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INSTRUGOES DE USO

Somente para Uso diagnéstico in vitro

GIARDIA I

96 Testes Revisao: Junho/08

O teste GIARDIA Il ¢ um imunoensaio enzimatico qualitativo, para a detecgéo de antigenos de cistos
de Giardia lamblia em amostras de fezes humanas. O teste é indicado para detectar a presenca de
G. lamblia em amostras fecais de pacientes com diarréia, em virtude de infecgado gastrintestinal por
esse parasita. O teste deve ser usado para o DIAGNOSTICO “IN VITRO” de infestacdo por Giardia
lamblia em amostras de fezes, de adultos e criangas, submetidas a teste clinico de rotina.

INTRODUGAO

A Giardia lamblia ¢ um protozoario binucleado, flagelado, que existe em duas formas: uma, nao
infecciosa, em forma de péra, com 9 a 20 ym de diametro (trofozoitica), habitando o intestino
delgado. A outra, altamente infecciosa, em forma de cisto eliptico variando de 8 a 12 ym em
diametro (cistica)'. A sobrevivéncia fora do hospedeiro é bastante variavel entre as duas formas: a
trofozoitica, extremamente labil, dura somente algumas horas fora do hospedeiro, enquanto a forma
cistica pode sobreviver por varios dias no meio externo'. O parasito & responsavel por infecgdes
transmitida pela agua contaminada e foi comprovado que viajantes podem contrair giardiase quando
em areas endémicas? ** 5. A transmiss&o ocorre, principalmente por contato direto com portadores
assintomaticos e por alimentos contaminados® ’. Categorias de alto risco incluem criangas pequenas,
pacientes imunocomprometidos e pessoas que ainda nio foram expostas ao parasito®. Mais
recentemente, a giardiase tornou-se uma doenca comumente transmitida pela relagdo sexual.
Numerosos animais, estudados, foram encontrados hospedando a Giardia lamblia e a contaminagao
da agua, por fezes desses animais, é outro meio de transmissdo em humanos*'®' . As
manifestagdes clinicas da giardiase variam desde perda de peso e ma absorcéo até diarréia crénica
debilitante. Contudo, alguns pacientes podem ser assintomaticos e expelir cistos nas fezes (8, 12,
13). Os métodos parasitolégicos por microscopia tém sido os mais comumente usados para o
diagndstico da doenga. No entanto, esse procedimento requer um técnico experiente para a sua
execucao e que as fezes contenham cistos intactos. Um teste alternativo é o imunoensaio enzimatico
(ELISA). Esse procedimento é muito simples de ser executado e apresenta sensibilidade superior
quando comparado a microscopia. Amostras fecais sdo, comumente, examinadas usando variadas
técnicas e a exatiddo dos resultados depende da habilidade do técnico™. O percentual de
positividade de um exame de fezes varia entre 50 e 70%'>'® e varias amostras geralmente sdo
necessarias para estabelecer um diagnostico. A Giardiase também pode estar presente na auséncia
do microorganismo completo, nas fezes, e pode ser confundida com outras doengas tais como a
doenga de Crohn e a colite ulcerativa'’. Quando a infecgdo esta presente, mas os parasitos ndo sao
detectados, torna-se necessario testar amostras do liquido duodenal para detectar a presencga de
trofozoitas, entretanto, este método é invasivo e muito caro™ 6. A detecgdo de antigenos do
organismo, por ELISA, fornece um método alternativo para o estabelecimento de um diagndstico
com alta sensibilidade e especificidade''9®. Utilizando esse método numerosas amostras podem
ser testadas rapidamente e objetivamente, e o procedimento € menos trabalhoso quando comparado
aos métodos de microscopia.
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PRINCIPIOS BIOLOGICOS

