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These instructions for use apply to the following references / Estas instrucciones de uso aplican para la siguiente

referencia:

REFERENCE /
REFERENCIA

VS-2340KGE196TE

PRODUCT / PRODUCTO

VIASURE Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Real Time PCR Detection Kit for ELITe
INGenius®
Table A 1. References for the product to be used with ELITe InGenius®. / Referencia del producto para ser usado con ELITe InGenius®.
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ENGLISH

Infended use

VIASURE Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Real Time PCR Detection Kit for ELITe InGenius® is an automated
in-vitro diagnostic test designed for qualitative detection of Cryptosporidium, Giardia lamblia and/or Entamoeba
histolytica in human faecal samples from patients with signs and symptoms of gastrointestinal infection. This test is
intended for use as an aid in the diagnosis of the Cryptosporidium, Giardia lamblia and/or Entamoeba histolytica
in combination with clinical and epidemiological risk factors. The assay is validated in association with ELITe
InGenius®, an automated and integrated system for extraction, amplification, and detection of nucleic acids. DNA
is extracted from faecal specimens, multiplied using Real Time amplification and detected using specific primers

and a fluorescent reporter dye probe for Cryptosporidium, Giardia lamblia and/or Enfamoeba histolytica.
Summary and Explanation

Enteric protozoa continue to be the most commonly encountered parasitic diseases affecting millions of people
each year and causing significant morbidity and mortality worldwide. Among them, Crypfosporidium spp.,

Entamoeba histolytica, and Giardia lamblia are the major etfiological agents.

Cryptosporidium can be acquired through person-to-person, contact with companion and farm animails, ingestion
of contaminated food, drinking water and recreational water. Cryptosporidium can be present without symptoms
or cause diarrhoea and abdominal discomfort with weight loss and malabsorption. Giardia lamblia infection occurs
by the faecal-oral route transmission, either through direct contact or by ingestion of contaminated food or water.
Diarrhoea is the major symptom of the disease, but the clinical manifestations vary; from non-symptomatic
infections to severe diarrhoea, abdominal cramps, bloating and flatulence often accompanied by nausea and
weight loss. Entamoeba histolytica disease is spread primarily by food or water contaminated with cysts but may
also be transmitted from person to person by faecal-oral route. Clinical features of amoebiasis range from
asymptomatic colonization (90% of the cases) fo amoebic dysentery (stfomach pain, nausea or vomiting and severe
diarrhoea with bloody and slimy stools, fever) and invasive exiraintestinal disease, most commonly in the form of

liver abscesses.

Microscopy has been considered to be the gold standard method for diagnosis of these parasites. However, is time-
consuming, not very sensitive and unable to distinguish the invasive pathogenic E. histolytica from the commensal
parasite E. dispar. Real-time PCR assay is less labour-intensive and has higher sensitivity and specificity, making it an

attractive alternative.
Principle of the procedure

VIASURE Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Real Time PCR Detection Kit for ELITe InGenius® is designed for the
qualitative detection of DNA from Cryptosporidium, Giardia lamblia and/or Entamoeba histolytica in faecal
specimens. After DNA isolation, the identification of these pathogens is performed by the amplification of a
conserved region of the 18S rRNA gene for Cryptosporidium, Giardia lamblia and Entamoeba histolytica

respectively, using specific primers and a fluorescent-labelled probe.
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VIASURE Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Real Time PCR Detection Kit is based on 5' exonuclease activity

of DNA polymerase. During DNA amplification, this enzyme cleaves the probe bound to the complementary DNA

sequence, separating the quencher dye from the reporter. This reaction generates an increase in the fluorescent

signal which is proportional o the quantity of the target template. This fluorescence is measured on ELITe INnGenius®.

VIASURE Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Real Time PCR Detection Kit for ELITe InGenius® contains in each

well all the components necessary for real time PCR assay (specific primers/probes, dNTPS, buffer and polymerase)

in a stabilized format, as well as an Extraction Control to monitor PCR inhibition. Cryptosporidium DNA targets are

amplified and detected in Cy5 channel, Giardia lamblia DNA targets are amplified and detected in FAM channel,

Entamoeba histolytica DNA targets are amplified and detected in ROX channel and the extraction control (EC) in

HEX, VIC or JOE channel.

ELITe InGenius®

Compatible Fluorophore

Channel
Cryptosporidium Chbs Cy5 18S rRNA
Giardia lamblia Ch1l FAM 18S rIRNA
Entamoeba histolytica Ch4 ROX 18S rRNA
Extraction Control (EC) Ch?2 HEX, VIC or JOE * -

Table 1. Target, channel and genes.

Reagents provided

VIASURE Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Real Time PCR Detection Kit for ELITe InGenius® includes the

following materials and reagents detailed in Table 2:

Reagent/Material ‘ Description ‘ Colour Amount
o o A mix of enzymes, primers probes,
Cryptosporidium, Giardia & E. o ) ) )
buffer, dNTPs and stabilizers in White 4 vials
histolytica Reaction-Mix tube
stabilized format
Solution to reconstitute the
Rehydration buffer Blue 1 vialx 1.8 mL
stabilized product
Non-infectious nucleic acid
Extraction Control . Green 1 vial
lyophilized
Cryptosporidium, Giardia & E. Non-infectious synthetic lyophilized Red 1 vial
e via
histolytica Positive Control DNA
Negative confrol Non template control Violet 1 vialx 1 mL
Water RNase/DNase free RNase/DNase free water White 2 vials x T mL

Table 2. Reagents and materials provided in VIASURE Cryptosporidium, Giardia & E.

InGenius® with Cat. N°. VS-2340KGE196TE.

histolytica Real Time PCR Detection Kit for ELITe
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5.

Reagents and equipment to be supplied by the user

The following list includes the materials that are required for use but not included in the VIASURE Cryptosporidium,
Giardia & E. histolytica Real Time PCR Detection Kit for ELITe INnGenius®.

7.

Automated sample-to-result solution dedicated to Molecular Diagnostics: ELITe InGenius® Instrument
(ELITechGroup S.p.A., ref. INT030).

Extraction carfridges «ELITe INnGenius® SP 200» (ELITechGroup S.p.A., ref. INTO325P200),

Consumables for extraction and amplification «ELITe InGenius® SP 200 Consumable Set» (ELITechGroup S.p.A,
ref. INTO32CS).

Amplification cartridges «ELITe InGenius® PCR Cassetten (ELITechGroup S.p.A, ref. INTO35PCR),

Tips «300 pL Filter Tips Axygenn (Axygen BioScience Inc., CA, USA, ref. TF-350-L-R-S),

Boxes «ELITe InGenius® Waste Box» (ELITechGroup S.p.A, ref. F2102-000).

Sarstedt 2.0 mL fube skirted screw-cap (Sarstedf Ref. 72.694.005).

Sarstedt 0.5 mL tube skirted screw-cap (Sarstedt Ref. 72.730.005).

50 mL conical tube

Specimen Collection and transport system.

Laboratory freezers: - 30°C to - 10°C and/or < -70°C.

Microcentrifuge.

Vortex.

Micropipettes (0.5-20 L, 20-200 pL).

Filter tips.

Powder-free disposable gloves.

Laminar airflow hood.

Transport and storage conditions

The kits can be shipped and stored at 2-40°C.

Store the kit at 2-40°C until expiration date stated in the label, except the rehydrated Reaction-Mix tube. Once
the Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Reaction-Mix tube has been reconstituted, it may be kept at
25°C+5°C or 2°C to 8°C for up to 4 hours. For a longer period of fime, we recommend storing at —20°C and to
separate in aliquots fo minimize freeze and thaw cycles (up to 6 times).

The rehydrated Reaction-Mix should be recapped and stored inside the pouch with desiccant material in
order to protect from light and humidity.

Once the positive control has been re-suspended, store it at -20°C. We recommend separating it in aliquots to
minimize freeze and thaw cycles. Positive control has been validated as still being stable after 6 freeze-thaw
cycles.

Keep components away from sunlight.

Precavutions for users

The product is intended for use by qualified and trained clinical laboratory personnel specifically instructed
and trained in the techniques of real-time PCR, human genetics and in vifro diagnostic procedures (including

fraining on ELITe INGenius®).
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For in vitro diagnostic use.

Do not use expired reagents and/or materials.

Do not use the kit if the label that seals the outer box is broken.

Do not use reagents if the protective box is open or broken upon arrival.

Do not use reagents if the protective pouches are open or broken upon arrival.

Do not use reagents if desiccant is not present or broken inside reagent pouches.

Do not remove desiccant from reagent pouches once is open.

Close protective pouches of reagents promptly with the zip seal after each use. Remove any air excess in the
pouches prior to closing.

Do not use reagents if the foil has been broken or damaged.

Do not mix reagents from different pouches and / or kits and / or lots and / or another supplier.

Protect reagents against from humidity. Prolonged exposure to humidity may affect product performance.
An appearance of the reaction mixture in stabilized format, normally found at the bottom of the tube, different
from the usual one (without conical shape, inhomogeneous, smaller/larger in size and/or colour different from
whitish) does not alter the functionality of the test.

Design a unidirectional workflow. It should begin in the Exiraction Area and then move to the Amplification
and Detection Area. Do not return samples, equipment, and reagents to the area in which the previous step
was performed. Use separate areas for the preparation of patient samples and controls to prevent false
positive results.

In cases where other PCR tests are conducted in the same general area of the laboratory, care must be taken
to ensure that the VIASURE Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Real Time PCR Detection Kit for ELITe
InGenius®, ELITe InGenius® SP 200 extraction cartridge, any additional reagents required for testing, and ELITe
InGenius® are not contaminated. Always avoid microbial and ribonuclease (RNase)/deoxyribonuclease
(DNase) contamination of reagents. The use of sterile RNase/DNase-free disposable aerosol resistant or positive
displacement pipette fips is recommended. Use a new tip for each specimen. Gloves must be changed
before manipulating reagents and cartridges.

