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Section 1 Introduction

Section 1
Introduction

Salmonella is a gram-negative, non-spore-forming, rod-shaped bacterium that is predominantly motile,
with only a few exceptions. Salmonella has been one of the two most frequently reported causes of
bacterial foodborne illness. Common symptoms of salmonellosis include diarrhea, fever, and abdominal
cramps occurring 12—72 hr after infection. Studies have shown that for each laboratory-confirmed case of
Salmonella, 38 cases occur in the community that remain unreported. Testing for the presence of
Salmonella in food and in the processing environment is an important practice. The use of chromogenic
substrates in culture media increases the ease of use of the media with results based on color changing
enzymatic reactions.

Section 2
RAPID'Salmonella Principle

RAPID'Salmonella Agar allows the presumptive identification of motile and non-motile Salmonella spp. by
detecting C8-esterase activity. Simultaneous screening of B-glucosidase activity permits the differentiation
of Salmonella colonies from those of other Enterobacteriaceae. After incubation, Salmonella appear as
readily identifiable, typically magenta, colonies, whereas non-Salmonella bacteria grow as blue or
colorless colonies. RAPID'Salmonella Agar permits detection of motile and non-motile Salmonella, as well
as lactose-positive Salmonella Typhi and Salmonella Paratyphi.

Section 3

Theoretical Formula
Nutritive mix 145¢g
Selective agents l4 g
Chromogenic mix 23¢9

Agar 12.7 ¢
Distilled water gsp 1,000 ml

Final pH at 25°C =7.2+ 0.2

Section 4
Shelf Life and Storage

e Dehydrated agar: 2—8°C in carefully sealed package and stored in a dry and dark place
e Prepoured agar: 2-8°C in a dark place

e Plate prepared from the dehydrated agar: 15 days at 2-8°C in carefully sealed package and stored in
a dry and dark place
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Section 5
Materials Required but Not Supplied

Equipment

All usual laboratory equipment

Hot plate

Scale, sensitivity of 0.1 g

Stirrer/homogenizer

Thermostatically controlled incubator or incubation room, precise to +1°C

Water bath

Supplies

Enrichment medium: Buffered Peptone Water (BPW) (catalog #3554179, 225 ml x 6 bottles;
3564684, dehydrated 500 g; 3555790, 5 L x 2 bags; 3555795, 3 L x 4 bags)

Inoculating loops

PIF Supplement (catalog #12013322, 2 g bottle)

RAPID'Salmonella selective supplement for short protocol (catalog #3564709,

10x concentrated x 100 capsules; 3564710, 1x concentrated x 100 capsules; 3564712,
1 box x 100 tests)

Rappaport Vassiliadis Soy (RVS) for double enrichment protocol (catalog #3555773, 10 ml x 25
tubes x 25; 3564324, dehydrated 500 g)

Sterile petri dishes
Sterile pipets

Sterile weigh bags

Section 6
Precautions, Limitations of Use, and Quality Control

Precautions

Respect Good Laboratory Practice (EN 1SO 7218). Appropriate protection, such as gloves and lab
coats, should be worn when working with potentially infectious live bacteria such as Salmonella

Media that have come in contact with food samples should be considered contaminated and should
be disposed of in accordance with local rules and regulations
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Section 7 Protocol

If the whole selective supplement capsule is added to the BPW, sterile tweezers must be used to add
the capsule to the bag. (We recommend that you check that the capsule actually opened during the
stomaching stage.) If the capsule contents are handled with the fingers, it cannot be added to the
enrichment broth due to the risk of contamination

The RAPID'Salmonella Capsules and RAPID'Salmonella Supplement Tablets contain selective
agents and an excipient. Selective agents dissolve very well. The excipient, however, remains in
suspension and may create a deposit when the contents of the capsule are diluted in a small quantity
of BPW or sterile distilled water. Always shake well, therefore, before using the concentrated solution

Limitations of Use

ONPG confirmation test excludes confirmation of lactose-positive Salmonella

Although the most prevalent Salmonella strains can be detected by Salmonella Confirm Latex Kit, the
kit did not detect 41 of the 150 strains tested during the NF VALIDATION extension of
RAPID’Salmonella

Some strains of Salmonella (a few are part of Salmonella serovar Dublin and S. bongori species) can
show a weak magenta color due to low esterase activity

In the context of NORDVAL validation, the double enrichment protocol was validated with an RVS
enrichment time of 24 £ 2 hr only

After the incubation step, the plate can be stored at 2—-8°C for 72 hr. Some non-Salmonella strains
(for example, E. coli) can develop pink-colored colonies after this storage. These doubtful colonies
give a negative confirmation test

Quality Control

Every product manufactured and marketed by Bio-Rad is subject to a quality assurance procedure at
all stages, from reception of raw materials through to marketing of the finished products. Each batch
of finished product undergoes quality control according to EN ISO 11133 and is marketed only if it
satisfies the acceptability criteria. Documentation relative to the production and quality control of each
batch is kept on file

For SDS product safety information and certificate of analysis, visit www.bio-rad.com

Section 7
Protocol

Preparation of Dehydrated Medium

1. Always shake bottle before use.

2. Dissolve 43.5 g of powder in 1 L of distilled water and mix until a homogenous suspension is

obtained.

3. Heat gently, agitating frequently, then bring to a boil for less than 1 min.
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4. Do not prolong heating. Do not autoclave.

5. Cool the medium to 50°C. Dispense in petri dishes and leave on the bench to dry.

6. One 500 g bottle of powder makes 11.5 L of medium.

Preparation of Selective Supplement

1. One capsule (3564710) is ready to use for 25 g or 25 ml of sample diluted in 225 ml of BPW. Either
the whole capsule or its contents can be added to the sample bag before the mixing step. In order to
make handling easier, we recommend opening the capsule and pouring out the contents.

2. Concentrated (10x) capsules (3564709) must be diluted before use. Pour the contents of one capsule
into 10 ml of BPW or sterile distilled water. Homogenize to obtain a red concentrated solution. Use 1
ml of concentrated solution for 25 g or 25 ml of sample diluted in 225 ml BPW. For large sample size,
adjust the selective supplement volume to the volume of enrichment mix to obtain concentration of
4:1000 g/ml. Diluted solution can be stored for 1 week at ambient temperature or at 2—8°C.

3. Boxed supplement (3564712) is concentrated and must be diluted before use. Open the box and fill
with 100 ml of BPW or sterile distilled water. Homogenize by agitating vigorously in order to obtain a
red concentrated solution. Use 1 ml of concentrated solution for 25 g or 25 ml of sample diluted in
225 ml BPW. For large sample size, adjust the selective supplement volume to the volume of
enrichment mix to obtain concentration of 4:1000 g/ml. Diluted solution can be stored for 1 week at

ambient temperature or at 2—-8°C.

Open the bottle of PIF Supplement (12013322) and fill with 40 ml of a 1:1 ethanol/ sterile distilled

water solution. Homogenize by agitating vigorously to obtain a blue concentrated solution. Refer to
the PIF Supplement User Guide (Document #10000126749) for information on storage of diluted

solution.

Sample Enrichment

Scope (Matrices)

Enrichment

Certification

Raw chicken breast, eggs,

n g/ml of sample in 9 x n ml BPW

Add RAPID’Salmonella Supplement AOAC

cantaloupe, and peanut butter 415 + 1°C for 16-22 hr

. n g/ml of sample in 9 x n ml BPW
Broad range of food, animal feed, Add RAPID’Salmonella Supplement NF
and environmental samples, 25 g 415 + 1°C for 16-22 hr VALIDATION
Infant formula and related n g/ml of sample in 9 x n ml prewarmed (37°C) NE
dehydrated dairy ingredients, large BPW (without supplement) VALIDATION
sample size protocol, up to 375 g 37 + 1°C for 20-24 hr
infant formuta with and wihout n giml of sample in 9 n ml BPW
probiotics, animal feed, and Add RAPID’Salmonella Supplement NORDVAL
environmental samples 415+ 1°C for 16-22 hr

n g/ml of sample in 9 x n ml BPW (without
supplement) NE

Dairy products, excluding raw milk 37 + 1°C for 16-22 hr VALIDATION

Transfer 0.5 ml to 10 ml of prewarmed RVS
41.5 + 1°C for 6-26 hr
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Section 8 Confirmation of Positive Results

Infant formula and infant cereals

n g of sample in 3x n ml pre-warmed (37°C) BPW

37 + 1°C for 18-24 hr

. . i NF
with and without probiotics and Add PIF Supplement
ingredients, up to 375 g 37 £ 1°C for 18-24 hr VALIDATION
. n g of sample in 5x n ml pre-warmed (37°C) BPW
Pet food and animal feed, up to , NF
375g Add RAPID’Salmonella Supplement VALIDATION

1. Dilute n g or n ml of sample in required volume of BPW following the appropriate dilution ratio. See

the table.

2. Homogenize with a stirrer/homogenizer.

3. Add the required volume of selective supplement. Selective supplement volume must be adapted to
the volume of enrichment mix (sample + BPW).

5. Incubate according to Sample Enrichment table.

6. When following the EN ISO 6579-1 method, follow the sample enrichment protocol as written in the

standard.

7. After the enrichment step, the broth can be stored at 2—8°C for 72 hr.

Inoculation and Plate Reading

1. Using a sterile loop, streak 10 pl of enrichment broth on RAPID'Salmonella Agar.

2. Incubate plates at 37 = 1°C for 24 + 2 hr.

3. Salmonella spp. form magenta colonies on RAPID'Salmonella Agar.

4. After the incubation step, plates can be stored at 2—8°C for 72 hr.

Section 8

Confirmation of Positive Results

1. Inthe context of AOAC validation, confirm suspect isolated colonies according to classic confirmation
test procedure described in the standard reference methods.

2. Inthe context of NF VALIDATION and NORDVAL, all samples identified as positive must be
confirmed in one of the following ways:

a. Using the conventional tests described in the CEN or ISO standard methods (including the

purification step).

b. Using nucleic probes as described in the ISO 7218 standard (for example, iQ-Check
Salmonella Il Real-Time PCR Kit, catalog #3578123) using isolated colonies (with or without

purification step).

c. Evaluating oxidase activity with an oxidase test followed by an Omnivalent Omni-O test (A—
60) (Salmonella Omni-O Antiserum (A—60) catalog #3560781) using one to three isolated
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suspect colonies. If reaction to the Omni-O test is positive, proceed with an ONPG
Biochemical Test (catalog #3553822). Salmonella are negative to the oxidase test, positive to
the Omni-O test (A—60), and negative to the ONPG Test, with the exception of lactose-
positive Salmonella, which are ONPG positive.

Performing a latex agglutination test using the Salmonella Latex Test (catalog #3556710) on
an isolated colony or using the Salmonella Confirm Latex Test (catalog #3556711) on an
isolated colony. Oxoid’s Salmonella Latex Test has also been validated. Salmonella
belonging to serogroups B to E and G are positive on the Salmonella Latex Test (catalog
#3556710).

Using the MALDI Biotyper test (Bruker’s Biotyper System includes a MALDI time-of-flight
mass spectrometer and MBT Compass Software, version 4) directly from an isolated colony
or after a purification step. The genus and/or species identification information given by the
MALDI Biotyper Complete Solution is not included in the scope of the NF VALIDATION mark.

Using any other NF VALIDATION certified method based on a different principle from that of
RAPID’Salmonella Agar. The validated protocol of the second method must be respected in
its entirety. All steps preceding the detection step used as a starting point for confirmation
must be common to both methods.

3. Inthe event of discordant results (presumptive positive with RAPID'Salmonella, negative with
confirmation method, particularly with the latex test), the laboratory must follow the necessary steps
to ensure validity of the results obtained.

Section 9

Confirmation of Other Methods

Confirmation of Positive Results with iQ-Check Salmonella Il Kit (NF
VALIDATION Certified Protocol)

1. Add 500 pl of enriched BPW to 10 ml of prewarmed RVS broth.

2.

3.

Incubate at 41.5 + 1°C for 6—26 hr.
Using a sterile loop, streak 10 pl of enrichment broth on RAPID'Salmonella Agar.
Incubate plates at 37 £ 1°C for 24 + 2 hr.

Salmonella spp. form magenta colonies on RAPID'Salmonella Agar. Perform a confirmation of one
magenta colony using a latex agglutination test or using the conventional tests described in Section
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Section 10 References

Section 10
Test Performance and Validations
Certification Scope Validation Reference Certificate
P Protocol Protocol Reference
Raw Chicken breast B, PERFORMANCE TESTEDY
' Performance FDA BAM Chap. 5 .
AOAC-RI eggs, cantaloupe, and | o0 Methods | USDA MLG 4.10 é
peanut butter TICENSE NUMBER 050701
License# 050701
Broad range of foods, -
neludng riant ol im0 | TR
with and withou i =
NORDVAL probiotics, animal feed, ISO 16140-2:2016 6579:2002
and environmental NORDVAL # 032
samples
Broad range of food,
animal feed, and
environmental samples
(259)
Infant formula and
related dehydrated dairy
ingredients, large sample
size protocol, up to 375 P
g, 1:10 dilution ratio vieks 2L L)
NF Infant formula and infant
VALIDATION | cereals with and without | =N 15O 16140-2 EN SO 6579-1 BRD; 07/11-12/05
probiotics and ANALYTICAL
ingredients, large sample /’-\\A(El;erll—l;%glsN';%Z
size protocol Certfied by APNOR
ertirication
(up to 375 g), 1:4 dilution httpilinf-
ratio validation.afnor.ora/en
Pet food and animal
feed, large sample size
protocol
(up to 375 @), 1:6 dilution
ratio
Section 11
References

Cooke VM et al. (1999). A novel chromogenic ester agar medium for detection of Salmonellae. Appl

Environ Microbiol, 65, 807812.

ISO 6579-1: 2017/ ADM 1: 2020 . Microbiology of the food chain — Horizontal method for the detection,
enumeration and serotyping of Salmonella — Part 1: detection of Salmonella spp.
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Manafi M et al. (1991). Fluorogenic and chromogenic substrates used in bacterial diagnostics. Microbiol
Rev, 55, 335-348.

Perry JD et al. (1999). ABC medium, a new chromogenic agar for selective isolation of Salmonella spp. J
Clin Microbiol, 37, 766—768.

United States Department of Agriculture. Microbiology Laboratory Guidebook. Chapter 4.10 Isolation and
Identification of Salmonella from Meat, Poultry Pasteurized Egg, and Siluriformes (Fish) Products and
Carcass and Environmental Sponges. https://www.fsis.usda.gov/wps/wcm/connect/700c05fe-06a2-492a-
a6e1-3357f7701f52/mlg-4.pdf?MOD=AJPERES

United States Food and Drug Administration. Bacteriological Analytical Manual, Chapter 5 Salmonella.
http://www.fda.gov/Food/FoodScienceResearch/LaboratoryMethods/ucmQ070149.htm

Section 12
Revision History

Release date Document number Change

October 2020 10000126748 Ver A - Extension of validation for large sample size for
PIF Supplement with 1:4 dilution.

- New document design

- Document number change — previous version
RAPID Salmonella V11 25 June 2018

June 2021 10000126748 Ver B New supplement format

January 2023 10000126748 Ver C - Withdrawal of tablet supplement format

- Selective supplement preparation update

- Extension of NF Validation for pet food and
animal feed up to 375 g

Visit www.bio-rad.com/rapidmedia for more information on our complete range of RAPID’ Chromogenic
Media.

BIO-RAD is a trademark of Bio-Rad Laboratories, Inc. IQ-CHECK is a trademark of Bio-Rad Europe GmbH in certain jurisdictions.
All trademarks used herein are the property of their respective owner.

Bio-Rad
B’o .RAD Laboratories, Inc.

