BIOSYNEX

BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Bacteriology

3150046_SECO01 / 3150046_SECO02 / 3150046_BLK96

FR (FRANGAIS / FRENCH) c.u.eucureeeeesiaessessssssssssssssssssssssssssssssassassssssssssssssssssssessssassassassassasssssssssessssssssssssasses 1
N (LTI T3 ) T 26

CONTENTS

IFU_3150046_SECO01__ 3150046_SEC02_3150046_BLK96_ML_V1 - 01/10/2024



IOSYNEX
FR € 0123

Dispositif médical de diagnostic in vitro réservé a un usage professionnel.

3150046_SECO01 / 3150046_SECO02 / 3150046_BLK96

BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Bacteriology est un test de diagnostic moléculaire in vitro pour la
détection qualitative de 15 agents pathogénes communément associés a la gastro-entérite :
Campylobacter spp, Yersinia enterocolitica et Yersinia pseudotuberculosis, Salmonella spp,
Clostridioides difficile, souches hypervirulentes de Clostridioides difficile, Aeromonas spp, toxine de
choléra, Vibrio spp, souche Escherichia coli O157, Escherichia coli entéroinvasif (EIEC)/Shigella spp,
Escherichia coli entéropathogéne (EPEC), Escherichia coli entérotoxigéne (ETEC), Escherichia coli
entéroagrégant (EAEC), Escherichia coli entérohémorragique (EHEC) et Plesiomonas shigelloides.

Le test est une aide au diagnostic de la gastro-entérite bactérienne réalisée a I'aide d'un extrait d'ADN
purifié¢ obtenu a partir d'échantillons de selles prélevés avec BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal
Pretreatment ou avec FecalSwab™ (Copan). Pour un diagnostic syndromique, la PCR peut étre réalisée
simultanément avec le test BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Virology (réf. 3150047 et références
associées) en utilisant les mémes échantillons et le méme programme d'amplification. Ce test non
automatisé est destiné au diagnostic in vitro en laboratoire par des professionnels uniquement.

La gastro-entérite est une inflammation du tractus gastro-intestinal qui provoque des diarrhées, des
douleurs abdominales, des nausées, de la fiévre et parfois des vomissements. Cette inflammation
touche prés de 1,7 milliard d'enfants chaque année et constitue I'une des principales causes de déces
chez les enfants de moins de cinqg ans, principalement en raison d'une déshydratation sévére
(Organisation mondiale de la santé). Elle peut étre provoquée par de nombreux agents infectieux
différents tels que les parasites (10 a 15 %), les bactéries (15 a 20 %) et les virus (50 a 70 %) qui se
propagent par voie fécale-orale a travers la contamination des aliments et de I'eau.’

Les symptdmes de la maladie apparaissent généralement 6 heures a 5 jours aprés l'infection et peuvent
durer de 2 a 7 jours. La diarrhée est le symptdme clinique le plus courant des infections gastro-
intestinales. D'autres symptdomes peuvent apparaitre en méme temps que la diarrhée, comme des
douleurs abdominales, des nausées, des vomissements, une diarrhée hémorragique (dans le cas d'une
infection a EHEC, par exemple) et de la fievre. Ces symptdmes peuvent étre graves et, en I'absence
d'un diagnostic précis et rapide, ils peuvent avoir de graves conséquences, y compris la mort. Le
diagnostic de cette maladie doit étre effectué chez les patients souffrant de diarrhée aigué et/ou de I'un
des symptdémes énumérés ci-dessus, afin de permettre I'administration d'un traitement spécifique aux
patients atteints de gastro-entérite sévere, en particulier ceux dont les selles sont sanguinolentes, qui
souffrent d'une maladie prolongée ou qui sont atteints d'une affection chronique.2

Les bactéries pathogenes les plus courantes qui déclenchent des infections gastro-intestinales sont
Salmonella spp, Yersinia spp, Campylobacter spp, Aeromonas spp, Clostridioides difficile, Plesiomonas
shigelloides, Vibrio spp, Escherichia coli et Shigella spp.

e La bactérie Salmonella reste une cause majeure de gastro-entérite aigué, avec des épidémies
notables en Europe (2017) et aux Etats-Unis (2020).34 Le genre Salmonella, qui fait partie de
la famille des Enterobacteriaceae, comprend deux espéces : Salmonella bongori et Salmonella
enterica, qui sont toutes deux des bacilles a Gram négatif. Salmonella enterica est I'espéce la
plus courante. Elle est divisée en six sous-espéces, comprenant plus de 2 500 sérotypes
différents, dont les plus connus sont Salmonella Typhimurium et Salmonella Enteritidis.?
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Salmonella bongori est une espéce distincte de Salmonella, moins fréquente que Salmonella
enterica. Contrairement a Salmonella enterica, Salmonella bongori ne posséde pas certains
flots de pathogénicité (SPI2), ce qui la rend moins fréquente que Salmonella enterica.
Salmonella se transmet principalement par la consommation d'aliments contaminés, tels que la
viande, les ceufs, le lait cru et certains produits laitiers. Le contact direct avec des animaux
infectés, en particulier les reptiles, peut également étre une source de contamination.

Le genre Yersinia, qui fait également partie de la famille des Enterobacteriaceae, comprend 11
especes de bacilles a Gram négatif, dont trois pathogénes humains : Y. enterocolitica, Y.
pseudotuberculosis et Y. pestis. Y. enterocolitica et Y. pseudotuberculosis sont associées a des
infections gastro-intestinales, en particulier en hiver. Yersinia est I'une des principales causes
de gastro-entérite, le centre européen de prévention et de contréle des maladies (ECDC) faisant
état de 7 048 cas de yersiniose en 2019.8 Y. enterocolitica est plus fréquente dans les climats
plus froids et peut se développer a des températures de réfrigération, ce qui la rend
préoccupante pour la sécurité alimentaire.” Y. pseudotuberculosis provoque une maladie
semblable a la tuberculose chez les animaux, d'ou son nom ; les infections par Y.
pseudotuberculosis sont moins fréquentes que celles causées par Y. enterocolitica. Les deux
especes partagent plusieurs facteurs de virulence, comme la capacité d'envahir les cellules
intestinales et d'échapper a la réponse immunitaire de I'néte. Ce sont tous deux des agents
pathogénes zoonotiques, c'est-a-dire qu'ils peuvent étre transmis de I'animal a I'homme.

Les infections a Campylobacter font partie des maladies infectieuses les plus répandues et ont
augmenté dans les pays développés et en développement au cours de la derniére décennie.®
Selon I'OMS, Campylobacter est I'une des causes mondiales de maladies diarrhéiques.® Le
genre comprend plusieurs espéces a Gram négatif en forme de spirale, de courbe ou de
batonnet. C. jejuni et C. coli sont les principales causes de gastro-entérite chez I'homme, tandis
que des especes comme C. upsaliensis et C. fetus sont des pathogénes émergents. Les
principaux réservoirs sont les animaux, en particulier les oiseaux, les porcs et les animaux
domestiques.

Les espéces d'Aeromonas sont des agents pathogénes émergents qui provoquent diverses
maladies humaines, notamment des septicémies, des infections de plaies et des gastro-
entérites.'%"" On les trouve couramment dans les environnements aquatiques. L'incidence
d'Aeromonas dans les gastro-entérites varie de 2 a 10 %, selon les pays. Le genre comprend
14 espéces a Gram négatif en forme de batonnet, A. caviae, A. veronii, A. dhakensis et A.
hydrophila étant les plus associées aux infections humaines. A. caviae est connue pour sa
capacité a former des biofilms, ce qui peut favoriser sa survie dans divers environnements et
contribuer a sa pathogénicité. A. veronii produit divers facteurs de virulence et constitue une
cause importante de gastro-entérite, en particulier chez les enfants. A. dhakensis peut
provoquer des infections graves chez I'nomme et est considérée comme plus virulente qu'A.
hydrophila, avec laquelle elle est souvent confondue. Les outils moléculaires sont essentiels
pour une détection précise.'! A. hydrophila est largement répandue dans les environnements
d'eau douce et est connue pour sa capacité a survivre dans diverses conditions, y compris a
basse température ; en outre, elle résiste a la chloration et peut persister dans I'eau contaminée.

Clostridioides difficile est une bactérie a Gram positif, sporulée, qui peut provoquer des
infections gastro-intestinales graves, en particulier aprés I'utilisation d'antibiotiques.'? Sa
virulence est principalement médiée par deux entérotoxines, TcdA et TcdB, qui détruisent le
cytosquelette d'actine des cellules intestinales. La TcdB est considérée comme plus puissante
et plus répandue que la TcdA, et elle est principalement responsable de I'effet cytotoxique
observé dans les infections a C. difficile. De plus, il est possible de distinguer une souche
hypervirulente qui sécréte plus de TcdA et de TcdB grace a une délétion dans la séquence
régulatrice de I'opéron. En plus de ces deux toxines, certaines souches produisent une
troisieme toxine, la toxine binaire C. difficile transferase (CDT), qui peut également contribuer
a la virulence de l'agent pathogéne et a la maladie. Il est intéressant de noter que certaines
souches de C. dffficile, telles que RT033 et RT442, ne possédent pas les toxines TcdA/TcdB
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classiques, produisent la toxine binaire, provoquent une gastro-entérite et passent le plus
souvent inapergues lors du diagnostic.'® C. difficile est responsable de plus de 453 000 cas de
gastro-entérite aux Etats-Unis en 2011 et figure dans la catégorie la plus prioritaire des
menaces de résistance aux antimicrobiens selon I'ECDC.' Ces infections sont difficiles a traiter
pour plusieurs raisons : spores hautement résistantes et a longue durée de vie ; résistance aux
antibiotiques ; prolifération aprés perturbation du microbiote intestinal normal ; formation de
biofilms et infections récurrentes. Lorsque le traitement antibiotique échoue, la transplantation
de microbiote fécal est une approche alternative pour se débarrasser des infections récurrentes.
Les probiotiques et limmunothérapie sont également étudiés en tant que thérapies
complémentaires pour améliorer I'efficacité du traitement et prévenir les récidives.

Plesiomonas shigelloides est une bactérie a Gram négatif, en forme de batonnet, qui appartient
a la famille des Enterobacteriaceae. Elle est répartie dans le monde entier, mais on la trouve
principalement dans les zones tropicales, ou elle habite surtout I'eau douce, en particulier
pendant les mois les plus chauds.'® Elle est souvent associée a des animaux aquatiques
comme les poissons, les crustacés et les amphibiens, mais aussi a certains animaux terrestres.
P. shigelloides peut provoquer une gastro-entérite, entrainant souvent une diarrhée, surtout
aprés avoir consommeé de I'eau ou des fruits de mer contaminés. 1°

Le genre Vibrio comprend des bactéries a Gram négatif en forme de batonnet qui vivent
naturellement dans les eaux douces et les milieux marins. Les espéces pathogénes les plus
courantes sont V. cholerae, V. vulnificus et V. parahaemolyticus. V. cholerae est a I'origine de
maladies diarrhéiques graves, avec environ 3 a 5 millions d'infections par an dans le monde.
L'espéce compte plus de 200 sérogroupes, le sérogroupe O1 étant le plus répandu.'® V.
parahaemolyticus est omniprésente dans les zones cbtiéres tempérées et tropicales et
provoque environ 30 000 infections par an. V. vulnificus est un pathogéne opportuniste qui
affecte les patients atteints de maladies chroniques.!”

Escherichia coli est une bactérie a Gram négatif, en forme de batonnet, qui appartient a la
famille des Enterobacteriaceae. Dés les premiéres heures suivant la naissance, elle colonise le
tractus gastro-intestinal des nourrissons, devenant partie intégrante d'un microbiote normal et
sain par le biais d'une relation commensale. Cependant, E. coli peut provoquer des maladies
dans certaines conditions, notamment chez les hétes immunodéprimés ou lorsque la barriére
gastro-intestinale est rompue. Les E. coli pathogénes sont responsables d'environ 2 millions de
déces par an, en particulier chez les enfants de moins de cing ans. Chaque pathotype d'E. coli
posseéde un mécanisme pathogéne caractéristique et un profil spécifique de facteurs de
virulence.'® Nous pouvons distinguer quatre grandes classes de virulence : la colonisation,
I'aptitude, les toxines et les effecteurs, chacune d'entre elles étant constituée d'un facteur de
virulence spécifique ayant une fonction et une activité définies. Sept pathotypes d'E. coli ont été
identifiés, dont les cinq les plus associés a la gastro-entérite : entéro-agrégants (EAEC), entéro-
invasifs (EIEC), E. coli sécrétant des shiga-toxines (STEC, y compris E. coli entéro-
hémorragique (EHEC), le sérotype O157 étant le plus courant dans les récentes épidémies
européennes), entéropathogenes (EPEC) et entérotoxinogénes (ETEC). Ces pathotypes
peuvent différer par leurs stratégies de colonisation et/ou d'invasion cellulaire ; en outre, ils se
distinguent par la présence ou l'absence de divers génes de virulence, tels que les toxines
stx1/stx2 chez les EHEC.'8 Ces génes de virulence peuvent étre codés par des plasmides ou
dans des régions chromosomiques. Il est crucial de distinguer le pathotype d'E. coli dans le
contexte de la gastro-entérite, car les différents pathotypes peuvent provoquer une variété de
symptdmes et nécessiter des approches thérapeutiques spécifiques. Certains pathotypes d'E.
coli, tels que I'E. coli entérohémorragique (EHEC) ou I'E. coli entérotoxigéne (ETEC), peuvent
provoquer des symptdmes allant de la diarrhée aqueuse a la diarrhée sanglante et aux crampes
abdominales séveres. Par exemple, EHEC peut entrainer une colite hémorragique et des
complications extra-intestinales graves telles que le syndrome hémolytique et urémique. En
outre, la connaissance du pathotype permet d'identifier les sources potentielles de
contamination et de mettre en ceuvre des mesures préventives appropriées. Par exemple, les
EHEC sont souvent associées a la consommation de viande insuffisamment cuite et de produits
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laitiers non pasteurisés. Les traitements peuvent également varier en fonction du pathotype :
par exemple, I'utilisation d'antibiotiques peut étre contre-indiquée pour certains pathotypes tels
que EHEC, car elle peut aggraver les symptdmes. Enfin, elle présente également un intérét
épidémiologique, car la surveillance et le contréle des épidémies nécessitent une identification
précise du pathotype pour comprendre les modes de transmission et mettre en ceuvre des
interventions de santé publique efficaces.

Les Shigella sont I'une des principales causes de mortalité due aux maladies diarrhéiques, avec
212 000 déces en 2016. Le genre Shigella comprend des bactéries a Gram négatif en forme de
batonnet qui sont génétiquement proches d'E. coli. Il existe quatre espéces de Shigella : S.
dysenteriae, S. flexneri, S. boydii, et S. sonnei.'® Shigella envahit les cellules épithéliales de la
muqueuse intestinale, entrainant une inflammation sévére et la destruction des tissus. Elle
produit également plusieurs toxines qui contribuent a sa pathogénicité. Shigella et EIEC sont si
proches génétiquement qu'elles sont souvent considérées comme faisant partie du méme
pathovar au sein du genre Escherichia ; elles partagent également le méme plasmide de
virulence. Les Shigella, en particulier S. flexneri, ont tendance a provoquer une maladie plus
grave avec une réponse inflammatoire prononcée par rapport aux EIEC. En France et dans les
pays industrialisés, le sérogroupe le plus courant est S. sonnei, mais il est également en train
d'émerger dans le monde entier, y compris dans les pays en développement. Dans le passé,
Shigella dysenteriae sérotype 1 (ou Shiga bacillus) était a I'origine d'épidémies meurtriéres.
Depuis 2011, plus aucune souche de ce sérotype n'a été signalée.

Le test consiste en une PCR multiplex permettant I'amplification spécifique et la détection simultanée
de génes bactériens et/ou de toxines spécifiques des especes Campylobacter, Salmonella, Vibrio et
Aeromonas, Yersinia enterocolitica, Yersinia pseudotuberculosis, des génes de la toxine cholérique,
Plesiomonas shigelloides, 5 pathotypes différents d'E. coli EPEC, EAEC, ETEC, EHEC, EIEC et
Shigella spp, ainsi qu'une indication de la présence de la souche E. coli 0157.

Le test est composé de 5 master mixes qui sont détaillés dans le tableau ci-dessous.

Master mixes | Canal | Pathogénes bactériens Geénes/séquences cibles
FAM Campylobacter spp. 16S (C. jejuni/C. coli)
IpxA (C. upsaliensis)
gyrB (C. fetus)
A HEX Yersinia enterocolitica YST
Yersinia pseudotuberculosis ail
TxRed | Salmonella spp. invA
Cy5 Contréle interne de I'amplification CIEZ
FAM Clostridioides difficile Hypervirulent tcdCA™17
HEX ToxB/Toxine binaire Clostridioides difficile tcdB, CDT
B TxRed | Aeromonas spp. gyrB
(A. hydrophila, A. veronii, A. dhakensis et A.
caviae)
Cy5 Contrdle interne de I'amplification Séquence CIEZ
FAM Toxines du choléra CtxAB, tcpA
HEX Vibrio spp. ATPsynthase
(V. cholerae, V. vulnificus, V.
C Parahaemolyticus, V. alginolyticus et V.
fluvialis)
TxRed | Souche d’E. coli 0157 73276
Cy5 Contrdle interne de I'amplification Séquence CIEZ
D FAM Shigella spp./E. coli EIEC ipaH
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HEX E. coli EPEC eaeA, bfp
TxRed | E. coli ETEC It1/sta
Cy5 Controle interne de I'amplification Séquence CIEZ
FAM Plesiomonas shigelloides HugA
HEX E. coli EAEC aggR, aap

E TxRed | E. coli EHEC stx1, stx2
Cy5 Controle procédural Rp49

Un controle interne exogéne CIEZ, ainsi qu'un contréle procédural exogéne Rp49 sont inclus : Le
contrble interne CIEZ est détecté dans le canal Cy5 des master mixes A, B, C et D, tandis que le contrble
procédural exogéne Rp49 est détecté dans le canal Cy5 du master mix E.

