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1. Uso previsto

Para uso no diagndstico in vitro. O RIDASCREEN® Giardia € um ensaio imunoenzimatico para a
identificacdao qualitativa do Giardia lamblia em amostras de fezes humanas.

2. Resumo e explicacao do teste

Giardia lamblia sao parasitas flagelados que causam infec¢cdes no intestino delgado de
humanos apds a absorcao oral de cistos de giardia. Como é encontrado no mundo todo, o
patogeno Giardia lamblia € uma causa importante de diarreia cronica, em especial nos casos
médicos relacionados a viagens. A infeccao ocorre pela ingestdao de cistos em agua ou
alimentos contaminados. Nos EUA, o patégeno Giardia lamblia € a causa mais frequente de
doenca com diarreia em conexao com a ingestdao de agua. Em paises subdesenvolvidos, a
infeccao por giardia € uma das causas mais frequentes de doencas em criancas com idade
inferior a 10 anos, com uma prevaléncia de 15 - 20%. A giardiase (lambliasis) ocorre como
diarreia aguda ou cronica, em que pessoas assintomaticas podem também excretar os cistos do
parasita. O periodo de incubacao varia de 3 a 42 dias.

A infeccao aguda apresenta os seguintes sintomas: ocorréncia subita de diarreia aquosa (fezes
frequentes de cor amarela, consisténcia espumosa e cheiro desagradavel, juntamente com
flatuléncia), perda de apetite, nauseas, letargia e perda de peso.

No passado, o método mais utilizado para diagnosticar lambliasis era o0 exame de amostras de
fezes ao microscopio para a deteccdo dos cistos, e isso requer a disponibilidade de profissionais
experientes. Também é necessario realizar estes testes em uma sequéncia de varias amostras de
fezes no decorrer de um longo periodo de tempo, pois a frequéncia de excre¢do do cisto pode
variar muito.

3. Principio do teste

O teste de RIDASCREEN® Giardia emprega anticorpos especificos em um método do tipo
sanduiche. Anticorpos especificos da giardia para os antigenos especificos dos cistos e
trofozoitos da Giardlia lamblia ficam ligados a superficie dos pogos da placa de micropocos.

Usa-se uma pipeta para posicionar uma suspensao da amostra de fezes para ser examinada,
bem como as amostras de controle no poco da placa de micropogos, juntamente com
anticorpos contra giardia biotinados (Conjugado 1) para incubacdo a temperatura ambiente
(20 - 25 °C). Depois de uma etapa de lavagem, o conjugado de estreptavidina poli-peroxidase
(Conjugado 2) € adicionado e incubado novamente a temperatura ambiente (20 - 25 °C). Se ha
antigenos contra Giardia lamblia em uma amostra, o anticorpo imobilizado, o antigeno de
Giardia lamblia e o anticorpo conjugado formam um complexo de sanduiche. Outra etapa de
lavagem remove o conjugado de estreptavidina poli-peroxidase nao ligado. Em amostras
positivas, a adicao de um substrato muda a enzima ligada, de uma solucao incolor para uma
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solugdo azul. A adicdo de um reagente de parada muda a cor de azul para amarelo. A extin¢ao
é proporcional a concentracao de antigenos de Giardia lamblia encontrados na amostra.

4. Reagentes fornecidos

Os reagentes do kit sdo suficientes para 96 determinacdes.

Plate 96  Placa de micropocos, 12 tiras de micropocos (que podem ser
divididas) no suporte para tiras; revestida com anticorpos
monoclonais especificos para os antigenos especificos da Giardia

lamblia.

Diluent | 1 100 ml Tampao de diluicao da amostra, solu¢ao de NaCl tamponada com
proteina, pronto para usar, cor azul.

100 ml Tampao de lavagem, solucao de NaCl tamponada com fosfato
(concentrada 10 vezes); contém 0,1 % de timerosal.

Control | + 2ml  Antigeno de Giardja lambliainativado; pronto para usar.

Control | - 2ml  Controle negativo (tampao de diluicdo da amostra); pronto para
usar.

\Conjugate K \ 13 ml  Anticorpos monoclonais para antigenos especificos da Giardlia

lamblia conjugados a biotina em uma solucao de proteina
estabilizada; prontos para usar, cor vermelha.