Life Science Website bio-rad.com USA 1800424 6723 Australia 61 2 99714 2800 Austria 00 800 00 24 67 23 Belgium 00 800 00 24 67 23

Grou Brazil 4003 0399 Canada 1 905 364 3435 China 86 21 6169 8500 Czech Republic 00 800 00 24 67 23 Denmark 00 800 00 24 67 23
P Finland 00 800 00 24 67 23 France 00 800 00 24 67 23 Germany 00 800 00 24 67 23 Hong Kong 852 2789 3300

Hungary 00 800 00 24 67 23 India 91 124 4029300 Israel 0 3 9636050 Italy 00 800 00 24 67 23 Japan 81 3 6361 7000

Korea 82 080 007 7373 Luxembourg 00 800 00 24 67 23 Mexico 52 555 488 7670 The Netherlands 00 800 00 24 67 23

New Zealand 64 9 415 2280 Norway 00 800 00 24 67 23 Poland 00 800 00 24 67 23 Portugal 00 800 00 24 67 23

Russian Federation 00 800 00 24 67 23 Singapore 65 6415 3188 South Africa 00 800 00 24 67 23 Spain 00 800 00 24 67 23

Sweden 00 800 00 24 67 23 Swilzerland 00 800 00 24 67 23 Taiwan 885 2 2578 7189 Thailand GG 2 657 8311

United Arab Emirates 36 1 459 6150 United Kingdom 00 800 00 24 67 23

10000126748 Ver C US/EG
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RAPID'Salmonella Agar

Guide d'utilisation

Milieu chromogénique pour la détection des Salmonella spp. dans I'analyse des
produits alimentaires destinés a la consommation humaine ou animale et des
échantillons environnementaux

N° de référence 3563961, boite préparée, 90 mm x 20 boites
N° de référence 3563963, boite préparée, 90 mm x 120 boites
N° de référence 3564705, base déshydratée, 500 g
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Section 1
Introduction

Section 1
Introduction

Les Salmonelles sont des bacilles a Gram négatif, non sporulantes et majoritairement mobiles (a
quelques exceptions pres). Elles constituent I'une des deux causes les plus fréquentes de maladies
d’origine alimentaire. Les symptdémes courants de la salmonellose sont des diarrhées, une fiévre et des
douleurs abdominales survenant dans les 12 a 72 heures aprés l'infection. Les études ont montré que
pour chaque cas de Salmonelle confirmé en laboratoire, 38 cas apparaissent dans la communauté sans
étre rapportés. La détection des Salmonelles dans les aliments et I'environnement de transformation
alimentaire est primordiale. L'utilisation de substrats chromogénes dans le milieu de culture augmente la
simplicité de lecture grace aux résultats basés sur des réactions enzymatiques avec changement de
couleur.

Section 2
RAPID'Salmonella - Principe

RAPID’Salmonella Agar permet l'identification présumée des Salmonella spp. mobiles et non mobiles
grace a la détection de I'activité de la C8-estérase. La détection simultanée de l'activité de la -
glucosidase permet de distinguer les colonies de Salmonelle des autres colonies d’Enterobacteriaceae.
Aprés incubation, les salmonelles apparaissent sous forme de colonies de couleur magenta typique,
facilement identifiables, alors que les autres colonies sont bleues ou incolores. RAPID'Salmonella Agar
permet de détecter les Salmonella mobiles et non mobiles, ainsi que les Salmonella lactose positives,
Salmonella Typhi et Salmonella Paratyphi.

Section 3

Formule théorique

Mélange nutritif 145¢g

Agents sélectifs 1l4 g

Mélange chromogéne 2,39

Agar 12,79

Eau distillée g.s.p. 1 000 ml

pH final 425°C=7,2+0,2

Section 4
Durée de conservation et stockage

e Gélose base déshydratée : 2—8 °C en emballage soigneusement scellé, dans un endroit sec et a l'abri
de la lumiéere

e Gélose précoulée : 2—8 °C a l'abri de la lumiere

e Boite préparée a partir de la gélose base déshydratée : 15 jours a 2-8 °C, en emballage
soigneusement scellé, dans un endroit sec et a I'abri de la lumiére
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Section 5
Matériel requis non fourni

Matériel

Tout le matériel de laboratoire habituel

Plague chauffante

Balance, sensibilité 0,1 g

Agitateur/homogénéisateur

Etuve ou enceinte thermostatique, précision +1 °C

Bain-marie

Produits

Milieu d'enrichissement : Eau peptonée tamponnée (EPT) (n° de référence 3554179, 225 ml x 6
flacons ; 3564684, base déshydratée 500 g ; 3555790, 5 L x 2 poches ; 3555795, 3 L x 4 poches)

Anses d’inoculation

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

Supplément sélectif RAPID'Salmonella pour protocole court (n° de référence 3564709,
concentration 10 x 100 capsules ; 3564710, concentration 1 x 100 capsules ; 3564712, 1 boite x
100 tests

Milieu Rappaport Vassiliadis Soy (RVS) pour le protocole de doubleenrichissement (n° de
référence 3555773, 10 ml x 25 tubes ; 3564324, base déshydratée 500 g)

Boites de Pétri stériles
Pipettes stériles

Sacs de pesée stériles
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Section 6
Précautions, limites d’utilisation et contréle qualité

Section 6
Précautions, limites d’utilisation et contréle qualité

Précautions

e Respecter les bonnes pratiques de laboratoire (EN ISO 7218). Porter un équipement de protection
approprié, par exemple des gants et une blouse de laboratoire, pour travailler avec des bactéries
vivantes potentiellement infectieuses telles que les Salmonella.

e Les milieux qui sont entrés en contact avec des échantillons alimentaires doivent étre considérés
comme contaminés et doivent étre éliminés conformément aux régles et réglementations locales.

e Sila capsule entiere de supplément sélectif est ajoutée a I'eau peptonée tamponnée, il est
nécessaire d'utiliser des pincettes stériles pour ajouter la capsule a la poche. (Nous recommandons
de vérifier 'ouverture effective de la capsule pendant I'étape en Stomacher.) Si le contenu de la
capsule est manipulé avec les doigts, il ne peut pas étre ajouté au bouillon d'enrichissement en
raison du risque de contamination.

e Les capsules RAPID'Salmonella et les comprimés RAPID'Salmonella contiennent des agents
sélectifs et un excipient. Les agents sélectifs se dissolvent trés bien. L'excipient, cependant, reste en
suspension et peut créer un dépot lorsque le contenu de la capsule est dilué dans une petite quantité
d'eau peptonée tamponnée ou d'eau distillée stérile. Aussi, il est nécessaire de bien agiter avant
d'utiliser la solution concentrée.

Limites d’utilisation
e Le test de confirmation ONPG exclut la confirmation des Salmonella lactose positives.

e Bien que les souches de Salmonella les plus courantes puissent étre détectées par le kit Salmonella
Confirm Latex, celui-ci n'a pas détecté 41 des 150 souches testées au cours de I'extension NF
VALIDATION de RAPID’Salmonella.

e Certaines souches de Salmonella (quelques-unes font partie des especes Salmonella sérotype
Dublin et S. bongori) peuvent présenter une couleur magenta peu soutenue en raison d'une activité
d'estérase faible.

e Dans le contexte de la validation NORDVAL, le protocole d'enrichissement double a été validé avec
un temps d'enrichissement RVS de 24 + 2 hr seulement.

e Aprés I'étape d'incubation, la boite peut étre stockée a 2—8 °C pendant 72 hr. Certaines souches non-

Salmonella (par exemple, E. coli) peuvent produire des colonies roses apres ce stockage. Ces
colonies douteuses donnent un résultat négatif au test de confirmation.
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Contrdle qualité

Chaque produit fabriqué et commercialisé par Bio-Rad est soumis a une procédure d'assurance
gualité a toutes les étapes, de la réception des matieres premiéres jusqu'a la mise sur le marché du
produit fini. Chaque lot de produits finis subit un contréle qualité conforme a EN 1ISO 11133 et est mis
sur le marché uniqguement s'il satisfait aux critéres d'acceptabilité. La documentation relative a la
production et au contréle qualité de chaque lot est archivée.

Pour consulter la fiche de données de sécurité (FDS) et le certificat d’analyse, visiter
www.bio-rad.com

Section 7
Protocole

Préparation du milieu de culture déshydraté

Toujours agiter le flacon avant utilisation.

Dissoudre 43,5 g de poudre dans 1 L d'eau distillée et mélanger jusqu'a obtenir une suspension
homogeéne.

Chauffer doucement en mélangeant fréquemment, puis porter a ébullition pendant moins d'1 min.
Ne pas prolonger le chauffage. Ne pas soumettre a I’autoclave.
Faire refroidir le milieu de culture & 50 °C. Répartir dans les boites de Pétri et laisser sécher.

500 g de poudre permettent de reconstituer 11,5 L de milieu.

Préparation du supplément sélectif

1.

Une capsule (3564710) est préte a I'emploi pour 25 g ou 25 ml d’échantillon dilué dans 225 ml I’EPT.
Il est possible d'ajouter a la poche la capsule entiére ou son contenu seulement, avant I'étape de
mélange. Pour faciliter la manipulation, nous recommandons d'ouvrir la capsule et de verser son
contenu.

Les capsules concentrées (10x) (3564709) doivent étre diluées avant utilisation. Verser le contenu
d’une capsule dans 10 ml d’'EPT ou d’eau distillée stérile. Homogénéiser pour obtenir une solution
concentrée rouge. Utiliser 1 ml de la solution concentrée pour 25 g ou 25 ml d’échantillon dilué dans
225 ml d’'EPT. Pour les échantillons de grande taille, ajuster le volume de supplément sélectif au
volume du mélange d'enrichissement pour obtenir une concentration finale de 4 :1000 g/ml. La
solution diluée peut étre stockée pendant 1 semaine a température ambiante ou a 2-8 °C.

Le supplément en boite (3564712) est concentré et doit étre dilué avant utilisation. Ouvrir la boite et
remplir avec 100 ml d'EPT ou d'eau distillée stérile. Homogénéiser en agitant vigoureusement afin
d'obtenir une solution concentrée rouge. Utiliser 1 ml de la solution concentrée pour 25 g ou 25 ml
d’échantillon dilué dans 225 ml d’EPT. Pour les échantillons de grande taille, ajuster le volume de
supplément sélectif au volume du mélange d'enrichissement pour obtenir une concentration finale de
4 :1000 g/ml. La solution diluée peut étre stockée pendant 1 semaine a température ambiante ou a
2-8 °C.
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Section 7
Protocole

4. Ouvrir le flacon de PIF Supplement (12013322) et ajouter 40 ml de solution 1:1 éthanol/eau distillée
stérile. Homogénéiser en agitant vigoureusement pour obtenir une solution concentrée bleue. Se
référer a la notice d'utilisation (document #10000126749) pour les conditions de stockage de la

solution diluée.

Enrichissement de I'échantillon

Domaine (matrices)

Enrichissement

Certification

Poitrine de poulet crue, ceufs, melon et
beurre de cacahouéte

n g/ml d’échantillon dans 9 x n ml d’'EPT
Ajouter RAPID’Salmonella Supplement
41,5 + 1 °C pendant 1622 hr

AOAC

Large gamme d'aliments, aliments
pour animaux et échantillons
environnementaux, 25 g

n g/ml d’échantillon dans 9 x n ml d’'EPT
Ajouter RAPID’Salmonella Supplement
41,5+ 1 °C pendant 16-22 hr

NF VALIDATION

Substitut de lait maternel et ingrédients
déshydratés issus du lait, protocole
pour échantillon de grande taille,
jusqu'a 375 g

n g/ml d’échantillon dans 9 x n ml d’'EPT
préchauffée (37 °C) (pas de supplément)
37 £ 1 °C pendant 20-24 hr

NF VALIDATION

Large gamme d'aliments, nhotamment
substitut de lait maternel avec ou sans
probiotiques, aliments pour animaux et
échantillons environnementaux

n g/ml d’échantillon dans 9 x n ml d’'EPT
Ajouter RAPID’'Salmonella Supplement
41,5 + 1 °C pendant 16-22 hr

NORDVAL

Produits laitiers, sauf lait cru

n g/ml d’échantillon dans 9 x n ml d’'EPT
(pas de supplément)
37 £ 1 °C pendant 16-22 hr
Transférer 0,5 ml dans 10 ml de RVS
préchauffé 41,5 £ 1 °C pendant 6-26 hr

NF VALIDATION

Lait infantiles et céréales infantiles
avec et sans probiotiques et
ingrédients, jusqu'a 375 g

n g/ml d’échantillon dans 3 x n mi
d’EPT préchauffée (37 °C)
Ajouter PIF Supplement
37 £ 1 °C pendant 18-24 hr

NF VALIDATION

Aliments pour animaux domestiques et
alimentation animale, jusqu'a 375 g

n g/ml d’échantillon dans 5 x n mi
d’EPT préchauffée (37 °C)
Ajouter RAPID’Salmonella Supplement
37 £ 1 °C pendant 18-24 hr

NF VALIDATION

1. Diluer n g ou n ml de I'échantillon dans le volume d’EPT nécessaire selon le taux de dilution utilisé.

Voir le tableau ci-dessous.

2. Homogénéiser avec un agitateur/homogénéisateur.

3. Ajouter le volume requis de supplément sélectif. Le volume de supplément sélectif doit étre adapté au
volume du mélange d'enrichissement (échantillon + bouillon).

4. Incuber conformément au tableau d’enrichissement de I'échantillon.

5. Sila méthode de la norme EN ISO 6579-1 est mise en ceuvre, suivre le protocole d’enrichissement

de I'échantillon tel qu’énoncé.

6. Aprés I'étape d'enrichissement, le bouillon peut étre stocké a 2-8 °C pendant 72 hr.
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Inoculation et lecture

1. ATlaide d'une anse stérile, strier 10 pl de bouillon d'enrichissement sur RAPID'Salmonella Agar.
2. Incuber les boites a 37 + 1 °C pendant 24 + 2 hr.

3. Salmonella spp. forme des colonies magenta sur RAPID'Salmonella Agar.

4. Aprés I'étape d'incubation, les boites peuvent étre stockées a 2—-8 °C pendant 72 hr.
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Section 8

Section 8
Confirmation des résultats positifs

1.

Dans le contexte de la validation AOAC, confirmer les colonies isolées suspectes conformément a la
procédure de test de confirmation classique décrite dans les méthodes de référence normalisées.

Dans le contexte des marques NF VALIDATION et NORDVAL, tous les échantillons identifiés comme
positifs doivent étre confirmés de I'une des fagons suivantes :

a.

A l'aide des tests classiques décrits dans les méthodes normalisées CEN ou I1SO (y compris
I'étape de purification).

A l'aide de sondes nucléiques comme décrit dans la norme ISO 7218 (par exemple, iQ-
Check Salmonella Il Real-Time PCR Kit, n° de référence 3578123) avec des colonies isolées
(avec ou sans étape de purification).

Par évaluation de I'activité d'oxydase, avec un test d'oxydase suivi d’'un test antisérum
omnivalent Omni-O test (A-60) (Salmonella Omni-O Antiserum (A-60), n° de référence
3560781B) avec une a trois colonies suspectes isolées. Si la réaction au test Omni-O est
positive, poursuivre avec un test biochimique ONPG (n° de référence 3553822). Les
Salmonella sont négatives au test d'oxydase, positives au test Omni-O (A-60) et négatives
au test ONPG, a I'exception des Salmonella lactose positives, qui sont ONPG positives.

Exécution d'un test d’agglutination au latex sur une colonie isolée a I'aide de Salmonella
Latex Test (n° de référence 3556710) ou de Salmonella Confirm Latex Test (n° de référence
3556711). Le test Oxoid’s Salmonella Latex a également été validé. Les Salmonella
appartenant aux sérogroupes B a E et G sont positives avec le test au latex de Salmonella
Latex Test (n° de référence 3556710).

Utilisation du test MALDI Biotyper (le systéme Biotyper de Bruker inclut un spectrométre de
masse a temps de vol MALDI et MBT Compass version logicielle 4) directement a partir
d’une colonie isolée ou aprés une étape de purification. Les informations d’identification sur
le genre et/ou les especes fournies par la solution compléte MALDI Biotyper ne sont pas
incluses dans le cadre de la marque NF VALIDATION.

A l'aide de toute autre méthode certifiée NF VALIDATION reposant sur un principe différent
de celui de RAPID’Salmonella Agar. Le protocole validé de cette seconde méthode doit étre
suivi dans sa totalité. Toutes les étapes précédant I'étape de détection utilisée comme point
de départ pour la confirmation doivent étre communes aux deux méthodes.

3. En cas de résultats discordants (présumé positif avec RAPID'Salmonella, négatif avec la méthode de
confirmation, particuliérement avec le test au latex), le laboratoire doit suivre les étapes nécessaires
pour garantir la validité du résultat obtenu.
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Section 9
Confirmation d’autres méthodes

Confirmation des résultats positifs avec le kit iQ-Check Salmonella
(NF VALIDATION — Protocole certifie)

1.

2.

