEIESIEE
LEERFE, THEIATFRE(RSRE
fEF 5% RRBEFIFE ST (FI90 DNAAWAY) EEEETIE=(E
ERATMFEHBREERE LB TEIMET, RMERSTREERE
»  SRFUEIGESFARE EN 1SO 22174:2024 (Microbiology of food and animal feeding stuffs —

Polymerase chain reaction (PCR) for the detection of food pathogens — General requirements
and definitions, R @Mz AN ENE — AFHENE RRRANESIERE (PCR) — —MREXK
MEX) HHRER—ARER
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£ 6 B0 RIEXRERNRETRHIERREIY

= iQ-Check £. coliO157:HT Kit
RIBLIKUF P — D ENFEHIE (GHS), MA AT EPHPRBEYRIESYIIE T HE™ Mo
SBRIEMAIESERESSA. NRERARFE, WARERHIRTfhiER. MR~mmAN, F5E
MAFEETSHEHNRIFNERESE, RIFER~RE, ARKPTRANRE LS %. NMRET
P, RERHIKETHE.
*=  iQ-Check Prep System
iQ-Check Prep System WA ZH{EAR e SHB B HENSEHRIT. WRBIERY, FLAMHT
REREEZHRMERASHENN, AREFER, iQ-Check Prep System REEHLZTIE HF
HEIELIRE A RIR(E. REEH Bio-Rad IIZARSS TI2IMHITINERAEE
= CFX96 Touch Deep Well 3¢ CFX Opus Deepwell 3283 PCR # F&
CFX96 Touch 3 CFX Opus Deep Well 328 PCR MR AFEERNLATRESSEBAEHER(NIE
B, MRAERY, FEAGFARESBEAIAMERABHENNI, NEL2EH, CFX9%6
Touch 8 CFX Opus Deep Well S£BY PCR 1l R4t R EEARLSTE HIFININ SR LR E A RIRE.
S BEH Bio-Rad I7ARSS TIZIMHRITIN R4S
= RSN
AP RZEE. EARAETE iQ-Check £. coli015T:HT Kit tBARHFIERL2ER. REREWAMUE
BksE, NERSEMEFERNEMREEXNNG, BELIFIINARESRT, EEEES
MSEREFHITRERECN, BELEBEITENITRERZLNE, SFELIEHAIMZ5SRNERNE
BE HRBAIPIRAIIF B iR, ¥ EE R MR RIS RAIRATE, REIFTTUARELIEIEERF M.
BRI AT AR TEMR S 2 RE 3 REY. BEEMEAEGEBERRBENE. ETHEE
Brs. MN/EN/HEREXEMEDRERNEM. FESENMIFIEE, SEERETF: AP
BRiR. H=E. KR/REBMNFE. MEILFERNEESESLR2KRE (FIUREER) RIgEH
B1T. EMIBBEERMUEMEZAT, DANMREERBENM AR /AEKEZEF
MWiATErfE, PRBFIRES B REANAMEIR /T BER N 1% IR S A RS R E F YR T AR # 1T 8k
(BN7E 120°C TEEKXE 20 min) » BXEZEEMIMAMEEN, BESHREMER
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BTED BEAR

B 735
BERE
A. BHAIEE

SRR NGRS 2 MR PR e TN,
SEZNB W ERTE LIRS ESR

ERMERIEERREFTKHETEINHERE T 37°CH 41.5°C)

TRERTAHERNARS R, BEABRTNEAMIEIEEE,
iQ-Check £. coliO15T:HT Kit & USDA MLG 5C.02 ¥rE A EMN—ERS, BIfEASAEFRRRIE EEER.

NF 283 BRD 7/15-06/08

EE (RmER)

HEHE

14 /DNA $2EY

0 (FEEER) ¥
(25g)

£ 9x nmlBPW H354R & ng A
(225 ml H3EE 25 9)

Easy Il $2EY
- 1£41.511°C FHEF 8-16 hr
= &/Deep Well

R (FEEER) 12
(375¢g)

EE (RmER)

1£ 3x nml BPW 3958 E ng #Es
(1125 ml H5B& 375 g)

HAHE

Easy Il $2EX
- 1£41.511°C T 10-18 hr
= &/Deep Well

AOAC PTM 020801

15 /DNA $2EY

SR, WEERR.