\Conjugate |2 \ 13 ml  Conjugado de estreptavidina poli-peroxidase em solucado de

proteina estabilizada; pronto para usar; cor laranja.

13 ml  Perdxido de hidrogénio/TMB; pronto para usar.
12 ml Reagente de parada; 1 N de acido sulfarico; pronto para usar.

5. Reagentes e sua armazenagem

Todos os reagentes devem ser armazenados a 2 - 8 °C e podem ser usados até a data impressa
na etiqueta. Armazenado a 2 - 8 °C, o tampao de lavagem diluido pode ser usado por, no
maximo, 4 semanas. Deve-se evitar a contaminag¢ao microbiana. Apos a data de expiragdo, a
garantia da qualidade ja nao é valida.

A bolsa de aluminio deve ser aberta com tesoura de forma que a vedacao de grampo ndo seja
rasgada. As tiras de micropocos que nao forem necessarias devem ser recolocadas em uma
bolsa de aluminio imediatamente e armazenadas a 2 - 8 °C.

O substrato incolor também deve ser protegido contra a luz solar direta, para impedir que se
decomponha ou fique azul devido a auto-oxidacao. Depois que o substrato fica azul, ele nao
pode mais ser utilizado.
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6. Reagentes adicionais necessarios — e equipamento necessario

6.1. Reagentes fornecidos

— Agua destilada ou deionizada

6.2. Equipamento

— Tubos de ensaio

— Pipetas descartaveis (Artigo no: Z000T)

— Misturador de vortice (opcional, consulte 9.3.)

— Micropipeta para volumes de 50 - T00 pl e 1T ml

— Cilindro de medicao (1.000 ml)

— Crondmetro

— Dispositivo de lavagem para placas de micropogos ou pipetas multicanal (300 pl)

— Fotdmetro para placas de micropocos (450 nm e filtro de referéncia de 620 - 650 nm)
— Papel filtro (toalhas para laboratério)

— Contéiner de residuos com uma solucgdo de 0,5% de hipoclorito

7. Precaucoes de uso

Apenas para uso em diagnostico in vitro.

Este ensaio s6 deve ser realizado por profissionais de laboratorio treinados. As diretrizes para
trabalhar em laboratorios médicos devem ser seguidas. Sempre siga rigorosamente as
instrucdes para os usuarios referentes a este teste.

As amostras ou reagentes nao devem ser pipetados com a boca, e o contato com a pele ferida
ou com membranas mucosas deve ser evitado. Use equipamento de protecao pessoal (luvas
adequadas, avental, 6culos de seguranca) ao manusear as amostras e lave as maos depois de
concluir o teste. Ndao fume, coma ou beba nas areas onde amostras ou reagentes estao sendo

processados.
Para ver mais detalhes, consulte as Folhas de Dados de Seguranca de Materiais (MSDS) em

www.r-biopharm.com.

O kit inclui um controle positivo que contém o antigeno de giardia inativado. Ele deve ser
tratado como material potencialmente infeccioso e manuseado de acordo com as normas de
seguranca nacionais, assim como as amostras do paciente.

O tampao de lavagem contém 0,1% de timerosal como conservante. Nao se deve permitir que
essa substancia entre em contato com a pele ou membranas mucosas.

Garanta o descarte adequado e responsavel de todos os reagentes e materiais apds o uso. Para
o descarte, siga os regulamentos nacionais.

8. Coleta e armazenagem de amostras
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Até o momento da utilizacdo, armazene o material de teste a 2 - 8 °C. Se nao for possivel usar o
material para um teste dentro de trés dias, recomendamos a armazenagem a -20 °C ou menos.
Evite congelar e descongelar a amostra repetidamente.

As amostras de fezes e esfregacos retais nao devem ser coletadas em contéineres de transporte
contendo meios conservantes, soros animais, ions metalicos, agentes oxidantes ou
detergentes, ja que podem interferir no RIDASCREEN® Giardia ELISA.

Se esfregacos retais forem utilizados, certifique-se de que o volume de material fecal seja
suficiente (aprox. 100 mg) para o teste.