Le test est basé sur la technologie de la réaction en chaine par polymérase (PCR) par hydrolyse d'une
sonde fluorescente. Cette méthode utilise des sondes marquées avec FAM, HEX, Texas Red et Cy5
pour I'amplification des cibles bactériennes et des sondes marquées avec Cy5 pour la détection des
séquences utilisées comme controles CIEZ et Rp49. Il convient de noter que la détection du contrble
interne CIEZ valide I'étape d'amplification de la PCR et exclut un éventuel résultat faussement négatif
dd a l'inhibition de la PCR. Rp49 est une séquence d'ADN connue de la drosophile qui est absente des
génomes humains et bactériens. Elle est donc ajoutée aux échantillons de selles en tant que contréle
d'extraction, également connu sous le nom de contrdle procédural. L'ajout de la séquence exogéne
Rp49 dans les échantillons fécaux et sa détection permettent de contréler la qualité de I'échantillon
biologique et de valider I'étape de purification du matériau génomique.

L’augmentation du signal fluorescent n’est détectée que si la séquence cible est complémentaire de la
sonde amplifiée présente dans I’échantillon. Le signal fluorescent est donc directement proportionnel a
'amplification de la cible pendant la phase d’amplification. La valeur Cq (cycle de quantification)
correspond au nombre de cycles pendant lesquels la fluorescence augmente de maniére exponentielle
par rapport au bruit de fond.

BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Bacteriology est disponible en deux formats :

- Au format Bluk (réf. 3150046_BLK96) : chaque master mix est fourni dans un microtube pour que
l'utilisateur puisse le distribuer dans des plaques PCR.

- En microplaques pré-remplies (réf. 3150046_SECO01 et 3150046_SECO02) : chaque master mix est
distribué dans un puits de chaque barrette selon I'ordre indiqué ci-dessous.

000000000000
JG/0/010/0/0/010/0,0,0/0,
©OOOOOOOOOOO

@) ©)(©)()(0)(@)@)E)([R)(D)0D)
000000000000

F
G

Quel que soit leur conditionnement, les master mixes sont préts a I'emploi et contiennent des dNTP, du
MgCI2, des amorces et des sondes fluorescentes, de l'enzyme Taq polymérase et du tampon de
réaction.

BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Bacteriology doit étre utilisé avec un échantillon de selles collecté et
traité avec BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Pretreatment (réf. 3150065) ou collecté avec FecalSwab™
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(Copan). Quel que soit le systtme de collecte utilisé, les acides nucléiques doivent étre extraits et
purifiés avant |'étape d'amplification.

4.

MATERIEL REQUIS

3150046_SEC01 ou 3150046_SEC02

3150046_BLK96

Composition du kit

- 5 microplaques de 96 puits divisibles pré-remplies
avec les cing master mixes (Mmix)

- 1 tube de contrdle positif (CONTROL+, bouchon
rouge)

- 1 tube de contrdle négatif (CONTROL -, bouchon
vert)

- 1 tube de contrdle procédural (CONTROL IP,
bouchon jaune)

- 1 tube de master mix contréle (CONTROL Mmix,
bouchon bleu)

- 5 sachets de barrettes de bouchons optiques

- 1 tube de master mix A (Mmix A, bouchon blanc

marqué B1)

- 1 tube de master mix B (Mmix B, bouchon blanc
marqué B2)

- 1 tube de master mix C (Mmix C, bouchon blanc
marqué B3)

- 1 tube de master mix D (Mmix D, bouchon blanc
marqué B4)

- 1 tube de master mix E (Mmix E, bouchon blanc
marqué B5)

- 1 tube de contréle positif (CONTROL+, bouchon
rouge)

- 1 tube de contréle négatif (CONTROL -, bouchon
vert)

- 2 tubes de contrdle procédural (CONTROL IP,
bouchon jaune)

- 1 tube de master mix contréle (CONTROL Mmix,
bouchon bleu)

Matériel requis,

mais non fourni

- BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Pretreatment (ref.
3150065) ou FecalSwab™ transport medium
(Copan, ref. 470CE)

- Kit d'extraction d'ADN

- Gants jetables non poudrés

- Pipettes et cones a filtre

- Microplaque PCR ou microtubes centrifugeuse

- Thermocycleur gPCR

- BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Pretreatment (ref.
3150065) ou FecalSwab™ transport medium
(Copan, ref. 470CE)

- Kit d'extraction d'ADN

- Gants jetables non poudrés

- Pipettes et cones a filtre

- Microplaque PCR ou microtubes avec bouchons
optiques

- Centrifugeuse a microplaque PCR ou microtubes
- Thermocycleur gPCR

Le thermocycleur PCR utilisé pour le test doit présenter les principales caractéristiques suivantes :

- Systéme ouvert
- Tests PCR quantitatifs en temps réel
- Bloc thermocycleur programmable

Référence Bloc thermocycleur

3150046_SECO01 0,1 ml low-profile

3150046_SEC02 0,2 ml high-profile

- Source d'excitation : LED, lampe ou laser

- Jeux de filtres (longueurs d'onde d'excitation/émission) adaptés a la détection des fluorophores
« rapporteurs » des sondes FAM, HEX, TxRed et Cy5.

- Connexion a un ordinateur utilisant un logiciel d’analyse spécifique qui permet la récupération
des données de fluorescence, les tests de quantification absolue et I'interprétation des résultats.

Le kit a été développé et validé avec les thermocycleurs PCR en temps réel suivants :
Systéme de détection PCR en temps réel CFX96 Touch™ (BioRad)
Systéme de détection PCR en temps réel CFX96 OPUS™ (BioRad)

QuantGene 9600 (Bioer)
Systéme QuantStudio™ 5 (Applied Biosystems™)
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Si un autre thermocycleur est utilisé, veuillez effectuer votre propre validation du kit BIOSYNEX
AMPLIQUICK Fecal Bacteriology avant d'utiliser le test. Nous recommandons d'utiliser des échantillons
qualifiés et les contrdles négatifs et positifs fournis dans le kit.

e Suivre attentivement cette notice d’utilisation. Le non-respect de I'une des instructions de cette
notice d’utilisation peut nuire a la performance du test et avoir des conséquences néfastes.

e Respecter les bonnes pratiques de laboratoire et porter des gants de laboratoire jetables non
poudrés tout au long de la procédure de test.

e La gestion quotidienne de nombreux échantillons et la grande sensibilité de la technique PCR
peuvent, en 'absence de précaution, générer des résultats faussement positifs par contamination.
Les opérations de pré-manipulation PCR, de post-manipulation PCR et d’extraction de 'ADN
doivent donc étre effectuées dans des piéces séparées. Porter des gants jetables dans chaque
piéce et les changer avant de passer d'une piéce a l'autre.

e Les barrettes de bouchons fournies sont a usage unique. Ne pas les réutiliser. Ne pas ouvrir les
tubes PCR ou les microplaques a la fin du test.

e Pour les kits pré-remplis (réf. 3150046_SECO01 et 3150046 _SECO02) : Ne pas utiliser le test si le film
aluminium est ouvert ou endommagé. Une fois le film aluminium retiré, utiliser le test
immédiatement.

o Ne pas utiliser le kit s’il est regu décongelé.

e Ne pas utiliser le kit en cas de casse ou de fuite. En cas de dommage a I'emballage uniquement
(pas de casse ou de fuite), le kit reste utilisable.

o Protéger le kit de la lumiéere directe.

e Centrifuger les tubes avant de les ouvrir et les ouvrir I'un aprés l'autre, en les fermant
hermétiquement entre chaque tube pour éviter toute contamination.

e Le contrdle positif (CONTROL +) contient des quantités significatives de séquences d'ADN. Il peut
donc potentiellement contaminer les autres composants du kit si les bonnes pratiques de biologie
moléculaire ne sont pas respectées. Pour limiter ce risque de contamination, il est recommandé de
stocker le contrble positif séparément des autres composants du kit, de préférence a I'extérieur du
kit aprés la premiére utilisation.

o Les contrles négatifs et positifs inclus dans le kit reproduisent les résultats obtenus avec des
échantillons négatifs ou positifs respectivement. lls doivent étre utilisés a chaque test.

e Pour s’assurer qu'il 'y a pas de contamination lors de la manipulation, il appartient a I'utilisateur
d’inclure dans sa démarche qualité interne, a la fréquence choisie, un puits de contréle négatif
supplémentaire dans lequel 5 ul d’eau de qualité biologie moléculaire sont ajoutés au master mix.

e Lors de l'utilisation de contrdles négatifs et positifs avec une série de patients, il est recommandé
de déposer d’abord le contrdle négatif, puis les échantillons de patients, et de terminer par le dépbt
du contrdle positif.

o Jeterles éléments souillées ou les composants vides du kit dans une poubelle adaptée aux déchets
biologiques.

e Le dispositif contient du matériel d'origine bactérienne ou animale et doit étre manipulé avec
précaution.

e Si, en relation avec I'utilisation de BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Bacteriology, un décés ou une
détérioration grave de la santé est survenu, il convient de le signaler au fabricant et a l'autorité
compétente de votre pays. En cas de doute, le signaler.

e La fiche de données de sécurité est disponible sur demande. Un résumé de la sécurité et des
performances sera disponible en ligne sur Eudamed.

Le kit est expédié a I'état congelé. Les composants du kit doivent arriver congelés. Conserver le kit a
une température inférieure ou égale a -20 °C. Dans ces conditions, les réactifs sont stables jusqu'a la
date d'expiration indiquée sur I'étiquette du kit. Ne pas utiliser le kit ni aucun de ses composants aprés
la date d’expiration. Protéger le kit et les réactifs de la lumiére directe.
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Les master mixes au format bulk (3150046_BLK96) et le master mix contrdle du kit peuvent subir 16
cycles de congélation/décongélation sans que la durée de conservation et les qualités du produit ne
soient altérées. Les contrbles (y compris le contréle procédural) du kit peuvent subir 30 cycles de
congélation/décongélation sans que la durée de conservation et les qualités du produit ne soient
altérées.

NB : Ne décongeler que le nombre de barrettes de puits ou de plagues nécessaires pour le format du
kit pré-rempli. Les plaques et les barrettes étant prétes a I'emploi, il n'est pas nécessaire d'effectuer des
cycles répétés de décongélation/congélation.

L'échantillon de selles doit étre prélevé avec BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Pretreatment
(réf. 3150065) ou avec FecalSwab™ (Copan) a partir de selles collectées dans un pot a prélévement
sans conservateur.

Pour la collecte et le stockage des échantillons, veuillez vous référer au mode d'emploi de BIOSYNEX
AMPLIQUICK Fecal Pretreatment ou du FecalSwab™ (Copan).

Eviter de répéter les cycles de congélation/décongélation des échantillons.
Le transport des échantillons cliniques doit respecter les réglementations locales relatives au transport
des agents infectieux.

1. Préparation de |'échantillon :

Ajouter 5uL du contrbéle procédural (control in process) (CONTROL IP, bouchon jaune) dans la
préparation de I'échantillon (c'est-a-dire le tube FecalSwab™ ou BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal
Pretreatment avec I'échantillon de selles).

2. Extraction d'acides nucléiques :

L’extraction des acides nucléiques doit étre effectuée avant le protocole d’amplification a I'aide d'un
systeme d’extraction approprié pour 'ADN bactérien. Veuillez suivre les instructions d’utilisation du
fabricant.

Les controles positifs et négatifs fournis dans le kit ne doivent pas subir d'extraction et doivent étre
utilisés tels quels.

Le kit BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Bacteriology a été validé avec les kits d’extraction suivants :
- Macherey-Nagel NucleoMag® Dx Pathogen (réf. 744215.4) avec le systéme automatisé
MagnetaPure 32 (Dutscher)
- QIAGEN QIAampFAST DNA Stool Mini Kit (réf. 51604).

Si une autre méthode ou un autre kit d'extraction d'ADN est utilisé, veuillez effectuer votre propre
méthode de validation du kit BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Bacteriology en utilisant des échantillons
qualifiés positifs et négatifs complétés par le controle procédural de BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal
Bacteriology.

3. Protocole d'amplification :

Il est recommandé de placer les master mixes sur un support réfrigéré ou sur de la glace pendant I'ajout
des échantillons.

Avec les microplaques pré-remplies de master mixes préts a I'emploi (REF. 3150046_SECO01 et
3150046_SECO02) :

1. Sortir du congélateur le nombre de barrettes ou de plaques nécessaires.

2. Centrifuger pendant 10 secondes pour éliminer les gouttelettes des parois des puits ou du film de
scellage en aluminium.
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3. Ajouter 15uL de master mix de contrdle aux puits G et H d'une seule barrette. Si vous utilisez plusieurs
barrettes en méme temps, il n'est pas nécessaire de déposer le master mix de contréle dans chaque
barrette.

4. Ajouter 5 ul de contrble négatif au puits G contenant le master mix contrle ajouté a l'étape
précédente.

5. Ajouter 5uL d'éluat d'extraction du méme échantillon dans les puits contenant les master mixes (puits
de la ligne A a la ligne E comme indiqué sur I'image ci-dessous).

6. Enfin, ajouter 5uL de contrdle positif dans le puits H contenant le master mix de controle ajouté a
I'étape 4

7. Fermer la plaque ou les barrettes a l'aide des bouchons fournis et centrifuger a nouveau pendant
10 secondes pour éliminer les bulles potentielles a la surface.

o

Master mix A: Campylobacter spp, Yersinia
enterocolitica/pseudotuberculosis, Salmonella spp

Master mix B: Clostridioides difficile hypervirulent,
Clostridioides difficile ToxB/Binary toxin, Aeromonas spp

CEoCE

Ajouter 15pL de chaque master mix (Aa E) au
puits correspondant + 5 pL de Uextrait d’ADN

Master mix C: Cholera toxin, Vibrio spp, E coli 0157

Master mix D: Shigella spp/F coli EIEC, EPEC, ETEC

Master mix E: Plesiomonas shigelloides, EAEC, EHEC

N
-@O D
7\

Ajouter 15pL de master mix controle + 5pL
de contrble négatif ou de controle positif

Avec les tubes de master mixes au format bulk préts a I'emploi (REF. 3150046_BLK96) :

1. Sortir les tubes de master mixes du congélateur et les laisser décongeler sur de la glace ou sur un
support réfrigéré.

2. Centrifuger les tubes pendant 10 secondes pour éliminer toute gouttelette des parois ou des
bouchons.

3. Distribuer 15 pl de chaque master mix dans les tubes PCR ou la plaque. Chaque master mix doit étre
déposé dans un puits séparé. Ainsi, pour chaque patient, 5 puits permettent un diagnostic sur I'ensemble
du panel.

4. Distribuer 15 ul de master mix contréle dans deux puits vides pour les contréles.

5. Ajouter 5 pl de contréle négatif a I'un des tubes/puits contenant le master mix de contréle ajouté a
I'étape précédente.

6. Ajouter 5 pl d'éluat d'extraction du méme échantillon dans les puits de réaction dédiés (master mixes
AaE).

7. Enfin, ajouter 5 pyL de contréle positif dans le dernier tube/puits contenant le master mix de contrdle
ajouté a I'étape 4.

8. Fermer les puits avec des bouchons ou du film optiques.

9. Centrifuger pendant 10 secondes.

10. Remettre les tubes de master mix au congélateur.

N.B. Pour limiter la perte de réactif, il estimportant de pipeter le master mix sans plonger complétement

la pointe dans le volume de master mix. Vous pouvez également utiliser les pointes « a faible rétention »
ou « low-binding » pour limiter les pertes de réactifs.
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Master mix A: Campylobacter spp, Yersinia
enterocolitica/pseudotuberculosis, Salmonella spp

Master mix B: Clostridioides difficile hypervirulent,
Clostridioides difficile ToxB/Binary toxin, Aeromonas spp

Ajouter 5 pL de Uextrait d’ADN dans
chacun des puits (Master mixes A 3 E)

Master mix C: Cholera toxin, Vibrio spp, E coli 0157

Master mix D: Shigella spp/E coli EIEC, EPEC, ETEC

Master mix E: Plesiomonas shigelloides, EAEC, EHEC

@00,

N
@0
Y\

Ajouter 15uL de master mix contréle + 5L
de contrdle négatif ou de controle positif

Placer la plaque, les barrettes ou les tubes dans le thermocycleur et exécuter le programme
d'amplification suivant :

Etape Repetltlons Température Durée AchIsmon

Transcription inverse 45°C 15 min
Activation Taq 1x 95°C 2 min -
Dénaturation 95°C 5 sec -
Hybrldatl_on / 50x 60°C 20 sec Oui
Elongation

Si vous utilisez les systémes de détection PCR en temps réel :

- CFX96 Touch™ (BioRad)

- CFX96 OPUS™ (BioRad)
Pour analyser les données d'amplification, veuillez sélectionner Appliquer la correction de la dérive
de fluorescence.

Entrer 20 pyl comme volume de réaction dans le programme du thermocycleur.

Merci de vous référer aux instructions d’utilisation du thermocycleur utilisé pour les informations de
programmation.