Easy | 28X

FEREE(25¢) (225 ml HR& 25 8) . 7E41.5+1°C FHEF 8-24 hr
= &/Deep Well

4R 2 £ 9x nml 3R BPW FI9ARE ng R Standard 11 28

(25g) (225 ml & 25g) «  7536-+1°C TR 8-12 hr
= &/Deep Well

SRR ES R £ 3 x nml Fih BPW 39458 & ng 1346 Easy Il #2EY

=t S (1125 mlB& 375 8) . 7E41.5+1°C FHEFE 8-22 hr

(3758) = &/Deep Well

e 12 £ 3 x nml Fih BPW FRi945R & ng 1346 Easy Il #2EY

(375g) (1125 ml 3B & 375 8) » 7E41.5+1°C FHEF 10-22 hr
= &/Deep Well

HRMAHRERE £ 9 x nml Fih BPW FR3945R & ng i34 Easy Il #2EY

NI R s == DTN (225 ml HEE 258) . 7E41.5+1°C FHEFE 8-22 hr

SEREIER (25 g)

= &/Deep Well
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BTED BEAR

MicroTally %+ 4 BEHEF N 200 mL FFREY BPW R, FERYFRESAFIZE | Easy Il {2EY
0, BRFY9RES = 1E£41.5%1°C FHEFF 8-22 hr
= &/Deep Well
.
IFRREER £ 10 ml Fiifk BPW A3 EHF Easy Il #2EY
£41.511°C T#EF 8-24 hr
1£ 60-90 ml FiifR BPW 354 E 51548 - %/Deep Well

LIERERIA AT “O157_H7 Fast” Application Protocol File, LA4&%E PCR ¥ 1#4Ad{al, BIEXZRIEM Bio-Rad HHERRRINESZEL.

2 0 TR B R A 2o
33X A iQ-Check Salmonellall 1 iQ-Check STEC VirX Kits BIthiAA %=

B. ZBRiiFE DNA 212

iQ-Check Free DNA Removal Solution (BRS 3594970) 127 XFRHFE DNA IBRE S E (FEXA
AOAC #I NFSEEILLIN) o ERIFEHIEEST Bio-Rad FAFIER IR,

C. DNA $ZEY
T2 RABEN:
1. #NFFERT, FRERB[IMARHESN. FHIREN 95-100°C, BRIPERBRE TH IR

FURERERY, EEERFEFRE.
BRRMEERMREARTREE, ERMEFERTEEERLER, RBWERHEUTIER,
INOTHABOENFR, BRRXI5H,
EEEBRITMSFLEEER], 12%0 Deep Well o
BRI EENERRTRFRE. UPEREHRIFEHITER,
ERRBERN, BXAFREERDEMBER, AT, MPEIRHEEULPERTFRENER, ERIARES
ERFNRSE.
7. RBRUTSREASANBR:
a. /ADEFidF (RARER) PHFREREMEINA KT (REBR) .
b. ERHEEEBREIANFEM, UEMIIRENRBERHITER,
C. HMBBRESRMURESE (HFA+F) £ 4°CEZHFTREFDTE 6 NBREH,

o v kM w N

Standard Il 125 %
1. ¥ 1 mlEHMEEERKEEIXE D Deep Well iRIIFLH. FAZEEIEREZZS Deep Well 1Ro
AR RBFREEFARES, ARFRRNEEERERT,
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BTED BEAR

2. 1L10000 - 12000 x g BMRAE 5 mine BHE EER. L2250 x g Bl Deep Well 1k 20 min, FahgifE
F DWA40 EF B R

3. @EBRIFAAN 200 ul WEEHRER (XX A+F) , FEFHTETRER, EFREFST. *H
RE, RAMFAEHER Deep Well iREE,

FE: BLRAFRERRIEME, EHFET.

4, BiXERNBEIRIERET 3 £ 1 min, FTE 95-100°C T LA 1300 - 1600 rpm KO EEENR 128158
FEH Y Deep Well 1% 15 - 20 min,

5. 7£95-100°C Hi&H1ER2EHIEF 10 - 15 min,

6. =EAIEIAE, FLL 10000 - 12000 x g & 5 mine, kX 2250 x g B/ Deep Well 4z 2 min,

MFLENELLON, EEELSRER,

EERAITE -20°C 4 TREKEX 1 5. BRERR, BEMER. BS, AESD 10000 - 12000 x g5 min.