Please make sure that ELITe InGenius® SP 200 extraction cartridge and ELITe InGenius® PCR Cassette are
assembled correctly (see ELITe InGenius® Ref. INTO30 Instructions for Use).

To avoid contamination of the environment by amplicons, do not remove the cap of the ELITe InGenius® PCR
Cassette after use. The cap of the ELITe InGenius® PCR Cassette are designed to prevent contamination.
Follow Good Laboratory Practices. Wear protective clothing, use disposable gloves, goggles and mask. Do
not eat, drink, smoke or apply cosmetic products in the working area. Wash your hands after finishing the test.
Specimens must be treated as potentially infectious and/or biohazardous, as well as all the reagents and
materials that have been exposed to the samples and they must be handled according to the national safety
regulations. Take necessary precautions during the collection, transport, storage, handling, and disposal of
samples.

Samples and reagents must be handled in a biological safety cabinet. Use personal protective equipment
(PPE) consistent with current guidelines for the handling of potentially infectious samples. Dispose of waste in
compliance with local and state regulations.

Regular decontamination of commonly used equipment isrecommended, especially micropipettes and work
surfaces.

In accordance with Regulation (EC) No 1907/2006 (REACH), VIASURE Real Time PCR Detection Kits do not

require Material Safety Data Sheets on account of their classification as non-hazardous to health and the
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environment, because they do not contain substances and/or mixtures which meet the hazard classification
criteria available in Regulation (EC) No 1272/2008 (CLP), or which are in concentrations higher than the value
established in the mentioned regulation for their declaration.

e Consult each Real Time PCR instrument's reference manual for additional warnings, precautions and
procedures.

e Consult the ELITe InGenius® User's Manual and ‘ELITe InGenius® Quick Reference Guide' for additional
warnings, precautions and procedures before using VIASURE Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Real
Time PCR Detection Kit for ELITe INnGenius®.

e Please make sure that the software of ELITe INnGenius® System is the last updated version.

Test procedure

8.1. Specimen collection, transport and storage

The VIASURE Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Real Time PCR Detection Kit for ELITe InGenius® has been

validated on faecal specimens. Another different types of samples must be validated by the user.

Collection, storage, and transport of specimens should be maintained per the conditions validated by the user.
Overall, faecal specimens should be collected and labelled appropriately in clean containers. After collection,
specimens should be placed in a biohazard bag and should be fransported and processed as soon as possible to
guarantee the quality of the test. The specimens should be transported at Room Temperature (RT) for up to 2 hours,
or at 2 to 8°C for up to 24 hours, following the local and national regulations for the tfransport of pathogen material.
For long term transport (more than 24 hours), we recommend shipping at -20°C or lower. It is recommended to use
fresh specimens for the test. The samples can be stored at 2 o 8°C for up to 24 hours or frozen at -20°C or ideally at
-70°C for conservation. Repeated freeze-thaw cycles should be avoided in order to prevent degradation of the

sample and nucleic acids.

The clinical specimens must be collected, fransported and stored according to appropriate laboratory guidelines.
For details, refer fo the CDC guidelines (Specimen collection guidelines. Website

https://www.cdc.gov/urdo/downloads/SpecCollectionGuidelines.pdf), the IDSA guideline (Miller, J. M., Binnicker,

M. J., Campbell, S., ... & Pritt, B. S. (2018). A guide to utilization of the microbiology laboratory for diagnosis of
infectious diseases: 2018 update by the Infectious Diseases Society of America and the American Society for
Microbiology. Clinical Infectious Diseases, 67(6), e1-e94), and Garcia-Lechuz Moya, J.M., Gonzdlez Lopez, J.J., Orta
Mira, N., Sdnchez Romero, M.. (2017). Recogida, fransporte y procesamiento general de las muestras en el
Laboratorio de Microbiologia. 2017. 1b. SGdnchez Romero, M.l., (coordinadora). Procedimientos en Microbiologia
Clinica. Cercenado Manisilla, E., Cantén Moreno, R., (editores). Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas
y Microbiologia Clinica (SEIMC).

8.2. Sample Preparation and DNA exiraction

Faecal samples should be collected in clean containers and processed as soon as possible to guarantee the quality

of the test. We recommend using fresh samples.


https://www.cdc.gov/urdo/downloads/SpecCollectionGuidelines.pdf
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For longer storage, the samples must be frozen between -20°C and -70 °C. In this case, the sample will be totally
thawed and brought to room temperature before testing. Homogenise faecal sample as thoroughly as possible

prior to preparation. Freezing and thawing cycles are not recommended.

Perform the sample preparation according to the recommendations in the instructions for use of the extraction kit
used, ELITe InGenius® and ‘ELITe InGenius® Quick Reference Guide'. Note that some other samples may require
pre-processing. For faecal samples, use ‘Stool sample: pre-treatment for bacterial and parasitic target with ELITe
InGenius®’ protocol. Application-specific extraction preparation procedures should be developed and validated

by the user.
8.3. Extraction control

Reconstitute the extraction control (green vial) by adding 500 L of Water RNase/DNase free (white vial) and vortex

thoroughly. Transfer the extraction control rehydrated to the 0.5 mL tube skirted screw-cap (Ref. 72.730.005).
8.4. Lyophilized Positive Control

Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Positive Confrol contains high copies of the template, the
recommendation is to open and manipulate it in a separate laboratory area away from the other components.
Reconstitute the lyophilized Cryptfosporidium, Giardia & E. histolytica Positive Conftrol (red vial) by adding 250 pL of

the supplied Water RNase/DNase free (white vial) and vortex thoroughly.

Once the positive control has been re-suspended, store it at -20°C. It is recommended to separate it in aliquots to

minimize freeze and thaw cycles
8.5. Lyophilized Reaction-Mix tube

Determine the number of required reactions including samples and confrols (one positive and negative control
must be included in each run). Obtain the correct number of lyophilized Reaction-Mix vials (24-reactions each one)

for testing.

Recommendation is to open and manipulate the Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Reaction-Mix fube in
pre-PCR laboratory area. Open lyophilized Reaction-mix tube (white vial) carefully to avoid disruption of the pellet
and add 390uL of Rehydration Buffer (blue vial) supplied. Mix gently by pipetting up and down. Spin down briefly

to remove bubbles generated during mixing.

Once the Reaction-Mix tube has been re-suspended, return unused reagents to the appropriate storage conditions

at -20°C. Recommendation is o separate it in aliquots to minimize freeze and thaw cycles.

Note: The volume of the rehydrated Reaction-Mix is sufficient for 24 reactions. The rehydrated Reaction-Mix may be
kept at 25°C+5°C or 2-8°C for up to 4-hours (see Transport and storage conditions section for additional storage

options).

10
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8.6. PCR Condition

Note: Please, refer to the ELITe InGenius® User's Manual and ‘ELITe InGenius® Quick Reference Guide' for detailed

instructions.

8.6.1. PCR Test program for VIASURE Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica

Real Time PCR Detection Kit for ELITe INnGenius®

The product VIASURE Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Real Time PCR Detection Kit for ELITe INnGenius® can

be used with the ELITe InGenius® system in order to perform:

A. Integrated run (Extract + PCR)

B. Amplification run (PCR only)

C. Extraction run (Exfraction only)

To setup an integrated run (A), carry out the following steps as per the Graphical user Interface (GUI).

1)
2)

8)

?)

Power on the instrument and login with your credentials.
Select ‘Perform Run’ from the ‘Home' screen.

Note: Verify that the Ampilification Controls (Positive Control and Negative Control) have been run and have
not expired (status) along with the Amplification Reagent lot to be used. If you do not have valid and

approved amplification controls, they should be run as outlined in the following sections.
Verify the ‘Extraction Input Volume' is 200 uL and the ‘Extracted Elute Volume' is 100 uL.
For each ‘Track’ scan or key the sample barcodes.

Select assay protocol in the ‘Assay’ column: VIASURE_KGE_00. Make sure the selected protocol is ‘Extract +
PCR'.

Select the sample loading position ‘Sample position’ column, and then select ‘Extraction Tube'.
Load and verify all required consumables and reagents.

- Load the Exiraction Control and the Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Reaction-Mix tube into the
selected ‘Inventory Block’ following the instructions on the interface.

- Load and check the Tip Racks in the ‘Inventory Area’ selected by following the GUI instruction.

- Load the 'PCR Cassettes’, the ‘ELITe InGenius® SP 200’ extraction cartridges, all the required
consumables and the samples to be extracted, following the GUI instruction

Close door and startf run.

View and approve results.

All the parameters needed for the session are included in the Assay protocol available on the instrument and are

automatically recalled when the Assay protocol is selected.

A summary of program settings is shown below:

Assay protocol name: VIASURE_KGE_00

11
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Il. Extraction
a. Extraction Cassette Name: ELITe InGenius® SP 200.
b. Extraction Input Volume: 200 uL
c. Extraction Elufion Volume: 100 pL
M. PCR
a. Total Reaction Volume: 20 uL
b. PCR Template Volume: 5 uL

c. PCR protocol conditions:

Cycles Step Time (s) Temperature
1 Initial denaturation 120 95°C
Denaturation 10 95°C
a8 Annealing/Extension (Data collection®) 50 60°C

Table 3. PCR Protocol.

d. Read Fluorescence on the ‘Annealing/Extension (Data collection*)’ step. Fluorogenic data should
be collected during the extension step (*) through the Cryptosporidium, Giardia lamblia, E.

histolytica and Extraction Control channels.
PCR only mode (B) implies all the steps mentioned above considering the following variations:

— Step 3: Evenif no extraction will be carried out, ensure that the ‘Extraction Input Volume' is 200 uL and the

‘Extraction Elute Volume' is 100 pL.
— Step 6: Select ‘PCR only’ and set sample position as ‘Elution fube’ (bottom row).
Extraction only mode (C) implies all the steps mentioned above considering the following variations:
—  Step 3: Ensure that the ‘Extraction Input Volume’ is 200 uL and the ‘Extraction Elute Volume' is 100 uL.