Si un diagnostic syndromique est effectué en utilisant simultanément le kit BIOSYNEX AMPLIQUICK

Fecal Virology, pour la procédure détaillée du test du kit BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Virology,
veuillez-vous référer a la notice d’utilisation du kit.

10/FR
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Paramétres des canaux de détection :

Master mixes Canal Cible/génes bactériens
FAM Campylobacter spp.
HEX Yersinia enterocolitica/Yersinia pseudotuberculosis
A
TxRed Salmonella spp.
Cy5 Contréle interne de I'amplification

FAM Clostridioides difficile Hypervirulent
HEX ToxB/Toxine binaire Clostridioides difficile

B TxRed Aeromonas spp.(A. hydrophila, A. veronii, A. dhakensis et A. caviae)
Cy5 Contrdle interne de I'amplification
FAM Toxines du choléra
HEX Vibrio spp. (V. cholerae, V. vulnificus, V. parahaemolyticus)
¢ TxRed Souche d’E. coli 0157
Cy5 Contrdle interne de I'amplification
FAM Shigella spp./ EIEC
HEX EPEC
D TxRed ETEC
Cy5 Contrdle interne de I'amplification
FAM Plesiomonas shigelloides
HEX EAEC
£ TxRed EHEC
Cy5 Controle procédural

Le seuil de la réaction PCR en temps réel correspond au niveau de signal qui refléte une augmentation
statistiquement significative de I'émission de fluorescence par rapport au signal de base calculé ; la
valeur est fixée de maniére a distinguer un signal d'amplification significatif du bruit de fond. Nous
recommandons un réglage automatique du seuil par le logiciel de l'instrument PCR en temps réel, plutét
qu'un réglage manuel. Si d'autres réglages doivent étre effectués pour le test, veuillez contacter I'équipe
d'assistance technique du fabricant du thermocycleur.

Echantillons :

Les signaux supérieurs au seuil et correspondant visuellement a une courbe d’amplification PCR
classique sont considérés comme des résultats positifs. Veuillez prendre en considération les courbes
d'amplification du contrdle positif du kit comme référence.

Certains échantillons peuvent présenter des courbes atypiques qui ne sont pas caractéristiques des
courbes d’amplification. Dans ce cas, le résultat ne doit pas étre considéré comme interprétable et
I'analyse de I'échantillon doit étre répétée dans une nouveau test PCR comprenant des contréles positifs
et négatifs. Des valeurs limites de Cq (« Cq cut-off ») doivent également étre prises en compte lors de
l'interprétation des résultats.

Les interprétations des résultats et les valeurs limites de Cq sont données par cible/canal dans le tableau
ci-dessous.

Les échantillons peuvent étre positifs pour un ou plusieurs agents pathogénes détectés dans le méme
puits ou dans des puits différents.

Contréle qualité
Contrdle interne

Le controle interne CIEZ permet de s'assurer que les enzymes du master mix sont fonctionnelles. En
effet, une courbe d'amplification doit étre observée dans le canal Cy5 des master mixes A, B, C et D.
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La valeur du controle interne doit étre détectée préférentiellement avant 35 cycles (Cq < 35).
Néanmoins, 2 situations d’absence d’amplification du contrble interne peuvent étre observées :

o Si les génes cibles sont initialement présents dans I'échantillon avec un nombre élevé de
copies, le contrble interne peut ne pas étre amplifié. Ce résultat est cohérent et n’invalide pas
le test. Il doit étre interprété comme un résultat positif malgré 'absence de signal du controle
interne. Ce phénoméne est le résultat d'une compétition d'amplification entre le contréle interne
et les cibles qui sont présentes en grand nombre de copies.

o Siles génes cibles dans les canaux FAM, HEX et Texas Red ne sont pas amplifiés, ainsi que
le contrdle interne dans le canal Cy5, aucun résultat ne peut étre rendu. Cette situation met en
évidence la présence d'inhibiteurs de PCR ou un probleme technique survenant lors de la
réalisation du test. La PCR doit étre répétée :

o apreés dilution de I'extrait d'/ADN obtenu a 1/10
o ou apres avoir réalisé une nouvelle extraction/purification des acides nucléiques.

Contréle procédural (CONTROL IP, bouchon jaune)

Le contrble procédural exogéne Rp49 doit étre détecté dans le canal Cy5 du master mix E. Ce contréle
procédural valide la qualité du prélévement de I'échantillon biologique et valide les étapes d'extraction
et de purification de I'ADN.

En I'absence de signal d'amplification pour le contréle procédural, le test est considéré comme non
valide lorsqu'aucune cible n'a été détectée. Dans ce cas, l'extraction des acides nucléiques ou le
traitement de I'échantillon doit étre répété.

Contréle négatif (CONTROL -, bouchon vert)

La fluorescence émise doit étre inférieure au seuil, sauf pour le canal Cy5. Il s’agit d’'un indicateur
d’amplification non spécifique. Si la fluorescence est supérieure au seuil, vérifiez la présence d’'une
courbe atypique. Dans le cas d'une courbe d'amplification, une contamination ou une erreur de
distribution dans les microtubes doit étre envisagée.

Contréle positif (CONTROL +, bouchon rouge)

La valeur du contréle positif doit de préférence étre détectée avant 30 cycles (Cq < 30) dans les quatre
canaux (FAM, HEX, TxRed et Cy5). En I'absence d'amplification du contréle positif, I'existence d'un
probléme d'amplification peut étre suggérée. Certains échantillons présentent des courbes atypiques
qui ne sont pas caractéristiques des courbes d'amplification sigmoide. Dans ce cas, le résultat ne doit
pas étre considéré comme interprétable et I'échantillon doit étre analysé a nouveau.

Master mix A
Campylobacter Yerst_m_a enterocolitica (yst)_/ Salmonelfa spp Contréle o 5 .
spp Yersinia pseudotuberculosis ) . Interprétation de I'échantillon
(16S/IpxA/gyrB) (ail) (invA) interne (CIEZ)
FAM HEX TxRed Cy5
Positif pour les espéces Campylobacter
* - - *- C. jejuni, C. coli, C. upsaliensis, C
Cq<40 Cq<35 (C. jejuni, C. coli, C. up , C.
fetus)
) . ) +/- Positif pour Yersinia enterocolitica/
Cq=<35 pseudotuberculosis
+/- " .
- - + Cq<35 Positif pour les espéces Salmonella
+ o . .
- - - Cq<35 Négatif pour les pathogénes testés
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Master mix B
C. difficile Hypervirulent e - Aeromonas spp Contréle o ' .
(TedCa177) C. difficile (TcdB/CDT) (9yrB) interne (CIEZ) Interprétation de I'échantillon
FAM HEX TxRed Cy5
+ + ) +/- Positif pour la souche hypervirulante
Cqg=<35 Clostridioides difficile
) + ) +/- Positif pour la toxine B ou la toxine binaire
Cq=<35 de Clostridioides difficile
+ +- Positif pour les especes Aeromonas (A.
- - hydrophila, A. caviae, A. veronii, A.
<
Cq<41 Cq=35 dhakensis)
+ A R .
+/- - - Cq<35 Négatif pour les pathogéenes testés
Master mix C
Toxines du choléra Vibrio spp Souche d’E. coli 0157 Controle Interorétation de I'échantillon
(ctxAB/TcpA) (ATPsynthase) (z3276) interne (CIEZ) P
FAM HEX TxRed Cy5
+ + ) +/- Positif pour Vibrio cholerae avec les genes
Cqg=<35 de la toxine du choléra
Positif pour les espéces de Vibrio (V.
) + ) +/- cholerae, V. vulnificus, V.
Cq<40 Cqg=<35 parahaemolyticus, V. fluvialis, V.
alginolyticus)
+/- - .
- - + Cq<35 Positif pour la souche E. coli 0157
+ . . N .
+/- - - Cq<35 Négatif pour les pathogénes testés
Master mix D
E. coli EIEC/Shigella E. coli EPEC i Controle interne e e .
spp (ipaH) (bfp/eacA) E. coli ETEC (It1/sta) (CIE2) Interprétation de I'échantillon
FAM HEX TxRed Cy5
. - Positif pour E. coli EIEC ou les
- - espéeces Shigella (S. dysenteriae, S.
Cq=40 Cq=35 boydii, S. flexneri, S. sonnei)
+/- - .
- + - Cq<35 Positif pour E. coli EPEC
+/- - .
- - + Cq<35 Positif pour E. coli ETEC
+ . . N .
- - - Cq<35 Négatif pour les pathogénes testés
Master mix E
Plesiomonas E. coli EAEC . Contréle S " .
shigelloides (HugA) (aggR/aap) E. coli EHEC (stx1/stx2) procédural (Rp49) Interprétation de I'échantillon
FAM HEX TxRed Cy5
. ) ) +/- Positif pour Plesiomonas
Cq=<35 shigelloides
+/- - .
- + - Cq<35 Positif pour E. coli EAEC
+/- . .
- - + Cq<35 Positif pour E. coli EHEC
+ . . N .
- - - Cq<35 Négatif pour les pathogénes testés

Comme les pathotypes E coli sont détectés dans différents puits, I'interprétation des résultats des puits C, D et E

est nécessaire. Le tableau ci-dessous est une aide pour une interprétation rapide.

13/FR
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Master mix C Master mix D Master mix E
Toxines du Vibrio s 3,7:_“2:‘; glEcglI’ E. coli E. coli Plesiomonas E. coli E. coli Interprétation de
choléra (ATPs ntifa ‘; e) 0:I 57 Shigella EPEC ETEC shigelloides EAEC EHEC I'échantill
(ctxAB/TcpA) Y (23276) spp (bfp/eaeA) (It1/sta) (HugA) (aggR/aap) | (stx1/stx2) ecaantion
(ipaH)
FAM) (HEX) (TxRed) (FAM) (HEX) (TxRed) (FAM) (HEX) (TxRed)
EIEC et/ou Shigella
spp (S. boydii, S.
- - - + - - - - - sonnei, S.
dysenteriae, S.
flexneri)
Shigella
dysenteriae/Shigella
flexneri ou co-
) B ) ) ) B ) infection EIEC et
EHEC ou Shigella
spp et EHEC
- - - - - - - + -
- - - - - ETEC
- - - - - EPEC
- - - - +

- - + Souche EHEC 0157
STEC (EHEC) ou co-
- - + infection EPEC et
EHEC
STEC (EHEC 0157)
ou co-infection
- - EPEC et souche
EHEC 0157
- - - Négatif*

*Le kit BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Bacteriology peut détecter le sérotype O157 d'E. coli EHEC qui est responsable des principales épidémies.
La virulence du pathotype EHEC est médiée par la sécrétion de shigatoxines (stx1/stx2). Plusieurs études ont mis en évidence la présence de
souches E. coli 0157 non pathogénes dans les matiéres fécales. Ces souches O157 non pathogenes ne sont pas porteuses des génes stx1/stx2
et ne sont pas associées a la gastro-entérite.222! Par conséquent, une détection positive d'E. coli O157 doit étre interprétée comme un résultat
négatif en cas de détection négative de EHEC (stx1/stx2). Les résultats de la caractérisation de O157 doivent étre interprétés lorsque seul EHEC
est positif.

10. PERFORMANCES

Sensibilité analytique

Limites de détection des séquences cibles :

La limite de détection du kit BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Bacteriology est définie comme la
concentration, en nombre de copies/pL, qui peut étre détectée a 95 % dans un échantillon d'ADN
spécifique a chaque cible. Elle a été déterminée en effectuant des dilutions en série d'échantillons de
référence avec un nombre connu de copies.

Les LoDgs de BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Bacteriology sur les échantillons d'ADN ont été
statistiquement déterminés pour chaque pathogéne et chaque géne ciblé. Les résultats sont présentés
dans le tableau suivant :

LoDgs (copie LoDgs (copie
Cible Souches testées d'ADN/uL d'ADN/rxn
CFU/uL) CFU/rxn)

Campylobacter jejuni Vircell MBCO88-R 0,579 2,895
Campylobacter coli ATCC RM 2228 0,245 1,225
Campylobacter upsaliensis ATCC RM 3195 1,264 6,32

Campylobacter fetus ATCC NCTC 10842 1,978 9,89

Yersinia enterocolitica Vircell MBC027 2,221 11,105
Yersinia pseudotuberculosis ATCC NCTC 2476 1,167 5,835
Salmonella typhimurium Vircell MBC044 3,894 19,47
Salmonella enteritidis Vircell MBC003 3,076 15,38
Clostridium difficile souche 4118 (détection hypervirulente) ATCC 4118 1,092 5,46

Clostridium difficile souche 4118 (détection de toxines) ATCC 4118 0,432 2,16

Clostridium difficile Vircell MBC043 3,607 18,035
Aeromonas veronii DSMZ 7386 2,562 12,81
Aeromonas dhakensis DSMZ 18362 4,372 21,86

14/ FR
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Aeromonas hydrophilia DSMZ 30187 2,523 12,615
Aeromonas caviae DSMZ 7323 1,122 5,61

Vibro cholerae (détection de la toxine du choléra) Vircell MBC118 3,416 17,08
Vibro cholerae (détection de Vibrio spp) Vircell MBC118 4,345 21,725
Vibrio parahaemolyticus ATCC EB101 2,981 14,905
Vibrio vulnificus DSMZ 10143 3,328 16,64
E. coli VTEC (détection du sérotype 0157) Vircell MBC022 3,570 17,85
E. coli EIEC Vircell MBC122 2,461 12,305
Shigella flexneri DSMZ 4782 0,811 4,055
E. coli EPEC Vircell MBC123 0,722 3,61

E. coli ETEC Vircell MBC124 5,428 27,14
Plesiomonas shigelloides ATCC GNI14 9,221 46,105
E. coli EAEC Vircell MBC121 2,225 11,125
E. coli VTEC (détection EHEC stx1/stx2 master mix E/TxRed) Vircell MBC022 1,820 9,10

Spécificité analytique

Le modele des oligonucléotides a été validée in silico par alignement BLAST. La comparaison des
séquences d'amorces et de sondes montre que le kit BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Bacteriology est
spécifique pour la détection des cibles spécifiées.

Réactivité croisée
Un panel de 42 échantillons d’ARN et 72 échantillons d’ADN provenant d’une biobanque répertoriée

dans les tableaux suivants a été testé avec le kit BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Bacteriology. Pour
tous ces échantillons, aucune amplification des cibles dans les différents master mixes n'a été observée.

Astrovirus
Virus du chikungunya
Coronavirus

Para-influenza humain de type 1
Influenza A H1
Virus de la grippe A H3

Para-influenza de type 3
Para-influenza 4 A
Virus respiratoire syncytial (sous-type A)

Coronavirus Oc43

Virus de la grippe A H5

Virus respiratoire syncytial (sous-type B)

Coronavirus SARS Grippe B Rhinovirus
Coxsackie de type A6 Rougeole Rotavirus
Coronavirus du syndrome
Coxsackie de type B1 respiratoire du Moyen-Orient ou Rubella
MERS-CoV
Coxsackie de type B5 Oreillons Sapovirus
Dengue 1 Norovirus SARS-CoV-2
Dengue 2 Norovirus G1 Virus de I'encéphalite a tiques
Dengue 3 Norovirus G2 Virus du Nil occidental
Dengue 4 Nouvelle grippe A H1N1 Virus de la fiévre jaune
Echovirus 5 Para-influenza de type 1 Virus Zika

Entérovirus 68

Para-influenza de type 2

Virus Zika (lignée asiatique)

Acanthamoeba castellanii

Coccidioides immitis

Mycobacterium kansasii

Adénovirus Coxiella burnetii Mycobacterium tuberculosis
Adénovirus type 02 Cryptosporidium parvum Mycobacterium ulcerans
Adénovirus type 04 Cytomégalovirus Mycoplasma genitalium
Adénovirus type 11 Enterococcus faecalis (vanB) Mycoplasma hominis
Adénovirus type 20 Enterococcus faecium (vanA) Neisseria gonorrhoeae
Adénovirus type 31 Virus d'Epstein-barr Neisseria meningitidis sg A
Adénovirus type 40 Francisella tularensis Papillomavirus type 16

Adénovirus 41

Gardnerella vaginalis

Papillomavirus type 18

Aspergillus fumigatus

Giardia intestinalis

Parvovirus b19 (plasmide)

Bacillus cereus

Haemophilus ducreyi

Plasmodium falciparum

Bartonella henselae

Haemophilus influenzae

Rickettsia conorii

Bartonella quintana

Helicobacter pylori

Staphylococcus aureus (mecA-)

Virus BK

Herpés simplex 1

Staphylococcus aureus (mecA+)
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Bordetella holmesii

BIOSYNEX

Herpés simplex 2

Streptococcus pneumoniae

Borrelia afzelii

HHV-6

Toxoplasma gondii

Borrelia burgdorferi

HHV-8

Treponema pallidum

Borrelia garinii

Klebsiella pneumoniae (NDM-1)

Trichomonas vaginalis

Brucella abortus

Legionella pneumophila

Trypanosoma cruzi

Candida albicans

Leishmania chagasi

Ureaplasma parvum

Candida auris

Leishmania infantum

Ureaplasma urealyticum

Chlamydia trachomatis

Listeria monocytogenes

Virus varicelle-zona

Chlamydophila pneumoniae

Moraxella catarrhalis

Chlamydophila psittaci

Mycobacterium avium

Clostridioides difficile ribotype 010

Mycobacterium intracellulare

Réactivité analytique

La réactivité analytique du kit BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Bacteriology a été confirmée en testant
un panel de 51 ADN de différentes souches bactériennes ciblées par ce kit. Les résultats figurent a
l'annexe 1.