O rastreio do contato deve incluir amostras de fezes tomadas de pessoas de contato que nao
apresentam sintomas clinicos, para identificar portadores assintomaticos.

9. Procedimentos do teste

9.1. Informacdes gerais

Todos os reagentes e 0 micropoco devem atingir a temperatura ambiente (20 - 25 °C)
antes do uso. As tiras de micropoc¢os ndo devem ser removidas da bolsa de aluminio até atingir
a temperatura ambiente. Os reagentes devem ser misturados totalmente imediatamente antes
do uso. Depois do uso, as tiras de micropocos (colocadas em bolsas vedadas) e os reagentes
devem ser armazenados a 2 - 8 °C. Depois de usadas, as tiras de micropocos ndo podem ser
usadas novamente. Os reagentes e as tiras de micropocos ndao devem ser usados se a
embalagem estiver danificada ou os frascos estiverem vazando.

Para evitar a contaminacgdo cruzada, deve-se impedir que as amostras entrem em contato com
os componentes do kit.

O teste nao deve ser realizado sob luz solar direta. Recomendamos a cobertura da tira de
micropoc¢os ou a vedacao com plastico para evitar perdas por evaporacao.

9.2. Preparacao do tampao de lavagem

Misture 1 parte de concentrado de tampao de lavagem com 9 partes de agua destilada.
Quaisquer cristais presentes no concentrado deverao ser dissolvidos previamente aquecendo
em banho-maria a 37 °C.

9.3 Preparacao das amostras

Encha um tubo de ensaio com 1 ml de tampao de diluicio da amostra RIDASCREEN®

Diluent | 1| Use uma pipeta descartavel (artigo no Z0001) para aspirar uma amostra fina de

fezes (aprox. 100 pl) até um ponto logo acima da segunda marcacao e adicione isto ao tampao
no tubo de ensaio para fazer uma suspensao. Para suspender amostras de fezes sélidas, utilize
uma quantidade equivalente (aprox. 50 - 100 mg) da amostra, manuseando-a com uma
espatula ou ansa de inoculagdo descartavel.

Homogeneize a suspensdo de fezes por succdo e ejecdo com uma pipeta ou, como alternativa,
misture com um misturador Vortex. Deixe a suspensao descansar por um breve periodo
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(10 minutos) para que as particulas grossas de fezes assentem; esse sobrenadante clarificado
da suspensao de fezes pode ser usado diretamente no teste. Caso o procedimento do teste seja
realizado em um sistema ELISA automatizado, o sobrenadante deve obrigatoriamente estar
livre de particulas. Nesse caso, € recomendavel centrifugar a amostra a 2.500 G durante
5 minutos.

Observacao:
Amostras de fezes diluidas em [Diluent | 1| podem ser testadas em todos os RIDASCREEN® ELISA

para os quais o |Diluent | 1| é utilizado.
9.4. Primeira incubacao

Depois de encher um numero suficiente de po¢os no suporte para tiras, use uma pipeta para

adicionar 100 pl do positivo [Control | +], do negativo |Control |- |, ou da suspensdo das fezes

aos pocos. Em seqguida, adicione 100 ul do anticorpo conjugado a biotina |Conjugate K \ e

misture (batendo levemente no lado da placa); depois, incube por 30 minutos a temperatura
ambiente (20 - 25 °C).

9.5. Lavagem

Lavar cuidadosamente é importante para a obtencdo de resultados corretos. Portanto, siga
rigorosamente as instrucdes. A substancia incubada nos pocos deve ser esvaziada em um
contéiner de residuos e descartada de acordo com os regulamentos locais. Depois disso, deite a
placa em um papel absorvente para remover a umidade residual. Em seguida, lave a placa
cinco vezes usando 300 pl de tampao de lavagem em cada vez. Certifique-se de que os po¢os
sejam totalmente esvaziados, deitando-os, apds cada lavagem, em uma parte do papel
absorvente que ainda esteja seca e nao tenha sido usada.