Section 10

Incuber a 41,5 + 1 °C pendant 6—26 hr.

Incuber les boites a 37 £ 1 °C pendant 24 + 2 hr.

Ajouter 500 pl d’EPT enrichie a 10 ml de bouillon RVS préchauffé.

A l'aide d'une anse stérile, strier 10 ul de bouillon d'enrichissement sur RAPID'Salmonella Agar.

Salmonella spp. forme des colonies magenta sur RAPID'Salmonella Agar. Procéder a une

confirmation sur une colonie magenta a I'aide d’'un test d’agglutination au latex ou des tests
classiques décrits dans la section 8.2.

Performance du test et validations

Certification

Domaine

Protocole de

Protocole de

Référence de

validation référence certificat
L ! PERFORMANCE TESTED®
' N Tested Methods USDA MLG 4.10 LICENSE NUMBER 030701
cacahouéete
License n° 050701
Large gamme d'aliments,
notamment substitut de o §
lait maternel avec ou Nt
NORDVAL sans probiotiques, ISO 16140-2:2016 | EN ISO 6579:2002 - \\

aliments pour animaux et
échantillons
environnementaux

NORDVAL n° 032

NF VALIDATION

Large gamme d'aliments,
aliments pour animaux et
échantillons
environnementaux (25 g)

Lait infantiles et
ingrédients déshydratés
issus du lait, protocole
pour échantillon de
grande taille (jusqu'a 375
g), dilution au 1:10

Lait infantiles et céréales
infantiles avec et sans
probiotiques et
ingrédients, protocole

EN ISO 16140-2

EN ISO 6579-1

.....
‘‘‘‘‘‘

BRD : 07/11-12/05
METHODES
ANALYTIQUES
ALTERNATIVES POUR
LE SECTEUR AGRO-
ALIMENTAIRE
Certifié par AFNOR
Certification

http:/nf-validation.afnor.org/en
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Section 11

pour échantillon de
grande taille (jusqu'a 375
g), dilution au 1:4

Aliments pour animaux
domestiques et
alimentation animale,
protocole pour
échantillon de grande
taille (jusqu'a 375 @),
dilution au 1:6

Section 11
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Section 12

Historique des révisions

Date de publication

Numéro de document

Modification

Octobre 2020

10000126748 Ver A

- Modification importante

- Nouvelle conception de document

- Modification du numéro de document (version
précédente RAPID_Salmonella_V11 25 juin 2018)

Juin 2021

10000126748 Ver B

Supplément nouveau format

Janvier 2023

10000126748 Ver C

- Retrait des formats comprimés du supplément

- Mise a jour de la préparation du supplément sélectif

- Extension NF Validation pour aliments pour
animaux domestiques et alimentation animale,
jusqu'a375g

Visitez www.bio-rad.com/rapidmedia pour plus d’informations sur la gamme compléte de milieux

chromogénes RAPID.

BIO-RAD est une marque déposée de Bio-Rad Laboratories, Inc., IQ-CHECK est une marque déposée de Bio-Rad Europe, GmbH
dans certaines circonscriptions. Toutes les marques déposées utilisées dans ce document appartiennent a leur propriétaire

respectif.

Bio-Rad
B’o .RAD Laboratories, Inc.

Life Science Website bio-rad.com USA 1800424 6723 Australia 61 2 99714 2800 Austria 00 800 00 24 67 23 Belgium 00 800 00 24 67 23

Group

Brazil 4003 0399 Canada 1 905364 3435 China 86 21 6769 8500 Czech Republic 00 800 00 24 67 23 Denmark 00 800 00 24 67 23
Finland 00 800 00 24 67 23 France 00 800 00 24 67 23 Germany 00 800 00 24 67 23 Hong Kong 852 2788 3300

Hungary 00 800 00 24 67 23 India 91 124 4029300 Israel 0 3 9636050 Italy 00 800 00 24 67 23 Japan 81 3 6361 7000
Korea 82 080 007 7373 Luxembourg 00 800 00 24 67 23 Mexico 52 555 488 7670 The Netherlands 00 800 00 24 67 23
New Zealand 64 9 415 2280 Norway 00 800 00 24 67 23 Peland 00 800 00 24 67 23 Portugal 00 800 00 24 67 23

Russian Federation 00 800 00 24 67 23 Singapore 65 6415 3188 South Africa 00 800 00 24 67 23 Spain 00 800 00 24 67 23
Sweden 00 800 00 24 67 23 Switzerland 00 800 00 24 67 23 Taiwan 885 2 2578 7189 Thailand 66 2 G571 8311

United Arab Emirates 36 1 459 6150 United Kingdom 00 800 00 24 67 23

10000126748 Ver C US/EG
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RAPID'Salmonella Agar

Anwenderhandbuch

Chromogenes Medium fir den Nachweis von Salmonella spp. bei der

Untersuchung von Lebensmitteln fir den menschlichen Verzehr, Tierfuttermitteln
und Umgebungsproben

Katalog-Nr. 3563961, gebrauchsfertige Agarplatten, 20 Agarplatten x 90 mm
Katalog-Nr. 3563963, gebrauchsfertige Agarplatten, 120 Agarplatten x 90 mm
Katalog-Nr. 3564705, dehydriert, 500 g
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Abschnitt 1 Einleitung

Abschnitt 1
Einleitung

Salmonella ist ein gramnegatives, nicht sporenbildendes, stabchenférmiges Bakterium, das bis auf
wenige Ausnahmen Uberwiegend motil ist. Salmonella ist eine der beiden haufigsten berichteten
Ursachen fir bakterielle, lebensmittelbedingte Erkrankungen. Typische Symptome einer Salmonellose
sind Durchfall, Fieber und Abdominalkrampfe, die 12 bis 72 Stunden nach der Infektion auftreten. Studien
haben ergeben, dass fur jeden im Labor bestatigten Fall von Salmonella 38 Féalle im Umfeld des Falles
vorliegen, die nicht gemeldet werden. Daher haben Tests auf das Vorhandensein von Salmonella in
Lebensmitteln und im Umfeld der Verarbeitung einen hohen Stellenwert. Chromogene Substrate in
Kulturmedien erleichtern die Verwendung der Medien mit Ergebnissen, die auf enzymatischen
Reaktionen mit Farbumschlag beruhen.

Abschnitt 2
Prinzip von RAPID'Salmonella

RAPID'Salmonella Agar erméglicht die vorlaufige Identifizierung von motilen und nicht-motilen Salmonella
spp. durch den Nachweis der C8-Esterase-Aktivitat. Das gleichzeitige Screening auf die B-Glucosidase-
Aktivitat ermdglicht die Differenzierung von Salmonella-Kolonien von jenen anderer Enterobacteriaceae.
Nach der Inkubation bildet Salmonella gut erkennbare, typischerweise magentafarbene Kolonien,
wohingegen andere Bakterien blaue oder farblose Kolonien bilden. RAPID'Salmonella Agar ermdglicht
den Nachweis von motilen und nicht-motilen Salmonella sowie der Laktose-positiven Salmonella Typhi
und Salmonella Paratyphi.

Abschnitt 3

Theoretische Zusammensetzung
Néhrstoffmischung 145¢g

Selektives Agens l4 g

Chromogenes Substrat 2,39

Agar 12,79

Destilliertes Wasser gsp 1.000 ml

Finaler pH-Wert bei 25°C = 7,2+ 0,2

Abschnitt 4
Haltbarkeit und Lagerung

e Dehydrierter Agar: Trocken und lichtgeschitzt in der sorgféltig verschlossenen Packung bei 2—8°C.
e Gebrauchsfertige Agarplatten: Lichtgeschiitzt bei 2—-8°C.

e Aus dehydriertem Agar hergestellte Agarplatten: 15 Tage bei trockener und lichtgeschuitzter
Lagerung in der sorgfaltig verschlossenen Packung bei 2-8°C.
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Abschnitt 5
Zusatzlich benottigtes Material

Gerate

Alle Uiblichen Laborgeréte

Heizplatte

Waage, bis auf 0,1 g genau

Ruhrer / Homogenisator

Thermostatisch kontrollierter Inkubator oder Inkubationskammer, bis auf + 1°C genau

Wasserbad

Zubehor

e Anreicherungsmedium: Gepuffertes Peptonwasser (GPW,; Buffered Peptone Water, BPW)
(Katalog-Nr. 3554179, 6 Flaschen x 225 ml; 3564684, dehydriert 500 g; 3555790, 2 Beutel x 5 L;
3555795, 4 Beutel x 3 L)

e Impfdsen

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

o RAPID'Salmonella selektives Supplement fir das Kurzprotokoll (Katalog-Nr. 3564709,

100 Kapseln mit 10-fach konzentrierter Losung; Katalog-Nr. 3564710, 100 Kapseln mit 1-fach
konzentrierter Lésung; Katalog-Nr. 3564712, 1 Box x 100 Tests

e Rappaport Vassiliadis Soja (RVS) flir das Protokoll mit doppelter Anreicherung (Katalog-Nr.
3555773, 25 Réhrchen x 10 ml; 3564324, dehydriert, 500 g)

e Sterile Petrischalen
e Sterile Pipetten

e Sterile Probenbeutel
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Abschnitt 6 VorsichtsmalBnahmen, Anwendungsbeschrankungen und Qualitdtskontrolle

Abschnitt 6
VorsichtsmalRnahmen, Anwendungsbeschrankungen und
Qualitatskontrolle

VorsichtsmalRhahmen

Es sind die Richtlinien der guten Laborpraxis zu beachten (EN ISO 7218). Bei der Arbeit mit
potenziell infektidsen, lebenden Bakterien wie Salmonella sollten angemessene Schutzvorkehrungen
getroffen werden (zum Beispiel Handschuhe und Laborkittel tragen).

Medien, die mit Lebensmittelproben in Kontakt gekommen sind, sind als kontaminiert zu betrachten
und gemaf den vor Ort geltenden Vorschriften und Bestimmungen zu entsorgen.

Fur die Zugabe einer ganzen Kapsel mit selektivem Supplement zu einem Beutel mit BPW muss eine
sterile Pinzette verwendet werden. (Wir empfehlen zu Uberprifen, ob sich die Kapsel tatsachlich
offnet, sodass sich der Inhalt auflésen kann.) Wenn der Kapselinhalt mit bloRen Handen angefasst
wird, ist eine Zugabe zu der Anreicherungsbouillon aufgrund des Kontaminationsrisikos nicht mehr
maoglich.

Die RAPID'Salmonella Kapseln und das RAPID'Salmonella Tablette enthalten selektive Agenzien
und einen Hilfsstoff. Die selektiven Agenzien lésen sich sehr gut auf. Der Hilfsstoff bleibt jedoch in
Suspension und kann einen Niederschlag bilden, wenn der Inhalt der Kapsel in einer kleinen Menge
GPW oder sterilem destilliertem Wasser verdinnt wird. Daher muss die konzentrierte Lésung vor
dem Gebrauch stets gut geschuttelt werden.

Anwendungsbeschrankungen

Der ONPG-Bestatigungstest schliel3t die Bestatigung von Laktose-positiven Salmonella aus.

Mit dem Salmonella Confirm Latex Kit kdnnen die am haufigsten vorkommenden Salmonella-Stamme
nachgewiesen werden. Bei der Verlangerung der NF VALIDATION des RAPID’Salmonella wurden
allerdings 41 der 150 getesteten Stamme mit dem Kit nicht erkannt.

Manche Salmonella-Stamme (von denen einige dem Salmonella-Serovar Dublin zuzuordnen sind,
sowie S. bongori-Spezies) kénnen aufgrund der geringen Esteraseaktivitéat eine schwache
Magentafarbung aufweisen.

Im Rahmen der NORDVAL-Validierung wurde das Protokoll mit doppelter Anreicherung mit einer
RVS-Anreicherungszeit von nur 24 £ 2 hr validiert.

Nach der Inkubation kénnen die Platten flr 72 hr bei 2—8°C gelagert werden. Einige andere Stamme
als Salmonella (zum Beispiel E. coli) kbnnen wahrend der Lagerung unter diesen Bedingungen
rosafarbene Kolonien bilden. Diese fraglichen Kolonien sind im Bestatigungstest als negativ zu
werten.
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Qualitatskontrolle

e Jedes von der Firma Bio-Rad hergestellte und verkaufte Produkt unterliegt vom Rohstoffeingang bis
zur Vermarktung der Fertigprodukte einer umfassenden Qualitatssicherung. Jede Charge des fertigen
Produkts wird einer Qualitatskontrolle gemafl EN ISO 11133 unterzogen und gelangt nur dann in den
Vertrieb, wenn sie die Akzeptanzkriterien erfiillt. Die Dokumente im Zusammenhang mit der
Herstellung und der Uberpriifung jeder Charge werden archiviert.

e Das Sicherheitsdatenblatt und das Analysezertifikat fir das Produkt sind im Internet auf
www.bio-rad.com erhaltlich.
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Abschnitt 7 Protokoll

Abschnitt 7
Protokoll

Vorbereitung des dehydrierten Mediums

Den Behélter vor jedem Gebrauch schiitteln.

43,5 g Pulver werden in 1 L destilliertem Wasser geldst und zu einer homogenen Suspension
gemischt.

Unter standigem Ruhren vorsichtig erhitzen und fir weniger als 1 min zum Kochen bringen.
Nicht langer erhitzen. Nicht autoklavieren.
Das Medium auf 50°C abkihlen lassen. In Petrischalen geben und auf dem Tisch trocknen lassen.

500 g Pulver ergeben 11,5 L Medium.

Vorbereitung des selektiven Supplements

1.

Eine gebrauchsfertige Kapsel (Katalog-Nr. 3564710) kann direkt fiir 25 g bzw. 25 ml Probe, verdiinnt
in 225 ml GPW, verwendet werden Es kann entweder die gesamte Kapsel oder ihr Inhalt vor dem
Mischen in den Probenbeutel gegeben werden. Der Einfachheit halber empfehlen wir, die Kapsel zu
offnen und den Inhalt in den Beutel zu geben.

Kapseln mit 10-Fach-Konzentrat (Katalog-Nr. 3564709) miissen vor dem Gebrauch verdinnt werden.
Dazu den Inhalt einer Kapsel in 10 ml GPW oder steriles destilliertes Wasser geben.
Homogenisieren, um ein rotes, flissiges Konzentrat zu erhalten. 1 ml konzentrierte Lésung fur 25 g
bzw. 25 ml Probe, verdinnt in 225 ml GPW, verwenden. Fir groRe Probenvolumina, bitte das
Volumen des selektiven Supplements an den Anreicherungsmix anpassen, um eine Konzentration
von 4:1000 g/ml zu erreichen. Die verdinnte Lésung kann 1 Woche bei Umgebungstemperatur oder
bei 2—-8°C gelagert werden.

Das Supplement in der Box (Katalog-Nr. 3564712) ist konzentriert und muss vor Gebrauch verdiinnt
werden. Die Box 6ffnen und 100 ml GPW oder steriles destilliertes Wasser zugeben. Durch kraftiges
Ruhren homogenisieren, um ein rotes flissiges Konzentrat zu erhalten. 1 ml konzentrierte Losung fur
25 g bzw. 25 ml Probe, verdiinnt in 225 ml GPW, verwenden. Fir grof3e Probenvolumina, bitte das
Volumen des selektiven Supplements an den Anreicherungsmix anpassen, um eine Konzentration
von 4:1000 g/ml zu erreichen. Die verdinnte Lésung kann 1 Woche bei Umgebungstemperatur oder
bei 2—-8°C gelagert werden.