Interférence chimique

Diverses substances pouvant étre présentes dans les échantillons de selles des patients peuvent
provoquer des interférences positives ou négatives sur les résultats de la PCR. Les tests d'interférence
sur le kit BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Bacteriology ont été réalisés en ajoutant l'interférent potentiel
aux échantillons positifs de I'écouvillon fécal et testés sur le kit BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal
Bacteriology :

Substances testées Concentration testée Interférence observée
Bétaméthasone 2,5% v/v

Créme pour hémorroides (créeme Titanoréine) 0,25% v/v

Mucine 0,8 % p/v

Imodium (Lopéramide-Lyoc) 5% p/v

Ampicilline sel de sodium 152 umol/L

Supplément d'acides gras 4,8%

Pepto-Bismol 5% Aucune
Amidon 1,5% p/v

Cellulose 4% p/v

Pectine 0,01% p/v

Lubrifiant 5% v/v

Ethanol 0,2% v/v

Urine 20% v/v

Sang 40% v/v

Données de précision
Les données de précision pour le kit BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Bacteriology ont été déterminées
sur la base de 5 conditions :

Variation intra-essai (au sein d'un seul test - répétabilité)
Variation inter-jours (entre différents tests)

Variation inter-opérateurs (entre différents opérateurs)
Variation inter-laboratoires (entre différents sites)
Variation inter-lots (entre différents lots)

Les données de précision sont exprimées en termes de valeur moyenne Cq, d'écart-type (SD) et de
coefficient de variation (CV), sur la base des valeurs seuils du cycle de quantification (Cq) pour I'ADN
des différentes cibles. Les données de variabilité intra-essai pour le kit BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal
Bacteriology ont été déterminées sur 30 tests répétés utilisant des échantillons bactériens négatifs et
positifs pour chaque cible virale. Les déterminations SD et CV ont montré que le kit BIOSYNEX
AMPLIQUICK Fecal Bacteriology est reproductible avec un CV < 5%. Les variabilités inter-jours, inter-
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avec un CV < 5%.

La variabilité par cible est indiquée dans les tableaux ci-dessous :

BIOSYNEX

opérateurs, inter-laboratoires et inter-lots ont été déterminées sur des tests en duplicat a partir d'ADN
bactérien extrait. Les résultats de BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Bacteriology sont reproductibles

Master mix A / FAM
e concentration « haute » de I'échantillon | concentration « faible » de I'échantillon
Variabilité C. jejuni
Moyenne Cq SD Ccv Moyenne Cq SD cv
Intra-essai 24,71 0,09 0,37% 36,47 0,98 2,70%
Inter-jours 19,77 0,50 2,51% 36,10 0,85 2,35
Inter-opérateurs 19,43 0,57 2,93% 35,53 0,55 1,54
Inter-laboratoires 19,85 0,77 3,87% 36,13 1,43 3,95%
Inter-lots 19,93 0,06 0,3% 35,31 0,18 0,5%
Master mix A / FAM

concentration « haute » de I'échantillon

concentration « faible » de I'échantillon

Variabilité C. fetus Moyenne Cq SD cv Moyenne Cq SD cv
Intra-essai 24,31 0,08 0,33% 33,85 0,22 0,64%
Inter-jours 20,28 0,35 1,72% 36,53 0,84 2,30%
Inter-opérateurs 20,42 0,34 1,64% 36,98 0,17 0,45%
Inter-laboratoires 20,46 0,31 1,54% 35,46 0,20 0,57%
Inter-lots 20,34 0,35 1,72% 36,03 0,63 1,76%

Master mix A / FAM

o L. concentration « haute » de I'échantillon | concentration « faible » de I'échantillon
Variabilité C. upsaliensis
Moyenne Cq SD cv Moyenne Cq SD cv
Intra-essai 24,17 0,11 0,46% 34,55 0,31 0,89%
Inter-jours 19,75 0,28 1,41% 35,73 0,52 1,44%
Inter-opérateurs 19,75 0,18 0,91% 36,34 0,35 0,95%
Inter-laboratoires 19,33 0,12 0,60% 35,20 1,32 3,75%
Inter-lots 20,59 0,80 3,88% 35,70 0,35 0,98%
Master mix A / HEX

Variabilité de Y. enterocolitica

concentration « haute » de I'échantillon

concentration « faible » de I'échantillon

Moyenne Cq SD cv Moyenne Cq SD cv
Intra-essai 26,38 0,06 0,21% 35,78 0,64 1,79%
Inter-jours 20,43 0,41 2,03% 35,58 0,33 0,94%
Inter-opérateurs 20,28 0,25 1,22% 35,75 0,31 0,86%
Inter-laboratoires 20,85 0,33 1,59% 35,58 0,28 0,79%
Inter-lots 20,24 0,52 2,59% 35,03 0,26 0,75%

Master mix A / HEX

Variabilité de Y.

concentration « haute » de I'échantillon

concentration « faible » de

pseudotuberculosis 'échantilion
Moyenne Cq | SD Ccv Moyenne Cq SD cv
Intra-essai 23,57 0,06 0,26% 34,51 0,90 2,61%
Inter-jours 18,82 0,41 2,19% 35,21 0,20 0,56%
Inter-opérateurs 18,82 0,11 0,60% 35,09 0,10 0,27%
Inter-laboratoires 19,17 0,51 2,64% 35,54 0,01 0,02%
Inter-lots 18,45 0,23 1,23% 35,13 0,00 0,01%
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Master mix A / Texas Red
e . concentration « haute » de I'échantillon | concentration « faible » de I'échantillon
Variabilité de S. enteritidis
Moyenne Cq SD cv Moyenne Cq SD cv
Intra-essai 27,31 0,08 0,30% 35,98 0,47 1,31%
Inter-jours 19,91 0,72 3,60% 35,94 0,89 2,47%
Inter-opérateurs 19,54 0,59 3,02% 36,55 0,28 0,77%
Inter-laboratoires 20,30 0,16 0,78% 36,14 0,11 0,31%
Inter-lots 19,95 0,6 3,03% 35,28 0,65 1,85%
Master mix B / FAM
Variabilité de concentration « haute » de I'échantillon | concentration « faible » de I'échantillon
C. difficile hypervirulent Moyenne Cq SD cv Moyenne Cq SD cv
Intra-essai 25,24 0,06 0,22% 34,17 0,59 1,74%
Inter-jours 19,43 0,54 2,76% 35,37 0,28 0,79%
Inter-opérateurs 19,10 0,56 2,93% 35,47 0,20 0,56%
Inter-laboratoires 19,62 0,82 4,16% 34,77 1,24 3,56%
Inter-lots 19,57 0,12 0,60% 35,01 0,14 0,39%
Master mix B / HEX
Variabilité des toxines de concentration « haute » de I'échantillon | concentration « faible » de I'échantillon
C. difficile Moyenne Cq SD cv Moyenne Cq SD cv
Intra-essai 25,47 0,07 0,29% 34,89 0,50 1,44%
Inter-jours 19,79 0,40 2,04% 35,51 0,45 1,28%
Inter-opérateurs 19,64 0,29 1,46% 35,28 0,25 0,71%
Inter-laboratoires 20,22 0,23 1,14% 36,55 0,74 2,02%
Inter-lots 19,84 0,24 1,23% 34,84 0,35 0,99%
Master mix B / Texas Red
Variabilité de concentration « haute » de I'échantillon | concentration « faible » de I'échantillon
A. veronii Moyenne Cq SD cv Moyenne Cq SD cv
Intra-essai 25,78 0,06 0,22% 34,86 0,37 1,07%
Inter-jours 20,29 0,57 2,81% 36,72 0,97 2,63%
Inter-opérateurs 19,96 0,55 2,76% 36,81 1,40 3,79%
Inter-laboratoires 20,81 0,05 0,25% 36,79 0,27 0,74%
Inter-lots 20,44 0,64 3,11% 35,79 0,20 0,55%
Master mix C / FAM
Variabilité de la toxine concentration « haute » de I'échantillon | concentration « faible » de I'échantillon
du choléra Moyenne Cq | SD cv Moyenne Cq SD Ccv
Intra-essai 27,24 0,09 0,34% 36,34 0,88 2,41%
Inter-jours 20,15 0,54 2,70% 36,54 0,74 2,03%
Inter-opérateurs 19,78 0,65 3,27% 36,20 0,71 1,96%
Inter-laboratoires 20,29 0,77 3,78% 36,10 0,72 2,01%
Inter-lots 20,18 0,05 0,25% 36,20 0,41 1,14%
Master mix C / HEX
o, _ concentration « haute » de I'échantillon concentration « faible » de I'échantillon
Variabilité de Vibrio spp.
Moyenne Cq SD cv Moyenne Cq SD cv
Intra-essai 27,21 0,08 0,30% 35,58 0,85 2,38%
Inter-jours 20,36 0,38 1,84% 35,62 0,64 1,80%
Inter-opérateurs 20,22 0,25 1,24% 36,39 1,01 2,77%
Inter-laboratoires 20,76 0,25 1,21% 36,25 1,52 4,20%
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Inter-lots

20,34 028 | 1,39% |

BIOSYNEX

35,36 o042 | 1,19%

Master mix C / Texas Red

Variabilité de EHEC 0157 concentration « haute » de I'échantillon concentration « faible » de I'échantillon
Moyenne Cq SD cv Moyenne Cq SD cv
Intra-essai 28,00 0,07 0,23% 35,23 0,42 1,19%
Inter-jours 21,40 0,63 2,94% 37,62 0,47 1,26%
Inter-opérateurs 21,10 0,68 3,22% 37,82 0,41 1,09%
Inter-laboratoires 21,89 0,07 0,31% 37,24 0,46 1,22%
Inter-lots 21,45 0,41 1,93% 37,00 0,13 0,36%
Master mix D / FAM
Variabilité de EIEC/Shigella concentration « haute » de concentration « faible » de I'échantillon
— I'échantillon
Moyenne Cq SD cv Moyenne Cq SD Ccv
Intra-essai 26,00 0,45 1,73% 37,31 1,23 3,29%
Inter-jours 20,27 0,35 1,74% 36,63 0,74 2,03%
Inter-opérateurs 20,44 0,48 2,37% 36,04 0,68 1,88%
Inter-laboratoires 20,03 0,63 3,16% 36,29 1,62 4,46%
Inter-lots 20,00 0,03 0,16% 36,01 0,30 0,84%

Master mix D / HEX

e, concentration « haute » de I'échantillon | concentration « faible » de I'échantillon
Variabilité de EPEC
Moyenne Cq SD cv Moyenne Cq SD cv
Intra-essai 26,45 0,07 0,26% 37,88 0,74 1,94%
Inter-jours 20,16 0,35 1,72% 35,45 0,78 2,21%
Inter-opérateurs 19,99 0,29 1,47% 35,11 0,68 1,94%
Inter-laboratoires 20,51 0,22 1,05% 35,89 0,72 2,00%
Inter-lots 20,16 0,27 1,35% 34,94 0,46 1,31%

Master mix D / Texas Red

Variabilité de ETEC

concentration « haute » de I'échantillon

concentration « faible » de I'échantillon

Moyenne Cq SD Ccv Moyenne Cq SD cv
Intra-essai 27,62 0,18 0,66% 35,86 0,86 2,41%
Inter-jours 19,60 0,42 2,15% 35,53 0,48 1,34%
Inter-opérateurs 19,19 0,09 0,48% 36,12 0,92 2,55%
Inter-laboratoires 19,31 0,16 0,81% 36,25 0,07 0,19%
Inter-lots 18,90 0,30 1,57% 35,48 0,01 0,02%

Master mix E / FAM

Variabilité de P.

concentration « haute » de I'échantillon

concentration « faible » de I'échantillon

shigelloides Moyenne Cq SD cv Moyenne Cq SD cv
Intra-essai 26,55 0,06 0,23% 32,24 0,12 0,38%
Inter-jours 19,33 0,47 2,43% 35,79 0,78 2,17%
Inter-opérateurs 19,53 0,57 2,93% 36,03 0,92 2,54%
Inter-laboratoires 19,05 0,62 3,23% 35,84 0,92 2,57%
Inter-lots 18,79 0,29 1,52% 35,14 0,44 1,26%
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Master mix E / HEX
e, concentration « haute » de I'échantillon concentration « faible » de I'échantillon
Variabilité de EAEC
Moyenne Cq SD Ccv Moyenne Cq SD cv
Intra-essai 27,20 0,07 0,27% 35,61 0,52 1,47%
Inter-jours 20,13 0,34 1,67% 35,15 0,79 2,25%
Inter-opérateurs 19,99 0,34 1,68% 35,87 0,08 0,22%
Inter-laboratoires 20,51 0,19 0,95% 35,72 0,09 0,25%
Inter-lots 19,98 0,35 1,77% 34,83 0,41 1,18%
Master mix E / Texas Red
Variabilité de EHEC 0157 concentration « haute » de I'échantillon concentration « faible » de I'échantillon
Moyenne Cq SD Ccv Moyenne Cq SD cv
Intra-essai 28,05 0,06 0,23% 36,39 0,46 1,27%
Inter-jours 19,35 0,51 2,65% 35,87 0,58 1,61%
Inter-opérateurs 21,20 0,43 2,04% 37,03 0,04 0,11%
Inter-laboratoires 19,98 0,06 0,32% 35,97 0,26 0,73%
Inter-lots 19,60 0,10 0,49% 35,95 0,37 1,03%

Performances cliniques

La performance clinique du kit BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Bacteriology a été déterminée a I'aide
de 401 échantillons de selles comprenant des échantillons positifs et négatifs. L'étude a été menée au
Centre National de Référence des Campylobacters (CNR des Campylobacters et Hélicobacters / CHU
Bordeaux, France).

Les échantillons utilisés dans cette étude ont été qualifiés a I'aide de trois kits de panel de bactéries
entériques de PCR qui sont marqués CE et/ou de cultures bactériennes par le Centre National de
Référence des Campylobacters.

Trois kits PCR différents provenant de deux fabricants différents ont été utilisés comme PCR de
référence pour couvrir toutes les cibles du panel AMPLIQUICK.

Le tableau de contingence ci-dessous montre la performance de détection du test BIOSYNEX
AMPLIQUICK Fecal Bacteriology, en comparaison avec la PCR de référence.

Référence PCR

Qualification de I’échantillon

Positif Négatif
BIOSYNEX AMPLIQUICK Positif 344 1(+1)*
Fecal Bacteriology Négatif oF 52

*Un échantillon s'est révélé faussement négatif pour EHEC (stx1/stx2) et faussement positif pour
Salmonella spp.

La sensibilité et la spécificité cliniques ont été calculées par cible bactérienne. La sensibilité clinique de
cinq cibles (toxine cholérique, Vibrio spp, souche hypervirulente de C. difficile, ETEC et Plesiomonas
shigelloides) n'a pas été calculée car le nombre d'échantillons testés positifs est treés faible. Les résultats
sont présentés dans le tableau ci-dessous.
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100 % (98,14 a 100 % (98,22 a
Campylobacter spp 196 205 100 %) 100 %)
Yersinia o 5 o 5
enterocolitica/Yersinia 22 105 MO ([ EE eIk D
. 100 %) 100 %)
pseudotuberculosis
100 % (93,62 a 99,71% (98,40-
Salmonella spp 56 344 100 %) 99,99%)
Souche hypervirulente de C. 0 102 i 100 % (96,45 a
difficile 100 %)
per 100 % (71,51 a 100 % (96,45 a
C. difficile TcdB/CDT 11 102 100 %) 100 %)
100 % (90,00 a 100 % (94,31 a
Aeromonas spp 35 63 100 %) 100 %)
. . 100 % (96,70 a
Toxines du choléra 0 110 = 100 %)
. 100 % (96,70 a
Vibrio spp 2 110 = 100 %)
. 100 % (90,97 a 100 % (98,99 a
EIEC/Shigella spp 39 362 100 %) 100 %)
100 % (92,29 a 100 % (90,51 a
EPEC 46 37 100 %) 100 %)
98% (92,79-
ETEC 8 74 = 99,97%)
100 % (90,26 a 100 % (92,45 a
EAEC 36 47 100 %) 100 %)
94,12% (80,32- 100 % (98,85 a
EHEC 32 319 99,28%) 100 %)
. . . 100 % (94,40 a
Plesiomonas shigelloides 2 64 0 0 - 100 %)

11. LIMITES

- Le non-respect des instructions de cette notice d'utilisation peut nuire a la performance du test et/ou
invalider le résultat du test.

- Ce test ne permet pas de différencier Yersinia enterocolitica et Yersinia pseudotuberculosis car ces
derniers sont détectés dans le méme canal fluorescent.

- Ce test ne permet pas de différencier les souches de C. difficile portant la séquence codant la toxine
B et/ou codant la toxine binaire, car elles sont détectées dans le méme canal fluorescent.

- La possibilité d'obtenir des résultats faussement positifs ou faussement négatifs ne peut étre exclue
(par exemple, en cas de contamination accidentelle, en cas de mauvaise qualité de I'échantillon ou si
la procédure de test n'a pas été correctement suivie). Par conséquent, comme pour tous les tests
diagnostiques, les résultats doivent étre interprétés en fonction des autres informations cliniques dont
dispose le médecin.