— Step 6: Select ‘Extraction only’ and either ‘Primary or Extraction fube’.

8.6.2. ELITe InGenius® Instrument set up

For instruction on how to configure the ELITe InGenius® System, including Sefting up the insfrument, Running an
assay, Loading the cartridge rack and sample rack on ELITe InGenius®, review and approval of results, results
output, finishing the run and maintenance, and Shutting down the instrument, refer to the ELITe InGenius® User’s

Manual and 'ELITe InGenius® Quick Reference Guide'.

12
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9. Result interpretation

For a detailed description on how to analyse and approve the data, refer to the ELITe InGenius® User’'s Manual.

All the result of the test should be evaluated by a health care professional in the context of medical history, clinical
symptoms, and other diagnostic tests. Check Exiraction Control (EC) signal to verify the exiraction procedure
and/or correct functioning of the amplification mix. The analysis of the controls and samples is done by the software
of the used real time PCR equipment itself according to manufacturer’s instructions. Using the following tables 4

and 5 read and analyse the resulis.

The use of positive and negative controls in each run, validate the reaction by checking the absence of signal in
the negative control fube and the presence of signal for Cryptosporidium, Giardia lamblia and E. histolytica in the

positive control tube. For a valid diagnostic test run, the following control conditions should be met:

Interpretation of

Controls Cryptosporidium! | Giardia lamblia! E. histolytica’ Extraction Control
Controls
Positive Control (PC) Positive Positive Positive Positive2 Passed
Negative Control Negative or no Negative orno | Negative or no
n.a. Passed

(NC)

signal

signal

signal

Table 4. Expected Performance of Controls. no signal = no ampilification curve

1 In cases where either or both of the control assays have failed (an amplification signal is observed in the negative
control and/or signals absence in the positive control tube for any target channel), all results are reported as ‘failed’
and retfesting is required.

2 The Exiraction Confrol (EC) should show an amplificafion signal (Positive value in positive control wells (PC)).
Differences can be observed in the values of Ct in the extraction controls between the positive control and the clinical

samples, due to the extraction process.

Assessment of clinical samples test results should be performed after the positive and negative controls have been
validated and approved. It should be verified that amplification Positive Control and Negative Control were run

with the lot of amplification reagent to be used. Both controls results will expire after 15 days.

If one or more controls are not valid, the patient results cannot be interpreted.

13
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For interpretation of individual patient sample results, use the following criteria for read and analyse the results:

Giardia Extraction
Cryptosporidium E. histolytica Interpretation for individual patients’ samples
lamblia Control
. » » Positive or no Cryptosporidium, Giardia lamblia and E.
Positive Positive Positive Passed
signal 1 histolytica Positive
. . . . Cryptosporidium, Giardia lamblia and E.
Negative Negative Negative Positive Passed
histolytica Negative
. ) ) Positive or no Cryptosporidium Positive, Giardia lamblia
Positive Negative Negative . Passed . .
signal 1 and E. histolytica Negative
. » ) Positive or no Cryptosporidium and Giardia lamblia
Positive Positive Negative Passed
signal ! Positive, and E. histolytica Negative
. ) o Positive or no Cryptosporidium and E. histolytica
Positive Negative Positive Passed
signal 1 Positive, and Giardia lamblia Negative
) N ) Positive or no Giardia lamblia Positive, Cryptosporidium
Negative Positive Negative Passed
signal ! and E. histolytica Negative
. " . Positive or no Giardia lamblia and E. histolytica Positive,
Negative Positive Positive . Passed -,
signal ! Cryptosporidium Negative
) ) N Positive or no E. histolytica Positive, Cryptosporidium
Negative Negative Positive . Passed . . .
signal ! and Giardia lamblia Negative
Test Failure — Repeat Testing 2
Negative no Negative or no | Negative orno | Negative or no il Reported as ‘Invalid’ in the graphical user
signal signal signall signal 2 interface (GUI) in the ELITe InGenius®
System.

Table 5. Interpretation of patient sample results. Ct values. no signal = no amplification curve.

1 The Extraction Control (EC) shows or not an amplification signal (Positive or no signal). Sometimes, its detection is not

necessary because a high copy number of the target can cause preferential amplification of target-specific nucleic

acids. Differences can be observed in the values of Ctin the extraction controls between the controls and the clinical

samples, due to the extraction process.

2 In the case of Cryptosporidium, Giardia lamblia and E. histolytica target genes negative, EC must show an

amplification signal with. If there is an absence of signal or Ct value Negative of the Extraction Control, the result is

considered as ‘Invalid’, and retesting is required. It is recommended to repeat the RT-gPCR diluting the DNA sample

1:10 and/or 1:100, or re-extract and retest to check for possible failure in the exiraction procedure and/or inhibition

issues.

14



|U-2340KGE196TEENes0122 rev00

In case of a confinued ambiguous result, it is recommended to review the ELITe InGenius® User’'s Manual and ‘ELITe
InGenius® Quick Reference Guide' to verify the correct performance of extraction process, each RT-gPCR step

and review the parameters, and to check the sigmoid shape of the curve and the intensity of fluorescence.

Figure 1. Correct run of negative and positive control run on the ELITe InGenius®.
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10. Limitations of the test

e The results of the test should be evaluated by a health care professional in the context of medical history,
clinical symptoms and other diagnostic tests.

e Although this assay can be used with other types of samples it has been validated only with DNA exiracted
from human faecal samples.

e The performance evaluation characteristics have been evaluated following the PCR protocol named:
VIASURE_KGE_00. In the case of using a protocol other than the one mentioned, the test must be validated by
the end user.

e For good test performance, the lyophilized product should be at the bottom of the tube and not adhered to
the top area of the tube or the foil seal. Gently tap each tube on a hard surface to make sure all the product
is at the bottom of the tube.

e Anappearance of the reaction mixture in stabilized format, normally found at the bottom of the tube, different
from the usual one (without conical shape, inhomogeneous, smaller/larger in size and/or colour different from
whitish) does not alter the functionality of the test.

e The quality of the test depends on the quality of the sample: nucleic acid must be properly exiracted from
clinical samples.

e This test is a qualitative test and does not provide quantitative values or indicate the number of organisms
present.

e Extremely low levels of target below the limit of detection might be detected, but results may not be
reproducible.

e There is a possibility of false positive results due to cross-contamination by Cryptosporidium, Giardia lamblia
and/or Entamoeba histolytica, either the high number of DNA template copies which contains each
Cryptosporidium, Giardia lamblia & Entamoeba histolytica Positive Control vial, samples containing high

concenftrations of target DNA or contamination due to PCR products from previous reactions.
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e There is a possibility of false positive results due to cross-contamination between Extraction Control and
Cryptosporidium, Giardia lamblia & Entamoeba histolytica Positive Control, which contains high copies of
template, during their reconstitution by adding of Water RNase/DNase free (white vial). Each procedure must
take place in an established order and in a separate laboratory area.

e False Negative results may arise from several factors and their combinations, including:

o Improper specimen collection, transport, storage, and/or handling methods.

o Improper processing procedures (including DNA extraction).

o Degradation of the DNA during sample shipping/storage and/or processing.

o A bacterial load in the specimen below the limit of detection for the assay.

o The presence of RT-gPCR inhibitors or other types of interfering substances. The impact of antibiofics
used to prevent Cryptosporidium, Giardia lamblia and/or Entamoeba histolytica or used during the
freatment of the infection have not been evaluated.

o Failure to follow instructions for use and the assay procedure.
If in doubt, refer to section 9 to check the correct interpretation of the results.

e A negative EC signal does not preclude the presence of Cryptosporidium, Giardia lamblia and/or Enfamoeba
histolytica DNA in a clinical specimen.

e A positive test result does not necessarily indicate the presence of viable pathogens and does not imply that
these pathogens are infectious or are the causative agents for clinical symptoms. However, a positive result is
indicative of the presence of target bacterial sequences (18S rRNA gene).

e Negative results do not preclude Cryptosporidium, Giardia lamblia and/or Enfamoeba histolytica infection
and should not be used as the sole basis for freatment or other patient management decisions. Opfimum
specimen types and timing for peak pathogen levels during infections caused by Cryptosporidium, Giardia
lamblia and/or Entamoeba histolytica have not been determined. The collection of multiple specimens (types
and time points) from the same patient may be necessary to detect the pathogens.

e If diagnostic tests for other gastrointestinal diseases are negative and the patient’s clinical presentation and
epidemiological information suggest that Cryptosporidium, Giardia lamblia and/or Entamoeba histolytica
infection is possible, then a false negative result should be considered, and a re-testing of the patient should
be discussed.

e Fluorescence values may vary due to multiple factors such as: PCR equipment, exiraction system, type of

sample, previous freatment of the sample, efc... among others.
11. Quality control

VIASURE Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Real Time PCR Detection Kit for ELITe InGenius® contains a positive
and a negative control that must be included in each run to correctly interpret the results. Also, the Extraction

Confrol (EC) in each specimen tube confirms the correct performance of the technique.
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12. Performance characteristics

12.1. Clinical sensitivity and specificity

The clinical performance of VIASURE Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Real Time PCR Detection Kit for ELITe

InGenius® was tested using clinical stool samples from patients with suspected gastrointestinal infection.

In order to determine the clinical diagnostic accuracy, different evaluations have been conducted through
collaboration with national entities. A summary of the sites, sample type and workflow are included in the following

table. The results were as follows:

Sample type Workflow
Cryptosporidium
Hospital Clinico Universitario . .
+ L
. Lozano Blesa (Zaragoza, Stool swabs ELITe InGenius® SP 200 + ELITe InGenius® Giardia
. System
Spain)
E. histolytica

Table 6. Site, sample type, workflow, and target.