Die Flasche mit dem PIF Supplement (Katalog Nr. 12013322) 6ffnen und 40 ml einer 1:1 Ldsung aus
Ethanol und sterilem, destillierten Wasser hinzufiigen. Durch kréaftiges Schitteln mischen um eine
blaue, konzentrierte Losung zu erhalten. Informationen zur Lagerung der verdiinnten Lésung sind
dem PIF Supplement Anwenderhandbuch (dokument #10000126749) zu entnehmen.
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Probenanreicherung

Umfang (Matrizes)

Anreicherung

Zertifizierungsstelle

Rohe Huhnerbrust, Eier, Melone und
Erdnussbutter

n g/ml Probe in 9 x n ml GPW
Zugabe RAPID’Salmonella Supplement
41,5 + 1°C fir 16-22 hr

AOAC

Ein breites Spektrum an Nahrungs-
und Tierfuttermitteln und
Umgebungsproben, 25 g

n g/ml Probe in 9 x n ml GPW
Zugabe RAPID’Salmonella Supplement
41,5 + 1°C fir 16-22 hr

NF VALIDATION

Sauglingsnahrung und zugehdérige
Milchprodukte in dehydrierter Form
zum Zugeben, Protokoll fiir groRe
Probenmengen, bis zu 375 g

n g/ml Probe in 9 x n ml vorgewarmten
(37°C) GPW (Ohne Supplement)
37 + 1°C fur 20-24 hr

NF VALIDATION

Ein breites Spektrum an
Nahrungsmitteln, einschliellich
Sauglingsnahrung mit und ohne
Probiotika, Tierfutter und
Umgebungsproben

n g/ml Probe in 9 x n ml GPW
Zugabe RAPID’Salmonella Supplement
41,5 + 1°C fur 1622 hr

NORDVAL

Milchprodukte, ausgenommen
Rohmilch

n g/ml Probe in 9 x n ml GPW (Ohne
Supplement)
37 £ 1°C fur 16-22 hr
0,5 ml in 10 ml vorgewarmtes RVS
geben 41,5 + 1°C fir 6-26 hr

NF VALIDATION

Sauglingsnahrung und Kinderzerealien
mit und ohne Probiotika und
Zusatzstoffen, bis zu 375 g

n g/ml Probe in 3 x n ml

vorgewarmten (37°C) GPW

Zugabe PIF Supplement
37 £ 1°C fur 18-24 hr

NF VALIDATION

Heimtierfutter und Tiernahrung, bis zu
3759

n g/ml Probe in 5 x n ml
vorgewarmten (37°C) GPW
Zugabe RAPID’Salmonella Supplement

37 + 1°C fur 18-24 hr

NF VALIDATION

1. ngoder n ml der Probe im erforderlichen Volumen an GPW gemaf dem entsprechenden
Verdinnungsverhéltnis verdiinnen. Siehe Tabelle.

2. Mit einem Rihrer/Homogenisator homogenisieren.

3. Das erforderliche Volumen an selektivem Supplement zugeben. Das Volumen des selektive
Supplements muss an das Volumen des Anreicherungsmix angepasst werden (Probe +

Peptonwasser).

4. Nach den Angaben in der Tabelle zur Probenanreicherung inkubieren.

5. Bei der Durchfihrung der Methode nach EN ISO 6579-1 ist das in der Norm beschriebene Protokoll

zur Probenanreicherung zu befolgen.

6. Nach der Anreicherung kann die Bouillon 72 hr bei 2—-8°C gelagert werden.

Beimpfung und Ablesen der Platten

1. Mit einer sterilen Impfése 10 pl Anreicherungsbouillon auf RAPID'Salmonella Agar ausstreichen.
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Abschnitt 7 Protokoll

2. Die Platten bei 37 + 1°C fiir 24 = 2 hr inkubieren.

3. Salmonella spp. bildet auf RAPID'Salmonella Agar magentafarbene Kolonien.

4. Nach der Inkubation kdnnen die Platten fur 72 hr bei 2—-8°C gelagert werden.
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Abschnitt 8
Bestatigung positiver Ergebnisse

1. Im Rahmen einer AOAC-Validierung vermutete Einzelkolonien nach dem klassischen
Bestatigungstestverfahren, das in den Standardreferenzmethoden beschrieben ist, bestatigen.

2. Im Rahmen des Verfahrens zum Erhalt des Zeichens fur die NF VALIDATION und NORDVAL-
Validierung missen alle als positiv identifizierten Proben mit einer der folgenden Methoden bestétigt
werden:

a. Mit den in CEN- oder ISO-Normen beschriebenen herkdmmlichen Tests (einschlie3lich des
Reinigungsschritts).

b. Durch Verwendung von Nukleinsonden wie in der Norm ISO 7218 beschrieben
(z. B. iQ-Check Salmonella Il Real-Time PCR Kit, Katalog-Nr. 3578123) unter Verwendung
von Einzelkolonien (mit oder ohne Reinigungsschritt).

c. Durch Bestimmung der Oxidaseaktivitat mit einem Oxidasetest gefolgt von einem Omnivalent
Omni-O-Test (A—60) (Salmonella Omni-O Antiserum (A—60) Katalog-Nr. 3560781B) unter
Verwendung von 1 bis 3 isolierten mutmalf3lichen Kolonien. Bei einem positiven Ergebnis im
Omni-O-Test mit einem biochemischen ONPG-Test (Katalog-Nr. 3553822) fortfahren.
Salmonella sind negativ im Oxidasetest, positivim Omni-O-Test (A-60) und negativ im
ONPG-Test, mit Ausnahme von Laktose-positiven Salmonella, die ONPG-positiv sind.

d. Mit einem Latexagglutinationstests unter Verwendung des Salmonella Latex Tests (Katalog-
Nr. 3556710) mit einer isolierten Kolonie oder mit dem Salmonella Confirm Latex Test
(Katalog-Nr. 3556711) mit einer isolierten Kolonie. Der Salmonella Latex Test von Oxoid
wurde ebenfalls validiert. Salmonella der Serogruppen B bis E und G sind im Latex-Test
positiv des Salmonella Latex Tests (Katalog-Nr. 3556710).

e. Durch Anwendung des MALDI Biotyper Tests (das Biotyper-System von Bruker umfasst ein
MALDI-Flugzeit-Massenspektrometer und die MBT Compass-Software, Version 4) direkt mit
einer isolierten Kolonie oder nach einem Reinigungsschritt. Die mit der MALDI Biotyper
Complete Solution erhaltenen Informationen zur Identifizierung der Gattung und/oder Art
werden im Zusammenhang mit der Erteilung der NF VALIDATION-Zertifizierung nicht
berucksichtigt.

f.  Durch Verwendung einer anderen NF VALIDATION-zertifizierten Methode, die auf einem
anderen Testprinzip als dem von RAPID’Salmonella Agar beruht. Das validierte Protokoll
dieser zweiten Methode muss ohne Abwandlungen durchgefiihrt werden. Alle Schritte vor
dem Nachweisschritt als Ausgangspunkt fir die Bestatigung missen in beiden Methoden
identisch sein.

3. Bei nicht Ubereinstimmenden Ergebnissen (vermutlich positiv auf RAPID'Salmonella, negativ mit der
Bestatigungsmethode und insbesondere beim Latex-Test) muss das Labor die erforderlichen Schritte
ausfuhren, um die Validitat der erhaltenen Ergebnisse sicherzustellen.
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Abschnitt 9 Bestatigung positiver Ergebnisse

Abschnitt 9
Bestatigung anderer Methoden

Bestatigung positiver Ergebnisse mit dem iQ-Check Salmonella Il Kit
(von NF VALIDATION zertifiziertes Protokoll)

1.

2.

500 pl angereichertes GPW zu 10 ml vorgewarmter RVS-Bouillon geben.

Bei 41,5 + 1°C fir 6 bis 26 hr inkubieren.

Mit einer sterilen Impfose 10 pl Anreicherungsbouillon auf RAPID'Salmonella Agar ausstreichen.

Die Platten bei 37 £ 1°C fur 24 + 2 hr inkubieren.

Salmonella spp. bildet auf RAPID'Salmonella Agar magentafarbene Kolonien. Eine Bestatigung einer

magentafarbenen Kolonie mit einem Latexagglutinationstest oder mit den in Abschnitt 8.2
beschriebenen herkbmmlichen Tests durchfihren.
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Abschnitt 10

Testleistung und Testvalidierungen

Zertifizierungsstelle

Umfang

Validierungsprotokoll

Referenzprotokoll

Zertifikat-
Referenz

AOAC-RI

Rohe Hiihnerbrust,
Eier, Melone und
Erdnussbutter

Leistungsgepriifte
Methoden

FDA BAM Chap. 5
USDA MLG 4.10

PERFORMANCE TESTEDY
RESEARCH INSTITUTE

LICENSE NUMBER

O50701

Lizenznr. 050701

NORDVAL

Ein breites Spektrum
an Nahrungsmitteln,
einschlieRlich
Sauglingsnahrung
mit und ohne
Probiotika,
Tierfutter und
Umgebungsproben

1ISO 16140-2:2016

EN ISO 6579:2002

/’iwm
]

E ‘\-\

NORDVAL # 032

NF VALIDATION

Breites Spektrum an
Nahrungs- und
Tierfuttermitteln und
Umgebungsproben

(259)

Sauglingsnahrung
und zugehdrige
Milchprodukte in

dehydrierter Form

zum Zugeben,

Protokoll fur grol3e
Probenmengen

(bis zu 375 @), 1:10

Verdiinnung

Sauglingsnahrung
und Kinderzerealien
mit und ohne
Probiotika und
Zusatzstoffen,
Protokoll fur grof3e
Probenmengen
(bis zu 375 g), 1:4
Verdinnung

Heimtierfutter und
Tiernahrung,
Protokoll fur grof3e
Probenmengen
(bis zu 375 g), 1.6
Verdiinnung

EN I1SO 16140-2

EN ISO 6579-1

EN IS0 16140

BRD: 07/11-12/05
ALTERNATIVE ANALYTICAL
METHODS FOR
AGRIBUSINESS
Zertifiziert durch die AFNOR-
Zertifizierungsstelle

http://nf-validation.afnor.org/en
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Abschnitt 11 Literatur
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Abschnitt 12
Revisionshistorie

Freigabedatum Dokumentnummer Anderung

Oktober 2020 10000126748 Ver A - Bedeutende Anderung

- Neues Dokumentdesign

- Anderung der Dokumentnummer -
vorhergehende Version
RAPID_Salmonella_V11 25. Juni 2018

Juni 2021 10000126748 Ver B Supplement in neuem Format

Januar 2023 10000126748 Ver C - Aktualisierung bzgl. Vorbereitung des selektiven
Supplements

- Erweiterung der NF Validierung fur

- Heimtierfutter und Tiernahrung bis zu 375 g

Weitere Informationen Uber unser vollstdndiges Angebot an chromogenen RAPID Medien finden Sie bei
uns im Internet auf www.bio-rad.com/rapidmedia.

BIO-RAD ist eine Marke von Bio-Rad Laboratories, Inc. iQ-Check ist in bestimmten Landern eine Marke der Bio-Rad Europe GmbH.
Alle hier genannten Marken sind Eigentum der jeweiligen Firmen.
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10000126748 Ver C US/EG
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RAPID'Salmonella Agar

Manuale utente

Terreni cromogenici per laricerca di Salmonella spp. nell’analisi di prodotti
alimentari destinati al consumo umano, mangimi per animali e campioni
ambientali.

Catalogo #3563961, piastre preparate, 90 mm x 20 piastre
Catalogo #3563963, piastre preparate, 90 mm x 120 piastre
Catalogo #3564705, disidratato, 500 g
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Sezione 1
Introduzione

La Salmonella & un batterio Gram negativo, non sporigeno, a forma di bastoncello, prevalentemente
motile, con solo alcune eccezioni. La Salmonella é stata una delle due cause pill frequentemente
segnalate di malattia batterica di origine alimentare. | sintomi comuni di salmonellosi includono diarrea,
febbre e crampi addominali con insorgenza 12-72 hr dopo l'infezione. Gli studi hanno dimostrato che per
ogni caso confermato in laboratorio di Salmonella, si verificano 38 casi non segnalati nella comunita.
L’'esame per rilevare la presenza di Salmonella nei prodotti alimentari e nell’ambiente di lavorazione degli
alimenti costituisce una pratica importante. L'uso di substrati cromogenici nei terreni di coltura ne
aumenta la facilita d'uso grazie a risultati basati su reazioni enzimatiche che mutano di colore.

Sezione 2
RAPID'Salmonella - Principio

L’agar RAPID'Salmonella consente l'identificazione presuntiva di Salmonella spp. motile e non motile
rilevando l'attivita della C8 esterasi. Lo screening simultaneo dell'attivita della B-glucosidasi permette di
differenziare le colonie di Salmonella da quelle di altre Enterobacteriaceae. Dopo l'incubazione, la
Salmonella si presenta in colonie facilmente identificabili, tipicamente di color magenta, mentre i batteri
non Salmonella crescono in colonie di colore blu o incolori. L'agar RAPID'Salmonella permette di rilevare
la Salmonella motile e non motile, oltre alla Salmonella Typhi e alla Salmonella Paratyphi, lattosio-
positive.

Sezione 3

Formula teorica

Miscela nutritiva 145¢g
Agenti selettivi l4 g
Miscela cromogenica 2,3 g

Agar 12,79
Acqua distillata gs 1.000 ml

pH finale a 25°C =7,2 £ 0,2

Sezione 4
Durata e conservazione

e Agar disidratato: 2-8°C in una confezione accuratamente sigillata e conservato in un luogo asciutto e
buio

e Agar preparato: 2-8°C in un luogo buio

o Piastra preparata da agar disidratato: 15 giorni a 2-8°C in una confezione sigillata attentamente e
conservata in un luogo asciutto e buio



Sezione 5
Materiali necessari ma non forniti

Apparecchiatura

Tutta la normale apparecchiatura di laboratorio

Piastra riscaldante

Bilancia, sensibilita di 0,1 g

Agitatore/omogeneizzatore

Incubatore o camera di incubazione con controllo termostatico, con precisione di £1°C

Bagnomaria

Materiali

e Terreno di arricchimento: Acqua peptonata tamponata (APT) (catalogo #3554179, 225 ml x 6
bottiglie; 3564684, disidratato 500 g; 3555790, 5 L x 2 sacche; 3555795, 3 L x 4 sacche)

e Anse per inoculazione

e PIF Supplement (catalogo #12013322, 2 g)

e Supplemento selettivo RAPID'Salmonella per protocollo breve (catalogo #3564709,
10x concentrato x 100 capsule; n. 3564710, 1x concentrato x 100 capsule; n. 3564712,

1 confezione x 100 test

e Rappaport Vassiliadis Soy (RVS) per protocollo di arricchimento doppio (catalogo #3555773, 10
ml x 25 provette; 3564324, disidratato 500 g)

e Piastre Petri sterili
o Pipette sterili

e Sacche di pesatura sterili
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Sezione 6
Precauzioni, limitazioni d'uso e controllo qualita

Precauzioni

e Rispettare le buone pratiche di laboratorio (EN 1SO 7218). Indossare protezioni adeguate, quali
guanti e camici da laboratorio, quando si manipolano batteri vivi potenzialmente infettivi come la
Salmonella

e | terreni entrati in contatto con campioni di prodotti alimentari devono essere considerati contaminati e
quindi smaltiti in conformita con normative e direttive locali

e Se l'intera capsula di supplemento selettivo viene aggiunta alla APT, utilizzare pinzette sterili per
aggiungere la capsula alla sacca. (Si consiglia di verificare I'apertura della capsula durante la fase di
miscelazione.) Se il contenuto della capsula & manipolato con le dita, non puo essere aggiunto al
brodo di arricchimento per il rischio di contaminazione

e Le capsule RAPID'Salmonella e le compresse RAPID'Salmonella contengono agenti selettivi e un
eccipiente. Gli agenti selettivi si dissolvono facilmente. L’eccipiente, tuttavia, rimane in sospensione e
puo creare un deposito quando il contenuto della capsula € diluito in una piccola quantita di BPW o di
acqua distillata sterile. Quindi, agitare sempre bene prima di utilizzare la soluzione concentrata

Limitazioni d'uso
e |l test di conferma ONPG esclude la conferma di Salmonella lattosio-positiva.

e Benché i ceppi pit frequenti di Salmonella possano essere rilevati dal kit Salmonella Confirm Latex, il
kit non ha rilevato 41 dei 150 ceppi testati durante I'estensione della validazione NF di
RAPID’Salmonella

e Qualche ceppo di Salmonella (alcuni fanno parte delle specie Salmonella serovar Dublin e S.
bongori) pud presentare una leggera colorazione a causa di una bassa attivita esterasica

e Nell'ambito della validazione NORDVAL,il protocollo di arricchimento doppio € stato validato con un
tempo di arricchimento RVS di solo 24 £ 2 hr

e Altermine della fase di incubazione, la piastra puo essere conservata a 2-8°C per 72 hr Alcuni ceppi
non Salmonella (ad esempio I'E. coli) possono sviluppare colonie di colore rosa dopo la
conservazione. Queste colonie incerte generano un test di conferma negativo

Controllo qualita

e  Tutti i prodotti fabbricati e commercializzati dalla societa Bio-Rad sono sottoposti a un sistema di
assicurazione qualita in ogni fase, dal momento del ricevimento delle materie prime fino alla
commercializzazione dei prodotti finiti. Ciascun lotto di prodotto finito € soggetto a un controllo qualita
conformemente alla norma EN ISO 11133 e viene messo in commercio solo se risulta conforme ai
criteri di accettazione. La documentazione relativa alla produzione e al controllo qualita di ogni lotto
conservata su file

e Perinformazioni sulla sicurezza del prodotto (schede dati di sicurezza) e il certificato di analisi,
visitare il sito www.bio-rad.com



http://www.bio-rad.com/

Sezione 7
Protocollo

Preparazione del terreno disidratato

1. Agitare sempre il flacone prima dell'uso.

2. Dissolvere 43,5 g di polvere in 1 L di acqua distillata e miscelare fino a ottenere una sospensione
omogenea.

3. Riscaldare lentamente, agitando spesso, quindi portare a ebollizione per meno di 1 min.
4. Non riscaldare per un tempo superiore. Non autoclavare.
5. Raffreddare il terreno a 50°C. Dispensare in piastre di Petri e lasciare asciugare sul piano di lavoro.