Se vocé usa uma lavadora de microplacas ou um ELISA totalmente automatizado,
certifique-se de que a maquina esteja ajustada corretamente; se necessario, solicite os
ajustes do fabricante. Os aparelhos fornecidos pela R-Biopharm ja estao programados
com ajustes e protocolos de controle validados. Para evitar o entupimento das agulhas de
lavagem, entregue somente suspensdes de fezes livres de particula (consulte o Item 9.3,,
Preparacao das amostras). Além disso, certifique-se de que todo o liquido seja aspirado
durante cada etapa de lavagem.

9.6. Segunda incubacao

Use uma pipeta para colocar 100yl de conjugado de estreptavidina poli-peroxidase

|Conjugate | 2\ nos pocos e, em seguida, incube durante 15 minutos a temperatura ambiente
(20 - 25 °C).
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9.7. Lavagem

Lave conforme o descrito no Item 9.5.

9.8. Terceira incubacao

Encha todos os pocos com 100 ul de substrato . Incube a placa por 15 minutos no
escuro a temperatura ambiente (20 - 25 °C). Em seguida, coloque 50 ul de reagente de parada
em todos os pocos a fim de parar a reacao. Depois de misturar cuidadosamente ao bater
ligeiramente no lado da placa, meca a extin¢dao a 450 nm (opcional: 450/620 nm). Ajuste o
ponto zero no ar, ou seja, sem a placa de micropogos.

Observacao:
Amostras altamente positivas de pacientes podem provocar precipitados de cor preta do
substrato.

10. Controle de qualidade - indicacdes da expiracao do reagente

Para fins de controle de qualidade, controles positivos e negativos devem ser usados cada vez
que o teste € realizado, para garantir que os reagentes estejam estaveis e que o teste seja
realizado corretamente. O teste foi realizado corretamente se a taxa de extincao (O. D.) do
controle negativo é inferior a 0,2 a 450 nm (inferior a 0,160 a 450/620 nm) e o valor medido
para o controle positivo € maior que 0,8 a 450 nm ou a 450/620 nm. Um valor superior a 0,2
(0,160) para o controle negativo pode indicar que a lavagem foi insuficiente. O desvio os
valores exigidos, bem como uma cor turva ou azul do substrato incolor antes que seja
colocado nos pog¢os pode indicar que os reagentes expiraram. Se os valores estipulados nao
forem obtidos, verifique os pontos a sequir antes de repetir o teste:

- Data de expiracao dos reagentes usados

- Funcionalidade do equipamento que esta sendo usado (por exemplo: calibragem)

- Procedimento de teste correto

- Inspecao visual dos componentes do kit a procura de contamina¢do ou vazamentos.

- A solucao de substrato que se torna azulada nao deve ser usada.

Se mesmo assim as condi¢des nao forem preenchidas apos a repeticao do teste, consulte o
fabricante ou o distribuidor local da R-Biopharm.

11. Avaliacao e interpretacao

11.1. Calculo do corte
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Para estabelecer o corte, 0,15 unidade de extincdo é adicionada a extingdo medida para o
controle negativo.

Corte = extin¢do para o controle negativo + 0,15

11.2. Resultados do teste

A avaliacao da amostra € positiva se a taxa de extin¢ao € mais do que 10% superior ao valor de
corte calculado.

A avaliacao da amostra € marginal se a taxa de extin¢cdo varia entre 10% menor e 10% maior
que o valor de corte. Se a repeticao do exame com uma nova amostra de fezes fica novamente
na zona cinza, a avaliacao da amostra € negativa.

Amostras com extingdes mais de 10% abaixo do corte calculado devem ser consideradas
negativas.

12.Limitac6es do método

O teste RIDASCREEN® Giardia identifica os antigenos especificos do Giardia lamblia em
amostras de fezes. Nao é possivel associar o nivel determinado de extin¢cao a ocorréncia ou
gravidade dos sintomas clinicos. Os resultados obtidos sempre devem ser interpretados em
conjunto com o quadro clinico.

Um resultado positivo nao descarta a presenca de outros patégenos infecciosos.

Um resultado negativo nao descarta a possibilidade de giardiase. Um resultado desse tipo
pode ocorrer devido a excrecao intermitente do parasita ou a quantidade muito pequena de
antigeno na amostra. Se o historico do paciente respalda a suspeita de infeccao por Giardia
lamblia, deve-se repetir o exame com outra amostra de fezes.