- Les échantillons de selles liquides peuvent induire des résultats faussement négatifs en raison de la
dilution. Dans le cas d'échantillons liquides, nous recommandons d'effectuer I'extraction de I'échantillon
de selles directement en ajoutant 200uL d'échantillon.
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ANNEXE 1

BIOSYNEX

Souches bactériennes

Master mix A

Master mix B

Master mix C

Master mix D Master mix E

Campylobacter
spp

Yersinia
spp

Salmonella
spp

C.difficile
Hypervirulent

C.difficile
TcdB/CDT

Aeromonas
spp

Toxines
du
choléra

Vibrio
spp

E.coli
0157

E.coli
EIEC/Shigella
spp

E.coli
EAEC

Plesiomonas
shigelloides

E.coli
ETEC

E.coli
EPEC

E.coli
EHEC

(FAM)

(HEX)

(TxRed)

(FAM)

(HEX)

(TxRed)

FAM)

(HEX)

(TxRed)

(FAM) (HEX) (TxRed) (FAM) (HEX)

(TxRed)

Escherichia coli (EAEC) MBC121 (VIRCELL)

Détecté

Escherichia coli (EIEC) MBC122 (VIRCELL)

Détecté - - - -

Escherichia coli (EPEC) MBC123 (VIRCELL)

- Détecté - - -

Escherichia coli (ETEC) MBC124 (VIRCELL)

Détecté - -

Escherichia coli (VTEC) MBC022 (VIRCELL)

Escherichia coli 0111/NM (Zeptometrix)

- Détecté - - -

Shigella sonnei DSMZ 5570

Détecté - - - -

Shigella boydii DSMZ 7532

Détecté - - - -

Shigella flexneri DSMZ 4782

Détecté - - - -

Shigella dysenteriae DSMZ 103303

Détecté - - - -

Shigella flexneri MBC089 (VIRCELL)

Détecté - - - -

Campylobacter upsaliensis RM 3195 (ATCC)

Détecté

Campylobacter coli RM 2228 (ATCC)

Détecté

Campylobacter fetus NCTC 10842 (ATCC)

Détecté

Campylobacter jejuni MBCO88 (VIRCELL)

Détecté

Clostridium difficile MBC043 (VIRCELL)

Détecté

Clostridioides difficile Ribotype 001

Détecté

Clostridioides difficile Ribotype 010

Clostridioides difficile Ribotype 014

Détecté

Clostridioides difficile Ribotype 020

Détecté

Clostridioides difficile Ribotype 027

Détecté

Détecté

Clostridioides difficile Ribotype 033

Détecté

Détecté

Clostridioides difficile Ribotype 078

Détecté

Détecté

Clostridioides difficile hypervirulent Souche 4118 (ATCC)

Détecté

Détecté

Aeromonas caviae DSMZ 7323

Détecté

Aeromonas dhakensis DSMZ 18362

Détecté

Aeromonas veronii DSMZ 7386

Détecté

Aeromonas hydrophila DSMZ 30187

Détecté

Yersinia pseudotuberculosis NCTC 2476 (ATCC)

Détecté

Yersinia enterocolitica MBC027 (VIRCELL)

Détecté
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Master mix A Master mix B Master mix C Master mix D Master mix E
Souches bactériennes @) ’; ﬁ’:"“‘" Yes’;';:'i" sal ";";: ella Hyf)::ﬁ'ﬂzn . ch :ZJ/WEZET Ae":'::"‘“ d:l::)l(:::ra Viﬁ;'.o g:‘s"; E 'ff”,,E'i% E.coli EPEC | E.coli ETEC CZZ:TT"’ E.coli EAEC | E.coli EHEC
(FAM) (HEX) (TxRed) (FAM) (HEX) (TxRed) FAM) (HEX) (TxRed) (FAM) (HEX) (TxRed) (FAM) (HEX) (TxRed)
Salmonella enteritidis MBCO03 (VIRCELL) - - Détecté - - - - - - - - - - - -
Salmonella typhi MBC044 (VIRCELL) - - Détecté - - - - - - - - - - - -
Plesiomonas shigelloides GN114 (ATCC) - - - - - - - - - - - - Détecté R -
Vibrio parahaemolyticus EB101 (ATCC) - - - - - - - Détecté - - - - - R R
Vibrio vulnificus DSMZ 10143 - - - - - - - Détecté - - - - - - -
Vibrio cholerae MBC118 (VIRCELL) - - - - - - Détecté Détecté - - - - - - -
Vibrio cholerae O1 EL Tor ctxB1 (tcpA El Tor) - - - - - - Détecté Détecté - - - - - - -
Vibrio cholerae O1 El Tor ctxB3 (tcpA El Tor) - - - - - - Détecté Détecté - - - - - - _
Vibrio cholerae O1 El Tor ctxB7 (tcpA El Tor) - - - - - - Détecté Détecté - - - - - - -
Vibrio cholerae O1 classique (ctxB1, tcpl classique) - - - - - - Détecté Détecté - - - - - - -
Vibrio cholerae 0139 - - - - - - Détecté Détecté - - - - - - -
Vibrio cholerae 037 (tcpA classique) - - - - - - Détecté Détecté - - - - - - _
Vibrio cholerae 0141 (ctxB, tcpA classique) - - - - - - Détecté Détecté - - - - - - -
Vibrio cholerae non-01/non-0139 (ctxB & tcpA neg) - - - - - - - Détecté - - - - - - -
Vibrio cholerae non-01/non-0139 (ctxB & tcpA neg) - - - - - - - Détecté - - - - - - -
Vibrio vulnificus Souche 1 - - - - - - - Détecté - - - - - - -
Vibrio vulnificus Souche 2 - - - - - - - Détecté - - - - - - -
Vibrio parahaemolyticus Souche 1 - - - - - - - Détecté - - - - - - -
Vibrio parahaemolyticus Souche 2 - - - - - - - Détecté - - - - - - -
Vibrio alginolyticus - - - - - - - Détecté - - - - - - -
Vibrio fluvialis - - - - - - - Détecté - - - - - - -
25/FR
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In vitro diagnostic medical device for professional use.

3150046_SECO01 / 3150046_SECO02 / 3150046_BLK96

BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Bacteriology is a molecular in vitro diagnostic test for the qualitative
detection of 15 pathogenous agents commonly associated with gastroenteritis : Campylobacter spp,
Yersinia enterocolitica and Yersinia pseudotuberculosis, Salmonella spp, Clostridioides difficile,
Clostridioides difficile hypervirulent strains, Aeromonas spp, Cholera toxin, Vibrio spp, Escherichia coli
0157 strain, Enteroinvasive Escherichia coli (EIEC)/Shigella spp, Enteropathogenic Escherichia coli
(EPEC), Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC), Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC),
Enterohemoragic Escherichia coli (EHEC) and Plesiomonas shigelloides.

The test is an aid in the diagnosis of bacterial gastroenteritis performed using a purified DNA extract
obtained from stool samples collected with BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Pretreatment or with
FecalSwab™ (Copan). For a syndromic diagnosis, the PCR can be performed simultaneously with the
BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Virology test (ref. 3150047 and related references) using the same
samples and the same amplification program. This non-automated test is intended for in vitro diagnostic
use in laboratory by professionals only.

Gastroenteritis is the inflammation of the gastrointestinal tract that causes diarrhea, abdominal pain,
nausea, fever and sometimes vomiting. This inflammation affects nearly 1.7 billion children every year
and is a leading cause of death in children under five years old mainly due to severe dehydration (World
Health Organization). It can be provoked by many different infectious agents such as parasites (10-
15%), bacteria (15-20%) and viruses (50-70%) that are spread by the fecal-oral route through the
contamination of food and water.’

The disease symptoms usually occur 6 hours to 5 days after the infection and can last from 2-7 days.
Diarrhea is the most common clinical symptom of gastrointestinal infections. Other symptoms may
appear along with diarrhea such as abdominal pain, nausea, vomiting, hemorrhagic diarrhea (in the
case of EHEC infection for instance) and fever. These symptoms can be severe, and in the lack of
accurate and prompt diagnosis, it can lead to serious consequences, including death. The diagnosis of
such disease should be carried out on patients suffering from acute diarrhea and/or any of the symptoms
listed above, to allow the administration of specific treatment in patients with severe gastroenteritis
especially for those with bloody stool, prolonged iliness or with chronic conditions.2

The most common pathogenic bacteria that trigger gastrointestinal infections include Salmonella spp.,
Yersinia spp., Campylobacter spp., Aeromonas spp., Clostridioides difficile, Plesiomonas shigelloides,
Vibrio spp., Escherichia coli, and Shigella spp.

e Salmonella remains a major cause of acute gastroenteritis, with notable outbreaks in Europe
(2017) and the US (2020).2# The Salmonella genus, part of the Enterobacteriaceae family,
comprises two species: Salmonella bongori and Salmonella enterica, both of which are Gram-
negative rods. Salmonella enterica is the most common species and is divided into six
subspecies, comprising more than 2,500 different serotypes, the best known of which are
Salmonella Typhimurium and Salmonella Enteritidis.> Salmonella bongori is a distinct species
of Salmonella, less common than Salmonella enterica. Unlike Salmonella enterica, Salmonella
bongori lacks certain islands of pathogenicity (SPI2), which makes it less common than
Salmonella enterica. Salmonella is mainly transmitted through the consumption of contaminated

IFU_3150046_SECO01__3150046_SEC02_3150046_BLK96_ML_V1 - 01/10/2024



SYNEX

food, such as meat, eggs, raw milk and certain dairy products. Direct contact with infected
animals, particularly reptiles, can also be a source of contamination.

The Yersinia genus, also within the Enterobacteriaceae family, comprises 11 Gram-negative
bacillus species including three human pathogens Y. enterocolitica, Y. pseudotuberculosis, and
Y. pestis. Y. enterocolitica and Y. pseudotuberculosis are associated with gastrointestinal
infections, particularly in winter. Yersinia is a leading cause of gastroenteritis, with the European
Center for Disease Prevention and Control (ECDC) reporting 7,048 cases of yersiniosis in
2019.% Y. enterocolitica is more common in cooler climates and can grow at refrigeration
temperatures, making it a concern for food safety.” Y. pseudotuberculosis causes a disease like
tuberculosis in animals, hence its name; Y. pseudotuberculosis infections are less common than
those caused by Y. enterocolitica. Both species share several virulence factors, such as the
ability to invade intestinal cells and evade the host immune response. They are both zoonotic
pathogens, meaning they can be transmitted from animals to humans.

Campylobacter infections are among the most widespread infectious diseases, increasing in
both developed and developing countries over the past decade.® According to the WHO,
Campylobacter is a global cause of diarrheal diseases.?® The genus includes several Gram-
negative species that are spiral, curved, or rod-shaped. C. jejuni and C. coli are major causes
of human gastroenteritis, while species like C. upsaliensis and C. fetus are emerging pathogens.
The main reservoirs are animals, particularly birds, pigs, and domestic pets.

Aeromonas species are emerging pathogens causing various human diseases, including
septicemia, wound infections, and gastroenteritis.’®'* They are commonly found in aquatic
environments. The incidence of Aeromonas in gastroenteritis ranges from 2% to 10%,
depending on the country. The genus includes 14 Gram-negative rod-shaped species, with A.
caviae, A. veronii, A. dhakensis, and A. hydrophila being most associated with human infections.
A. caviae is known for its ability to form biofilms, which can enhance its survival in various
environments and contribute to its pathogenicity. A. veronii produces various virulence factors
and it is a significant cause of gastroenteritis, especially in children. A. dhakensis can cause
severe infections in humans and it is considered more virulent than A. hydrophila, with which it
is often confused. Molecular tools are essential for accurate detection.'" A. hydrophila is widely
distributed in freshwater environments and is known for its ability to survive in various
conditions, including low temperatures; moreover, it resists to chlorination and can persist in
contaminated water.

Clostridioides difficile is a Gram-positive, spore-forming bacterium that can cause severe
gastrointestinal infections, particularly after antibiotic use.'? Its virulence is primarily mediated
by two enterotoxins, TcdA and TcdB, which destroy the actin cytoskeleton of intestinal cells.
TcdB is considered more potent and widespread than TcdA, and it is primarily responsible for
the cytotoxic effect seen in C. difficile infections. Moreover, it is possible to distinguish a
hypervirulent strain which secretes more TcdA and TcdB thanks to a deletion in the regulatory
sequence of the operon. In addition of those two toxins, some strains produce a third toxin, the
binary toxin C. difficile transferase (CDT), which can also contribute to the pathogen virulence
and disease. Interestingly, some C. difficile strains, such as RT033 and RT442, do not possess
the classical TcdA/TcdB toxins, produce the binary toxin, provoke gastroenteritis and are mostly
missed during diagnosis.'® C. difficile caused over 453,000 gastroenteritis cases in the US in
2011 and is listed in the highest priority category of antimicrobial resistance threats by the
ECDC." The infections are challenging to treat for several reasons: highly resistant and long-
lived spores; resistance to antibiotics; proliferation after disruption of the normal gut microbiota;
biofilm formation and recurrent infections. When antibiotic treatment fails, Fecal Microbiota
Transplantation is an alternative approach to get rid of recurrent infections. Probiotics and
immunotherapy are also being explored as adjunct therapies to enhance treatment efficacy and
prevent recurrence.

Plesiomonas shigelloides is a Gram-negative, rod-shaped bacterium that belongs to the
Enterobacteriaceae family. It is globally distributed but predominantly found in tropical areas,
where it primarily inhabits freshwater, especially during warmer months. It is often associated
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with aquatic animals like fish, shellfish and amphibians but also some terrestrial animals. P.
shigelloides can cause gastroenteritis, often leading to diarrhea, especially after consuming
contaminated water or seafood. '°

The Vibrio genus includes Gram-negative, rod-shaped bacteria that naturally inhabit freshwater
and marine environments. The most common pathogenic species are V. cholerae, V. vulnificus,
and V. parahaemolyticus. V. cholerae causes severe diarrheal iliness, with an estimated 3-5
million infections worldwide annually. The species has over 200 serogroups, with O1 being the
most predominant.'® V. parahaemolyticus is ubiquitous in temperate and tropical coastal areas,
causing around 30,000 infections annually. V. vulnificus is an opportunistic pathogen affecting
patients with chronic diseases."”

Escherichia coliis a Gram-negative, rod-shaped bacterium belonging to the Enterobacteriaceae
family. From the first hours after birth, it colonizes the gastrointestinal tract of infants, becoming
part of a normal and healthy microbiota through a commensal relationship. However, E. coli can
cause disease under certain conditions, such as in immunocompromised hosts or when the
gastrointestinal barrier is breached. Pathogenic E. coli is responsible for approximately 2 million
deaths annually, particularly in children under five years old. Each E. coli pathotype has its
characteristic pathogenic mechanism and a specific profile of virulence factors.’® We can
distinguish four main virulence classes: colonization, fitness, toxins and effectors, each of which
consists of specific virulence factor with a defined function and activity. Seven pathotypes of E.
coli have been identified, including the five most associated with gastroenteritis:
enteroaggregative (EAEC), enteroinvasive (EIEC), shiga-toxin secreting E. coli (STEC,
including enterohemorrhagic E. coli (EHEC), with the O157 serotype being the most common
in recent European outbreaks, enteropathogenic (EPEC) and enterotoxigenic (ETEC). These
pathotypes can differ in colonization and/or cellular invasion strategies; moreover, they are
distinguished by the presence or absence of various virulence genes, such as the stx1/stx2
toxins in EHEC.'® These virulence genes can be encoded by plasmids or in chromosomal
regions. It is crucial to distinguish the pathotype of E. coli in the context of gastroenteritis, as
different pathotypes can cause a variety of symptoms and require specific therapeutic
approaches. Some pathotypes of E. coli, such as enterohaemorrhagic E. coli (EHEC) or
enterotoxigenic E. coli (ETEC), can cause symptoms ranging from watery diarrhea to bloody
diarrhea and severe abdominal cramps. For example, EHEC can lead to hemorrhagic colitis
and serious extraintestinal complications such as hemolytic uremic syndrome. In addition,
knowing the pathotype helps to identify potential sources of contamination and to implement
appropriate preventive measures. For example, EHEC is often associated with the consumption
of undercooked meat and unpasteurized dairy products. Treatments may vary as well
depending on the pathotype: for example, the use of antibiotics may be contraindicated for
certain pathotypes such as EHEC, as this can worsen symptoms. Finally, it is also of
epidemiological interest, as the surveillance and the control of epidemics require precise
identification of the pathotype to understand modes of transmission and implement effective
public health interventions.

Shigella is a leading cause of mortality due to diarrheal diseases, accounting for 212,000 deaths
in 2016. The Shigella genus includes Gram-negative, rod-shaped bacteria that are genetically
closely related to E. coli. There are four Shigella species: S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydii,
and S. sonnei.”® Shigella invades the epithelial cells of the intestinal mucosa, leading to severe
inflammation and tissue destruction. It also produces several toxins contributing to its
pathogenicity. Shigella and EIEC are so closely related genetically that they are often
considered to be part of the same pathovar within the genus Escherichia; they also share the
same virulence plasmid. Shigella, particularly S. flexneri, tends to cause more severe disease
with a pronounced inflammatory response compared to EIEC. In France and industrialized
countries, the most common serogroup is S. sonnei, but it is also emerging worldwide, including
in developing countries. In the past, Shigella dysenteriae serotype 1 (or Shiga bacillus) caused
deadly epidemics. Since 2011, no more strains of this serotype have been reported.
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The assay consists of a multiplex PCR allowing the specific amplification and the simultaneous detection
of bacterial genes and/or toxins specific to Campylobacter, Salmonella, Vibrio and Aeromonas species,
Yersinia enterocolitica, Yersinia pseudotuberculosis, cholera toxin genes, Plesiomonas shigelloides, 5
different pathotypes of E. coli EPEC, EAEC, ETEC, EHEC, EIEC and Shigella spp., as well as an
indication of the presence of the E. coli 0157 strain.

The assay is composed of 5 different master mixes. The targets and the detection channels for each
master mix are detailed in the table below.