6. Un flacone di polvere da 500 g produce 11,5 L di terreno.

Preparazione del supplemento selettivo

1. Una capsula (3564710) € pronta all’'uso per 25 g 0 25 ml di campione diluito in 225 ml di APT. Prima
della fase di miscelazione & possibile aggiungere alla sacca del campione l'intera capsula o il suo
contenuto. Per facilitare la manipolazione, si consiglia di aprire la capsula e versare all'interno il
contenuto.

2. Le capsule (10x) di concentrato (3564709) devono essere diluite prima dell'uso. Versare il contenuto
di una capsula in 10 ml di APT o di acqua distillata sterile. Omogeneizzare fino a ottenere una
soluzione concentrata di colore rosso. Utilizzare 1 ml di soluzione concentrata per 25 g o 25 ml di
campione diluito in 225 ml di APT. Per campioni di grandi di dimensioni,adattare il volume del
supplementivo selettivo a quello dell'arricchimento per ottenere una concentrazione di 4:1000 g/ml.
La soluzione diluita puo essere conservata per 1 settimana a temperatura ambiente o a 2-8°C.

3. Il supplemento confezionato (3564712) & concentrato e deve essere diluito prima dell’'uso. Aprire la
confezione e riempire con 100 ml di APT o di acqua distillata sterile. Omogeneizzare agitando
vigorosamente fino a ottenere una soluzione concentrata di colore rosso. Utilizzare 1 ml di soluzione
concentrata per 25 g o 25 ml di campione diluito in 225 ml di APTW. Per campioni di grandi di
dimensioni,adattare il volume del supplementivo selettivo a quello dell'arricchimento per ottenere una
concentrazione di 4:1000 g/ml. La soluzione diluita pu0 essere conservata per 1 settimana a
temperatura ambiente o a 2-8°C.

4. Aprire il contenitore del PIF Supplement (12013322) e riempirlo con 40 ml di una soluzione
Etanolo/acqua distillata 1:1. Dissolvere agitando energicamente per ottenere una soluzione
concentrata di colore blu. Fare riferimento alla guida utente PIF supplement (documento
#10000126749) per informazioni sulla conservazione della soluzione diluita.
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Arricchimento del campione

Oggetto (matrici)

Arricchimento

Certificazione

Petto di pollo crudo, uova, melone e burro
di arachidi

n g/ml di campione in 9 x n ml APT
Aggiungere RAPID’Salmonella Supplement
41,5+ 1°C per 16-22 hr

AOAC

Ampia gamma di prodotti alimentari,
mangimi per animali e campioni ambientali,
25¢

n g/ml di campione in 9 x n ml APT
Aggiungere RAPID’Salmonella Supplement
41,5 + 1°C per 16-22 hr

NF VALIDATION

Formula per neonati e relativi ingredienti
lattiero-caseari disidratati, protocollo per
campioni di grandi dimensioni, finoa 375 g

n g/ml di campione in 9 x n ml
APT preriscaldata (37°C) (senza
supplemento)

37 + 1°C per 20-24 hr

NF VALIDATION

Ampia gamma di prodotti alimentari, inclusa
formula per neonati con e senza probiotici,
mangimi per animali e campioni ambientali

n g/ml di campione in 9 x n ml APT
Aggiungere RAPID’Salmonella Supplement
41,5+ 1°C per 16-22 hr

NORDVAL

Prodotti lattiero-caseari, escluso il latte
crudo

n g/ml di campione in 9 x n ml APT (senza
supplement)

37 + 1°C per 16-22 hr
Trasferire 0,5 mlin 10 ml di RVS
preriscaldato
41,5 + 1°C per 6-26 hr

NF VALIDATION

Preparazione per infanti e cereali per infanti
con o enza probiotici ed ingredienti,
finoa 375 g

n g/ml di campione in 3 x n ml APT
preriscaldata (37°C)
Aggiungere PIF Supplement
37 + 1°C per 18-24 hr

NF VALIDATION

Alimenti per animali domestici e mangime
per animali fino a 375 g

n g/ml di campione in 5 x n ml APT
preriscaldata (37°C)
Aggiungere RAPID’Salmonella Supplement
37 + 1°C per 18-24 hr

NF VALIDATION

1. Diluire n g o n ml di campione nel volume richiesto di APT seguendo il corretto rapporto di diluizione.

Consultate la tabella.

2. Omogeneizzare con un agitatore/omogeneizzatore.

3. Aggiungere il volume richiesto di supplemento selettivo. Il volume del supplemento selettivo deve
essere adattato a quello dell'arricchimento (campione + BPW).

4. Incubare secondo la tabella di arricchimento del campione.

5. Quando si segue il metodo della EN ISO 6579-1, attenersi al protocollo di arricchimento del campione

come descritto dalla norma.

6. Altermine della fase di arricchimento, il brodo pud essere conservato a 2-8°C per 72 hr.

Inoculazione e lettura delle piastre

1. Utilizzando un'ansa sterile, strisciare 10 ul di brodo di arricchimento sull’agar RAPID'Salmonella .




2. Incubare le piastre a 37 £ 1°C per 24 + 2 hr.
3. La Salmonella spp. forma colonie di color magenta sull’agar RAPID'Salmonella .

4. Altermine della fase di incubazione, le piastre possono essere conservate a 2-8°C per 72 hr.
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Sezione 8
Conferma dei risultati positivi

1.

3.

Nell'ambito della validazione AOAC, confermare le colonie isolate sospette secondo la tradizionale
procedura del test di conferma descritta nei metodi di riferimento standard.

Nell'ambito della VALIDAZIONE NF e NORDVAL, tutti i campioni identificati come positivi devono
essere confermati in uno dei seguenti modi:

a.

Utilizzando i test convenzionali descritti nei metodi standard CEN o I1SO (inclusa la fase di
purificazione).

Mediante sonde nucleiche, come descritto nella norma ISO 7218 (ad esempio, il kit iQ-Check
Salmonella Il Real-Time PCR, catalogo #3578123) utilizzando colonie isolate (con o senza
fase di purificazione).

Valutando I'attivita dell’ossidasi con un test dell’ossidasi seguito da un test Omni-O
omnivalente (A—60) (Salmonella Omni-O Antiserum (A—60) catalogo #3560781B) usando da
una a tre colonie sospette isolate. Se la reazione al test Omni-O €& positiva, procedere con un
test biochimico ONPG (catalogo #3553822). La Salmonella & negativa al test dell'ossidase,
positiva al test Omni-O test (A—60) e negativa al test ONPG, ad eccezione della Salmonella
lattosio-positiva, che é positiva al’lONPG.

Eseguendo un test di agglutinazione al lattice tramite il Latex Test (catalogo #3556710)
Salmonella su una colonia isolata, oppure il Confirm Latex Test (catalogo #3556711)
Salmonella su una colonia isolata. Anche il Latex Test Salmonella di Oxoid é stato validato.
La Salmonella appartenente ai sierogruppi da B a E e G & positiva al test al lattice il Latex
Test (catalogo #3556710) Salmonella.

Utilizzando il test MALDI Biotyper (il sistema Biotyper di Bruker include uno spettrometro di
massa a tempo di volo MALDI e il software MBT Compass, versione 4) direttamente da una
colonia isolata o dopo una fase di purificazione. Le informazioni sull'identificazione del genere
e/o della specie fornite dalla soluzione completa MALDI Biotyper non sono incluse nell'ambito
del marchio NF VALIDATION.

Usando qualsiasi altro metodo certificato di VALIDAZIONE NF basato su un principio diverso
rispetto a quello dell’agar RAPID’Salmonella. Il protocollo validato del secondo metodo deve
essere rispettato interamente. Tutte le fasi che precedono la fase di ricerca usata come punto
di inizio per la conferma devono essere comuni a entrambi i metodi.

In caso di risultati discordanti (presunto positivo con RAPID’ Salmonella, negativo con metodo di
conferma, in particolare con il test al lattice), il laboratorio deve seguire le fasi necessarie per
garantire la validita dei risultati ottenuti.



Sezione 9
Conferma di altri metodi

Conferma dei risultati positivi con il kit iQ-Check Salmonella Il
(protocollo certificato con VALIDAZIONE NF)

1. Aggiungere 500 pl di APT arricchita a 10 ml di brodo RVS preriscaldato.

2. Incubare a 41,5 * 1°C per 6-26 hr

3. Utilizzando un'ansa sterile, strisciare 10 pl di brodo di arricchimento sull’'agar RAPID'Salmonella.
4. Incubare le piastre a 37 + 1°C per 24 + 2 hr.

5. La Salmonella spp. forma colonie di color magenta sull’agar RAPID'Salmonella . Eseguire la

conferma di una colonia magenta usando il test di agglutinazione al lattice o i test tradizionali descritti
nella Sezione 8.2.
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Sezione 10

Performance del test e validazioni

EN ISO 6579:2002

- . . . . Protocollo di Protocollo di Riferimento al
Certificazione Ambito di applicazione . e Lo
validazione riferimento certificato
- PERFORMANCE TESTED®
AOAC-RI Petto di pollo crudo, uova, Performance FDA BAM Cap. 5 éﬂgé&
melone e burro di arachidi Tested Methods USDA MLG 4.10 TICENSE NUMBER 050701
Licenza n. 050701
Ampia gamma di prodotti /-—--
alimentari, inclusa formula (E=E)
NORDVAL per neonati con e senza | |54 16940.2:2016 *\\\

probiotici, mangimi per
animali e campioni
ambientali

NORDVAL n. 032

NF VALIDATION

Ampia gamma di prodotti
alimentari, mangimi per
animali e campioni
ambientali (25 g)

Formula per neonati e
relativi ingredienti lattiero-
caseari disidratati,
protocollo per campioni di
grandi dimensioni
(fino a 375 @), diluizione
1:10

Formula per neonati e
cereali per infanti con o
senza probiotici ed
ingredienti, protocollo per
campioni di grandi
dimensioni (fino a 375 @),
diluizione 1:4

Alimenti per animali
domestici e mangime per
animali protocollo per
campioni di grandi
dimensioni (fino a 375 g),
diluizione 1:6

EN ISO 16140-2

EN ISO 6579-1

X NF
VALIDATION
EN 150 16140

BRD: 07/11-12/05
METODI ANALITICI
ALTERNATIVI PER IL
SETTORE
AGROALIMENTARE
Certificato mediante
certificazione AFNOR

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



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

Sezione 11
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Cooke VM et al. (1999). A novel chromogenic ester agar medium for detection of Salmonellae. Appl
Environ Microbiol, 65, 807812.

ISO 6579-1: 2017. Microbiologia della catena alimentare — Metodo orizzontale per la ricerca, la conta e
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Sezione 12

Cronologia delle revisioni

Data di pubblicazione

Numero documento

Modifica

Ottobre 2020

10000126748 Ver A

- Modifica importante

- Nuovo design del documento

- Modifica numero documento — versione precedente
RAPID_Salmonella_V11 25 giugno 2018

Giugno 2021

10000126748 Ver B

Nuovo formato del supplemento

Gennaio 2023

10000126748 Ver C

- Ritiro del supplemento nel formato capsule

- Aggiornamento nella preparazione del supplemento
selettivo

- Estensione della validazione NF ad limenti per
animali domestici e mangime per animali finoa 375 g

Per ulteriori informazioni sulla nostra gamma completa di terreni cromogenici RAPID’, visitare il sito
www.bio-rad.com/rapidmedia.

BIO-RAD & un marchio registrato di Bio-Rad Laboratories, Inc. IQ-CHECK & un marchio registrato di Bio-Rad Europe GmbH in
determinate giurisdizioni. Tutti i marchi registrati qui utilizzati sono di proprieta dei rispettivi titolari.
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RAPID'Salmonella Agar

Guia do usuario

Meios cromogénicos para a deteccdo de Salmonella spp. na anélise de produtos
alimenticios para consumo humano, racdo animal e em amostras ambientais

N° do catélogo 3563961, Meios de cultura preparados, 90 mm x 20 placas
N° do catélogo 3563963, Meios de cultura preparados, 90 mm x 120 placas
N° do catélogo 3564705, Desidratado, 500 g
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Sec¢do 1 Introducdo

Secao 1
Introducao

A Salmonella é uma bactéria gram-negativa, que nao forma esporos, em forma de bastéo, que é
predominantemente movel, com poucas excecgdes. A Salmonella tem sido uma das duas causas mais
frequentemente relatadas de doengas bacterianas de origem alimentar. Os sintomas comuns da
salmonelose incluem diarreia, febre e célicas abdominais que ocorrem de 12 a 72 hr ap6s a infecgéo.
Estudos demonstraram que para cada caso de Salmonella confirmado pelo laboratério, 38 casos
ocorrem na comunidade que permanecem néo notificados. O teste da presenca de Salmonella nos
alimentos e no ambiente de processamento é uma pratica importante. O uso de substratos cromogénicos
em meios de cultura aumenta a facilidade de uso dos meios com resultados baseados em reacdes
enzimaticas de mudanca de cor.

Secao 2
Principio RAPID'Salmonella

O RAPID'Salmonella Agar permite a presumivel identificacdo de Salmonella spp. mével e ndo mével
através da deteccao de atividade C8-esterase. A triagem simultanea da atividade de B-glucosidase
permite a diferenciagdo das coldnias de Salmonella das de outras Enterobacteriaceae. Apos a
incubacéo, a Salmonella aparece como facilmente identificavel, tipicamente magenta, em coldnias,
enquanto as bactérias ndo Salmonella crescem como coldnias azuis ou incolores. RAPID'Salmonella
Agar permite a detecgdo de Salmonella mével e ndo movel, assim como Salmonella Typhi e Salmonella
Paratyphi positivas a lactose.