Easy | ;12

1. EELED Deep Well iRHFAIN 100 pUROHIRMAE (ARFD) o

2. O 100 pl BEENHER. BT L TBRES, HASTHABROERATLRISZNERREE Deep
Well 1R

3. £ 95 - 100°C MiEH1EBRHFE 10 - 15 min, T 1300 rpm MR ZESNDES
15-20 min,

4. BERRME.

5. WNRfEA Deep Well 1k, iLERAZEZER (20 - 25°C)

6. W¥EOETE 10000 - 12000 x g FHETELE D 2 min, Deep Well RAFEHITE D

NFEHIHME LGN, HWEFEEITEERS,

FEREIE -20°C {4 TREKE 15, BRERR, BEHAR. BS, ABE0 10000 - 12000 x g5 mino

Easy Il ;%12

1. @ Deep Well JREIFLAANIN 100 pl HBEBHRERRK GRFIA+F) o

HE: HERAFRRRIINRN, BHRFST.

2. A 100 pl B AR S,

AE: RMETREEAYES, AESEETUREERERS,

3. PBRELTWITAR, EERSEAYS.

4, ELBOEE, RETASILBEHER Deep Well RE7E,

5. BiXEE FAMBEEET 311 min, 7E95-100°C IE;RRFMEIRE 10-15 9.
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BTED BEAR

6. MEBFEFERENBTEIRIAFER, WEERRARERZESNPES, £ 1300 rpm.
95 - 100°C %A THi# 15 - 20 min,

7. BELUEBRRRIERT, ABTE 10000 - 12000 x g ZHETELE L 2 min, Deep Well IRARFEBEFHTTE Lo

MFENELON, EEELSRER,

EERAITE -20°C R4 TRERX 1 5, BRER, BEBAR. BS, SAESD 10000 - 12000 x g5 min.

D. SERRIEE= PCR
WELT NG STty
15217 iQ-Check Kits FISERE YL E E PCR R4 P I8P AR R T BN EIEE,

PCR EEMIRESR

1. & PCREAYEAIT IR (C A7) FENEEH B iRF) o FiE PCR BESMNAREUAFHS
WA BAERE . SREITH PCR RAME DO &AM BHEERBS —1 . BIEREMR
FEERIG, BRRRE R P B AT,

#: PCREEAY (Bi#l+CitRl) #l&=E, MIuEMER, 7£2-8°C X4 TFTRESTRERT 1hr,

2. RIEGHSIIGIH AR, mELHIMA 45 ul PCREAY.

3. BON 5 pl %4, RiAF D PAMXME) RiAF E CAMMEB) . BREAERERFER. BLET
B, BIOBR, BRIRHEESE. DESE: WEHEN PCR IRKEBEHITHMEE (i
HERE) , LUMBRSIE,

4. ¥ PCRIRZ PCR BEEMNMEIFUH, HBIEE AL UREBHEE LANME, SE% L PCRIVEE,

iZ1T PCR
BEFF44351T PCR, 15205 iQ-Check Kits BISCRIZEYLE S PCR R4 P 15RI P HYHEA,

E. HiEDH
AI7E PCR BTARBEEMTRIBAN , REHIFTEHAISIB (T, HSH CFX Manager IDE
3 CFX Maestro IDE SRR FMPRRE, MBI RERENTEH

HRRE

REMIESINSHE, EISNEMERN CqE (WIGHASREMRRNER) RERNER,

f&Bh CFX Manager IDE #Xf48¢ CFX Maestro IDE 284, ®JLA%t Bio-Rad S5BY PCR MRS HITTENE R
o, MRFEMIZF, BHKRER Bio-Rad A ZHHPA.
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BTED BEAR

R
TR RER AT, TR R,
HXIRE M FRAREREN, RTREREM. SMNHAEFHIT PCR R,

ABGHFE OL15T:HT 185 PR BRAS
(FAM iEi#) (HEX &i&)
PR3 BR Cq=N/A* 28<Cq<40
PR3 ER 26 < Cq <36 NA

*UEANRAESHARESTERTIL, HRELSESTHEN, K2R CQEAN/A (FERA) .