Master | Channel | Bacterial pathogens Target genes/sequences
Mixes
FAM Campylobacter spp. 16S (C. jejuni/C. coli)
IpxA (C. upsaliensis)
gyrB (C. fetus)
A HEX Yersinia enterocolitica YST
Yersinia pseudotuberculosis ail
TxRed Salmonella spp. invA
Cy5 Internal amplification control CIEZ
FAM Clostridioides difficile Hypervirulent tcdCA™17
HEX Clostridioides difficile ToxB/Binary toxin tcdB, CDT
B TxRed Aeromonas spp. gyrB
(A. hydrophila, A. veronii, A. dhakensis and A. caviae)
Cy5 Internal amplification control CIEZ sequence
FAM Cholera toxins CtxAB, tcpA
HEX Vibrio spp. ATPsynthase
(V. cholerae, V. vulnificus, V. Parahaemolyticus, V.
¢ alginolyticus and V. fluvialis)
TxRed E. coli 0157 strain 23276
Cy5 Internal amplification control CIEZ sequence
FAM Shigella spp./E. coli EIEC ipaH
HEX E. coli EPEC eaeA, bfp
b TxRed E. coli ETEC It1/sta
Cy5 Internal amplification control CIEZ sequence
FAM Plesiomonas shigelloides HugA
HEX E. coli EAEC aggRr, aap
E TxRed E. coli EHEC stx1, stx2
Cy5 Control in process Rp49

An exogenous internal control CIEZ, as well as an exogenous control in process Rp49 are included:
The Internal Control CIEZ is detected in the Cy5 channel of Mix A, B, C and D while the exogenous
Control in Process Rp49 is detected in the Cy5 channel of Mix E.

The test is based on real-time Polymerase Chain Reaction (PCR) technology by fluorescent probe
hydrolysis. This method uses probes labeled with FAM, HEX, Texas Red and Cy5 for the ampilification
of bacterial targets and Cy5-labeled probes for the detection of the sequences used as controls the CIEZ
and the Rp49. It should be noted that the detection of the CIEZ internal control validates the PCR
amplification step and rules out a possible false negative result due to PCR inhibition. Rp49 is a known
DNA sequence from Drosophila that is absent in the human and bacterial genomes and is therefore
added to stool samples as an extraction control, also known as a control in process. The
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supplementation of the Rp49 exogenous sequence in the fecal samples and its detection allow to control
the quality of the biological sample and to validate the genomic material purification step.

The increase in the fluorescence signal is only detected if the target sequence is complementary to the
amplified probe present in the sample. The fluorescent signal is therefore directly proportional to the
amplification of the target during the amplification phase. The Cq value (quantification cycle)
corresponds to the number of cycles during which the fluorescence increases exponentially above the
background noise.

BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Bacteriology is available in two formats :
In bulk tubes (ref. 3150046_BLK96): each master mix is provided in a microtube for the user to

dispense in PCR plates.

In prefilled microplates (ref. 3150046_SECO01 and 3150046_SECO02): each master mix is distributed

in one well of each strip according to order shown below.

000000000000
EEEREEEEEEEEE
©OOOOOOOCOOO

E

000000
0060600

G

Regardless the packaging, the Master mixes are ready-to-use and contains dNTPs, MgCI2, primers and
fluorescent probes, Taq polymerase enzyme, and reaction buffer.

BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Bacteriology must be used with stool sample collected and treated with
BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Pretreatment (ref. 3150065) or collected with FecalSwab™ (Copan).
Regardless the collection system used, the nucleic acids must be extracted and purified before
performing the amplification step.

4.

REQUIRED MATERIAL

3150046_SECO01 or 3150046_SEC02

3150046_BLK96

Kit com

osition

5 dividable 96-wells microplates prefilled with the
five master mixes (Mmix)

1 tube of positive control (CONTROL +, red cap)
1 tube of negative control (CONTROL -, green
cap)

1 tube of control in process (CONTROL IP,
yellow cap)

1 tube of master mix control (CONTROL Mmix,
blue cap)

5 bags of optical cap strips

1 tube of Master Mix A (Mmix A, white cap
marked B1)

1 tube of Master Mix B (Mmix B, white cap
marked B2)

1 tube of Master Mix C (Mmix C, white cap
marked B3)

1 tube of Master Mix D (Mmix D, white cap
marked B4)

1 tube of Master Mix E (Mmix E, white cap
marked B5)

1 tube of positive control (CONTROL +, red cap)
1 tube of negative control (CONTROL -, green
cap)

2 tubes of control in process (CONTROL IP,
yellow cap)

30/EN
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- 1 tube of master mix control (CONTROL Mmix,
blue cap)

Material required

but not provided

- BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Pretreatment (ref.
3150065) or FecalSwab™ transport medium (Copan,
ref. 470CE)

- DNA extraction kit

- Powder-free disposable gloves

- Pipettes and filtered tips

- PCR microplate or microtubes centrifuge

- gPCR Thermal Cycler

- BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Pretreatment (ref.
3150065) or FecalSwab™ transport medium (Copan,
ref. 470CE)

- DNA extraction kit

- Powder-free disposable gloves

- Pipettes and filtered tips

- PCR microplate or microtubes with optical caps

- PCR microplate or microtubes centrifuge

- gPCR Thermal Cycler

The PCR thermal cycler used for the test must have the following main characteristics:

- Open system
- Real-time quantitative PCR assays
- Programmable Thermal Cycler block

Reference

Thermal cycling block

3150046 SECO01 0.1mL low profile

3150046_SEC02 0.2mL high profile

- Excitation source: Leds, lamp or laser

- Filter sets (excitation/emission wavelengths) suitable for the detection of "reporter"” fluorophores

of the FAM, HEX, TxRed and Cy5 probes.

- Connection with a computer using specific analysis software that allow the recovery of
fluorescence data, absolute quantification assays, and the interpretation of results.

The kit has been developed and validated with the following real-time PCR thermal cycler:
- CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System (BioRad)
- CFX96 OPUS™ Real-Time PCR Detection System (BioRad)

- QuantGene 9600 (Bioer)
- QuantStudio™ 5 System (Applied Biosystems™)

If another thermal cycler is used, please perform your own validation of the BIOSYNEX AMPLIQUICK
Fecal Bacteriology kit before using the test. We recommend using qualified samples and the negative

and positive controls provided in the kit.

Carefully follow these instructions for use. Failure to follow any instruction of this IFU may adversely
affect the test performance and have harmful consequences.

Follow Good Laboratory Practice and wear powder-free laboratory disposable gloves throughout
the test procedure.

The daily management of many samples and the high sensitivity of the PCR technique can, in the
absence of precaution, generate false positive results by contamination. Pre-handling PCR, post-
PCR and DNA extraction should therefore be performed in separate rooms. Wear disposable gloves
in each room and change them before moving between different rooms.

The provided strips of caps are for single use only. Do not reuse them. Do not open the PCR tubes
or microplates at the end of the test.

For the prefilled kit formats (ref. 3150046 _SECO01 and 3150046 _SECO02): Do not use the test if
aluminum foil is opened or damaged. Once the aluminum foil is removed, use the test immediately.
Do not use the kit if it is received defrosted.
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¢ Do not use the kit in case of breakage or leakage. In the event of damage to the packaging only (no
breakage or leakage), the kit remains usable.

e Protect the kit from light.

e Centrifuge each tube before opening and open them one after the other, closing them tightly
between each one to avoid contamination.

e The positive control (CONTROL +) contains significant amounts of DNA sequences. It can therefore
potentially contaminate the other components of the kit if good molecular biology practices are not
followed. To limit this risk of contamination, it is recommended to store the positive control separately
from the other components of the kit, preferably outside the kit on the first opening.

e The negative and positive controls included in the kit mimic results obtained with negative or positive
samples respectively. They must be used with each run.

e To ensure that there is no contamination during handling, it is left to the user to include as part of
their internal quality approach, at the frequency chosen, an additional negative control well in which
5uL of molecular biology grade water are added to the Master mix.

e When using negative and positive controls with a series of patients, it is recommended to first
deposit the negative control, then deposit the patient samples, and to finish with the deposition of
the positive control.

o Dispose of soiled parts or empty kit components in a trash bin suitable for biological waste.

e The device contains material of bacterial or animal origin and should be handled with caution.

e If, in relation to the use of BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Bacteriology, a death or a serious
deterioration of health has occurred, this should be reported to the manufacturer and the competent
authority of your country. If in doubt, report it.

o Safety data sheet available on request. Summary of safety and performance will be available online
on Eudamed.

The kit is shipped frozen. Kit components must arrive frozen. Store the kit at a temperature below or
equal to -20°C. Under these conditions, the reagents are stable until the expiry date indicated on the kit
label. Do not use the kit and any of its components after the expiry date. Protect the kit and the reagents
from direct light.

The master mixes in bulk format (3150046_BLK96) and the Control Master mix in the kit can undergo
16 freeze/thaw cycles without the shelf-life and qualities of the product being altered. The controls
(including the Control In Process) of the kit can undergo 30 freeze/thaw cycles without the shelf-life and
qualities of the product being altered.

NB: Only thaw the number of well strips or plates needed for the prefilled kit format. As the plates and
strips are ready to use, there is no need for repeated thaw/freeze cycles.

The stool sample should be collected with BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Pretreatment (ref. 3150065)
or with FecalSwab™ (Copan) from feces collected in a preservative-free container.

For sample collection and storage, please refer to the instructions for use of BIOSYNEX AMPLIQUICK
Fecal Pretreatment or FecalSwab™ (Copan).

Repeated freeze/thaw cycles of samples should be avoided.
The transport of clinical samples must comply with local regulations for the transport of infectious agents.

1. Sample preparation:

Add 5uL of the control in process (CONTROL IP, yellow cap) in the sample preparation (i.e.
FecalSwab™ or BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Pretreatment tube with the stool sample).
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The nucleic acids extraction must be performed before the amplification protocol using a suitable
extraction system for bacterial DNA. Please follow the manufacturer's instructions for use.

The positive and negative controls provided in the kit should not undergo extraction and should be used
as provided.

2. Extraction of nucleic acids:

The BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Bacteriology kit has been validated with the following extraction
kits:
- Macherey-Nagel NucleoMag® Dx Pathogen (ref. 744215.4) with the MagnetaPure 32
Automated System (Dutscher)
- QIAGEN QIAampFAST DNA Stool Mini Kit (ref. 51604).

If another DNA extraction method or kit is used, please perform your own validation method of the
BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Bacteriology kit using positive and negative qualified samples
supplemented with the BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Bacteriology control in process.

3. Amplification protocol:

It is recommended that the Master mixes be placed on a refrigerated rack or on ice while samples are
being added.

For microplates prefilled with ready-to-use master mixes (REF 3150046_SEC01 &
3150046_SEC02):

1. Take from the freezer the number of strips or plates needed.

2. Centrifuge for 10 seconds to remove any droplets from the walls of the wells or the aluminum sealing
foil.

3. Add 15pL of Control master mix to wells G and H of a single strip. If you are using multiple strips at
the same time, it is not necessary to deposit control master mix into each strip.

4. Add 5 pL of negative control to well G containing the control mix added in the previous step.

5. Add 5L of extraction eluate from the same sample into the wells containing the master mixes (wells
from line A to line E as shown on the picture below).

6. Finally, add 5uL of positive control in well H containing the Master mix control added in step 4

7. Close the plate or strips using the provided caps and centrifuge once more for 10 seconds to eliminate
potential bubbles at the surface.

o
Master mix A: Campylobacter spp, Yersinia @ —
enterocolitica/pseudotuberculosis, Salmonella spp

Master mix B: Clostridioides difficile hypervirulent,
Clostridioides difficile ToxB/Binary toxin, Aeromonas spp ) (
~\

Master mix C: Cholera toxin, Vibrio spp, E coli 0157 I/c Add 15pL of each Master mix (A to E) to the
=/ corresponding well + 5 yL of DNA extract

Master mix D: Shigella spp/E coli EIEC, EPEC, ETEC

Master mix E: Plesiomonas shigelinides, EAEC, EHEC

-@@@®®
(

Add 15pL of control Master mix + Syl of
negative or positive control
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With tubes of bulk ready-to-use master mixes (REF 3150046_BLK96):

1. Remove the Master mixes tubes from the freezer and allow them to thaw on ice or refrigerated rack.
2. Centrifuge the tubes for 10 seconds to remove any droplets from the sides or caps.

3. Dispense 15 yL of each Master mix into PCR tubes or plate. Each Master Mix must be deposited in
a separate well. So, for each patient, 5 wells enable a diagnosis over the entire panel.

4. Dispense 15 L of control master mix in two empty wells for the controls.

5. Add 5 uL of negative control to one of the tube/well containing the control Master mix added in the
previous step.

6. Add 5 L of extraction eluate from the same sample to the various dedicated reaction wells (Master
mixes A to E).

7. Finally, add 5uL of positive control in the last tube/well containing the Master mix control added in
step 4.

8. Close the wells with optical caps or film.

9. Centrifuge for 10 seconds.

10. Return the master mixes tubes to the freezer.

N.B. To limit the loss of reagent, it is important to pipette the Master Mix without plunging the tip
completely into the volume of Master Mix. Alternatively, you could use the “low-binding” or “low retention”
tips to limit reagent loss.

Master mix A: Campylobacter spp, Yarsinia
enterocolitica/pseudotuberculosis, Salmonella spp

®,
J

Master mix B: Clostridioides difficile hypervirulent,
Clostridioides difficile ToxB/Binary toxin, Aeromonas spp

.
T\

Add 5 L of DNA extract in each well
(Master mixes Ato E)

Master mix C: Cholera toxin, Vibrio spp, E coli 0157

Master mix D: Shigella spp/E coli EIEC, EPEC, ETEC

Master mix E: Plesiomonas shigelloides, EAEC, EHEC

( JCIOIOIQ)

)
I

Add 15pL of control Master mix + 5pL of
negative or positive control

@0

Place the plate, strips or tubes in the thermal cycler and run the following amplification program:

Repetitions  Temperature  Duration  Acquisition
1x -

Reverse transcription 45°C 15 min
Taq Activation 1x 95°C 2 min -
Denaturation 95°C 5 sec -
Hybrldatl_on / 50x 60°C 20 sec ves
Elongation
If you use :

- CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System (BioRad)
- CFX96 OPUS™ Real-Time PCR Detection System (BioRad)
To analyze the amplification data, please select Apply fluorescent drift correction.

Enter 20 yL as the reaction volume into the Thermal Cycler program.
Please refer to the operating instructions of the Thermal Cycler used for programming information.

34 /EN
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If a syndromic diagnosis is performed using the BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Virology kit in
simultaneously, for the detailed BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Virology kit test procedure, please refer
to the kit instructions for use.

Detection channels settings :

Master mixes Channel Bacterial target/genes
FAM Campylobacter spp.
HEX Yersinia enterocolitica/Yersinia pseudotuberculosis
A
TxRed Salmonella spp.
Cy5 Internal amplification control

FAM Clostridioides difficile Hypervirulent
HEX Clostridioides difficile ToxB/Binary toxin

TxRed Aeromonas spp. (A. hydrophila, A. veronii, A. dhakensis and A. caviae)

Cy5 Internal amplification control

FAM Cholera toxins

HEX Vibrio spp. (V. cholerae, V. vulnificus, V. parahaemolyticus)
= TxRed E. coli O157 strain

Cy5 Internal amplification control

FAM Shigella spp./ EIEC

HEX EPEC
D TxRed ETEC

Cy5 Internal amplification control

FAM Plesiomonas shigelloides

HEX EAEC
£ TxRed ~ EHEC

Cy5 Control in process

The threshold of the real-time PCR reaction corresponds to the level of signal that reflects a statistically
significant increase in fluorescence emission compared to the baseline signal calculated; the value is
set to distinguish a significant amplification signal from background noise. We recommend automatic
setting of the threshold by the real-time PCR instrument software, rather than manual setting. If further
settings should be done for the test, please contact the thermal cycler manufacturer’s technical support
team.

Samples:

Signals above the threshold, and visually consistent with a classical PCR amplification curve, are
considered positive results. Please take into consideration the amplification curves of the positive control
from the kit as reference.

Some samples may show atypical curves that are not characteristic of amplification curves. In this case,
the result should not be considered as interpretable, and the analysis of the sample should be repeated
in a new PCR run that includes positive and negative controls. Cq cut-off values should also be
considered when interpreting the results.

Result interpretations and Cq cut-off values are given per target/channel in the table below.

Samples can be positive for one or more pathogens detected in the same well or in different wells.
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Quality control:
Internal control

The internal control CIEZ ensures that the enzymes in the Master mix are functional. Indeed, an
amplification curve needs to be observed in Cy5 channel of Master mixes A, B, C and D. The internal
control value must preferentially be detected before 35 cycles (Cq < 35). Nevertheless, 2 two situations
of lack of amplification of the internal control can be observed:

o |f the target genes are initially present in the sample with a high number of copies, the internal
control may not be amplified. This result is consistent and does not invalidate the test. It should
be interpreted as a positive result despite the lack of signal from the internal control. This
phenomenon is the result of amplification competition between the Internal Control and targets
that are present at high copy numbers.

o If the target genes in the FAM, HEX and Texas Red channels are not amplified, as well as the
internal control in the Cy5 channel, then no result can be rendered. This situation highlights the
presence of PCR inhibitors or a technical problem occurring during test realization. The PCR
should be repeated:

o after diluting the obtained DNA extract at 1/10
o or after realizing a new extraction / purification of the nucleic acids.