Secao 3
Formula Tedrica

Mistura nutritiva 145¢g
Agentes seletivos l4 g

Mistura cromogénica 2,39

Agar 12,79

Agua destilada gsp 1.000 ml

pH final a 25°C = 7,2 £ 0,2

Secao 4
Prazo de validade e armazenamento

e Agar desidratado: 2-8°C em embalagem cuidadosamente vedada e armazenada em um ambiente
seco e arejado

e Agar derramada: 2-8°C em local escuro

¢ Meio de cultura preparado a partir do agar desidratado: 15 dias a 2—8°C em embalagem
cuidadosamente vedada e armazenada em um ambiente seco e arejado
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Secao 5

Materiais necessarios, mas nao fornecidos
Equipamento

e Todo o equipamento comum de laboratério

e Placa de aquecimento

e Escala, sensibilidade de 0,1 g

e Misturador/homogeneizador

e Incubadora ou sala de incubacéo controlada termostaticamente, com precisdo de +1°C

e Lavagem em agua

Suprimentos

e Meio de enriquecimento: Agua peptonada tamponada (BPW) (n° do catalogo3554179, 225 ml x 6
frascos; 3564684, desidratado 500 g; 3555790, 5 L x 2 sacos; 3555795, 3 L x 4 sacos)

e Inoculacéo de loops
e PIF Supplement (n° do catalogo 12013322, 2 g)

¢ RAPID'Salmonella suplemento seletivo para protocolo curto (catalogo #3564709, 10x capsulas
concentradas x 100; 3564710, 1x capsulas concentradas x 100

e Rappaport Vassiliadis Soy (RVS) para protocolo de duplo enriquecimento (catalogo #3555773,
10 ml x 25 tubos; 3564324, desidratado 500 g)

e Placas de Petri estéreis
e Pipetas estéreis

e Sacos de pesagem estéreis
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Secdo 6 Precaucles, limitacdes de uso e controle de qualidade

Secao 6
Precaucodes, limitacdes de uso e controle de qualidade

Precaucobes

e Respeite as boas praticas de laboratério (EN ISO 7218). E necessario o0 uso de protecéo adequada,
como luvas e jalecos, ao trabalhar com bactérias vivas potencialmente infecciosas, como a
Salmonella

¢ O meio que entrou em contato com amostras de alimentos deve ser considerado contaminado e
descartado de acordo com as regras e regulamentos locais

e Setoda a capsula do suplemento seletivo for adicionada a BPW, uma pinca esterilizada deve ser
usada para adicionar a capsula ao saco. (Recomendamos que vocé verifique se a capsula realmente
se abriu durante a fase do estbmago.) Se o contetdo da cdpsula for manuseado com os dedos, ndo
podera ser adicionado ao caldo de enriquecimento devido ao risco de contaminacdo

e As capsulas RAPID'Salmonella e tabletes RAPID'Salmonella contém agentes seletivos e um
excipiente. Os agentes seletivos se dissolvem muito bem. O excipiente, entretanto, permanece em
suspensao e pode criar um depdsito quando o contetdo da capsula é diluido em uma pequena
quantidade de BPW ou &gua destilada estéril. Agite sempre bem, portanto, antes de usar a solu¢éo
concentrada

LimitagcOes de uso

e O teste de confirmacédo ONPG exclui a confirmacdo de Salmonella positiva a lactose

e Embora as cepas de Salmonella mais prevalentes possam ser detectadas pelo kit de confirmacao de
latex de Salmonella, o kit ndo detectou 41 das 150 cepas testadas durante a extenséo da NF
VALIDATION do RAPID'Salmonella

e Algumas cepas de Salmonella (algumas fazem parte de espécies de Salmonella serotipo Dublin e S.
bongori) podem mostrar uma cor magenta fraca devido a baixa atividade de esterase

¢ No contexto da validacdo NORDVAL, o protocolo de duplo enriqguecimento foi validado com um
tempo de enriquecimento RVS de apenas 24 + 2 h

e ApOs o passo de incubacao, a placa pode ser armazenada a 2—-8°C por 72 h. Algumas cepas néo
Salmonella (por exemplo, E. coli) podem desenvolver colbnias de cor rosa apos este
armazenamento. Estas colbnias duvidosas ddo um teste de confirmac¢&o negativo

Controle de qualidade

e Todos os produtos fabricados e comercializados pela Bio-Rad estao sujeitos aos procedimentos de
garantia de qualidade em todas as etapas, desde a recepcao da matéria-prima até a comercializagao
do produto final. Cada lote de produto acabado passa por um controle de qualidade de acordo com a
EN ISO 11133 e é comercializado apenas quando satisfaz os critérios de aceitabilidade. A
documentacéo relativa a producao e ao controle de qualidade de cada lote € mantida arquivada

e Parainformacg@es de seguranca do produto SDS e certificado de andlise, visite www.bio-rad.com
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Secao 7
Protocolo

Preparacao do Meio Desidratado

1. Agite sempre a garrafa antes de usar.

2. Dissolva 43,5 g de p6 em 1 L de agua destilada e misture até obter uma suspensdo homogénea.
3. Agueca suavemente, agitando com frequéncia, e depois deixe ferver por menos de 1 minuto.

4. Na&o prolongue o aquecimento. Ndo autoclave.

5. Resfriar o meio a 50 °C. Dispense em placas de Petri e deixe na bancada para secar.

6. Um frasco de 500 g de p6 produz 11,5 L de meio.

Preparacao do suplemento seletivo

1. Uma cépsula (3564710) esta pronta para uso para 25 g ou 25 ml de amostra diluida em 225 ml de
BPW. Tanto a capsula inteira ou seu contetddo pode ser adicionado a bolsa de amostras antes da
etapa de mistura. A fim de facilitar o manuseio, recomendamos abrir a capsula e despejar o
conteudo.

2. As capsulas concentradas (10x) (3564709) devem ser diluidas antes do uso. Coloque o contetdo de

uma capsula em 10 ml de BPW ou agua destilada estéril. Homogenize a fim de obter uma solugdo
concentrada vermelha. Utilize 1 ml de solugdo concentrada para 25 g ou 25 ml de amostra diluida

em 225 ml de BPW. Para volumes grandes de amostra, ajuste o volume do suplemento seletivo para

o volume do mix de enriquecimento para obter uma concentracdo de 4:1000 g/ml. A solucéo diluida
pode ser armazenada por 1 semana a temperatura ambiente ou a 2-8°C.

3. O suplemento em caixa (3564712) é concentrado e deve ser diluido antes do uso. Abra a caixa e
encha com 100 ml de BPW ou agua destilada estéril. Homogenize agitando vigorosamente a fim de

obter uma solugéo concentrada vermelha. Utilize 1 ml de solug&o concentrada para 25 g ou 25 ml de

amostra diluida em 225 ml de BPW. Para volumes grandes de amostra, ajuste o volume do

suplemento seletivo para o volume do mix de enriquecimento para obter uma concentracdo de
4:1000 g/ml. A solucéo diluida pode ser armazenada por 1 semana a temperatura ambiente ou a 2—
8°C.

4. Abra o frasco do (12013322) e encha com 40 ml de uma solugdo 1: 1 de etanol / 4gua destilada

estéril. Homogeneizar agitando vigorosamente para obter uma solugdo concentrada azul. Consulte o

Guia do usuario do PIF Supplement (documento n°® 10000126749) para obter informagfes sobre o
armazenamento da solucao diluida.
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Sec¢do 7 Protocolo

Enriqguecimento da amostra

Escopo (Matrizes)

Enriquecimento

Certificacdo

Peito de frango cru, ovos, melao e
manteiga de amendoim

n g/ml de amostra em 9 x n ml BPW
Adicionar RAPID’Salmonella Supplement
41,5 + 1°C por 16-22 hr

AOAC

Ampla gama de alimentos, racdo
animal e amostras ambientais, 25 g

n g/ml de amostra em 9 x n ml BPW
Adicionar RAPID’Salmonella Supplement
41,5 + 1°C por 16-22 hr

NF VALIDATION

Férmula infantil e ingredientes lacteos
desidratados relacionados, grande
protocolo de tamanho de amostra,
até 3759

n g/ml de amostra em 9 x n ml
pré-aquecida (37°C) BPW (sem
suplemento)

37 £ 1°C por 20-24 hr

NF VALIDATION

Ampla gama de alimentos, incluindo
férmula infantil com e sem probidticos,
racéo animal e amostras ambientais

n g/ml de amostra em 9 x n ml BPW
Adicionar RAPID’Salmonella Supplement
41,5 + 1°C por 16-22 hr

NORDVAL

Produtos lacteos, excluindo leite cru

n g/ml de amostra em 9 x n ml BPW (sem
suplemento)
37 £ 1°C por 16-22 hr
Transfira 0,5 ml para 10 ml de
RVS pré-aquecido
41,5 + 1°C por 6-26 hr

NF VALIDATION

Foérmula infantil e cereais infantis com
e sem probiéticos e ingredientes, até
375¢g

n g/ml de amostra em 3 x n ml
pré-aquecida (37°C) BPW
Adicionar PIF Supplement

37 £ 1°C por 18-24 hr

NF VALIDATION

Alimentos para animais de estimacéo
e ragdo animal, até 375 g

n g/ml de amostraem 5 x n ml
pré-aquecida (37°C) BPW
Adicionar RAPID’Salmonella Supplement

37 £ 1°C por 18-24 hr

NF VALIDATION

1. Dilua n g ou n mL de amostra no volume requerido de ATP, seguindo a diluicdo em razdo

apropriada. Veja a tabela.

2. Uniformize com um misturador/homogeneizador.

3. Adicione o volume necessario de suplemento seletivo. Volume do suplemento seletivo deve ser
adaptado ao volume do mix de enriquecimento (amostra + APT).

4. Incube de acordo com a tabela de Enriquecimento de amostra.

5. Ao seguir o método EN ISO 6579-1, siga o protocolo de enriquecimento de amostras, conforme

escrito na norma.

6. ApOs o passo de enriguecimento, o caldo pode ser armazenado a uma temperatura entre 2—8°C por 72 h.

Inoculagao e Leitura de Meios de Cultura

1. Usando um loop estéril, estriar 10 pl de caldo de enriquecimento no RAPID'Salmonella Agar.
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2. Incube placas a 37 = 1°C por 24 £ 2 hr.
3. Salmonella spp. formam colénias de cor magenta no RAPID'Salmonella Agar.

4. Ap6s o passo de incubacéo, as placas podem ser armazenadas a 2—8°C por 72 h.
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Secdo 8 Confirmacgdo de Resultados Positivos

Secao 8
Confirmacgé&o de Resultados Positivos

1.

No contexto da validacdo AOAC, verifique as coldnias isoladas suspeitas de acordo com o
procedimento classico de teste de confirmacgédo descrito nos métodos de referéncia padréo.

No contexto do NF VALIDATION e NORDVAL, todas as amostras identificadas como positivas
devem ser confirmadas de uma das seguintes formas:

a.

Usando os testes convencionais descritos nos métodos padrao CEN ou I1SO (incluindo a
etapa de purificacao).

Usar sondas nucléicas, conforme descrito na norma 1SO 7218 (por exemplo, kit iQ-Check
Salmonella spp. PCR em tempo real, n°® do catalogo 3578123) usar coldnias isoladas (com
ou sem etapas de purificacdo).

Avaliacdo da atividade oxidase com um teste de oxidase seguido por um teste Omni-O
Omnivalente (A-60) (Salmonella Omni-O Antiserum (A-60), n° do catalogo 3560781B)
utilizando de uma a trés colbnias suspeitas isoladas. Se a reac¢do ao teste Omni-O for
positiva, proceda com um teste biogquimico ONPG (n° do catalogo 3553822). A Salmonella é
negativa para o teste de oxidase, positiva para o teste Omni-O (A-60) e negativa para o teste
ONPG, com excecao da Salmonella positivas para a lactose, que sdo ONPG positivas.

Realizar um teste de aglutinacéo de latex usando o Teste de latex de Salmonella (n° do
catalogo 3556710) em uma col6nia isolada ou usando o teste Salmonella Confirm Latex Test
(n° do catalogo 3556711) em uma col6nia isolada. O Salmonella Latex Test de Oxoid
também foi validado. A Salmonella pertencente aos serogrupos B a E e G sdo positivos no
teste do latex de Salmonella (n° do catélogo 3556710).

Usando o teste MALDI Biotyper (o sistema Bruker Biotyper inclui um espectrdmetro de
massa MALDI TOF e o software MBT Compass, versao 4) diretamente de uma col6nia
isolada ou apés uma etapa de purificagdo. As informagdes de identificacdo de género e/ou
espécie fornecidas pela Solugdo Completa MALDI Biotyper nédo estao incluidas no escopo
da marcacdo NF VALIDATION.

Usar qualquer outro método certificado NF VALIDATION baseado em um principio diferente
do da RAPID'Salmonella Agar. O segundo protocolo de método validado deve ser
completamente respeitado. Todas as etapas anteriores a etapa de deteccéo utilizada como
ponto de partida para a confirmacao devem ser comuns a ambos 0s métodos.

3. No caso de resultados discordantes (presumivelmente positivos com RAPID'Salmonella, negativos
com método de confirmag&o e particularmente com o teste do latex), o laboratério deve seguir as
etapas necessérias para garantir a validade dos resultados obtidos.
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Secao 9
Confirmacao de outros métodos

Confirmacao de Resultados Positivos com o kit iQ-Check Salmonella
II (Protocolo certificado NF VALIDATION)

1. Adicione 500 pl de BPW enriquecido a 10 ml de caldo de RVS pré-aquecido.

2. Incube em 41,5 + 1°C por 6-26 h.

3. Usando um loop estéril, estriar 10 pl de caldo de enriquecimento em RAPID'Salmonella Agar.
4. Incube placas a 37 + 1°C por 24 £ 2 hr.

5. Salmonella spp. formam colénias de cor magenta no RAPID'Salmonella Agar. Realize uma

confirmacédo de uma colénia de magenta usando um teste de aglutinacao de latex ou usando os
testes convencionais descritos na secao 8.2.
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Sec¢do 10 Confirmacdo de outros métodos

Secao 10

Desempenho e validacao do teste

Protocolo de

Protocolo de

Referéncia de

CERIICETEE SIS Validacao Referéncia Certificado
) L . PERFORMANCE TESTED®
Peito (Ee frango cru, ovos, Métodos de FDA BAM Cap. 5 AOAC
AOAC-RI meldo e manteiga de desempenho ) RESEARCH INSTITUTE
: USDA MLG 4.10 TICENSE NUMBER 050701
amendoim testados
N° da licenga 050701
Ampla gama de alimentos, =
incluindo férmula infantil 1SO 16140- Nt
NORDVAL com e sem probidticos, 22016 EN ISO 6579:2002 "

ragdo animal e amostras
ambientais

NORDVAL # 032

NF VALIDATION

Ampla gama de alimentos,
racdo animal e amostras
ambientais (25 g)

Férmula infantil e
ingredientes lacteos
desidratados relacionados,
grande protocolo de
tamanho de amostra
(até 375 @), diluicédo 1:10

Férmula infantil e cereais
infantis com e sem
probiéticos e ingredientes,
grande protocolo de
tamanho de amostra
(até 375 g), diluicéo 1:4

Alimentos para animais de
estimacgéo e ragéo animal,
grande protocolo de
tamanho de amostra
(até 375 @), diluicdo 1:6

ENI1SO 16140-2

EN ISO 6579-1

y NF
VALIDATION
EN IS0 16140

BRD: 07/11-12/05
METODOS ANALITICOS
ALTERNATIVOS PARA O
AGRONEGOCIO
Certificado pela certificacdo
AFNOR

http:/nf-validation.afnor.org/en
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RAPID'Salmonella Agar

Manual del usuario

Medio cromogénico para la detecciéon de Salmonella spp. en productos
alimentarios destinados al consumo humano, consumo animal y en muestras
ambientales

Referencia #3563961, placas preparadas, placas de 90 mm x 20
Referencia #3563963, placas preparadas, placas de 90 mm x 120
Referencia #3564705, deshidratado, 500 g
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Apartado 1 Introduccién

Apartado 1
Introduccidn

La Salmonella es una bacteria Gram-negativa, que no forma esporas, con forma de bacilo y que es
predominantemente movil, con sélo unas pocas excepciones. La Salmonella ha sido una de las dos
causas mas frecuentes de enfermedades bacterianas transmitidas por los alimentos. Los sintomas
comunes de la salmonelosis incluyen diarrea, fiebre y calambres abdominales que se presentan de 12 a
72 hr después de la infeccion. En estudios se ha demostrado que por cada caso de Salmonella
confirmado en laboratorio, se originan 38 casos en la comunidad que no se notifican. Los analisis para
detectar la presencia de Salmonella en los alimentos y en el entorno de procesado representan una
practica importante. El uso de sustratos cromogénicos en los medios de cultivo facilita el uso de los
mismos con resultados basados en reacciones enzimaticas de cambio de color.

Apartado 2
Principio de RAPID'Salmonella

RAPID'Salmonella Agar permite la identificacion presuntiva de Salmonella spp. movil y no mévil mediante
la deteccién de la actividad C8-esterasa. El cribado simultaneo de la actividad B-glucosidasa permite
diferenciar las colonias de Salmonella de las de otras Enterobacteriaceae. Después de la incubacién,
Salmonella aparece como colonias facilmente identificables, tipicamente de color magenta, mientras que
las bacterias que no son Salmonella crecen como colonias azules o incoloras. RAPID'Salmonella Agar
permite la deteccion de Salmonella mdvil y no movil, asi como de Salmonella Typhi y Salmonella
Paratyphi lactosa-positivas.