SNRFAMAMAMENRNERENBREFHNERTRE (ERNR) , WEEE 7 89 “BREFE $8 D
SCBY PCR” #1 “E. BRI SRHERRRIEAN 347,

XN

PHE iQ-Check £. coliO157:HT PCR & Mws i B B BY R 184, H B FAM KEHH Cq B = 10,

= MRFHEMBEMN Cq EIY/NTF 10, ERERFRRBIEMARSTEEENT Gths (AEFIENEL,
BEERILE ST EIREIREILN, REETFE) , MRMZIESR, WA A& OL5T:HT FEMEZE

MREHEFAMCqfE (Cq=N/A) , SHEILFEHIT G, WA IMZEARRRERRIT:

= WNRFE FAM Cq EERZBIFER Cq =28, MNZHEAMA ALG#HFE 0157:HT BRIEREZ

RAZIRMTE Cq & (Cq=N/A), iBH PCR REKRIEE#HIT. HBEEA (A 10 pl DNA {REMIER
18km 1:10 #%%) , R 5 ul BRI, HEE PCRIQN

 WNRAIREE Cq E <28, WEEMBBRER, FRLRERTLELR, HEBHIBMERTHEST
Mansk, MRMEATEBFHRYAR, WHEEHIHT PCRIQM

XIS I T

AGHFE OL5T:HT 1€ PIEBRS BRAG
LRRRE
(FAM) (HEX i@i&)
Cq =10 NA BH14%
Cq=N/A Cq>28 PR
Cq=N/A Cq=N/A = Rz P *

“H BN A BRI NSA Cq B = N/A B, SIUSHAIR 1/10 IBBREHEREITIZN,

BARBRINEAT AR, AILATRER. MRFESHRNEIE], FOERGEIEHETEITRN,
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£ NFIIEAEAERIERT, FrE iQ-Check £ coli0157:HT FRMAE LS R4 FUEE T 5 A 7RIE S
1. fEF CEN 3% I1SO tRE A ARV G T 75 72 MRS FF 4R 1 TIESE,
2. EREUTAMAEZ—, MBPWIEBEFA:
a. 1 CT-SMAC IRt E (BRRELHTERSE) , ARTEIFEIEUEERE LHTEES S,
ZIETE 1-3 B EEi#1T 0157 M HT ZLEKIRL
b. 7ERAPID'EcoliO15T:HT BBIEFE LHE (GCHITRENE) , ARTEIFEEMIRER L#HTE
BB, ZIBE 13 FERE&HIT 0157 M HT IR, EE I RAPID'£.coli 0157:HT BE&IBF
ERAFIEERmmIAG &
SN iQ-Check £ coli 0157:HT Kit M L@EFHAE—MIAERZ BIMNERRA— (FRAKIAR) ,
NEBELENSTBURREINER. HM0, BMNeEsBLE, ABTE CT-SMAC 3 RAPID'E.coli
O157:HT IFEE LN s
WNERF A AOAC PTM J3iE/57%, iQ-Check £ coliO15T:HT BRMEER AREMRM, HEIURBELUNSES
7% (5190 USDA MLG 3% FDA BAM) #1711k,

59 29
5 iQ-Check Kit A B EE

iQ-Check £. coliO15T:HT Kit Al B FHIAFIRIEFE L A E 0157:HT &%

1. BF%E. TRNKEMESHEM (WNBREHEL) MEESFIETESIREEFE LRER— 2 EE,

2. F100 ul BEABFLHIETERBKENEBLEREEER, HERRIERES.

3. EX5ul &, MA 45 ul PCRIEEY (BIE 7o “1RIERIE” B8 “D. 1Y PCR” ) , HiRHE
iQ-Check £. coliO15T:HT 1&1ERIZHITIREURME, REFIEHHITE RBER,

EER, AJHRER USDA MLG 5C.00 75 AR BVIRERIE R TE B iAo
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iQ-Check £. coliO157:HT (Easyll 528) £ NFiIAENEEFE SO 16654 (2001
VALIDATION F£7H) REMBERAL (2017 F£ 6 B) BW&KAZE, BTN 25 375 g @M
= iR CREIERA) 80 AGHE OL5THT, BIEETE NFEN 1SO 16140
2:2016 FRAEFRRIRIETRZ, HEMMAT CFX96. CFX96 Deep Well #1 CFX Opus
BRD 07/15 - 06/08 Deepwell S2BY PCR %5, HHEINHIZFEH CFX Manager 5 IDE (R7k 2.2 F1E
R AR A BARZ) S CFX Maestro %44 IDE (Kgas 4.0 &RESARZS) #1 0157_H7 Fast APF,
httpi/fnvalidationafnororg - yrsse e BRD 07/15-06/08. 83 : 3 NF VALIDATION SAIEAMHEIA LAY
BEER, BS ML ERMEAIES http://nf-validation.afnor.org/en.