O teste GIARDIA Il utiliza anticorpos monoclonais e policlonais contra antigeno da superficie celular
do organismo. O kit contém uma placa com doze (12) tiras para microensaio (cada tira contendo oito
(8) cavidades com anticorpos monoclonais imobilizados) e um soro com anticorpos policlonais de
coelho conjugado a uma enzima (peroxidase). Os anticorpos monoclonais e policlonais sio
especificos para antigeno da superficie celular do organismo. Na realizagao do ensaio, uma aliquota
de fezes diluida é transferida para uma cavidade da microplaca. Se o antigeno, da Giardia, esta
presente nas fezes ele é ligado pelos anticorpos monoclonais imobilizados na cavidade formando um
complexo, antigeno—anticorpo monoclonal. A seguir o conjugado é adicionado e os anticorpos
policlonais, presentes, se ligam ao complexo antigeno—anticorpo monoclonal formando um complexo
(enzima~anticorpo policlonal-antigeno—anticorpo monoclonal). Todo material n&o ligado é removido
durante o processo de lavagem subsequente. Seguindo a adicdo do substrato, na presenca do
complexo enzima~anticorpo policlonal-antigeno—anticorpo monoclonal, uma coloracdo se
desenvolve e pode ser detectada por uma leitora de microplacas.

MATERIAL FORNECIDO

Conjugado (7mL), contendo anticorpo policlonal de coelho especifico para o antigeno da superficie
celular da Giardia, ligado a peroxidase, em solugao protéica tamponada e Thimerosal a 0,02%.

Diluente (50 mL), contendo solugdo protéica tamponada e Thimerosal a 0,02%. O Diluente ¢é
também usado como Controle Negativo (veja PROCEDIMENTO DO TESTE).

Solugao de Bloqueio (7 mL), contendo acido sulfurico 0,6N. (CUIDADO: Evite contato com a pele.
Lave imediatamente com agua se houver contato).

Controle Positivo (3.5 mL), contendo antigeno de Giardia lamblia em solugéo protéica tamponada e
thimerosal a 0,02%).

Substrato (14 mL) solugédo contendo tetrametilbenzidina e peroxido.

Tampao de Lavagem Concentrado 20X (50 mL) contendo salina tamponada com fosfato (vinte
vezes concentrada), detergente e thimerosal a 0,2%.

Placa para Microensaio contendo12 tiras, cada uma constituida de 8 cavidades recobertas com
anticorpo monoclonal para antigeno da superficie celular da Giardia lamblia (armazenado com
dissecante)

1 moldura de plastico, para as tiras com as cavidades do ensaio
1 envelope plastico, resselavel

2 folhas plasticas, adesivas

100 pipetas graduadas, dispensaveis

MATERIAL NECESSARIO MAS NAO FORNECIDO

1 frasco para reagente de lavagem

950 mL de agua destilada para diluicdo do reagente de lavagem
Papel Absorvente

Aplicadores de amostra

GIA 008/3
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Leitora de ELISA capaz de ler em comprimento de onda de 450nm ou 450/620 nm

Misturador tipo vortex

1 Frasco para descarga

Tubos para Microcentrifuga

PRECAUGOES

1.

10.

11.
12.
13.

Reagentes de kits diferentes ndao devem ser misturados. Nao use o kit se ultrapassada a data de
validade.

Os reagentes devem estar a temperatura ambiente antes de serem usados.
Tampas e ponteiras sdo marcadas por cor. Nao misture.

Cada componente no kit deve ser inspecionado para sinais de vazamento. Assim que chegar, o
kit deve ser inspecionado para assegurar que os componentes nao estdo congelados ou quentes
ao toque devido a condi¢des improprias de transporte.

Quando manuseando a microplaca, evitar riscar o fundo das cavidades porque isto pode resultar
em leituras elevadas de absorbancia.

Segure o dispensador de gotas verticalmente para assegurar o tamanho correto da gota.

As tiras de microensaio, depois de usadas, devem ser manuseadas e dispensadas, como
potencialmente contaminadas. Use luvas quando estiver executando o teste.