Apartado 3

FOrmula tedrica

Mezcla nutritiva 145¢g
Agentes selectivos 1l4 g

Mezcla cromogénica 2,39

Agar 12,79

Agua destilada c.s.p. 1.000 ml

pH finala25°C=7,2+0,2

Apartado 4
Vida atil y conservacion

e Agar deshidratado: a 2—-8° C en un envase cuidadosamente sellado, en un lugar seco y oscuro
e Agar preparado: 2—8° C en un lugar oscuro

e Placa preparada desde agar deshidratado: 15 dias a 2-8° C en un envase cuidadosamente sellado,
en un lugar seco y oscuro
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Apartado 5
Materiales necesarios, pero no suministrados

Equipamiento

e Todo el instrumental habitual en laboratorio

e Placa calefactada

e Balanza, sensibilidad de 0,1 g

e Agitador/homogeneizador

e Incubador o sala de incubacién controlada termostaticamente, con una precision de +1° C

e Bafo termostatico

Fungibles

e Caldo de enriquecimiento: Agua de peptona tamponada (APT) (referencia #3554179, 225 ml x
6 frascos; 3564684, deshidratado 500 g; 3555790, 5 L x 2 bolsas; 3555795, 3 L x 4 bolsas)

e Asas de siembra

e PIF Supplement (referencia #12013322, 2 g)

¢ RAPID'Salmonella suplemento selectivo para protocolo corto (referencia #3564709,
10x concentrado x 100 capsulas; 3564710, 1x concentrado x 100 capsulas; 3564712, 1 caja X
100 pruebas

e Rappaport Vassiliadis Soja (RVS) para el protocolo de doble enriquecimiento (referencia
#3555773, 10 ml x 25 tubos; 3564324, deshidratado 500 g)

e Placas de Petri estériles

e Pipetas estériles

Bolsas estériles para pesada

Apartado 6
Precauciones, limitaciones de uso y control de calidad

Precauciones

e Deben respetarse las buenas practicas de laboratorio (EN ISO 7218). Se debe usar una proteccion
adecuada, como guantes y batas de laboratorio, cuando se trabaja con bacterias vivas
potencialmente infecciosas como Salmonella.

e Los medios que han estado en contacto con muestras de alimentos deben considerarse

potencialmente contaminados y deben eliminarse de conformidad con las normas y reglamentos
locales.
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Apartado 7 Protocolo

¢ Sise afiade la capsula de suplemento selectivo al agua de peptona tamponada (APT), hay que
utilizar unas pinzas estériles para afadirla a la bolsa. (Recomendamos que compruebe la total
apertura de la capsula durante la etapa de homogeneizacién en estomacher.) Si se manipula el
contenido de la capsula con los dedos, no se debe afadir al caldo de enriquecimiento debido al
potencial riesgo de contaminacion.

e Las capsulas RAPID'Salmonella y las tabletas RAPID'Salmonella contienen agentes selectivos y un
excipiente. Los agentes selectivos se disuelven muy bien. Sin embargo, el excipiente permanece en
suspensién y puede formar un depdsito cuando el contenido de la capsula se diluye en una pequefia
cantidad de agua de peptona tamponada (APT) o agua destilada estéril. Por lo tanto, siempre se
debe agitar bien antes de usar la solucién concentrada.

Limitaciones de uso

e La prueba ONPG (B-galactosidasa) excluye la confirmacion de Salmonella lactosa-positiva.

e Aungue las cepas de Salmonella con mayor prevalencia pueden ser detectadas por Salmonella
Confirm Latex Kit, el kit no detectd 41 de las 150 cepas analizadas durante la extensién de la
Validacion NF de RAPID’Salmonella.

e Ciertas cepas de Salmonella (algunas forman parte de la Salmonella serovar Dublin y de las
especies de S. bongori) pueden manifestar un color magenta débil debido a una baja actividad de la
esterasa.

e En el contexto de la validacion de NORDVAL, el protocolo de doble enriquecimiento fue validado con
un tiempo de enriquecimiento en RVS de s6lo 24 + 2 hr.

e Tras la etapa de incubacion, la placa puede almacenarse a 2-8° C durante 72 hr. Algunas cepas que
no son de Salmonella (por ejemplo, E. coli) pueden desarrollar colonias de color rosado después de
este almacenamiento. Estas colonias dudosas muestran una prueba de confirmacién negativa.

Control de calidad

e Todos los productos fabricados y comercializados por Bio-Rad estan sujetos a un protocolo de
garantia de calidad en todas las etapas, desde la recepcién de las materias primas hasta la
comercializacién de los productos acabados. Cada lote de producto acabado se somete a un control
de calidad segln la norma EN ISO 11133 y su comercializacion esta condicionada a que cumpla los
criterios de aceptabilidad. La documentacion relativa a la produccion y el control de calidad de cada
lote se mantiene archivada.

e Para informacion relativa a la seguridad sobre el producto (SDS) y del certificado de analisis, visite
www.bio-rad.com

Apartado 7
Protocolo

Preparacion del medio deshidratado

1. Agitar siempre el frasco antes de usar.

2. Disolver 43,5 g de polvo en 1 L de agua destilada y mezclar hasta obtener una suspension
homogénea.
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3. Calentar suavemente, agitando frecuentemente, y luego llevar a ebullicion sin exceder 1 minuto.
4. No prolongar el calentamiento. No utilizar el autoclave.

5. Enfriar el medio a 50° C. Dispensar en placas de Petri y dejar en una superficie nivelada para que se
sequen.

6. Un frasco de 500 g de medio deshidratado permite obtener 11,5 L de medio.

Preparacion del suplemento selectivo

1. Una cépsula (3564710) estd lista para ser usada para 25 g o 25 ml de muestra diluida en 225 ml de
APT. Tanto la capsula entera como su contenido pueden afiadirse a la bolsa de muestra antes del
paso de homogeneizacion. Para facilitar la manipulacién, recomendamos abrir la capsula y verter el
contenido.

2. Las céapsulas concentradas (10x) (3564709) deben ser diluidas antes de su uso. Vierta el contenido
de una capsula en 10 ml de APT o agua destilada estéril. Homogeneice para obtener una solucién
concentrada de color rojo. Use 1 ml de solucién concentrada para 25 g o 25 ml de muestra diluida en
225 ml de APT. Para muestras de tamafio elevado, ajuste el volumen de suplemento al volumen de
la mezcla de enriquecimiento, para obtener una concentracion de 4:1000 g/ml. La solucion diluida
puede conservarse durante 1 semana a temperatura ambiente o a 2-8° C.

3. El suplemento en frasco (3564712) es concentrado y debe ser diluido antes de su uso. Abra el frasco
y adicione 100 ml de APT o agua destilada estéril. Homogeneice agitando enérgicamente para
obtener una solucion concentrada roja. Use 1 ml de solucion concentrada para 25 g o 25 ml de
muestra diluida en 225 ml de APT. Para muestras de tamafio elevado, ajuste el volumen de
suplemento al volumen de la mezcla de enriquecimiento, para obtener una concentracion de 4:1000
g/ml. La solucién diluida puede conservarse durante 1 semana a temperatura ambiente o a 2-8° C.

4. Abra la botella de PIF Supplement (12013322) y agregue 40 ml de solucion 1:1 etanol/agua
destilada. Homogenice agitando vigorosamente hasta obtener una solucién azul concentrada.
Consulte la guia de usuario PIF Supplement (documento #10000126749) para informacién sobre
condiciones de almacenamiento y dilucién de la solucién.

Enriquecimiento de la muestra

Alcance (matrices) Enriquecimiento Certificacion

n g/ml de muestra en 9 x n ml de APT
Agregue RAPID’Salmonella Supplement AOAC
41,5 + 1° C durante 16-22 hr

Amplia gama de alimentos de consumo | n g/ml de muestra en 9 x n ml de APT
humano, alimentos de consumo animal | Agregue RAPID’'Salmonella Supplement| NF VALIDATION

Pechuga de pollo cruda, huevos, melén
y mantequilla de cacahuete.

y muestras ambientales, 25 g 41,5 + 1° C durante 16-22 hr

Férmula infantil e ingredientes lacteos n g/ml de muestra en 9 x n mi

desh|drata£jos relacionados, protocolo de APT precalentada (37° C) (sin NE VALIDATION
para tamafio de muestra grande, hasta suplemento)

3759 37 + 1° C durante 20-24 hr

Amplia gama de alimentos, incluyendo
férmulas infantiles con y sin probiéticos,
alimentos para animales y muestras
ambientales.

Productos lacteos, excluyendo la leche | n g/mlde muestra en 9 x n ml de APT NF VALIDATION

n g/ml de muestra en 9 x n ml de APT
Agregue RAPID’Salmonella Supplement NORDVAL
41,5 + 1° C durante 16-22 hr
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Apartado 8 Confirmacion de los resultados positivos

cruda (sin suplemento)

37 + 1° C durante 16—-22 hr
Transferir 0,5 ml a 10 ml de
RVS precalentado
41,5 + 1° C durante 6-26 hr

n g/ml de muestra en 3 x n ml de APT
precalentada (37° C)
Agregue PIF Supplement

Formula infantil y cereales para infantes

con y sin probidticos e ingredientes, NF VALIDATION

hasta 375 g 37 + 1° C durante 18-24 hr
n g/ml de muestra en 5 x n ml de APT
Comida para mascotas y alimentacién precalentada (37° C)
animal, hasta 375 g Agregue RAPID’Salmonella Supplement NF VALIDATION

37 + 1° C durante 18-24 hr

1. Diluir n g o n ml de muestra en el volumen requerido de APT siguiendo la proporcién de dilucién
adecuada. Véase la tabla.

2. Homogeneizar con agitador/homogeneizador.

3. Anadir el volumen requerido de suplemento selectivo. El volumen de suplemento selectivo debe
adaptarse al volumen de la mezcla de enriquecimiento (muestra + BPW).

4. Incubar conforme a la tabla de enriquecimiento segun el tipo de muestra.

5. Cuando se aplica el método EN ISO 6579-1, debe seguirse el protocolo de enriquecimiento de la
muestra tal como se establece en la norma.

6. Después de la etapa de enriquecimiento, el caldo se puede conservar a 2—8 °C durante 72 hr.

Siembray lectura de la placa

1. Usando un asa estéril, siembre 10 ul de caldo de enriquecimiento en RAPID'Salmonella Agar.
2. Incube las placas a 37 £ 1° C durante 24 + 2 hr.

3. Salmonella spp. forma colonias de color magenta en RAPID'Salmonella Agar.

4. Tras la etapa de incubacion, las placas pueden almacenarse a 2-8° C durante 72 hr.
Apartado 8

Confirmacién de los resultados positivos

1. En el contexto de la validacion AOAC, confirme las colonias sospechosas aisladas siguiendo el
procedimiento clasico de confirmacién indicado en los métodos de referencia normalizados.

2. Con respecto a la validacion NF VALIDATION y NORDVAL, todas las muestras identificadas como
positivas deben confirmarse de una de las siguientes formas:

a. Empleando las pruebas convencionales descritas en los métodos normalizados CEN o ISO
(incluida la fase de purificacién).

b. Utilizando sondas nucleicas como se describe en la norma ISO 7218 (por ejemplo, iQ-Check
Salmonella Il Real-Time PCR Kit, referencia #3578123) sobre colonias aisladas (con o sin
fase de purificacion).
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c. Evaluando la actividad de la oxidasa con una prueba de oxidasa seguida de un test
omnivalente Omni-O (A—60) (Antisuero Salmonella Omni-O (A—60) referencia #3560781B)
utilizando de una a tres colonias sospechosas aisladas. Si la reaccién a la prueba de
aglutinacion de Omni-O resulta positiva, proceda con una prueba bioquimica de ONPG
(referencia #3553822). La Salmonella resulta negativa en la prueba de la oxidasa, positiva
en la prueba de Omni-O (A-60), y negativa en la prueba de ONPG, con excepcién de
Salmonella lactosa-positiva, que es positiva para ONPG.

d. Realizando una prueba de aglutinacion de latex como Salmonella Latex Test (referencia
#3556710) o Salmonella Confirm Latex Test (referencia #3556711) sobre una colonia
aislada. También se ha validado el latex de Salmonella de Oxoid. Las Salmonellas
pertenecientes a los serogrupos B al E y G son positivas en la prueba de aglutinacion de
latex como Salmonella Latex Test (referencia #3556710).

e. Usando MALDI Biotyper test (sistema de biotipado de Bruker que inlcuye un
espectrofotdbmetro de masas MALDI time-of-flight y MBT Compass Software, version 4)
directamente sobre una colonia aislada o tras una fase de purificacion. La informacion sobre
identificacién de género y/o especie proporcionada por la solucién completa MALDI Biotyper
no esta incluida en el alcance de NF VALIDATION.

f.  Usando cualquier otro método certificado NF VALIDATION basado en un principio diferente
al de RAPID’Salmonella Agar. El protocolo validado de este segundo método debe ser
seguido en su totalidad. Todos los pasos que preceden al paso de deteccion utilizado como
punto de partida para la confirmacion deben ser comunes para ambos métodos.

3. En caso de producirse resultados discordantes (supuestos positivos con RAPID'Salmonella,
negativos con el método de confirmacion, y en particular con la prueba de latex), el laboratorio debe
seguir los pasos necesarios para garantizar la validez de los resultados obtenidos.

Apartado 9
Confirmaciéon de otros métodos

Confirmacion de los resultados positivos con iQ-Check Salmonella ll
Kit (protocolo certificado NF VALIDATION)

Afadir 500 ul de agua de peptona tamponada (APT) en 10 ml de caldo RVS precalentado.
Incubar a 41,5 £ 1° C durante 6-26 hr.

1
2
3. Usando un asa estéril, aislar 10 ul de caldo de enriquecimiento en RAPID'Salmonella Agar.
4. Incubar las placas a 37 + 1° C durante 24 + 2 hr.

5

Salmonella spp. forma colonias de color magenta en RAPID'Salmonella Agar. Realice la
confirmacién de una colonia caracteristica mediante una prueba de aglutinacién de latex o mediante
las pruebas convencionales descritas en el apartado 8.2.
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Apartado 10 Aplicaciones del ensayo y validaciones

Apartado 10
Aplicaciones del ensayo y validaciones

Protocolo de

Protocolo de

cereales para infantes
con y sin probiéticos e
ingredientes, protocolo
para tamafio de muestra
grande, hasta 375 g,
dilucion 1:4

Comida para mascotas y
alimentacion animal,
protocolo para tamafio
de muestra grande,
hasta 375 g, dilucion 1:6

Certificacid Referencia de
ertificacion Alcance ; ! . o
validacion referencia certificado
Pechuga de po”o Cruda, B PERFORMANCE TESTED
huevos, melény Performance FDA BAM Chap. 5 AOAC
AOAC-RI X RESEARCH INSTITUTE
mantequilla de Tested Methods USDA MLG 4.10 TICENSENDMBER 020701
cacahuete. Licencia#
050701
Amplia gama de
alimentos, incluyendo /;:-3;)
formulas infantiles con y _ EN ISO ' }\
NORDVAL sin probiéticos, alimentos ISO 16140-2:2016 6579:2002 .
para animales y NORDVAL # 032
muestras ambientales.
Amplia gama de
alimentos, piensos y
muestras ambientales
(259)
Formulas infantiles e
ingredientes lacteos
deshidratados
relacionados, protocolo
para tamafio de muestra e
grande, hasta 375 g, Poarioanion,
dilucién 1:10 i
NF
VALIDATION Formula infantil y EN SO 16140-2 EN ISO 6579-1

BRD: 07/11-12/05
METODOS ANALITICOS
ALTERNATIVOS PARA
LA AGROINDUSTRIA
Certificado mediante
certificacion AFNOR
http://nf-
validation.afnor.org/en

Apartado 11
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Cooke VM et al. (1999). A novel chromogenic ester agar medium for detection of Salmonellae. Appl
Environ Microbiol, 65, 807812.
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ISO 6579-1: 2017. Microbiologia de la cadena alimentaria — Método horizontal para la deteccion,
recuento y serotipado de Salmonella — Parte 1: Deteccion de Salmonella spp.

Manafi M et al. (1991). Fluorogenic and chromogenic substrates used in bacterial diagnostics. Microbiol
Rev, 55, 335-348.

Perry JD et al. (1999). ABC medium, a new chromogenic agar for selective isolation of Salmonella spp. J
Clin Microbiol, 37, 766—768.