True positive and negative values, false positive and negative values, sensitivity, specificity, PPV, NPV values for

VIASURE Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Real Time PCR Detection Kit for ELITe InGenius® were calculated

in relation to each comparator assay as shown in the following table:

Comparator Overall e o -

e Target i TP TN FP FN Sensitivity Specificity
Ziehl-Neelsen - 0.99 (0.95- " 0.96 (0.8-

stain and Cryptosporidium 0.99) 29192 (1*| O 1(0.88-1) 0.99 (0.94-1) 0.99) 1 (0.95-1)
microscopy Giardia 1(0.97-1) 32|97 |00 1(0.89-1) 1 (0.96-1) 1(0.86-1) 1(0.95-1)

;| Visudlization + E. histolytica 1(097-1) [20]109] 0] 0] 1(0831) 1(0.96-1) | 1(0.79-1) | 1(0.95-1)

RIDA®GENE
Parasitic Stool Cryptosporidium

Panel II With CTeusor 1(0.97-1) |29]|100| 0| O 1(0.88-1) 1(0.96-1) 1(0.85-1) 1(0.95-1)
(r-Biopharm)

Table 7. True positive (TP) and negative values (TN), false positive (FP) and false negative (FN) values, sensitivity, specificity, Predictive Positive Values
(PPV), Predictive Negative Values (NPV) for VIASURE Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Real Time PCR Detection Kit for ELITe InGenius®.

* Discrepant samples were tested using the reference molecular method RIDA®GENE Bacterial Stool panel (r-Bpahrm). Results indicates that there

were 1 false positive for Cryptosporidium. Using a cut-off 37.5 or 37 (only in Cy5 channel), all false positive values disappear.

Results show high agreement to detect Crypfosporidium, Giardia lamblia and E. histolyfica using VIASURE

Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Real Time PCR Detection Kit for ELITe INnGenius® in stool samples.

12.2. Analytical sensitivity

VIASURE Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Real Time PCR Detection Kit for ELITe InGenius® has a detection
limit of 40 copies per reaction for Cryptosporidium, 25 copies per reaction for Giardia lamblia and 0.6 cells per

reaction for E. histolytica.
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12.3. Analytical specificity

The specificity of the Cryptosporidium, Giardia lamblia and E. histolytica assay was confirmed by testing a panel

consisting of different microorganisms representing the most common enteric pathogens or flora present in the

intestine. No cross-reactivity was detected between any of the following microorganisms tested.

Cross-reactivity testing

Helicobacter pylori

Campylobacter lari

Enteropathogenic Escherichia coli

Helicobacter hepaticus

Campylobacter fetus

Klebsiella oxytoca

Helicobacter cinaedi

Campylobacter coli

Listeria monocytogenes

Helicobacter heilmannii

Campylobacter jejuni subsp. jejuni

Candida albicans

Shigella flexneri

Campylobacter upsaliensis

Arcobacter butzleri

Shigella dysenteriae

Proteus vulgaris

Pseudomonas aeruginosa

Salmonella typhi

Aeromonas hydrophila subsp.

Hydrophila

Enterococcus faecalis

Salmonella paratyphi A

Citrobacter freundii

Yersinia enterocolitica O:3 y O:9

Salmonella paratyphi B

Staphylococcus aureus subsp.

Aureus

Enteroinvasive Escherichia coli

Salmonella typhimurium

Serratia liquefaciens

Bacteroides fragilis

Salmonella bongori

Vibrio parahaemolyticus

Adenovirus 1-5, 8, 15, 31, 40 y 41

Salmonella enteritidis

Clostridium difficile

Rotavirus A

Salmonella enterica subsp.

Entérica

Clostridium perfringens

Norovirus Genotypes |y I

Salmonella pullorum

Enterotoxigenic Escherichia coli

Astrovirus Genotype 1-8

Salmonella gallinarum

Enterohemorrhagic Escherichia coli

Ecovirus 30

Enterovirus 68 and 71

Aeromonas caviae

Sapovirus

Dientamoeba fragilis

Blastocystis hominis

Entamoeba dispar

Campilobacter hyointestinalis

Coxsackievirus A24, A9 y B3

Table 8. Reference pathogenic microorganisms used in this study.
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12.4. Analytical reactivity

The reactivity of VIASURE Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Real Time PCR Detection Kit for ELITe INnGenius®
for Giardia lamblia was evaluated against DNA extracted from Giardia intestinalis culture (synonym: Giardia

lamblia, Giardia duodenalis), showing positive results.

The reactivity of VIASURE Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Real Time PCR Detection Kit for ELITe INnGenius®
for Entamoeba histolytica was evaluated against DNA extracted from Entamoeba histolytica, showing positive

results.

The reactivity of VIASURE Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Real Time PCR Detection Kit for ELITe INnGenius®

for Cryptosporidium was evaluated against DNA extracted from Cryptosporidium parvum, showing positive results.
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ESPANOL

Uso previsto

VIASURE Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Real Time PCR Detection Kit for ELITe InGenius® es una prueba de
diagndstico in vitro automatizada, disefada para la deteccidn cualitativa de Cryptosporidium, Giardia lamblia
y/o Entamoeba histolytica en muestras fecales humanas de pacientes con signos y sintomas de infeccién
gastrointestinal. El uso previsto de la prueba es facilitar el diagndstico de la infeccién producida por
Cryptosporidium, Giardia lamblia y/o Entamoeba histolytica en combinacién con factores de riesgo clinicos vy
epidemioldgicos. El ensayo estd validado con ELITe InGenius®, un sistema automatizado e integrado para la
extraccidn, amplificacidon y deteccidn de dcidos nucleicos. El DNA se extrae de muestras fecales, se multiplica
mediante amplificacion en tiempo real y se detecta utilizando oligonucledtidos especificos y una sonda marcada

con una molécula fluorescente para detectar Cryptosporidium, Giardia lamblia y/o Entamoeba histolytica.
Intfroduccidn y explicacion

Los protozoos entéricos siguen causando las enfermedades parasitarias mds comunes que afectan a millones de
personas cada ano y suponen una morbilidad y mortalidad significativamente alta en todo el mundo. Entre ellos,

Cryptosporidium spp, Entamoeba histolytica y Giardia lamblia son los principales agentes etioldgicos.

Cryptosporidium puede transmitirse por varias vias: contacto persona a persona y con animales de compania y/o
de granja, asi como ingestién de alimentos, agua potable y aguas para uso recreativo contaminadas.
Cryptosporidium puede estar presente de forma asintfomdtica o causar diarrea y malestar abdominal con pérdida
de peso y mala absorcién. La infeccién por Giardia lamblia tiene lugar por transmisién fecal-oral, a fravés del
contacto directo o por ingestiéon de agua o comida contaminada. La diarrea es el principal sinftoma de esta
enfermedad, pero las manifestaciones clinicas varian, desde infecciones asintfomdaticas a diarreas agudas,
calambres abdominales, hinchazén vy flatulencia a menudo acompanadas de nduseas y pérdida de peso. La
enfermedad fransmitia por Enfamoeba histolytica se propaga principalmente por agua o comida contaminada
con quistes, pero también puede transmitirse de persona a persona por via feco-oral. Las caracteristicas clinicas
de la amoebiasis van desde una colonizacion asinfomdtica (90% de los casos) hasta una disenteria amebiana
(dolor estomacal, nduseas o vomitos y diarrea severa hemorrdgica y fiebre) o enfermedad invasiva extraintestinal,

mds comUnmente en forma de abscesos hepdticos.

Se ha considerado que la microscopia es el método estdndar de referencia para el diagndstico de estos pardsitos.
Sin embargo, requiere mucho tiempo, no es muy sensible y es incapaz de distinguir la E. histolytica patdgena
invasiva del pardsito comensal E. dispar. El ensayo de PCR en tiempo real requiere menos mano de obra y tiene

una mayor sensibilidad y especificidad, lo que lo convierte en una alternativa atractiva.
Procedimiento

VIASURE Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Real Time PCR Detection Kit for ELITe InGenius® estd disenado
para la deteccidn cualitativa de DNA de Cryptosporidium, Giardia lamblia y/o Entamoeba histolytica en muestras

fecales. Después del asilamiento del DNA, la identificacién de estos patdégenos se realiza mediante la
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amplificacién de una regidon conservada del gen 18S rRNA para Cryptosporidium, Giardia lamblia y Entamoeba

histolytica, utilizando oligonucledtidos especificos y una sonda marcada con fluorescencia.

VIASURE Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Real Time PCR Detection Kit for ELITe InGenius® aprovecha la
actividad 5' exonucleasa de la DNA-polimerasa. Durante la amplificacién del DNA, esta enzima hidroliza la sonda
unida a la secuencia de DNA complementaria, separando el fluordforo del quencher. Esta reaccién genera un
aumento en la senal fluorescente proporcional a la cantidad de DNA diana. Esta fluorescencia se puede

monitorizar en el sistema ELITe INnGenius®.

VIASURE Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Real Time PCR Detection Kit for ELITe InGenius® contiene en cada
pocillo todos los componentes necesarios para llevar a cabo la PCR a tiempo real (cebadores/sondas especificas,
dNTPS, tampdn y polimerasa) en formato estabilizado, asi como un control de extraccién para monitorear la
inhibicién de la PCR. La diana de DNA de Cryptosporidium se amplifican y detectan in el canal Cy5, la diana de
DNA de Giardia lamblia se amplifica y detecta en el canal FAM, la diana de DNA de Entamoeba histolytica se

amplifica y detecta en el canal ROX y el control de extracciéon (EC), en el canal HEX, VIC o JOE.