Reagentes contém thimerosal a 0,02% como conservante e devem ser manuseados de acordo
com as normas de seguranca em laboratério.

A Solucéo de Bloqueio contém &cido sulfurico 0,6 N. Lave imediatamente com agua se ocorrer
contato.

Tiras de microensaio ndao usadas devem ser colocadas de volta dentro do envelope com o
dissecante para protegé-las da umidade.

Execute o procedimento de lavagem como indicado para evitar altas reagdes de fundo.
O substrato é sensivel a luz e deve ser protegido da luz direta do sol ou de fontes de UV.

Resultados 6timos s&o obtidos seguindo os procedimentos do teste como especificado. As
concentragdes, condi¢cdes de incubagao e especificagdbes dos processos foram otimizadas para
alta sensibilidade e especificidade. Alteragdes no procedimento especificado e/ou das condigdes
do teste podem afetar a sensibilidade e especificidade do teste.

VALIDADE E ARMAZENAMENTO

A data de validade do kit € indicada na etiqueta. As datas de validade para cada componente estao
listadas nas etiquetas individuais. O kit deve ser armazenado entre 2° e 8°C e deve ser retornado
para o refrigerador tao rapido quanto possivel depois de usado.

GIA 008/3
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MANEJO DAS AMOSTRAS

1.

Procedimentos de coleta padrdo e manuseio de cultura de fezes com executados no laboratério
sdo apropriados. Nao é necessaria nenhuma modificagdo da coleta como usada para os
métodos parasitolégicos comuns. Amostras fecais podem ser usadas n&o conservadas,
congeladas ou em meio conservante com formalina a 10% ou acetato de sodio-formalina (SAF).

Amostras ndo conservadas devem ser mantidas entre 2° e 8°C e testadas dentro de 24 horas
apos a coleta. Amostras que ndo podem ser usadas nesse tempo devem ser armazenadas a
20°C negativo ou menos até serem testadas.

Amostras conservadas devem ser mantidas a temperatura ambiente e testadas dentro de 18
meses apos a coleta.

Procedimentos de concentragdo ndo s&o necessarios (ou recomendados).

Assegure-se de que as amostras estejam totalmente misturadas (vortexadas) antes de executar
o teste. Isso inclui a mistura completa da amostra antes de transferi-la para o Diluente e/ou as
cavidades da tiras de microensaio.

Todas as diluicbes devem ser feitas com o Diluente.

PREPARAGCAO DO REAGENTE

1. Os componentes do kit devem estar a temperatura ambiente antes de usar.

2. Preparo da Solugdo de Lavagem (1X). O Tampao Concentrado de Lavagem ¢ fornecido
como 20X concentrado (um precipitado pode ser notado). Deve ser diluido a um volume total
de 1 litro, adicionando 50 mL do concentrado a 950 mL de agua destilada. A Solucéo de
Lavagem (1X) pode ser armazenada entre 2° e 8°C.

PREPARAGAO DA AMOSTRA

1.

Fezes Frescas/Congeladas. Amostras de fezes congeladas devem ser descongeladas. Adicione
400 pL do Diluente a um tubo de microcentrifuga (um por amostra), a seguir adicione 100 pL
(segunda graduacdo marcada na pipeta) da amostra e misture bem. Isto € uma diluicdo 1:5. Se a
amostra nao puder ser pipetada, use um aplicador de amostra para transferir aproximadamente
0,1 gramas de fezes. Isso &€ mais ou menos o tamanho de uma ervilha pequena
(aproximadamente 4 mm de didmetro). Execute a diluicdo final nas cavidades das tiras de
microensaio como indicado em PROCEDIMENTOS.

Fezes Conservadas. Misture (vortex) totalmente a amostra fecal contida no coletor antes de
transferir a amostra. Nenhum processo ou diluichdo adicional é necessario. Execute a diluicao
final nas cavidades da microplaca como indicado em PROCEDIMENTOS

PROCEDIMENTOS

1.