AOAC iQ-Check £. coli0157:H7 B i AOAC FRZFRIRIB M AR AIR T TI03E, B
. G T TR (5M375g) | EAMINAK (375 8). ERBERIGKA (258). #
SR e 05 g). moER (25 g). FESER Q5gM3T5g) LUREERE (25ml)
R A& O157:HT B9, Standard 752 Il 4 AOAC-RI #4T T 83, AT
SEF AT AF4FE 0157:HT BIREESHM, iQ-Check FUBR ML RN # I NI ELS

R, BIGBINESE R E#HITHIA. IEB4%HS 020801,

5 11 35

ISO 7218:2024. Microbiology of the food and animal feeding stuffs — General requirements and
guidance for microbiological examination.

ISO 16654 Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal method for the detection of
E. coli 0157.

ISO 16140 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 (2015). Microbiology
Laboratory Guidebook. Chapter 5.09: Detection, Isolation and Identification of Escherichia
coli 0157:H7 from Meat Products and Carcass and Environmental Sponges.

United States Department of Agriculture, Food Safety and Inspection Service (2021). Microbiology
Laboratory Guidebook —Chapter 5C.02. Detection, Isolation and Identification of Top Seven Shiga Toxin-
Producing Escherichia coli (STECs) from Meat Products and Carcass and Environmental Sponges.
United States Food and Drug Administration, Center for Food Safety and Applied Nutrition (2020).
Bacteriological Analytical Manual. Chapter 4a. Diarrheagenic Escherichia coli.

12 | iQ-Check E. coli 0157:H7 Kit


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

5 12 35 BITiER

512 E5
EiTicR
b -zid=) X RS TE
2020% 54 10000131517 Ver A AFNOR IR SEFRANAEHA :
-25 g #1375 g AREZA
- “O157_HT Fast” APF
AOAC ¥ B
MXEIZITAIEH 7T SE . WB. USDA &E 7574
MEZHRIA
X H4RS ELL - Seaihkias 808473 REV D
2022% 128 10000131517 Ver B EINTHEMOFBERS
BERBHBRALER
AFNOR ¥&: CFX Opus Deepwell 528 PCR 489,
FHF4%ZEI CFX Manager {4 IDE h7s 3.1
HERBELRNEE
—RAREEH
202431 10000131517 Ver C AOAC ¥ &: MicroTally &+
BERRAR
202554 A 10000131517 Ver D CFX Maestro IDE ZR¥FhRZs 4.0 BYRIEY B
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Mk — PCRIBEGHITEIER

fi® — PCRIESYITHIEE
FERES PCRIBAIEY, IRIBGHFIRANNREL, BAlE FRPHREIER B RAA C A REHR,

HAMMEYESH KRR B, MZRARAT HANMMRYESLE RiHdFB, IERESR HEAANRYESH RiE# B, ERSR

ul C,ul ul 77 C, pl pl 177 C, pl
1 5 40 33 178 1400 65 351 2800
2 " 86 34 184 1500 66 356 2900
8 16 130 83 189 1500 67 362 2900
4 22 173 36 194 1600 68 367 2900
5 27 216 37 200 1600 69 373 3000
6 32 259 38 205 1600 70 378 3000
7 38 302 39 21 1700 71 383 3100
8 43 346 40 216 1700 72 389 3100
9 49 389 41 221 1800 73 394 3200
10 54 432 42 227 1800 74 400 3200
" 59 475 43 232 1900 75 405 3200
12 65 518 44 238 1900 76 410 3300
13 70 562 45 243 1900 77 416 3300
14 76 605 46 248 2000 78 421 3400
15 81 648 47 254 2000 79 427 3400
16 86 691 48 259 2100 80 432 3500
17 92 734 49 265 2100 81 437 3500
18 97 778 50 270 2200 82 443 3500
19 103 821 51 275 2200 83 448 3600
20 108 864 52 281 2200 84 454 3600
21 113 907 53 286 2300 85 459 3700
22 119 950 54 292 2300 86 464 3700
23 124 994 55) 297 2400 87 470 3800
24 130 1000 56 302 2400 88 475 3800
25 135 1100 57 308 2500 89 481 3800
26 140 1100 58 313 2500 90 486 3900
27 146 1200 59 319 2500 91 491 3900
28 151 1200 60 324 2600 92 497 4000
29 157 1300 61 329 2600 93 502 4000
30 162 1300 62 335 2700 94 508 4100
31 167 1300 63 340 2700 95 513 4100
32 173 1400 64 346 2800 96 518 4100
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