ELITe InGenius®

Fluoréforo Compatible

Canal
Giardia lamblia Ch1 FAM 18S rRNA
Entamoeba histolytica Ch4 ROX 18S rRNA

Control de extraccion
(CE)

Tabla 1. Dianas, canales y genes.

Ch2 HEX, VIC or JOE * -

4. Reactivos suministrados

VIASURE Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Real Time PCR Detection Kit for ELITe InGenius® incluye los

siguientes materiales y reactivos detallados en la Tabla 2:

Reactivo/Material Cantidad

Descripcion

Una mezcla de enzimas,
Cryptosporidium, Giardia & E. cebadores-saondas, tampon, )
Blanco 4 viales
histolytica Reaction-Mix tube dNTPs y estabilizadores en formato

estabilizado.

Solucién para la reconstitucién del
Rehydration buffer Azul
producto estabilizado.

1 vial x 1.8mL

Acido nucleico liofilizado no

Extraction Control . . Verde 1 vial
infeccioso
Cryptosporidium, Giardia & E. DNA sintético liofilizado no
Rojo 1 vial
histolytica Positive Conftrol infeccioso
Negative control Control negativo Violeta 1 vialx 1 mL
Water RNase/DNase free Aguad libre de RNasa/DNasa Blanco 2 viales x 1 mL

Tabla 2. Reactivos y materiales suministrados en el kit VIASURE Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Real Time PCR Detection Kit for

ELITe InGenius® con N° de catdlogo: VS-2340KGE194TE.
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5. Material requerido y no suministrado

La siguiente lista incluye los materiales que se requieren para el uso pero que no se incluyen en VIASURE

Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Real Time PCR Detection Kit for ELITe INGenius®.

e Instrumento Extraccion automdtica y Amplificacién para diagndstico molecular: ELITe InGenius® Instrument
(ELITechGroup S.p.A., ref. INTO30).

e Cartuchos de extraccién «ELITe InGenius® SP 200» (ELITechGroup S.p.A., ref. INTO32SP200).

e Consumables para extraccion y amplificacion «ELITe InGenius® SP 200 Consumable Sety (ELITechGroup S.p.A,
ref. INTO32CS).

e Cartuchos de amplificacién «ELITe InGenius® PCR Cassetten (ELITechGroup S.p.A, ref. INTO35PCR).

e  Puntfas «300 ulL Filter Tips Axygeny (Axygen BioScience Inc., CA, USA, ref. TF-350-L-R-S).

e  Caqjas «ELITe InGenius® Waste Box» (ELITechGroup S.p.A, ref. F2102-000).

e Tapdn de rosca con falddn para tubo Sarstedt de 2,0 mL (Ref. Sarstedt 72.694.005).

e Tapdn de rosca con falddn para tubo Sarstedt de 0,5 mL (Ref. Sarstedt 72.730.005).

e Tubo cdnico de 50mL.

e Sistema de recogida y transporte de muestras.

e Congeladores de laboratorio: -30°C a -10°C y/o <-70°C.

e Microcentrifuga.

e Vortex.

e  Micropipetas (0.5-20uL, 20-200pL).

e Puntas de filfro.

e Guantes desechables sin polvo.

e Campana de flujo de aire laminar.
6. Condiciones de transporte y almacenamiento

e Los kits se pueden enviar y almacenar a 2-40°C.

e Almacenar el kit a 2-40°C hasta la fecha de vencimiento indicada en la etiqueta, excepto el tubo de la
mezcla de reaccidén rehidratado. Una vez reconstituido el tubo de mezcla de reaccién de Cryptosporidium,
Giardia & E. histolytica, puede conservarse a 25°C £ 5°C o 2°C a 8°C durante un mdéximo de 4 horas. Durante
un periodo de tiempo mds largo, recomendamos almacenar a -20°C y separar en alicuotas para minimizar
los ciclos de congelacién y descongelacion (hasta 6 veces).

e La mezcla de reaccién rehidratada debe volver a taparse y almacenarse dentro de la bolsa con material
desecante para protegerla de la luz y la humedad.

e Una vez resuspendido el control positivo, almacenar a -20°C. Recomendamos separarlo en alicuotas para
minimizar los ciclos de congelacion y descongelacion. Se ha validado que el control positivo sigue siendo
estable después de 6 ciclos de congelacion-descongelacion.

¢ Mantener los componentes alejados de la luz solar.
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7.

Precauciones para el usuario

El producto estd destinado para ser utilizado por personal de laboratorio clinico calificado y capacitado
especificamente instruido y capacitado en las técnicas de PCR en tiempo real, genética humana vy
procedimientos de diagndstico in vitro (incluyendo formacioén en el sistema ELITe InGenius®).

Para diagndstico in vitro.

No se recomienda usar reactivos y/o materiales caducados.

No utilizar el kit si la etiqueta de cierre de la caja exterior estd rota o dafada.

No utilizar los reactivos si el estuche exterior estd abierto o danado en el momento que se recibe.

No utilizar los reactivos si los sobres o las bolsas que protegen los tubos estdn abiertos o danados en el
momento que se reciben.

No utilizar los tubos de reaccidn si el material desecante que se incluye en cada sobre de aluminio no estd o
estd danado.

No retirar el material desecante de los sobres de aluminio que contienen los tubos de reaccién una vez
abiertos.

Cerrar los sobres de aluminio que protegen los tubos de reaccién con el cierre zip inmediatamente después
de cada uso. Antes de cerrar los sobres eliminar cualquier exceso de aire.

No utilizar los tubos de reactivos si el aluminio protector estd roto o danado.

No mezclar reactivos de diferentes sobres y/o kits y/o lotes y/u otfro proveedor.

Proteger los reactivos de la humedad. Una exposicion prolongada a la humedad puede afectar al
rendimiento del producto.

Un aspecto de la mezcla de reaccidn en formato estabilizado, que normalmente se encuentra en el fondo
del tubo, diferente al habitual (sin forma cénica, no homogénea, de menor/mayor tamano y/o color
diferente al blanquecino) no altera la funcionalidad de la prueba.

Disefar un flujo de trabajo unidireccional. Se debe comenzar en el drea de extraccion y después pasar al
drea de amplificaciéon y de deteccion. No poner en contacto las muestras, equipos y reactivos utilizados en
un drea con la zona en la que se realizd el paso anterior. Use dreas separadas para la preparacién de
muestras de pacientes y controles para evitar resultados falsos positivos.

En el caso de que otros ensayos de PCR se estén llevando a cabo dentfro de la misma drea del laboratorio,
asegurarse que el test VIASURE Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Real Time PCR Detection Kit for ELITe
INGenius®, cartucho de extraccion ELITe InGenius® SP 200, cualquier otro reactivo necesario para la prueba
y ELITe InGenius® no estdn contaminados. Evitar siempre la contaminacidén microbiana y ribonucleasa
(RNasa)/desoxirribonucleasa (DNasa) de los reactivos. Evite en todo momento la contaminacién microbiana
y de ribonucleasa (RNasa)/desoxirribonucleasa (DNasa) de los reactivos. Se recomienda el uso de puntas de
pipeta estériles desechables resistentes a los aerosoles o de desplazamiento positivo de RNasa/DNasa. Use
una nueva punta para cada muestra. Es necesario cambiarse los guantes antes de la manipulacion de los
reactivos y los cartuchos.

Asegurese de que el cartucho de extraccion ELITe InGenius® SP 200 y ELITe InGenius® PCR Cassette estdn
ensamblados correctamente (consulte las instrucciones de uso de ELITe InGenius® Ref. INTO30).

Para evitar la contaminacion del medio ambiente por amplicones, no retire la tapa de ELITe InGenius® PCR
Cassette después de su uso. La tapa de ELITe InGenius® PCR Cassette estd disehada para evitar la

contaminacion.
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e Seguir las Buenas Prdcticas de Laboratorio. Use ropa protectora, guantes de uso desechables, gafas y
mascarilla. No comer, beber, fumar o aplicar productos cosméticos en el drea de trabajo. Una vez terminada
la prueba, lavarse las manos.

e Las muestras deben ser tratadas como potencialmente infecciosas y/o biopeligrosas, asi como los reactivos
que han estado en contacto con las muestras, y deben ser gestionadas segun la legislacion sobre residuos
sanitarios nacional. Tome las precauciones necesarias durante la recogida, almacenamiento, fratamiento y
eliminacion de muestras.

e Las muestras y los reactivos deben ser manejados en una cabina de seguridad biolégica. Utilice equipo de
proteccién personal (PPE) de acuerdo con las directrices actuales para la manipulacion de muestras
potencialmente infecciosas. Deseche los residuos de acuerdo con las regulaciones locales y estatales.

e Se recomienda la descontaminacién periddica de los equipos usados habitualmente, especialmente
micropipetas, y de las superficies de trabajo.

e De conformidad con el Reglamento (CE) n°1907/2006 (REACH), VIASURE Real Time PCR Detection Kits no
requieren ficha de datos de seguridad, debido a que se clasifican como no peligrosos para la salud y el
medio ambiente por no contener sustancias y/o mezclas que rednan los criterios de clasificacion de
peligrosidad dispuestos en el Reglamento (CE) n°1272/2008 (CLP), o que se encuentren en una concentraciéon
superior al valor establecido en dicho reglamento para su declaracion.

e Consulte el manual de cada equipo de PCR a fiempo real para advertencias adicionales, precauciones y
procedimientos.

e  Consultar el manual de usuario ELITe InGenius® y las instrucciones rdpidas “ELITe INnGenius® Quick Reference
Guide"” para advertencias, precauciones y procedimientos adicionales antes de utilizar VIASURE
Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Real Time PCR Detection Kit for ELITe INnGenius®.

e Asegurese de que el software del sistema ELITe InGenius® sea la Ultima versién disponible actualizada.