Um resultado marginal pode ser causado pela distribuicdio nao homogénea dos parasitas na
amostra de fezes. Nesse caso, o exame deve ser repetido com uma segunda suspensao da
mesma amostra ou outra amostra de fezes deve ser solicitada.

13. Caracteristicas de desempenho

13.1 Estudo de comparacao clinica

Uma investigacao clinica na Gra Bretanha avaliou o teste RIDASCREEN® Giardia com um total de
240 amostras de fezes (estudos prospectivos e retrospectivos cegos). Houve uma comparacgao
com métodos britanicos estabelecidos de microscopia para giardia (emulsao fisiologica e
mancha de iodo) e um PCR de diferenciacdo em tempo real. Os resultados desse estudo sdo
resumidos na Tabela 1.

Tabela 1: Comparacao do RIDASCREEN® Giardia ELISA por microscopia e PCR em tempo real
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Microscopia PCR em tempo real”
Positivo Negativo Positivo Negativo
. Positivo 11 15 26 0
RIDASCREEN Giardia
Negativo 2 212 1 211
Sensibilidade (Cl): 85 % (55 -98) 96 % (81 - 100)
Especificidade (Cl): 93 % (89 - 96) 100 % (98 - 100)

#Quantidade insuficiente de material em duas amostras de fezes
Cl: Intervalo de confianca em %

13.2 Sensibilidade analitica

Para determinar a sensibilidade analitica do RIDASCREEN® Giardia ELISA, foi produzida uma
série de diluicao linear a partir de uma amostra com uma quantidade conhecida de cistos de
giardia e, em seguida, medida em triplicado. O limite de deteccao (LoD) é a dultima
concentracao a ser avaliada como positiva em todas as repeticdes. Os resultados dessas
medicdes sao mostrados na Tabela 2.

Tabela 2: Resultados de sensibilidade analitica do RIDASCREEN® Giardia ELISA

Cistos/Reacao MV [OD 450/620] Resultados
2,5x10° 1,793 Positivo
1,25x 10° 0,968 Positivo
6,25 x 10* 0,460 Positivo
3,12x10* 0,201 Positivo
1,56 x 10* 0,077 Negativo

7812 0,024 Negativo
3906 0,008 Negativo

13.3. Precisao

Para determinar a reprodutibilidade intraensaio, 40 réplicas dessas referéncias foram testadas,
representando a faixa completa de medicao, de negativo a altamente positivo. Os valores
médios e os coeficientes de variacao (VC) de trés lotes dos kits foram determinados. Para a
reprodutibilidade intraensaio, foram testadas referéncias de dez dias uteis diferentes em
duplicadas, com duas execugdes por dia. As medi¢cdes foram determinadas por trés técnicos e
se referem a trés lotes de kits. A reprodutibilidade entre os lotes foi determinada para todos os
trés lotes dos kits. Os resultados desse estudo sao mostrados na Tabela 3.

Tabela 3: Reprodutibilidade/precisdo do RIDASCREEN® Giardia ELISA
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Intraensaio Entre ensaios Entre
lotes
Referéncias Lotede | Lotede | Lotede Llotede | Lotede | Lotede | Lotede
kits kits kits kits kits kits kits
1 2 3 1 2 3 1-3
MV 2,667 2,314 2,216 2,568 2,765 2,763 2,699
1 [OD 450/620] ’ ’ ’ ’ ’ , ,
VC (%) 5,67% 6,37% 12,03% 13,59% | 11,04% 9,25% 11,85%
Mv 2115 | 1,750 | 1,563 | 1894 | 2085 | 2043 | 2008
, | [OD450/620] | “ : : : : : ,
VC (%) 5,02% 8,17% 7,35% 15,08% | 15,52% | 12,89% | 15,07%
MV 1,295 0,909 1,170 1,372 1,514 1,541 1,476
3 [OD 450/620] ’ ’ ’ ’ ’ , ,
VC (%) 9,52% 9,42% 20,29% 18,51% | 12,92% | 11,45% | 15,30%
MV 0,829 0,683 0,817 0,880 0,956 0,983 0,940
4 [OD 450/620] ’ ’ ’ ! ’ ’ ’
VC (%) 7,43% | 10,59% 7,07% 16,11% | 13,29% | 11,95% | 14,59%
MV 0,505 0,404 0,481 0,558 0,618 0,623 0,600
5 [OD 450/620] ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
VC (%) 8,92% | 13,43% 12,97% 21,12% | 18,94% | 20,21% | 20,49%
MV 0,269 0,167 0,291 0,311 0,350 0,349 0,336
6 [OD 450/620] ’ ’ ’ ’ , , ,
VC (%) 9,53% | 16,41% | 10,48% | 22,22% | 15,16% | 21,00% | 20,21%