United States Department of Agriculture. Microbiology Laboratory Guidebook. Chapter 4.10 Isolation and
Identification of Salmonella from Meat, Poultry Pasteurized Egg, and Siluriformes (Fish) Products and
Carcass and Environmental Sponges. https://www.fsis.usda.gov/wps/wcm/connect/700c05fe-06a2-492a-
a6e1-3357f7701f52/mlg-4.pdf?MOD=AJPERES

United States Food and Drug Administration. Bacteriological Analytical Manual, Chapter 5 Salmonella.
http://www.fda.gov/Food/FoodScienceResearch/LaboratoryMethods/ucmQ070149.htm

Apartado 12
Historial de revisiones

Fecha de publicacion |N.°de documento Cambio

Octubre de 2020 10000126748 Ver A - Cambio significativo

- Nuevo disefio del documento

- Cambio en el numero de documento — versiéon
anterior RAPID_Salmonella_V11_25 junio 2018

Junio de 2021 10000126748 Ver B Suplemento en nuevo formato

Enero de 2023 10000126748 Ver C - Retirada del suplemento en formato de pastilla

- Actualizacion de la preparacion del suplemento

- Extensién de la Validacién NF en comida para
mascotas y alimentacién animal hasta 375 g

Visite www.bio-rad.com/rapidmedia para mas informacién sobre nuestra gama completa de medios
cromogénicos

RAPID. BIO-RAD es una marca registrada de Bio-Rad Laboratories, Inc. IQ-CHECK es una marca registrada de Bio-Rad Europe
GmbH en diversos paises. Todas las marcas comerciales utilizadas en el presente documento son propiedad de sus respectivos
duefios.

Bio-Rad
B’o .RAD Laboratories, Inc.

Life Science Website bio-rad.com USA 1800424 6723 Australia 61 2 99714 2800 Austria 00 800 00 24 67 23 Belgium 00 800 00 24 67 23
G Brazil 4003 0399 Canada 1 905 364 3435 China 86 21 6169 8500 Czech Republic 00 800 00 24 67 23 Denmark 00 800 00 24 67 23
roup Finland 00 800 00 24 67 23 France 00 800 00 24 67 23 Germany 00 800 00 24 67 23 Hong Kong 852 2789 3300

Hungary 00 800 00 24 67 23 India 91 124 4029300 Israel 0 3 9636050 Italy 00 800 00 24 67 23 Japan 81 3 6361 7000
Korea 82 080 007 7373 Luxembourg 00 800 00 24 67 23 Mexico 52 555 488 7670 The Netherlands 00 800 00 24 67 23
New Zealand 64 9 415 2280 Norway 00 800 00 24 67 23 Peland 00 800 00 24 67 23 Portugal 00 800 00 24 67 23

Russian Federation 00 800 00 24 67 23 Singapore 65 6415 3188 South Africa 00 800 00 24 67 23 Spain 00 800 00 24 67 23
Sweden 00 800 00 24 67 23 Switzerland 00 800 00 24 67 23 Taiwan 885 2 2578 7189 Thailand 66 2 G571 8311

United Arab Emirates 36 1 459 6150 United Kingdom 00 800 00 24 67 23

10000126748 Ver C US/EG
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Paras ki
=15 \
2o

|§5\

SRR S RPENESENE, TEANEDEMAE, RESHEIN, SrARRSEMELE
B ERNARREIER, — PrREROE R ESRE 12-72 NHHIMES, RENES
K. FIRED, B SWMEWRBHLIAERD), EHERAE 38 kiR, RUERMMIREHL
BEUESIARR—REENE, TEFETEAECEYRS THAZNS AN, REBRRE
MBI MR EALESR

2 B
RAPID'Sa/monella |[RI2

RAPID' Sa/monella AR ] LUB I #GN C8- PEEE!/%HEEETE*WE:@%}J UMIESTTh A AT H, [RIRYTHE
B-EEBEEBIEE R LUN LA FREE S M GITFREFNE EX 2R, REFE, YIEFRTIAR
Z1R5, BHEMNKREETE, M2 WE@ULTﬁéY%@E’]i%{ RAPID' Salmonella SRR v LIS B 5
BMIETohB A9 2FEE, URFLNERMERGEE L £ M RIAZE 4L,
3 BB
RIS
EBREEY 145¢g
prig =l bt 14 g
ﬁEJL@';/J:IS [} EF% 23 g
B 127¢
ZKTEK gsp 1,000 ml

25°C NREL pHE =72 £ 0.2

% 4 5o

IREREA R BT SR 14
o FIMERE %08 C TEERHSE BHEETRELL

o FABEIFEE 1 2-8° C B
o THFRAHE : 7£2-8° C TXEFHIE, BT TIRELAEE 15X
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2 5 &

HAth{X 25, nF 57

&
. FEEMNZRENS
. AFIR

e X¥, REBUEANOIG

o HiHPER/PIRER

o [ERZTHNBIRSIIBCE, BHI £1° C
o KA

I FNFEM

o HEFRE [ ZHMEAMRRK (BPW) (BF #3554179, 225 mlx 6 R ; 3564684, F# 500 ¢ ;
3555790, 5L x 2% ; 3555795, 3L x4%)

o  EEM

e PIF Supplement (B #12013322, 2 g k)

e RAPID'Sa/monella selective supplement for short protocol
(FATFEEHZEMN RAPID' Salmonella ¥e3EE AR ANF, B = #3564709,
10x R48 x 100 %7 ; #3564710, 1x R4E x 100 %7 ; #3564712,
1 & x 100 xif 56

o HATMLIZHE A ZER Rappaport Vassiliadis Soy (RVS) (B #3555773, 10 mlx 25 & x 25 ;
3564324, F#3 500 g)

e XTHEIFFM

s THEBRE

o THEMER

% 6 15

TBs1EHE, 15 A BR&IF0 BT =4

vty

o ETRIFSLWENE (EN ISO 7218), EXE Y/ IAFEERBEEXENEAREN, NEFEELM
FEE, MFEMKBNENE

o LBt REMTIESRENEMANBEEREM IR, FRIE S MEMINERTRF YU
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BRAEi R

INRTE BPW FINARERBEFERINARE, HAERTEEFEREMAZFR, EMRIUERER
RRESEIEBMEITH, ) MREFERNNOMERENYER, BTESEONK, FEeRFEMAE
ERE

RAPID' Sa/monella BXZEF] RAPID' Salmonella Al @B EFHERFIMERET, ERMERTIE#ESER
¥, AN, URMEAYRELE BPW EEXRBATHERN, BEAREE FRAFATRESLETE,
R, FEERRBARCE], —EERNER.

{s£ FA PR

ONPG #INH R BERR T FLYERRIE 2T L ERIFAIA

RE Salmonella Confirm Latex Kit AJLAUG N B &E BN LA ER K, 1BFE RAPID Sa/monella &)
NF 3iFy Bidie s, ZdF&RNE] 150 MEKkF 41 FErk

—L YRR (DEETHRBEMR L IAFNERMARE X IAE) BTEREEE, ATUERSY
MEERI%RE

7£ NORDVAL BiFRIERT, ML EIGREAEFT TRIE, RVS BENEINE 24+2 /i
BRERE, FARAUE 2-8° C THEfFE 72 /MW, —&Ie2IamE%k (BN, AH17E) EXFiE
FARNE AN ENER, XErREZNFAIANIE RN

FrEEH

Bio-Rad RN AEIAEFHIHENB =R, MEKFEMAZHEERRNEMMEBEZIIRERIEES
LR, FHLEREBIRIE EN 1SO 11133 #ITREEH], RARRRBITET e LT, SEMRIER
MREEZEHE X XHIHITEY

£ % SDS FRE2EEMAITIES, BIHIE www.bio-rad.com,

%785

S
BRIEIE

FHIEFEAVFIF

o ok w =

ERENERERA T

1 43.5 g (o ARBARTE 1 L 2K, FFRITHE, BIBIHINEFR,
ZIBINM, THTHE, REEHST 1 o8,

BZKNENR, B2HITEERE.

FHEFFESHE] 50°C, nEAEBFIMF, BEGHE LRT,

—ifh 500 g ¥R AJMHIRL 11.5 L 3EFFE,

EERIERMFNE &
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1. —HIPREE (3564710) AIATF 25 g =k 25 ml AU REHRTE 225 ml 89 BPW &, BIAIfEA, fERASR

Z B, AIDUNEBEDRESHARYMARE

O 4%
AR

o, ATETEE, FBOBVETFREHEILEFABEYR,

2. R4 (10x) X2 (3564709) FEEMRTLFHRRE, H—HRENATYEA 10 ml BPW SEEZKEAK
1, HFLLERBAERE AR, A 1 mIRGEARLIE 25 g 5 25 ml H@EEE 225 ml BPW
f, WTAEERE, BEEFRMERNFAIEERE S RNEIRLERE 4:1000 g¢/ml BRE, HREEHA

A EIRE T ek 2-8°C THERF 1 &,

3. BRFAIF (3564712) BIREH, EARLAHERE, FTHFEF, &A 100 ml BPW L EZAENK, &
ARIZIRHERNTS), LORBACRIREA R, LA 1 mlREARVE 25 g 3k 25 ml HFmmBE
225 ml BPW 1, TAHEAE, BEERFEFINFMIEEESRNEIRLERS 4:1000 g/ml FIKE,
WmRENARAENFTRE T 2-8°C THERF 1 &,

4. FTFF PIF #00 (12013322) AU#RF, HOA 40 ml 1:1 2B/ TR BB R, BT RIZIE IR
3, UREEENRESR, BARBEREENER, BZH PIF SNABFERE

(244 #10000126749)

HmigE
BE (BRER) eEEY iE#H
ng/ml #RE in 9 x nml BPW
EXCHIEY. X8E. WMEBNFTEER AN RAPID’ Sa/monella N3 AOAC
415 £ 1° C FHF 16-22 /it
ng/ml #RE in 9 x nml BPW
[T E G, RN EER, 25¢g A RAPID’ Salmonella NF IGiF
415 £ 1° C FHF 16-22 /it
. B ) ng/ml #&mE 9 x nml
B LRF TR £ FHILS RS, R \ R
o W (37° C) BPW o (M) NF 301F
KERFE, Bl&E% 375¢g N
37 £ 1° C T#EFR 20-24 /By
o o ng/ml #57E in 9 x nml BPW
[EHR S, SEES T RS LR - \
_ L A0 RAPID’ Sa/monella ZshnF NORDVAL
B, R EE S B
415 £ 1° C FHF 16-22 /it
ng/ml #S7E 9 x nml BPW & (705
B 37 £ 1° C THE5F 16-22 /i
A5, NEEEFD B NF I@ilF
2 0.5 ml %83 10 ml A RVS
415 £ 1° C T 6-26 /A
L ng HESRTE 3x nml FiFk (37° C) BPW
B LREENE DR )LES A M 152 . s
N - B PIF Zsansl NF 361l
ILBEmS, &% 375¢g .
37 £ 1° C T#E5F 18-24 /Ay
YRR ESYERERS 375 ¢ ng H @™ 5x nml Tk (37° C) BPW & NF 3@ilF

4 | RAPID’ Salmonella Agar




58 Ay
FH 14 25 SR A A A

M RAPID’ Sa/monella ZshiF
37 £ 1° C T#EFr 18-24 /MBS

RIBELRHRELLS, TERTRAIRN BPW #8E ng 5k nml &G, T,
R/ RERIE TR E,

MAFTERERGEFRMEARMF, BEEBETINASEEESRNVER (& + BPW),
RIEH RIBRERIHAITIEST,

HEJE EN ISO 6579-1 7735 M, 1BEEINET RN RIERE T =,

BRESERE, WERAE 2-8°C THEEF 72 )\,

© a0k w o=

LIRS ey

1. EAEXE, 7& RAPID Sa/monella 4R L& 10 ul E R,
2. 1E 37*1°C THIRFR 24 £2 /1B,

3. X/EE/EE RAPID Salmonella 4R LK B EE,

4. BFERME, FARALUE 2-8° C TERF 72 /I,

%8 5%
BRI £5 SRR

1. 7 AOAC BIFMERT, RIEMESE D EPRENZAHNNEHEFHINRZEND BE %,
2. 7 NF 30iE#0 NORDVAL BB R, FrA#MEE NREREFROB T3 —LUEIA ¢

a. f#M CEN = ISO tRER EPRANEMNL (SHEALLER) .

b. fEF ISO 7218 #rAS R mAZIEST (140 iQ-Check Sa/monella |l Real-Time PCR Kit, B
3 #3578123) | EFASPBHEE (B LAtLER) .

c. FEA—I=MDBAIREE, BYE/ERXE A Omnivalent Omni-O i#% (A-60)

(Salmonella Omni-O Antiserum (A-60) B #3560781) MAHE/LEEEME, EX Omni-O
HIA R R ZBEME, MILRE#HTT ONPG £t iie (B3 #3553822) , 2/7AEN B LES T
ZrAM, X Omni-0 i3 (A-60) 2R, X ONPG IR ZEM, BILKERMEN X/ TAER
4%, efil= ONPG fat,

d. f#R Salmonellalatex Test (B3 #3556710) WO BB ZHTARGERK, (LA
Salmonella Confirm Latex Test (B3 #3556711) O BHEEHITIHK, Oxoid AY
Salmonella Latex Test 8 BASEIIIE, BT B £ E Ml G MIEEH 21 AR IR+ 2 BEME
Salmonella Latex Test (B3 #3556710,
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e. BEMBHBEESRIEAZ SR 2EEA MALDI Biotyper 183 (Bruker Biotyper R EIE
MALDI ¥4TRI BT X A1 MBT Compass B4, % 4 ki) . B3 MALDI Biotyper Complete
Solution RN EEM/HEMNELEERE ERSEE NF RIEFEAEER,

f. (EREMEMS RAPID Sa/monella FARRIRER NF iEIAIERN 7%, HATEEEE
A ENRIEA R, AERIARSHRNL B aINFTE S B ARG EBA,

3. MREMAF—EMLER (RAPID' Sa/monella #ERBAME, MABINERRIZIABIXKLNRAM) , K
EHNEFELENSER, LUARFTERERARIE,

29 B
Hh75ERIRIA

Fl iQ-Check Sa/monella |l Kit #IABRELE R (NF BIEIAEAFR)

1. ¥ 500 ul #8% BPW MNAZE) 10 ml FFRAY RVS A,

2. 7415 + 1° C T 6-26 /A,

3. {ERLEI, 7E RAPID'Sa/monella 4R _E3EMN 10 pl BE R,

4. 71E37+1°C FHEFTIR 24 £2 /AT,

5. YIEE/EE RAPID Salmonella R FFCR KB E R, (FRAABRSREIRKSERSE 8.2 B0 FTRRE
AN — MR EREEHITHAIA.

2% 10 2k
i e F58IE

T B iE SR sEHE EHsz
/_:EX%H@W\ XEZE\ FDA BAM /5:(:__',‘_ 5 % i PERFORMANCE TESTED
AOAC-RI A B MEBEI 755 AOAC
B AT USDAMLG 4.10 | Sedicscitamr

[TeEMR, SEBRLRE

NORDVAL B ) LE S IS0 16140~ 150 6579:2002 m\
e e 2:2016 '

kNG ST B8 S
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NORDVAL # 032

IR &, SiiERTE
(25 )

22 )LECT7 Yy A0 AR X T H FL A

mES, REARFE, (K&
g F
%375g), 1:10 %Rt ~
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. R B EERDH T E
FIHMBILAYRR, K et APNOR
2&7‘?% http://nf-

validation.afnor.org/en
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EYMBRRRNYIERERTE
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£

Cooke VM et al. (1999). A novel chromogenic ester agar medium for detection of Salmonellae.
Appl Environ Microbiol, 65, 807812.
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ISO 6579-1: 2017/ ADM 1: 2020. Microbiology of the food chain — Horizontal method for the

detection, enumeration and serotyping of Sa/monella— Part 1: detection of Sa/monella spp.

Manafi M et al. (1991). Fluorogenic and chromogenic substrates used in bacterial diagnostics.
Microbiol Rev, 55, 335-348.

Perry JD et al. (1999). ABC medium, a new chromogenic agar for selective isolation of Sa/monella
spp. J Clin Microbiol, 37, 766-768.

United States Department of Agriculture.Microbiology Laboratory Guidebook.Chapter 4.10 Isolation
and ldentification of Sa/monella from Meat, Poultry Pasteurized Egg, and Siluriformes (Fish) Products
and Carcass and Environmental Sponges. https://www.fsis.usda.gov/wps/wcm/connect/700c05fe-
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United States Food and Drug Administration.Bacteriological Analytical Manual, Chapter 5 Sa/monella.
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