8. Procedimiento del test

8.1. Recoleccioén, transporte y almacenamiento de muestras

VIASURE Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Real Time PCR Detection Kit for ELITe InGenius® ha sido validado

en muestras fecales. Ofros tipos de muestras deben ser validadas por el usuario.

La recoleccioén, el almacenamiento y el fransporte de las muestras deben mantenerse segin las condiciones
validadas por el usuario. En general, las muestras fecales deben recolectarse y etiquetarse adecuadamente en
recipientes limpios. Después de la recoleccidn, las muestras deben colocarse en una bolsa de riesgo biolégico y
deben fransportarse y procesarse lo antes posible para garantizar la calidad de la prueba. Las muestras deben
transportarse a temperatura ambiente (TA) durante un mdximo de 2 horas, o entre 2 y 8°C durante un mdximo de
24 horas, siguiendo las normativas locales y nacionales para el transporte de material patdégeno. Para el transporte
alargo plazo (mds de 24 horas), recomendamos el envio a -20°C o menos. Se recomienda utilizar muestras frescas
para la prueba. Las muestras se pueden almacenar entre 2 y 8°C durante un mdximo de 24 horas o se pueden
congelar a -20°C o idealmente a -70°C para su conservacion. Deben evitarse los ciclos repetidos de congelacion-

descongelaciéon para evitar la degradacion de la muestra y los dcidos nucleicos.

Las muestras clinicas deben ser recogidas, transportadas y almacenadas siguiendo las pautas de laboratorio

adecuadas. Para mdas detalles, consultar las pautas de los CDC (pautas de recoleccion de muestras. Sitio web
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https://www.cdc.gov/urdo/downloads/SpecCollectionGuidelines.pdf), the IDSA guideline (Miller, J. M., Binnicker,
M. J., Campbell, S., ... & Pritt, B. S. (2018). A guide to utilization of the microbiology laboratory for diagnosis of
infectious diseases: 2018 update by the Infectious Diseases Society of America and the American Society for
Microbiology. Clinical Infectious Diseases, 67(6), e1-e94), and Garcia-Lechuz Moya, J.M., Gonzdlez Lopez, J.J., Orta
Mira, N., Sdnchez Romero, M.l. (2017). Recogida, fransporte y procesamiento general de las muestras en el
Laboratorio de Microbiologia. 2017. 1b. S&dnchez Romero, M.l., (coordinadora). Procedimientos en Microbiologia
Clinica. Cercenado Manisilla, E., Cantén Moreno, R., (editores). Sociedad Espanola de Enfermedades Infecciosas
y Microbiologia Clinica (SEIMC).

8.2. Preparacion de la muestra y extraccion de DNA

Las muestras fecales deben recogerse en recipientes limpios y procesarse lo antes posible para garantizar la

calidad de la prueba. Se recomienda utilizar muestras frescas.

Para un almacenamiento mds prolongado, las muestras deben congelarse entre -20°C y -70 °C. En este caso, la
muestra se descongelard por completo y se llevard a temperatura ambiente antes de realizar la prueba. Se debe
homogeneizar la muestra fecal lo mds minuciosamente posible antes de su preparacién. No se recomiendan los

ciclos de congelacién y descongelacion.

Redlizar la preparacion de la muestra de acuerdo con las recomendaciones de las instrucciones de uso del kit
utilizado, ELITe InGenius® y la guia répida “ELITe InGenius® Quick Reference Guide”. Tener en cuenta que otfros
fipos de muestras pueden requerir un preprocesamiento previo. Para las muestras fecales, utilizar *“Muestras de
heces: pretratamiento para dianas bacterianas y pardsitos con el protocolo ELITe InGenius®”. El usuario debe

desarrollar y validar procedimientos de preparacion de extraccion especificos de la aplicacién.
8.3. Control de Exiraccidn

Reconstituir el control de extraccién (vial vede) agregando 500Ul de agua libre de RNasa/DNasa (vial blanco) y
agitar bien. Transferir el control de extraccion rehidratado al tubo de tapdn de rosca con falddn de 0.5 mL (Ref.
72.730.005).

8.4. Control Positivo Liofilizado

Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Positive Control contfiene un elevado niUmero de copias molde por lo que
se recomienda abrirlo y manipularlo en una zona del laboratorio separada del resto de los componentes.
Reconstituir Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Positive Control liofilizado (vial rojo) anadiendo 950uL de Agua

libre de RNasa/DNasa suministrada (vial blanco) y agitar bien en el vortex.

Una vez resuspendido el control positivo, conservar a -20°C. Se recomienda separarlo en alicuotas para minimizar

los ciclos de congelacién y descongelacion.
8.5. Tubo de mezcla de reacciodn liofilizada

Determinar el nUmero de reacciones necesarias incluyendo las muestras y los controles (en cada serie de muestras
a andalizar se deben incluir un control positivo y uno negativo). Determinar el nUmero de viales de Reaction-Mix

liofilizados necesarios (24 reacciones cada uno) para realizar el ensayo.
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Se recomienda abrirlo y manipularlo el Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica en el drea de laboratorio de pre-
PCR. Abrir el tubo de mezcla de reaccién (vial blanco) con cuidado para evitar perturbar el pellet y anadir 390l
de tampdn de rehidratacion (vial azul) suministrado. Mezclar suavemente mediante pipeteo arriba y abajo.

Cenftrifugar brevemente para eliminar las burbujas formadas durante la mezcla.

Una vez el vial de Reaction-Mix ha sido resuspendido, guardar la cantidad no empleada en las condiciones de
almacenamiento adecuadas a -20°C. Se recomienda separar en dalicuotas para minimizar los ciclos de

congelacién y descongelacion.

Nota: El volumen de mezcla de reaccidn rehidratada es adecuado para llevar a cabo 24 reacciones. La mezcla
de reaccion rehidratada se puede mantener a 25°C+5°C o 2-8°C hasta 4 horas (ver la secciéon Condiciones de

fransporte y almacenamiento para consultar opciones adicionales de almacenamiento).
8.6. Condicion de PCR

Nota: Consulte el manual del usuario de ELITe InGenius® y la guia rdpida “ELITe InGenius® Quick Reference Guide”

para obtener instrucciones detalladas.

8.6.1. Programa de prueba de PCR para VIASURE Cryptosporidium, Giardia &
E. histolytica Real Time PCR Detection Kit for ELITe InGenius®

El producto VIASURE Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Real Time PCR Detection Kit for ELITe InGenius® se

puede utilizar con el sistema ELITe InGenius® para realizar:

A. Ejecucién integrada (Extraccién + PCR)
B. Amplificacion (Solo PCR)

C. Extraccién (Solo extraccion)

Para configurar una ejecucion integrada (A). se deben llevar a cabo los siguientes pasos segun la interfaz grdfica
de usuario (GUI).

1) Encender el instrumento e iniciar sesidon con las credenciales.

2) Seleccionar “Perform run” en la pantalla “Home™".

Nota: Verificar que los controles de amplificacién (control positivo y control negativo) se hayan ejecutado y
no hayan caducado (estatus) junto con el lote de reactivo de amplificacién que se utilizard. Si no se dispone
de controles de amplificacién vdlidos y aprobados, se deben ejecutar como se describe en las siguientes

secciones.
3) Verifique que el "Volumen de entrada de extraccion" sea 200yl y el "Volumen de elucién extraido" sea 100uL.
4) Para cada “Track”, escanear o ingresar los cédigos de barras de la muestra.

5) Seleccionar el protocolo del ensayo en la columna “Assay”: VIASURE_KGE_00. Se debe asegurar de que el

protocolo seleccionado sea “Exfract + PCR".
6) Seleccionar la posicion de carga de la muestra “Sample position”, y después seleccionar “Extraction tube™.

7) Cargary verificar todos los consumibles y reactivos necesarios.
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- Cargar el control de extraccién y el tubo de mezcla de reactivos de Cryptosporidium, Giardia y E.
histolytica en el “Inventory Block” seleccionado siguiendo las instrucciones de la interfaz.

- Cargar y comprobar los bastidores de puntas en el “Inventory Area” sleccionado siguiendo las
instrucciones de la GUI.

- Cargar los “"PCR Cassettes”, los cartuchos de extraccion “ELITe InGenius® SP 200", todos los consumibles
necesarios y las muestras a extraer, siguiendo las instrucciones de la GUI.

8) Cerrarla puertay comenzar la ejecucion.

9) Very aprobar los resultados.
Todos los pardmetros necesarios para la sesion se incluyen en el protocolo de ensayo disponible en el instrumento
y se recuperan automdticamente cuando se selecciona el protocolo de ensayo.

A continuacién se muestra un resumen de la configuracién del programa:

I Nombre del protocolo del ensayo: VIASURE_KGE_00

Il. Extraccién
a. Nombre del Casete de extracciéon: ELITe InGenius® SP 200
b. Volumen de entrada de extraccién: 200uL
c. Volumen de elucién de extraccién: 100uL.

. PCR
a. Volumen total de la reaccién: 20uL
b. Volumen del molde de dcido nucleico de la PCR: 5uL

c. Condiciones de protocolo de la PCR

Ciclos Paso Tiempo (s) Temperatura
1 Desnaturalizacién inicial 120 95°C
Desnaturalizacion 10 95°C
45 Hibridacion/Elongacion (Recopilaciéon de
50 60°C
datos*)

Tabla 3. Protocolo de la PCR.

d. Leer la fluorescencia en el paso "“Hibridacién/Elongacion (Recopilacidon de datos*). Los datos
fluorogénicos deben recopilarse durante el paso de extensidon (*) a tfravés de los canales de

Cryptosporidium, Giardia lambilia, E. histolytica y Control de Extraccion.

El modo “PCR only” (B) implica todos los pasos mencionados anteriormente considerando las siguientes

variaciones:

- Paso 3: Incluso si no se va a realizar ninguna extraccion, asegurese de que el "Volumen de entrada de
extraccion" sea 200uL y el "Volumen de elucién de extracciéon” sea 100uL.