Duas cavidades devem ser usadas, para controle, cada vez que o teste é executado. Essas
cavidades servem para os Controles Positivo e Negativo. Uma cavidade € necessaria para
testar cada amostra. Segure os dispensadores de gotas verticalmente quando adicionar as
gotas. Marcas de identificagdo devem ser escritas diretamente ao lado da cavidade. Adicione 1
gota (50 uyL) do Controle Positivo (tampa preta) a cavidade do Controle Positivo e 2 gotas
(100 pL, segunda marca de graduagdo na pipeta de transferéncia) do Controle Negativo (i.e.,
Diluente) a cavidade do Controle Negativo.
GIA 008/3
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Se amostras frescas ou congeladas (i.e., ndo conservadas) vao ser usadas, faga uma diluicdo
1:5 da amostra como indicado acima em PREPARAGAO DA AMOSTRA.

Transfira 100 pyL do Diluente a cada cavidade da tira de microensaio para testar a amostra.
Utilizando pipetas plasticas, transfira 1 gota (50 pL, primeira marca de graduacao na pipeta) da
amostra (conservada ou diluida como descrito acima) a cada cavidade teste da amostra.
(contendo o Diluente) e gentiimente bata no fundo das cavidades para misturar. Tape com um
selador de placas e incube por 1 hora a temperatura ambiente

Despreze o conteludo das cavidades da microplaca em um recipiente apropriado. Lave cada
cavidade com Solucdo de Lavagem 1X usando um pissete com mangueira fina e direcionando
o jato, com forga, para o fundo da cavidade. Preencha as cavidades e dispense a solugéo de
lavagem, das cavidades, em um recipiente apropriado. A seguir inverta a placa e bata com forga
sobre uma toalha de papel seca. Repita o procedimento de lavagem 3 vezes (para um total de 4
lavagens). Se algum material de fezes permanecer nas cavidades lave a placa até que fique
limpa.

Apods a lavagem, remova completamente qualquer residuo de liquido nas cavidades, batendo
com a placa em uma toalha de papel seca até que saia todo o liquido. Descartar o papel
toalha e as amostras em recipiente apropriado.

Adicione 1 gota (50 uL) do Conjugado (tampa vermelha) a cada cavidade e bata gentilmente no
fundo das cavidades para misturar. Incube as tiras com as cavidades por 30 minutos a
temperatura ambiente.

Repita o procedimento de lavagem (procedimentos 4 e 5).

Adicione 2 gotas (100 pyL) do Substrato (tampa azul) a cada cavidade. Bata gentiimente no
fundo das cavidades para misturar. Incube as tiras com as cavidades a temperatura ambiente
por 10 minutos.

Adicione 1 gota (50 pL) da Solug¢dao Bloqueio (tampa amarela) a cada cavidade. Bata
gentiimente nas cavidades para misturar e espere 2 minutos antes de realizar a leitura. A adi¢cdo
da Solugao de Bloqueio converte a cor azul para amarela, que deve ser quantificada medindo
sua absorbéancia a 450 nm em uma leitora de microplaca. A leitora deve ser zerada contra o ar.
Limpe embaixo de cada cavidade antes de medir a absorbancia. Se uma leitora bicromatica for
usada, zere contra o ar a 620 nm e leia a 450 nm. Leituras visuais devem ser anotadas. Ler
dentro de 10 minutos apds a adigdo da Solugao de Bloqueio.

CONTROLE DE QUALIDADE

1.

Um Controle Positivo e Negativo devem ser testados juntamente com cada série de amostras
teste.

Cada cavidade do Controle Positivo deve ter uma cor amarela visivel e absorbancia de 0,500 ou
maior. Qualquer cavidade que der uma leitura positiva sem uma cor visivel deve ter seu fundo
cuidadosamente limpo, reposicionada na leitora e a absorbancia determinada novamente.