Control in process (CONTROL IP, yellow cap)

The exogenous Control in Process Rp49 should be detected in the Cy5 channel of Mix E. This
procedural control validates the quality of the biological sample collection and validates the DNA
extraction and purification steps.

In the absence of an amplification signal for the procedural control, the test is considered invalid when
no target has been detected. In this case, the nucleic acids extraction or the sample treatment must be
repeated.

Negative control (CONTROL -, green cap)

The fluorescence emitted must be below the threshold except for the Cy5 channel. This is an indicator
of non-specific amplification. If the fluorescence is above the threshold, check for an atypical curve. In
the case of an amplification curve, a contamination or a distribution error in the microtubes should be
considered.

Positive control (CONTROL +, red cap)

The value of the positive control should preferably be detected before 30 cycles (Cq < 30) in the four
channels (FAM, HEX, TxRed and Cy5). In the absence of amplification of the positive control, the
existence of an amplification problem can be suggested. Some samples show atypical curves that are
not characteristic of sigmoid amplification curves. In this case, the result should not be considered
interpretable, and the sample should be analyzed again.

Master mix A
Campylobacter Yers:_m_a enterocolitica (yst)_/ Salmonelfa spp Internal control ) .
spp Yersinia pseudotuberculosis (invA) (CIEZ) Sample interpretation
(16S/IpxA/gyrB) (ail)
FAM HEX TxRed Cy5
+ ) ) +- Positive for Campylobacter species (C.
Cqg<40 Cq<35 Jejuni, C. coli, C. upsaliensis, C. fetus)
) + ) +/- Positive for Yersinia enterocolitica/
Cq<35 pseudotuberculosis
+/- - .
- - + Cq<35 Positive for Salmonella species
+ .
- - - Cq<35 Negative for the tested pathogens
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Master mix B

C. difficile Hypervirulent g s Aeromonas spp Internal control . .
(TedCA™7) C. difficile (TcdB/CDT) (9yrB) (CIEZ2) Sample interpretation
FAM HEX TxRed Cy5
. + ) +/- Positive for Clostridioides difficile
Cqg=<35 Hypervirulent strain
) + ) +/- Positive for Clostridioides difficile Toxin B
Cq=<35 or Binary Toxin
+ - Positive for Aeromonas species (A.
- - hydrophila, A. caviae, A. veronii, A.
<
Cq=41 Cq<35 dhakensis)
+ .
+/- - - Cq<35 Negative for the tested pathogens

Master mix C

Cholera toxins Vibrio spp E. coli 0157 strain Internal Control el Tremneteen
(ctxAB/TcpA) (ATPsynthase) (23276) (CIEZ)
FAM HEX TxRed Cy5
+ + ) +/- Positive for Vibrio cholerae with cholera
Cq=<35 toxin genes
Positive for Vibrio species (V. cholerae, V.
+ +/- o : S
- Cq<40 - Cq<35 vulnificus, V. parahgemol'ytlcus, V. fluvialis,
V. alginolyticus)
- - + Cq+é-35 Positive for E. coli 0157 strain
+/- - - Cq ; 35 Negative for the tested pathogens

Master mix D
E. coli EIEC/Shigella E. coli EPEC . Internal Control .
spp (ipaH) (bfpleacA) E. coli ETEC (It1/sta) (CIEZ2) Sample Interpretation
FAM HEX TxRed Cy5
Positive for E. coli EIEC or Shigella
* - - +- ies (S. dysenteriae, S. boydii, S
Cq<40 Cq<35 species (S. dy: 4 s yail, S.
flexneri, S. sonnei)
+/- - .
- + - Cq<35 Positive for E. coli EPEC
+/- -, .
- - + Cq<35 Positive for E. coli ETEC
+ .
- - - Cq<35 Negative for the tested pathogens
Master mix E
Plesiomonas E. coli EAEC i Control in . .
shigelloides (HugA) (aggR/aap) E. coli EHEC (stx1/stx2) process (Rp49) Sample interpretation
FAM HEX TxRed Cy5
. ) ) +/- Positive for Plesiomonas
Cq<35 shigelloides
+/- - ,
- + - Cq<35 Positive for E. coli EAEC
+/- " ,
- - + Cq<35 Positive for E. coli EHEC
+ .
- - - Cq<35 Negative for the tested pathogens

As the E coli pathotypes are detected in different wells, result interpretation in wells C, D and E is
required. The table below is an aid for a prompt interpretation.
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Master mix C Master mix D Master mix E
E. coli ElEcgl; E. coli E.coli | Plesi E. coli E. coli
. - . coli . coli lesiomonas . coli . coli o~
?232?;321‘? @ ¥";’s’}',‘;fh’;’; o sc:::; Shigella EPEC ETEC | shigelioides EAEC EHEC - t::re':a‘:ion
(23276) ( spz) (bfp/eaeA) (It1/sta) (HugA) (aggR/aap) | (stx1/stx2)
ipa
FAM) (HEX) (TxRed) (FAM) (HEX) (TxRed) (FAM) (HEX) (TxRed)
EIEC and/or
Shigella spp (S.
- - - + - - - - - boydii, S. sonnei, S.
dysenteriae, S.
flexneri)
Shigella
dysenteriae/Shigella
flexneri or co-
B B ° - ° B B infection EIEC and
EHEC or Shigella
spp and EHEC
- - - - - - - + -
- - - - - ETEC
- - - - - EPEC

EHEC 0157 strain

STEC (EHEC) or co-
infection EPEC and
EHEC

STEC (EHEC 0157)
or co-infection
EPEC and EHEC
0157 strain

+
+
+

Negative*

*The BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Bacteriology kit can detect the O157 serotype of E. coli EHEC that is responsible of major outbreaks. The
virulence of the EHEC pathotype is mediated by the secretion of shigatoxins (stx1/stx2). Several findings have documented the presence of non-
pathogenic E. coli O157 strains in feces. These non-pathogenic O157 strains do not carry stx1/stx2 genes and are not associated with
gastroenteritis.202! Therefore, a positive detection of E. coli 0157 should be interpreted as negative results in the case of negative detection of EHEC
(stx1/stx2). The detection results of 0157 characterization should be interpreted when only the EHEC is found positive.

10. PERFORMANCES

Analytical sensitivity

The detection limit of the BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Bacteriology kit is defined as the
concentration, in number of copies/uL, that can be detected at 95% in a DNA sample specific to each
target. It has been determined by performing serial dilution of reference samples with a known number
of copies.

The LoDgs of the BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Bacteriology on DNA samples was statistically
determined for each pathogen and targeted gene. Results are given in the following table:

LoDgy; (DNA LoDgys; (DNA
Target Tested strains copy/uL copy/rxn
CFU/ulL) CFU/rxn)
Campylobacter jejuni Vircell MBC088-R 0.579 2.895
Campylobacter coli ATCC RM 2228 0.245 1.225
Campylobacter upsaliensis ATCC RM 3195 1.264 6.32
ATCC NCTC
Campylobacter fetus 10842 1.978 9.89
Yersinia enterocolitica Vircell MBC027 2.221 11.105
Yersinia pseudotuberculosis ATCC NCTC 2476 1.167 5.835
Salmonella typhimurium Vircell MBC044 3.894 19.47
Salmonella enteritidis Vircell MBC003 3.076 15.38
Clostridium difficile Strain 4118 (Hypervirulent detection) ATCC 4118 1.092 5.46
Clostridium difficile Strain 4118 (Toxin detection) ATCC 4118 0.432 2.16
Clostridium difficile Vircell MBC043 3.607 18.035
Aeromonas veronii DSMZ 7386 2.562 12.81
Aeromonas dhakensis DSMZ 18362 4.372 21.86
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Aeromonas hydrophilia DSMZ 30187 2.523 12.615
Aeromonas caviae DSMZ 7323 1.122 5.61

Vibro cholerae (Cholera toxin detection) Vircell MBC118 3.416 17.08
Vibro cholerae (Vibrio spp detection) Vircell MBC118 4.345 21.725
Vibrio parahaemolyticus ATCC EB101 2.981 14.905
Vibrio vulnificus DSMZ 10143 3.328 16.64
E. coli VTEC (0157 serotype detection) Vircell MBC022 3.570 17.85
E. coli EIEC Vircell MBC122 2.461 12.305
Shigella flexneri DSMZ 4782 0.811 4.055
E. coli EPEC Vircell MBC123 0.722 3.61

E. coli ETEC Vircell MBC124 5.428 27.14
Plesiomonas shigelloides ATCC GNI14 9.221 46.105
E. coli EAEC Vircell MBC121 2.225 11.125
E. coli VTEC (EHEC stx1/stx2 detection Mix E/TxRed) Vircell MBC022 1.820 9.10

Analytical specificity

The design of oligonucleotides was validated in silico by BLAST alignment. The comparison of the
primer and probe sequences shows that the BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Bacteriology kit is specific
to the detection of the specified targets.

Cross reactivity

A panel of 42 RNA and 72 DNA samples from a biobank, listed in the following tables, were tested using
the BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Bacteriology kit. For all these samples, no amplification of targets
in the various master mixes was observed.

Astrovirus

Human Parainfluenza 1

Parainfluenza 3

Chikungunya virus

Influenza A H1

Parainfluenza 4 A

Coronavirus

Influenza A H3

Respiratory syncytial virus (subtype A)

Coronavirus Oc43

Influenza A H5

Respiratory syncytial virus (subtype B)

Coronavirus SARS Influenza B Rhinovirus
Coxsackie A6 Measles Rotavirus
Coxsackie B1 MERS Coronavirus Rubella
Coxsackie B5 Mumps Sapovirus

Dengue 1 Norovirus SARS-CoV-2
Dengue 2 Norovirus G1 Tick-Borne Encephalitis virus
Dengue 3 Norovirus G2 West Nile virus
Dengue 4 Novel Influenza A H1N1 Yellow Fever virus
Echovirus 5 Parainfluenza 1 Zika virus

Enterovirus 68

Parainfluenza 2

Zika virus (asian lineage)

Acanthamoeba castellanii

Coccidioides immitis

Mycobacterium kansasii

Adenovirus Coxiella burnetii Mycobacterium tuberculosis
Adenovirus type 02 Cryptosporidium parvum Mycobacterium ulcerans
Adenovirus type 04 Cytomegalovirus Mycoplasma genitalium
Adenovirus type 11 Enterococcus faecalis (vanB) Mycoplasma hominis
Adenovirus type 20 Enterococcus faecium (vanA) Neisseria gonorrhoeae
Adenovirus type 31 Epstein-Barr virus Neisseria meningitidis sg A
Adenovirus type 40 Francisella tularensis Papillomavirus type 16

Adenovirus 41

Gardnerella vaginalis

Papillomavirus type 18

Aspergillus fumigatus

Giardia intestinalis

Parvovirus b19 (plasmid)

Bacillus cereus

Haemophilus ducreyi

Plasmodium falciparum

Bartonella henselae

Haemophilus influenzae

Rickettsia conorii

Bartonella quintana

Helicobacter pylori

Staphylococcus aureus (mecA-)

Bk virus

Herpes simplex 1

Staphylococcus aureus (mecA+)

Bordetella holmesii

Herpes simplex 2

Streptococcus pneumoniae

Borrelia afzelii

HHV-6

Toxoplasma gondii
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HHV-8

Treponema pallidum

Borrelia garinii

Klebsiella pneumoniae (NDM-1)

Trichomonas vaginalis

Brucella abortus

Legionella pneumophila

Trypanosoma cruzi

Candida albicans

Leishmania chagasi

Ureaplasma parvum

Candida auris

Leishmania infantum

Ureaplasma urealyticum

Chlamydia trachomatis

Listeria monocytogenes

Varicella-zoster virus

Chlamydophila pneumoniae

Moraxella catarrhalis

Chlamydophila psittaci

Mycobacterium avium

Clostridioides difficile ribotype 010

Mycobacterium intracellulare

Analytical reactivity

The analytical reactivity of the BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Bacteriology kit was confirmed by testing
a panel of 51 DNA of different bacterial strains targeted by this kit. The results are given in Annex 1.

Chemical interference

Various substances that may be present in patients’ stool samples may cause positive or negative
interference on PCR results. Interference tests on the BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Bacteriology kit
were performed by adding the potential interferent to fecal swab positive samples and tested on the
BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Bacteriology:

Tested substances Tested concentration Interference observed
Betamethasone 2.5% v/v

Hemorrhoid cream (Titanoréine créme) 0.25% v/v

Mucin 0.8% w/v

Imodium (Lopéramide-Lyoc) 5% w/v

Ampicillin sodium salt 152 umol/L

Fatty acid supplement 4.8%

Pepto-Bismol 5% None
Starch 1.5% w/v

Cellulose 4% w/v

Pectin 0.01% w/v

Lubricant 5% v/v

Ethanol 0.2% v/v

Urine 20% v/v

Blood 40% v/v

Precision data
The precision data for the BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Bacteriology kit were determined based on
5 conditions:

Intra-assay variation (within one test run)

Inter-day variation (between different test runs)
Inter-operator variation (between different operators)
Inter-laboratory variation (between different locations)
Inter-batch variation (between different batches)

The precision data are expressed in terms of mean Cq value, standard deviation (SD) and coefficient of
variation (CV), based on the threshold quantification cycle (Cq) values for the DNA of the various targets.
Intra-assay variability data for the BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Bacteriology kit was determined on
30 replicate tests using negative and positive bacterial samples for each bacterial target. The SD and
CV determinations showed that the BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Bacteriology kit is repeatable with
CV<5%. Inter-days, inter-operators, inter-laboratories and inter-batches variabilities were determined
on duplicate tests from extracted bacterial DNA. The BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Bacteriology
results are reproducible with CV<5%.

The variability per target is given in the tables below:
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Master mix A / FAM

"High" Sample Concentration

"Low" Sample Concentration

C. jejuni variability Mean Cq SD cv Mean Cq SD cv
Intra-assay 24.71 0.09 0.37% 36.47 0.98 2.70%
Inter-days 19.77 0.50 2.51% 36.10 0.85 2.35
Inter-operators 19.43 0.57 2.93% 35.53 0.55 1.54
Inter-laboratories 19.85 0.77 3.87% 36.13 1.43 3.95%
Inter-batches 19.93 0.06 0.3% 35.31 0.18 0.5%

Master mix A / FAM

"High" Sample Concentration

"Low" Sample Concentration

C. fetus variability Mean Cq SD cv Mean Cq SD cv
Intra-assay 24.31 0.08 0.33% 33.85 0.22 0.64%
Inter-days 20.28 0.35 1.72% 36.53 0.84 2.30%
Inter-operators 20.42 0.34 1.64% 36.98 0.17 0.45%
Inter-laboratories 20.46 0.31 1.54% 35.46 0.20 0.57%
Inter-batches 20.34 0.35 1.72% 36.03 0.63 1.76%

Master mix A / FAM

"High" Sample Concentration

"Low" Sample Concentration

C. upsaliensis variability Mean Cq D o, Mean Cq D oV
Intra-assay 24.17 0.11 0.46% 34.55 0.31 0.89%
Inter-days 19.75 0.28 1.41% 35.73 0.52 1.44%
Inter-operators 19.75 0.18 0.91% 36.34 0.35 0.95%
Inter-laboratories 19.33 0.12 0.60% 35.20 1.32 3.75%
Inter-batches 20.59 0.80 3.88% 35.70 0.35 0.98%

Master mix A / HEX

"High" Sample Concentration

"Low" Sample Concentration

Y. enterocolitica variability Mean Cq D oV Mean Cq D oV
Intra-assay 26.38 0.06 0.21% 35.78 0.64 1.79%
Inter-days 20.43 0.41 2.03% 35.58 0.33 0.94%
Inter-operators 20.28 0.25 1.22% 35.75 0.31 0.86%
Inter-laboratories 20.85 0.33 1.59% 35.58 0.28 0.79%
Inter-batches 20.24 0.52 2.59% 35.03 0.26 0.75%

Master mix A / HEX
Y. pseudotuberculosis variability "High" Sample Concentration "Low" Sample Concentration
Mean Cq SD cv Mean Cq SD cv
Intra-assay 23.57 0.06 0.26% 34.51 0.90 2.61%
Inter-days 18.82 0.41 2.19% 35.21 0.20 0.56%
Inter-operators 18.82 0.11 0.60% 35.09 0.10 0.27%
Inter-laboratories 19.17 0.51 2.64% 35.54 0.01 0.02%
Inter-batches 18.45 0.23 1.23% 35.13 0.00 0.01%

Master mix A / Texas Red

. enteritidis variability "High" Sample Concentration "Low" Sample Concentration
Mean Cq SD cv Mean Cq SD cv
Intra-assay 27.31 0.08 0.30% 35.98 0.47 1.31%
Inter-days 19.91 0.72 3.60% 35.94 0.89 2.47%
Inter-operators 19.54 0.59 3.02% 36.55 0.28 0.77%
Inter-laboratories 20.30 0.16 0.78% 36.14 0.11 0.31%
Inter-batches 19.95 0.6 3.03% 35.28 0.65 1.85%
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Master mix B / FAM

e s ) e "High" Sample Concentration "Low" Sample Concentration
C. difficile hypervirulent variability Mean Cq D oV Mean Cq D P,
Intra-assay 25.24 0.06 0.22% 34.17 0.59 1.74%
Inter-days 19.43 0.54 2.76% 35.37 0.28 0.79%
Inter-operators 19.10 0.56 2.93% 35.47 0.20 0.56%
Inter-laboratories 19.62 0.82 4.16% 34.77 1.24 3.56%
Inter-batches 19.57 0.12 0.60% 35.01 0.14 0.39%