- Paso é: seleccionar "PCR only” y configurar la posicidon de la muestra como "“Elution tube (fila inferior)”.

El modo “Extraction only” (C) implica todos los pasos mencionados anteriormente considerando las siguientes

variaciones:
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- Paso 3: Asegurese de que el 'Volumen de entrada de extraccion' sea 200uL y el 'Volumen de elucion de
extraccion' sea 100puL.

- Paso 6: seleccionar “Extraction only™ y "“Primary o Extraction tube”.
8.6.2. Configuracion del instrumento ELITe InGenius®

Para obtener instrucciones sobre cémo configurar el sistema ELITe InGenius®, incluida la configuracion del
instrumento, la ejecucién del ensayo, la carga de la gradilla de cartuchos y la gradilla de la muestra en ELITe
INGenius®, la revisién y aprobacién de los resultados, la salida de los resultados, la finalizacién de la ejecucién y el
mantenimiento, y para apagar el instrumento, se debe consultar el manual del usuario de ELITe INnGenius® y la guia

répida “ELITe InGenius® Quick Reference Guide".
9. Interpretacién de resultados

Para una descripcion detallada de cémo analizar y aprobar los datos, consulte el manual de usuario de ELITe

InGenius®.

El resultado de la prueba debe ser evaluado en el contexto del historial médico, los sintomas clinicos y otfras
pruebas de diagndstico por un profesional de la salud. Comprobar la emisidon de la seial del Control de Extracciéon
(CE) para verificar el proceso de extraccion y/o el correcto funcionamiento de la mezcla de amplificacién. El
andlisis de los controles y las muestras se realiza con el software propio del equipo de PCR a tiempo real de acuerdo

con las instrucciones de uso del fabricante. Leer y analizar los resultados con ayuda de las tablas 4 y 5.

El uso de los controles positivo y negativo en cada ensayo, valida la reaccién comprobando la ausencia de seial
en el pocillo del control negativo y la presencia de senal en el pocillo del control positivo de Cryptosporidium,

Giardia lamblia y E. histolytica. Para una ejecucion vdlida de la prueba de diagndstico, se deben cumplir las

siguientes condiciones de confrol:

(CN)

senal

senal

senal

. . Control de Interpretacion de
Controles Cryptosporidium! Giardia lamblia’ E. histolytica’ ;
Extraccion controles
Control Positivo (CP) Positivo Positivo Positivo Positivo2 Vdlido
Control Negativo Negativo o sin Negativo o sin | Negativo o sin ;
n.a. Vadlido

Tabla 4. Rendimiento esperado de los controles. Sin sefial = sin curva de amplificacion.

1 En los casos en los que falla uno o ambos controles (se observa una senal de amplificacién en el control negativo

y/o la ausencia de senales en el pocillo de control positivo para cualquier canal), todos los resultados se consideran

"fallidos" y se requiere repetir el ensayo.

2 El Control de Extraccién (CE) deberia mostrar una seial de amplificacion (Valor Positivo en los pocillos del control

positivo (CP)). Se pueden observar diferencias en los valores de Ct obtenidos en el canal del control de extracciéon

entre el control positivo y las muestras clinicas, debido al proceso de extraccion.

La valoracion de los resultados de las muestras clinicas debe realizarse tras el examen de los resultados de los

conftroles positivo y negativo, una vez que se ha determinado que son vdlidos y aceptables. Se debe verificar que
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el control positivo y el control negativo de amplificacion se hayan procesado con el lote de reactivo de

amplificacién que se va a utilizar. Los resultados de ambos controles caducardn a los 15 dias.

Si uno o mds controles no son vdlidos, los resultados del paciente no se pueden interpretar.

Para la interpretacion de los resultados de la muestra individual del paciente, use la siguiente tabla:

Giardia Control de ;
Cryptosporidium E. histolytica . Interpretacion para muestras individuales de pacientes
lamblia Extraccion
o i N Positivo o sin - Cryptosporidium, Giardia lamblia y E.
Positivo Positivo Positivo Vdlido
senall histolytica Positivo
. . . . Vdlido Cryptosporidium, Giardia lamblia y E.
Negativo Negativo Negativo Positivo
histolytica Negativo
- ) ) Positivo o sin Vdlido Cryptosporidium Positivo, Giardia lamblia y E.
Positivo Negativo Negativo
senall histolytica Negativo
" " . Positivo o sin Valido Cryptosporidium y Giardia lamblia Positivo, y
Positivo Positivo Negativo
senall E. histolytica Negativo
. ) " Positivo o sin Vadlido Cryptosporidium y E. histolytica Positivo, y
Positivo Negativo Positivo
senall Giardia lamblia Negativo
] -~ ) Positivo o sin Vadlido Giardia lamblia Positivo, Cryptosporidium y E.
Negativo Positivo Negativo
sefall histolytica Negativo
) o . Positivo o sin Vdlido Giardia lamblia y E. histolytica Positivo,
Negativo Positivo Positivo
senall Cryptosporidium Negativo
) ) N Positivo o sin Vdlido E. histolytica Positive, Cryptosporidium vy
Negativo Negativo Positivo
sefall Giardia lamblia Negativo
Fallo en el test - Repetir test 2
Negativo o sin | Negativo o | Negativoo | Negativo o sin ; " AT .
i ' i . ) ) No vdlido Reportado como “no valido” en la interfaz
senal sin senal sin senal senal? gréfica de usuario (GUI) del sistema ELITe
InGenius®.

5. Interpretacion de resultados de muestras individuales de pacientes. Ct valores. sin sefial = sin curva de amplificacién.

1 El Control de Extraccion (CE) muestra o no una senal de amplificacién (Positivo o no sefal). En ocasiones, la deteccién del
control de extraccidn no es necesaria, ya que la presencia de un alto nimero inicial de copias del dcido nucleico diana puede
causar una amplificacion preferencial de esta Ultima. Se pueden observar diferencias en los valores de Ct obtenidos en el canal
del control de extraccién respecto a los obtenidos con el control negativo y positivo y las muestras clinicas, debido al proceso

de extraccion.

2 En el caso de que los genes diana de Cryptosporidium, Giardia lamblia y E. histolytica resulten negativos, el CE delbe mostrar
una seial de amplificaciéon. En el caso de ausencia de seial o valor de Ct Negativo del control de extraccion, el resultado se

considera "invalido" y se requiere repetir el ensayo. Se recomienda repetir la RT-gPCR diluyendo la muestra de DNA 1:10 y/o 1:
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100, o volver a extraer y repetir el ensayo para verificar si hay un posible fallo en el procedimiento de extraccion y/o problemas
de inhibicién.

En caso de resultado ambiguo continuo, se recomienda revisar las instrucciones del manual de usuario de ELITe
InGenius® vy la guia rdpida “ELITe InGenius® Quick Reference Guide” para verificar el correcto rendimiento del

proceso de extraccién, verificar cada etapa de la RT-gPCR vy revisar los pardmetros, y para verificar la forma

sigmoidea de la curva y la intensidad de la fluorescencia.

Figura 1. Correcta amplificacion del control negativo y positivo en el equipo ELITe InGenius®.
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10. Limitaciones del test

e Elresultado de la prueba debe ser evaluado en el contexto del historial médico, los sinfomas clinicos y otras
pruebas de diagndstico por un profesional de la salud.

e Este ensayo se podria utilizar con diferentes tipos de muestras, aungue sélo ha sido validado con DNA extraido
de muestras fecales humanas.

e La evaluacién se ha llevado a cabo siguiendo el protocolo de PCR denominado: VIASURE_KGE_Q0. En caso
de utilizar un protocolo distinto al mencionado, la evaluacién deberd ser responsabilidad del usuario final.

e Parafenerun buen rendimiento de la prueba, el producto liofilizado debe encontrarse en la parte inferior del
tubo y no adherido a la parte superior del fubo o al sello de aluminio. Golpear suavemente cada fubo sobre
una superficie dura para asegurarse de que todo el producto quede en el fondo del fubo.

e Un aspecto de la mezcla de reaccién en formato estabilizado, que normalmente se encuentra en el fondo
del tubo, diferente al habitual (sin forma cdénica, no homogénea, de menor/mayor tamano y/o color
diferente al blanquecino) no altera la funcionalidad de la prueba.

e La calidad de la prueba depende de la calidad de la muestra; Se debe extraer el dcido nucleico extraido
correctamente de las muestras fecales.

e Estaprueba esun ensayo cudlitativo y no proporciona valores cuantitativos niindica el nUmero de organismos
presentes.

e Se puede detectar un bajo niUmero de copias molde diana por debajo del limite de deteccién, pero los
resultados pueden no ser reproducibles.

e Existe la posibilidad de falsos positivos debido a la contaminacion cruzada con Cryptosporidium, Giardia
lamblia y/o Entamoeba histolytica, ya sea por el gran nimero de copias de molde DNA que contiene cada

vial Cryptosporidium, Giardia lamblia y Entamoeba histolytica Positive Control, muestras que contfienen altas
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concentraciones de DNA molde diana, o por contaminacion por arrastre a partir de productos de PCR de
reacciones anteriores.

e Existe la posibilidad de falsos positivos debido a la contaminacion cruzada entre el Control de Extraccion y
Cryptosporidium, Giardia lamblia y Entamoeba histolytica Positive Control, el cual confiene un elevado
nUmero de copias molde, durante su reconstitucion al anadir el Agua libre RNasa/DNasa (vial blanco). Cada
uno de los procesos deben llevarse a cabo siguiendo el orden establecido y en dreas del laboratorio
separadas.

e Varios factores y sus combinaciones pueden dar lugar a Falsos Negativos, incluyendo:

o Métodos inadecuados de recoleccidn, tfransporte, almacenamiento y/o manipulacion de muestras.