Cavidades do Controle Negativo ndo devem ter cor ou uma ligeira cor amarela e devem ter um
valor de absorbancia menor que 0,150 quando lidas em leitora monocromatica (Aasonm) OU Mmenor
que 0,090 quando lidas em leitora bicromatica ((Asso/620 nm).

Os resultados do teste ndo séo validos a menos que as caracteristicas dos controles, positivo e
negativo, estejam corretas. Se os resultados ndo estiverem corretos entrar em contacto com o
Departamento de Servigo Técnico.
GIA 008/3
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5. Os resultados do teste, juntamente com os valores da absorbancia dos controles devem ser
anotados, reportados e arquivados de acordo com os procedimentos do laboratério. Para futuras
referéncias.

INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS

Auss0 nm Ass0/620 nm Visualizagao da cor Interpretacao

<0,150 <0,090 claro a ligeiramente amarelo Negativo — abaixo do
limite de detecgio do

ensaio.
>0,150 > 0,090 amarelo palido a amarelo Positivo — a amostra
forte contém o antigeno
de Giardia.

INTERPRETAGAO VISUAL

Negativo: Qualquer cavidade da amostra que tem cor semelhante a cavidade do Controle Negativo.
Positivo: Qualquer amostra que aparega mais amarela que a cavidade do controle negativo.

NOTA: O Controle Negativo, assim como algumas cavidades das amostras, podem demonstrar uma

cor ligeiramente amarelada. Uma cavidade da amostra deve ser mais amarela que a cavidade do
Controle Negativo para ser considerada positiva.

INTERPRETAGAO ESPECTROFOTOMETRICA

1. Determinar o valor de absorbancia do Controle Negativo. A leitura do Controle Negativo deve
<0.150 Asso ou <0.090 A ss0620. Caso contrario, o teste € invalido e deve ser repetido, prestando
atencao ao procedimento de lavagem. A leitura do Controle Positivo deve ser 20.500 ou mais
alta.

2. Resultados do teste:
Negativo: <0.150 (absorbancia a 450 nm) ou <0.090 (absorbéancia a 450/620 nm)
Positivo: 20.150 (absorbéancia a 450 nm) ou =0.090 (absorbancia a 450/620 nm)

LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

1. O teste GIARDIA Il detecta a presenga do antigeno de Giardia em amostras fecais. Esse
antigeno esta presente primariamente na forma cistica do parasita.

2. Os resultados do teste devem ser interpretados por um médico juntamente com os dados
laboratoriais e a histdria clinica.

GIA 008/3
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3. Amostras fecais concentradas ndo devem ser testadas no kit GIARDIA Il e os resultados n&o sdo
confiaveis.

4. O valor preditivo de um resultado positivo diminui quando o teste é realizado em uma populagao
com baixa prevaléncia.

5. O teste GIARDIA |l é para a detecgdo qualitativa do antigeno de Giardia em amostras fecais.
Nao foi avaliado para determinagbes quantitativas e a magnitude do valor da absorbancia nao
correlaciona com o numero de parasitos.

VALORES ESPERADOS

Individuos saudaveis nao devem estar infectados com Giardia e devem ser negativos quando
testados utilizando o kit GIARDIA Il. Um resultado positivo do teste indica que o paciente esta
eliminando quantidades detectaveis do antigeno de Giardia. A incidéncia da infeccdo por Giardia
varia significativamente entre populagdes e regides geogréficas. Criangas em creche exibem maiores
taxas de infecgdo por Giardia do que a populagdo normal?'. Os Homossexuais do sexo masculino
tém mostrado uma alta taxa de infecgé&o?®.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Em um estudo feito na TechLab, Inc. o kit GIARDIA Il foi avaliado usando amostras de fezes frescas
e amostras de fezes conservadas em Formalina 10% ou acetato de sddio-formalina (SAF).
Amostras usadas no estudo foram identificadas como Giardia-positivas por microscopia feita em
laboratérios externos. As amostras positivas vieram de pacientes na faixa de trés a oitenta e nove
anos de idade. Das 203 amostras analisadas, 110 foram determinadas como positivas por
microscopia. O teste GIARDIA Il detectou todas as 110 amostras positivas. Um total de 93 amostras
negativas de Giardia foram testadas. Todas as 93 amostras negativas deram negativas no teste
GIARDIA II. Os resultados estdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1. Comparacgao do teste GIARDIA Il com microscopia (n=203)