13.4. Reatividade cruzada

Diversos micro-organismos patogénicos do trato intestinal foram examinados com o
RIDASCREEN® Giardia e ndo apresentaram reatividade cruzada. Esses estudos foram realizados
com suspensdes nao diluidas de virus ou bactérias que comprovadamente tinham
concentracdes de 10° a 10° organismos por ml. Os resultados desse estudo sdo listados na

Tabela 4.

Tabela 4: Reatividade cruzada com micro-organismos patogénicos

Organismo Origem MV [OD 450/620]
Adenovirus Sobrenadante da cultura de células -0,005
Aeromonas hydrophila Cultura -0,001
Arcobacter butzleri Cultura -0,003
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Astrovirus Sobrenadante da cultura de células -0,001
Bacillus cereus Cultura 0,001

Bacteroides fragilis Cultura -0,002
Campylobacter coli Cultura 0,001

Campylobacter fetus subesp. Cultura 0,001

Campylobacter jejuni Cultura 0,001

Campylobacter lari subesp. Cultura 0,006
Campylobacter upsaliensis Cultura 0,001

Candida albicans Cultura -0,001
Citrobacter freundii Cultura 0,000
Clostridium bifermentans Cultura -0,002
Clostridium difficile Cultura -0,003
Clostridium novyi Cultura -0,004
Clostridium perfringens Cultura -0,001
Clostridium septicum Cultura -0,005
Clostridium sordellii Cultura -0,001
Clostridium sporogenes Cultura -0,006
Cryptosporidium muris Cultura -0,005
Cryptosporidium parvum Cultura -0,003
E. coli (EPEC) Cultura 0,001

E. coli (ETEC) Cultura 0,002
E. coli (STEC) Cultura 0,000
Entamoeba histolytica Cultura -0,002
Enterobacter cloacae Cultura 0,002
Enterococcus faecalis Cultura -0,001
Klebsiella oxytoca Cultura 0,001

Proteus vulgaris Cultura 0,000
Pseudomonas aeruginosa Cultura 0,006
Rotavirus Sobrenadante da cultura de células -0,005
Salmonella enteritidis Cultura 0,000
Salmonella typhimurium Cultura 0,000
Serratia liquefaciens Cultura -0,001
Shigella flexneri Cultura 0,003
Staphylococcus aureus Cultura 0,001

Staphylococcus epidermidis Cultura 0,001

Vibrio parahaemolyticus Cultura -0,001
Yersinia enterocolitica Cultura 0,000
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13.5 Substancias interferentes

As substancias da lista a sequir nao apresentaram efeitos sobre os resultados do teste quando
misturadas as amostras de fezes positivas e negativas da giardia nas concentragcdes descritas:

sulfato de bario (18.5% w/w [peso/ peso]), loperamida (medicamento antidiarreico; 0,02%
w/w), Pepto-Bismol (medicamento antidiarreico, 6,6% v/w [volume/ peso]), mucinas (5,0%
w/w), ciclamato (adocante artificial, 1,3% v/w), sangue humano (5,0% v/w), acido
estearico/acido palmitico (mistura 1:1, 40,0% w/w), metronidazol (0,5%) (antibiotico 3,0%

v/w), diclofenaco (0,1% v/w).
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Apéndice
Simbolos especificos do teste:

Plate Placa de micropocgos

i

iluent |1 Tampao de dilui¢ao da amostra

ash Tampado de lavagem
Controle positivo
Control |- Controle negativo
|Conjugate | 1 | Conjugado 1
|Conjugate | 2 | Conjugado 2

ubstrate Substrato

HI

top Reagente de parada
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