o Procedimientos de procesamiento incorrectos (incluyendo la extraccién de DNA).

o Degradacion del DNA durante el envio/almacenamiento y/o procesamiento de la muestra.

o Una carga bacteriana en la muestra por debajo del limite de deteccidon para el ensayo.

o La presencia de inhibidores de RT-gPCR u ofros tipos de sustancias interferentes. No se ha evaluado
el impacto de antibidticos utilizados para prevenir Cryptosporidium, Giardia lamblia y/o Entamoeba
histolytica o durante el fratamiento de la infeccion.

o No seguir las instrucciones de uso y el procedimiento de ensayo.
En caso de duda, consulte la seccidn 9 para comprobar la interpretacion correcta de los resultados.

e Unasenal de CE negativa no excluye la presencia de DNA de Cryptosporidium, Giardia lamblia y Entamoeba
histolytica en una muestra clinica.

e Un resultado positivo no indica necesariamente la presencia de patdgenos viables y no implica que estos
patdégenos sean infecciosos o que sean los agentes causantes de los sintomas clinicos. Sin embargo, un
resultado positivo puede ser indicativo de la presencia de las secuencias diana (gen 18S rRNA).

e Resultados negativos o la amplificacion de una Unica diana no excluyen padecer la infeccion por
Cryptosporidium, Giardia lamblia y/o Entamoeba histolytica y no deben usarse como la Unica base para el
tratamiento u ofras decisiones de manejo del paciente. No se han determinado los tipos de muestras dptimos
y el momento en el que se alcanzan los mAximos niveles de la carga viral durante las infecciones causadas
por Cryptosporidium, Giardia lamblia y/o Entamoeba histolytica. La recolecciéon de multiples muestras (tipos
de muestras y en varios puntos a lo largo del tiempo) del mismo paciente puede ser necesaria para detectar
los patégenos.

e Silas pruebas de diagndstico para otras enfermedades gastrointestinales son negativas y la presentacion
clinica del paciente y la informacion epidemiolégica sugieren una posible infeccion por Cryptosporidium,
Giardia lamblia y/o Enfamoeba histolytica, entonces se debe considerar el resulfado como un falso negativo
y se debe discutir realizar nuevas pruebas al paciente.

e Los valores de fluorescencia pueden variar debido a multiples factores como: equipo de PCR utilizado,

sistema de extraccion, tipo de muestra, tratamiento previo de la muestra etc.... entre otros.

11. Control de calidad

VIASURE Cryptosporidium, Giardia lamblia y Enfamoeba histolytica Real Time PCR Detection Kit for ELITe InGenius®
contiene controles positivo y negativo que deben ser incluidos en cada ensayo para interpretar correctamente
los resultados. Ademds, el control de extraccion (CE) en cada pocillo confirma el correcto funcionamiento de la

técnica.
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12. Caracteristicas del test

12.1. Sensibilidad y especificidad clinica

El rendimiento clinico de VIASURE Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Real Time PCR Detection Kit for ELITe

InGenius® se probd utilizando muestras fecales de pacientes con sospecha de infeccién gastrointestinal.

Para determinar la precisién del diagndstico clinico, se han llevado a cabo diferentes evaluaciones en
colaboracién con entidades nacionales. En la siguiente tabla se incluye un resumen de los lugares, el tipo de

muestra y el flujo de trabajo:

Ti
ipo de Flujo de frabajo
muestra
Cryptosporidium
Hospital Clinico Universitario Hisopos ELITe InGenius® SP 200 + ELITe InGenius® S
1 Lozano Blesa (Zaragoza, Giardia
. fecales System
Spain)
E. histolytica

Tabla é. Lugar, tipo de muestra, flujo de trabajo y diana.
Los valores positivos y negativos verdaderos, los falsos negativos y falsos positivos, la sensibilidad, la especificida,

los valores de PPV y NPV para VIASURE Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Real Time PCR Detection Kit for

ELITe InGenius® se calcularon en relacidén con cada ensayo comparador, como se muestra en la siguiente tabla:

FP FN Sensibilidad Especificidad

fiehiNeelsen | oy piosporiium [ 0.99 (0.95099) | 29 | 99 | 15| 0 | 1(0.88-1) | 0.99 (094-1) | 276 (08 11095
stain and 0.99)

microscopy Giardia 100.97-1) [32]97 00| 1(0891) | 1(0961) | 1(0861) |1(0.951)
visualization | E. histolytica 1(0.97-1) |20[109] 00| 1(0831) | 1(0961) | 1(0.79-1) |1(0.951)

1 +
RIDAGGENE |
e osporidium
Parasific |~ /PTOSP 1(0.97-1) |29 |100[ 0| O | 1(0.881) | 1(0.961) | 1(0.851) |1(0.951)
with CTeutoff
Stool Panel I
(r-Biopharm)

Tabla 7. Concordancia global, Valores positivo y negativos verdaderos, valores positivo y negativo falsos, sensibilidad, especificidad, valores PPV y NPV
para VIASURE Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Real Time PCR Detection Kit for ELITe InGenius®.

* Las muestras discrepantes se analizaron utilizando el método molecular de referencia RIDA®GENE Bacterial Stool panel (r-Bpharm). Los resultados
indican que hubo 1 falso positivo para Cryptosporidium. Utilizando un limite de 37,5 o 37 (solo en el canal Cy5), todos los valores falsos positivos
desaparecen.

Los resultados muestran una alta concordancia para detectar Cryptosporidium, Giardia y E. histolytica utilizando

VIASURE Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Real Time PCR Detection Kit for ELITe InGenius® en muestras

fecales.

12.2. Sensibilidad analitica

VIASURE Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Real Time PCR Detection Kit for ELITe InGenius® Kit tiene un limite
de deteccion de 40 copias por reaccién para Cryptosporidium, 25 copias por reaccion para Giardia y 0.6 células

por reaccion para E. histolytica.
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12.3. Especificidad analitica

La especificidad del ensayo de Cryptosporidium, Giardia lamblia y E. histolytica fue confirmada probando un
panel compuesto por diferentes microorganismos que representan los patdégenos entéricos mds comunes o que
pueden estar presentes en la flora intestinal. No se detectan reacciones cruzadas con ninguno de los siguientes

microorganismos testados:

Prueba de reactividad cruzada

Helicobacter pylori

Campylobacter lari

Enteropathogenic Escherichia coli

Helicobacter hepaticus

Campylobacter fetus

Klebsiella oxytoca

Helicobacter cinaedi

Campylobacter coli

Listeria monocytogenes

Helicobacter heilmannii

Campylobacter jejuni subsp. jejuni

Candida albicans

Shigella flexneri

Campylobacter upsaliensis

Arcobacter butzleri

Shigella dysenteriae

Proteus vulgaris

Pseudomonas aeruginosa

Salmonella typhi

Aeromonas hydrophila subsp.

Hydrophila

Enterococcus faecalis

Salmonella paratyphi A

Citrobacter freundii

Yersinia enterocolitica O:3 y O:9

Salmonella paratyphi B

Staphylococcus aureus subsp.

Aureus

Enteroinvasive Escherichia coli

Salmonella typhimurium

Serratia liquefaciens

Bacteroides fragilis

Salmonella bongori

Vibrio parahaemolyticus

Adenovirus 1-5, 8, 15, 31, 40 y 41

Salmonella enteritidis

Clostridium difficile

Rotavirus A

Salmonella enterica subsp.

Entérica

Clostridium perfringens

Norovirus Genotypes |y I

Salmonella pullorum

Enterotoxigenic Escherichia coli

Astrovirus Genotype 1-8

Salmonella gallinarum

Enterohemorrhagic Escherichia coli

Ecovirus 30

Enterovirus 68 and 71

Aeromonas caviae

Sapovirus

Dientamoeba fragilis

Blastocystis hominis

Entamoeba dispar

Campilobacter hyointestinalis

Coxsackievirus A24, A9 y B3

Tabla 8. Microorganismos patégenos de referencia utilizados en este estudio.
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12.4. Reactividad analitica

La reactividad de VIASURE Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Real Time PCR Detection Kit for ELITe INnGenius®
para Giardia lamblia se evalud frente a DNA extraido de cultivo de Giardia intestinalis (sindnimo: Giardia lamblia,

Giardia duodenalis), mostrando resultados positivos.

La reactividad de VIASURE Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Real Time PCR Detection Kit for ELITe INnGenius®
para Entamoeba histolytica se evalud frente a DNA extraido de Entamoeba histolytica, mostrando resultados

positivos.

La reactividad de VIASURE Cryptosporidium, Giardia & E. histolytica Real Time PCR Detection Kit for ELITe INnGenius®

para Cryptosporidium se evalud frente a DNA extraido de Cryptosporidium parvum, mostrando resultados positivos.
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Symbols for IVD components and reagents/Simbolos para reactivos y

productos para diagnéstico in vitro

In vitro diagnostic

. Keep dry Use by
device ' Manufacturer Baftch code
T Almacenar g Fecha de N ) Lot .
Producto para ) Fabricante Numero de lote
en lugar seco caducidad

diagndstico in vitro

Unique
Contains .
Consult instructions sufficient for Device Catalogue
o Use Temperature Identification number
EE] /ﬂ/ limitation <>‘; <n>fest

Consultar las S Contiene <> Identificacion NUmero de
_ ] Limitacion de Unica de referencia
instrucciones de ; ; test

emperatura i iti
Uso dispositivo

Trademarks

Modification rights reserved. All rights reserved. © CerTest Biotec, S.L.
All other trademarks that may appear in this package insert are the property of their respective owners.

ELITe InGenius® technology is covered by patents and requests for patents.

Change Control / Control de Cambios

Version No. / .
Version n® Changes / Cambios Date / Fecha
00 Original version/ Versién original 13/01/2022

Table A 2. Control change table / Tabla de Contirol de Cambios.

Revision: 13 enero 2022
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