Master mix B / HEX

epe s X e "High" Sample Concentration "Low" Sample Concentration

C. difficile toxins variability Mean Cq D v Mean Cq D oV
Intra-assay 25.47 0.07 0.29% 34.89 0.50 1.44%
Inter-days 19.79 0.40 2.04% 35.51 0.45 1.28%
Inter-operators 19.64 0.29 1.46% 35.28 0.25 0.71%
Inter-laboratories 20.22 0.23 1.14% 36.55 0.74 2.02%
Inter-batches 19.84 0.24 1.23% 34.84 0.35 0.99%

Master mix B / Texas Red

"High" Sample Concentration

"Low" Sample Concentration

A. veronii variability

Mean Cq SD cv Mean Cq SD cv
Intra-assay 25.78 0.06 0.22% 34.86 0.37 1.07%
Inter-days 20.29 0.57 2.81% 36.72 0.97 2.63%
Inter-operators 19.96 0.55 2.76% 36.81 1.40 3.79%
Inter-laboratories 20.81 0.05 0.25% 36.79 0.27 0.74%
Inter-batches 20.44 0.64 3.11% 35.79 0.20 0.55%
Master mix C / FAM
) e "High" Sample Concentration "Low" Sample Concentration
Cholera toxin variability
Mean Cq SD Ccv Mean Cq SD cv
Intra-assay 27.24 0.09 0.34% 36.34 0.88 2.41%
Inter-days 20.15 0.54 2.70% 36.54 0.74 2.03%
Inter-operators 19.78 0.65 3.27% 36.20 0.71 1.96%
Inter-laboratories 20.29 0.77 3.78% 36.10 0.72 2.01%
Inter-batches 20.18 0.05 0.25% 36.20 0.41 1.14%
Master mix C / HEX
Vibrio spp variability "High" Sample Concentration "Low" Sample Concentration
Mean Cq SD cv Mean Cq SD cv
Intra-assay 27.21 0.08 0.30% 35.58 0.85 2.38%
Inter-days 20.36 0.38 1.84% 35.62 0.64 1.80%
Inter-operators 20.22 0.25 1.24% 36.39 1.01 2.77%
Inter-laboratories 20.76 0.25 1.21% 36.25 1.52 4.20%
Inter-batches 20.34 0.28 1.39% 35.36 0.42 1.19%
Master mix C / Texas Red
o "High" Sample Concentration "Low" Sample Concentration
EHEC 0157 variability Mean Cq D oV Mean Cq D oV
Intra-assay 28.00 0.07 0.23% 35.23 0.42 1.19%
Inter-days 21.40 0.63 2.94% 37.62 0.47 1.26%
Inter-operators 21.10 0.68 3.22% 37.82 0.41 1.09%
Inter-laboratories 21.89 0.07 0.31% 37.24 0.46 1.22%
Inter-batches 21.45 0.41 1.93% 37.00 0.13 0.36%
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Master mix D / FAM

EIEC/Shigella spp variability "High" Sample Concentration "Low" Sample Concentration
Mean Cq SD cv Mean Cq SD cv
Intra-assay 26.00 0.45 1.73% 37.31 1.23 3.29%
Inter-days 20.27 0.35 1.74% 36.63 0.74 2.03%
Inter-operators 20.44 0.48 2.37% 36.04 0.68 1.88%
Inter-laboratories 20.03 0.63 3.16% 36.29 1.62 4.46%
Inter-batches 20.00 0.03 0.16% 36.01 0.30 0.84%

Master mix D / HEX

EPEC variability "High" Sample Concentration "Low" Sample Concentration
Mean Cq SD cv Mean Cq SD Ccv
Intra-assay 26.45 0.07 0.26% 37.88 0.74 1.94%
Inter-days 20.16 0.35 1.72% 35.45 0.78 2.21%
Inter-operators 19.99 0.29 1.47% 35.11 0.68 1.94%
Inter-laboratories 20.51 0.22 1.05% 35.89 0.72 2.00%
Inter-batches 20.16 0.27 1.35% 34.94 0.46 1.31%

Master mix D / Texas Red

ETEC variability "High" Sample Concentration "Low" Sample Concentration
Mean Cq SD cv Mean Cq SD cv
Intra-assay 27.62 0.18 0.66% 35.86 0.86 2.41%
Inter-days 19.60 0.42 2.15% 35.53 0.48 1.34%
Inter-operators 19.19 0.09 0.48% 36.12 0.92 2.55%
Inter-laboratories 19.31 0.16 0.81% 36.25 0.07 0.19%
Inter-batches 18.90 0.30 1.57% 35.48 0.01 0.02%
Master mix E / FAM
) ) . "High" Sample Concentration "Low" Sample Concentration
P. shigelloides variability Mean Cq D oV Mean Cq D oV
Intra-assay 26.55 0.06 0.23% 32.24 0.12 0.38%
Inter-days 19.33 0.47 2.43% 35.79 0.78 2.17%
Inter-operators 19.53 0.57 2.93% 36.03 0.92 2.54%
Inter-laboratories 19.05 0.62 3.23% 35.84 0.92 2.57%
Inter-batches 18.79 0.29 1.52% 35.14 0.44 1.26%
Master mix E / HEX
EAEC variability "High" Sample Concentration "Low" Sample Concentration
Mean Cq SD Ccv Mean Cq SD cv
Intra-assay 27.20 0.07 0.27% 35.61 0.52 1.47%
Inter-days 20.13 0.34 1.67% 35.15 0.79 2.25%
Inter-operators 19.99 0.34 1.68% 35.87 0.08 0.22%
Inter-laboratories 20.51 0.19 0.95% 35.72 0.09 0.25%
Inter-batches 19.98 0.35 1.77% 34.83 0.41 1.18%
Master mix E / Texas Red
EHEC 0157 variability "High" Sample Concentration "Low" Sample Concentration
Mean Cq SD cv Mean Cq SD cv
Intra-assay 28.05 0.06 0.23% 36.39 0.46 1.27%
Inter-days 19.35 0.51 2.65% 35.87 0.58 1.61%
Inter-operators 21.20 0.43 2.04% 37.03 0.04 0.11%
Inter-laboratories 19.98 0.06 0.32% 35.97 0.26 0.73%
Inter-batches 19.60 0.10 0.49% 35.95 0.37 1.03%
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The clinical performance of the BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal Bacteriology kit was determined using
401 stool samples including positive and negative samples. The study was conducted at the French
National Reference Center of Campylobacter (CNR des Campylobacters et Hélicobacters / CHU
Bordeaux, France).

Samples used in this study were qualified using three PCR enteric bacterial panel kits that are CE-
marked and/or bacterial cultures by the National Reference Center of Campylobacters.

Three different PCR kits from two different manufacturers were used as reference PCRs to cover all
targets in the AMPLIQUICK panel.

The contingency table below shows the detection performance of the BIOSYNEX AMPLIQUICK Fecal
Bacteriology test, in comparison with the reference PCR.

Reference PCR

Sample qualification

Positives Negatives
BIOSYNEX AMPLIQUICK FesivEs 344 T
Fecal Bacteriology Negatives o 54

*One sample was found falsely negative for EHEC (stx1/stx2) and falsely positive for Salmonella spp.

The clinical sensitivity and specificity were calculated per bacterial target. The clinical sensitivity of five
targets (Cholera toxin, Vibrio spp, C. difficile hypervirulent strain, ETEC and Plesiomonas shigelloides)
were not calculated as the number of positive tested samples is very low. Results are given in the table
below.

0, =
Campylobacter spp 196 205 0 0 100% (98.14-100%) e

100%)
Yersinia o
enterocolitica/Yersinia 22 105 0 0 100% (84.56-100%) 1001/:)(()2/6)'55_
pseudotuberculosis ?
99.71% (98.40-
0, . 0,
Salmonella spp 56 344 1 0 100% (93.62-100%) 99.99%)
C. difficile Hypervirulent 100% (96.45-
strain 0 102 0 0 ) 100%)
o _
C. difficile TcdB/CDT 11 102 0 0 100% (71.51-100%) 1001/6290/6)'45
0
100% (94.31-
0, L 0,
Aeromonas spp 35 63 0 0 100% (90.00-100%) 100%)
. 100% (96.70-
Cholera toxins 0 110 0 0 - 100%)
I 100% (96.70-
Vibrio spp 2 110 0 0 B 100%)
o 5
EIEC/Shigella spp 39 362 0 0 100% (90.97-100%) 1001/:)(()90/8)'99
0
100% (90.51-
0, . 0,
EPEC 46 37 0 0 100% (92.29-100%) 100%)
98% (92.79-
ETEC 8 74 1 0 : 99.97%)
100% (92.45-
0, - 0,
EAEC 36 47 0 0 100% (90.26-100%) 100%)
94.12% (80.32- 100% (98.85-
EHEC 32 319 0 2 99.28%) 100%)
. . . 100% (94.40-
Plesiomonas shigelloides 2 64 0 0 - 100%)
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- Failure to follow any instructions of the IFU may adversely affect the test performance and/or invalidate
the test result.

- This test cannot differentiate between Yersinia enterocolitica and Yersinia pseudotuberculosis as they
are detected in the same fluorescent channel.

- This test cannot differentiate between C. difficile strains carrying the sequence coding the Toxin B
and/or coding the Binary toxin as they are detected in the same fluorescent channel.

- The possibility to obtain false positive or false negative results cannot be ruled out (e.g. in case of
accidental contamination, in case of poor quality of the sample or in case the test procedure is not
correctly followed). Hence, as with all diagnostic tests, results must be considered with other clinical
information available to the physician.

- Liquid stool samples may induce false-negative results due to dilution. In case of liquid samples, we
recommend performing the extraction of stool sample directly by adding 200uL of sample.
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13. INTERNATIONAL SYMBOLS
| o Consult instructions for use or . -
1 electronic instructions for use W Contains sufficient for <n> tests
In vitro diagnostic medical
HEF Catalogue number IVD device
® Do not reuse D Bag of optical cap strips
X Temperature limits g Use-by-date
J Manufacturer LDT Batch code
0
7N Keep away from sunlight Importer
AN\
. : ; Do not use if package is
CH |REFP Autho_r |zgd ;eprlese:tatlve damaged and consult the
in Switzerian instructions for use
uUDI Unique device identifier Mmix Master Mix
|00NTROL + Positive control CONTRO H Negative control
CONTROL ﬁ Control in process Mmix Mater mix control
Prefilled microplates format ’—] Bulk tubes format
+/- i
Qualitative detection by PCR
4

14. MANUFACTURER INFORMATION

BIOSYNEX S.A.
22 boulevard Sébastien Brant

Tel : +33 388 78 78 87
www.biosynex.com

Contact France:

Tel.. +33 388 77 57 00
service.clients@biosynex.com
Contact other countries :

Tel.: +33 388 77 57 52
sales@biosynex.com
After-sales service:

Tel: +33 388 77 57 25
Tech.support@biosynex.com
BIOSYNEX SWISS S.A.
Route de Rossemaison 100
2800 DELEMONT - Switzerland

67400 ILLKIRCH-GRAFFENSTADEN - France

46 / EN

IFU_3150046_SECO01__3150046_SEC02_3150046_BLK96_ML_V1 - 01/10/2024


http://www.biosynex.com/
mailto:service.clients@biosynex.com
mailto:sales@biosynex.com
mailto:Tech.support@biosynex.com

15. HISTORIC MODIFICATION

BIOSYNEX

Record version

Amended paragraph

Change details

V1

All

Creation of the IFU

47 | EN

IFU_3150046_SECO01__ 3150046_SEC02_3150046_BLK96_ML_V1 - 01/10/2024



BIOSYNEX

ANNEXE 1

Master mix A Master mix B Master mix C Master mix D Master mix E

Campylobacter Yersinia Salmonella C.difficile C.difficile Aeromonas Cholera Vibrio E.coli EIE Ci:;;il ! ella E.coli E.coli Plesiomonas E.coli E.coli
spp spp spp Hypervirulent | TcdB/CDT spp toxins spp 0157 sppg EPEC ETEC shigelloides EAEC EHEC

Bacterial strains

(FAM) (HEX) (TxRed) (FAM) (HEX) (TxRed) FAM) (HEX) (TxRed) (FAM) (HEX) (TxRed) (FAM) (HEX) (TxRed)

Escherichia coli (EAEC) MBC121 (VIRCELL) - - - - - - - - - - - - - Detected -

Escherichia coli (EIEC) MBC122 (VIRCELL) - - - - - - - - - Detected - - - - -

Escherichia coli (EPEC) MBC123 (VIRCELL) - - - - - - - - - - Detected - - - -

Escherichia coli (ETEC) MBC124 (VIRCELL) - - - - - - - - - - - Detected - - -

Escherichia coli (VTEC) MBCO022 (VIRCELL) - - - - - - - - Detected - - - - - Detected

Escherichia coli 0111/NM (Zeptometrix) - - - - - - - - - - Detected - R R R

Shigella sonnei DSMZ 5570 - - - - - - - - - Detected - - - - -

Shigella boydii DSMZ 7532 - - - - - - - - - Detected - - - - -

Shigella flexneri DSMZ 4782 - - - - - - - - - Detected - - - - -

Shigella dysenteriae DSMZ 103303 - - - - - - - - - Detected - - - - R

Shigella flexneri MBC089 (VIRCELL) - - - - - - - - - Detected - - - - -

Campylobacter upsaliensis RM 3195 (ATCC) Detected - - - - - - - - - - - - - -

Campylobacter coli RM 2228 (ATCC) Detected - - - - - - - - - - - - - -

Campylobacter fetus NCTC 10842 (ATCC) Detected - - - - - - - - R R R R R R

Campylobacter jejuni MBCO88 (VIRCELL) Detected - - - - - - - - - - - - - -

Clostridium difficile MBC043 (VIRCELL) - - - - Detected - - - - - - - - - -

Clostridioides difficile Ribotype 001 - - - - Detected - - - - - - - - - -

Clostridioides difficile Ribotype 010 - - - - - - - - - - R R R R R

Clostridioides difficile Ribotype 014 - - - - Detected - - - - - - - - - -

Clostridioides difficile Ribotype 020 - - - - Detected - - - - - - - - - -

Clostridioides difficile Ribotype 027 - - - Detected Detected - - - - - - - - - -

Clostridioides difficile Ribotype 033 - - - Detected Detected - - - - - - - - - -

Clostridioides difficile Ribotype 078 - - - Detected Detected - - - - - - - - - _

Clostridioides difficile hypervirulent Strain 4118 (ATCC) - - - Detected Detected - - - - - - - - - -

Aeromonas caviae DSMZ 7323 - - - - - Detected - - - - - - - - -

Aeromonas dhakensis DSMZ 18362 - - - - - Detected - - - - - - - - -

Aeromonas veronii DSMZ 7386 - - - - - Detected - - - - - - - - _

Aeromonas hydrophila DSMZ 30187 - - - - - Detected - - - - - - - - -

Yersinia pseudotuberculosis NCTC 2476 (ATCC) - Detected - - - - - - - - - - - - -

Yersinia enterocolitica MBC027 (VIRCELL) - Detected - - - - - - - - - - - - -
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Master mix A Master mix B Master mix C Master mix D Master mix E
Bacteria strins Compylobacter | Yersinia | Saimonella | Cdlffcle | Cdificle | Acromonas | Cholera | vibrio | Ecoli | BolEEC/ | ¢ pyepec | pconerec | Pesomones | g coenec | g conemec
(FAM) (HEX) (TxRed) (FAM) (HEX) (TxRed) FAM) (HEX) (TxRed) (FAM) (HEX) (TxRed) (FAM) (HEX) (TxRed)
Salmonella enteritidis MBCO03 (VIRCELL) - - Detected - - - - - - - - - - - -
Salmonella typhi MBC044 (VIRCELL) - - Detected - - - - - - - - - - - -
Plesiomonas shigelloides GNI14 (ATCC) - - - - - - - - - - - - Detected R -
Vibrio parahaemolyticus EB101 (ATCC) - - - - - - - Detected - - - - - - -
Vibrio vulnificus DSMZ 10143 - - - - - - - Detected - - - - - - -
Vibrio cholerae MBC118 (VIRCELL) - - - - - - Detected | Detected - - - - - - -
Vibrio cholerae O1 EL Tor ctxB1 (tcpA El Tor) - - - - - - Detected Detected - - - - - - -
Vibrio cholerae O1 El Tor ctxB3 (tcpA El Tor) - - - - - - Detected | Detected - - - - - - -
Vibrio cholerae O1 El Tor ctxB7 (tcpA El Tor) - - - - - - Detected Detected - - - - _ - _
Vibrio cholerae O1 classical (ctxB1, tcpl classical) - - - - - - Detected | Detected - - - - - - -
Vibrio cholerae 0139 - - - - - - Detected | Detected - - - - - - -
Vibrio cholerae 037 (tcpA classical) - - - - - - Detected | Detected - - - - - - -
Vibrio cholerae 0141 (ctxB, tcpA classical) - - - - - - Detected | Detected - - - - - - -
Vibrio cholerae non-01/non-0139 (ctxB & tcpA neg) - - - - - - - Detected - - - - - - -
Vibrio cholerae non-01/non-0139 (ctxB & tcpA neg) - - - - - - - Detected - - - - - - -
Vibrio vulnificus Strain 1 - - - - - - - Detected - - - - - - -
Vibrio vulnificus Strain 2 - - - - - - - Detected - - - - - - -
Vibrio parahaemolyticus Strain 1 - - - - - - - Detected - - - - - - -
Vibrio parahaemolyticus Strain 2 - - - - - - - Detected - - - - - - -
Vibrio alginolyticus - - - - - - - Detected - - - - - - -
Vibrio fluvialis - - - - - - - Detected - - - - - - -
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