Giardia Il Microscopia Positiva Microscopia Negativa
positivo 110 0
negativo 0 93
Sensibilidade 100%
Especificidade 100%
Valor Preditivo Positivo 100%
Valor Preditivo Negativo 100%
Correlacéo 100%
GIA 008/3
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Em um estudo adicional feito no laboratério, o kit GIARDIA Il foi comparado a outro kit ELISA,
comercialmente disponivel no mercado, utilizando amostras frescas de fezes e amostras de fezes
preservadas em formalina a 10% ou citrato de sddio-formalina (SAF). As amostras usadas no estudo
foram identificadas por microscopia em laboratérios externos como positivas para Giardia. Das 128
amostras analisadas, 88 foram determinadas por microscopia, como positivas. O teste GIARDIA I/
detectou todas as 88 das amostras positivas, enquanto o outro teste ELISA detectou 86 das 88
amostras positivas.

Um total de 40 amostras negativas foi testado. Todas as 40 amostras negativas para Giardia
resultaram em negativas em ambos os testes, GIARDIA Il e o outro teste ELISA comercialmente
disponivel. Os resultados estdo na Tabela 2.

Tabela 2. Comparagao por microscopia de outro teste ELISA comercialmente
disponivel e o teste GIARDIA Il (n=128).

Giardia ll Microscopia Positiva Microscopia Negativa
positivo 88 0
negativo 0 40
Outro ELISA Microscopia Positiva Microscopia Negativa
positivo 86 0
negativo 2 40
Outro ELISA Giardia
Sensibilidade 97.7% 100%
Especificidade 100% 100%
Valor Preditivo Positivo 100% 100%
Valor Preditivo Negativo 95.2% 100%
Correlagao 98.4% 100%

REAGOES CRUZADAS

O teste GIARDIA Il foi avaliado utilizando amostras de fezes com resultado positivo para diferentes
patdégenos intestinais. Nenhuma reatividade cruzada foi observada com as amostras fecais que
continham os patégenos descritos abaixo. O nimero das amostras testadas com cada organismo é
mostrado em parénteses.

Ascaris lumbricoides > Entamoeba histolytica >
Blastocystis hominis ® Hookworm 2
Chilomastix mesnili ? lodamoeba butchlii

GIA 008/3
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Clonorchis ' Isospora belli 2
Cryptosporidium parvum ® Rotavirus"
Dientamoeba fragilis * Schistosoma mansoni
Endolimax nana ® Strongyloides stercoralis 3
Entamoeba coli * Trichuris trichiura ?

Entamoeba hartmanii ?

PRECISAO - INTER-ENSAIO

Para a execucgao dos testes intra-ensaio, amostras fecais, quatro positivas e quatro negativas foram
testadas um total de cinco vezes durante um periodo de cinco dias com o teste GIARDIA Il. O
coeficiente de variagdo (CV) das amostras positivas variou de 3,5 a 8,0 %, com uma média de 5,2%.
O coeficiente de variacdo (CV) das amostras negativas variou de 3.4 a 14.9%, com uma média de
8.3%.

PRECISAO - INTRA- ENSAIO

O coeficiente de variagao (CV) do intra-ensaio foi determinado analisando-se quatro amostras fecais
positivas e quatro amostras fecais negativas. Cada amostra foi testada em doze cavidades teste. O
coeficiente de variagao variou de 2.9 a 11.4% com uma média de 7.1%. O coeficiente de variagcéo
(CV) das amostras negativas variou de 7.9 a 36.9% com uma média de 22.8%.
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