Prueba Rapida de Giardia lamblia en Casete (Heces)

Ficha Técnica

Una prueba rapida para la detecciéon cualitativa de Giardia lamblia en muestras de heces
humanas.
Para uso profesional de diagnéstico in vitro solamente.

[USO PREVISTO]
El Prueba Réapida de Giardia lamblia en Casete (Heces) es un inmunoensayo cromatografico
rapido para la deteccion cualitativa del antigeno de Giardia lamblia en muestras de heces
humanas.

[RESUMEN]

Las infecciones parasitarias siguen siendo un problema de salud muy grave en todo el mundo.?
Giardia lamblia es el protozoo mas comun conocido por ser responsable de una de las
principales causas de diarrea severa en humanos, particularmente en personas
inmunocomprometidas. Giardia lamblia, también conocida como Giardia intestinalis, es un
parasito flagelado que coloniza y reproduce en el intestino delgado, causando giardiasis. El
parasito se adhlere al epitelio mediante un disco adhesivo ventral y se reproduce mediante
fision binaria.’

Los estudios epidemiolégicos, en 1991, mostraron que las infecciones con Giardia aumentaron
en los Estados Unidos con una prevalenma de alrededor del 6% en 178,000 muestras.>* En
general, la enfermedad pasa a través de una fase aguda corta seguida de una fase cronica. La
infeccion por G. lamblia, en la fase aguda, es la causa de diarrea acuosa con eliminacién de
trofozoitos.” Las heces vuelven a ser normales, durante la fase cronica, con emisiones
transitorias de quistes.™

La presencia del parasito en la pared del epitelio duodenal es responsable de la malabsorcion.
La desapariciéon de villosidades y su atrofia conducen a problemas con el proceso digestivo a
nivel del duodeno y el yeyuno, seguido de pérdida de peso y deshidratacion. La mayoria de las
infecciones permanece asintomatica, sin embargo.6
El diagnostico de G. lamblia se lleva a cabo bajo microscopia después de la flotacién en
sulfato de zinc o mediante |nmunofluorescen<:|a directa o indirecta, en muestras no
concentradas que se muestran en una dlaposmva
La prueba rapida puede detectar Giardia lamblia en especimenes fecales dentro 10 minutos.
La prueba se basa en la deteccion de un coproantgeno de 65 kDa, una glicoproteina que esta
presente en los quistes y trofozoitos de G. lamblia.

[PRINCIPIO]
El Prueba Répida de Giardia lamblia en Casete (Feces) se basa en el uso de una tecnologia de
membrana con oro coloidal. Una membrana de nitrocelulosa se sensibiliza con anticuerpos
dirigidos contra Giardia lamblia. La especificidad de la prueba estd garantizada por un
anticuerpo especifico contra un antigeno de Giardia lamblia que esta conjugado con el oro
coloidal. Este conjugado se seca en una membrana.
La muestra fecal debe diluirse en el tampdn de extraccion que se suministra con la prueba.
Cuando la muestra extraida entra en contacto con la tira, el conjugado migra con la muestra
por difusién pasiva y el conjugado y el material de muestra entran en contacto con el
anticuerpo anti-Giardia en la linea T. Si la muestra contiene el G. antigeno lamblia, el complejo
conjugado-antigeno permanecera unido al reactivo anti-Giardia y se desarrollara una linea roja.
La solucién continia migrando para encontrarse con un segundo reactivo que une el control de
migracién conjugado, produciendo asi una linea roja de control que confirma que la prueba
esta funcionando correctamente. El resultado es visible en 15 minutos.

[REACTIVOS]
La prueba contiene particulas de anticuerpos anti-Giardia lamblia y anticuerpos anti-Giardia
lamblia recubiertos en la membrana.
[PRECAUCIONES]

Para uso profesional de diagnoéstico in vitro. No utilizar después de la fecha de caducidad.

La prueba debe permanecer en la bolsa sellada hasta su uso.

No comer, no beber o ni fumar en el area donde se manejan las muestras o los kits.

Manipular todas las muestras como si contuvieran agentes infecciosos. Observar las

precauciones habituales contra riesgos microbioldgicos durante todos los procedimientos y

siga los procedimientos estandar para la eliminacién adecuada de los especimenes.

Use ropa protectora, como batas de laboratorio, guantes desechables y proteccién ocular

cuando se analizan muestras.

La prueba utilizada debe desecharse de acuerdo con las normativas locales.

La humedad y la temperatura pueden afectar los resultados.
[ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD]
Guarda en el envase a temperature ambiente o refrigerado (2-30 °C). La prueba es estable
hasta la fecha de caducidad localizada en la bolsa. La prueba debe permanecer sellada en la
bolsa hasta su uso. NO SE CONGELE. No se debe de utilizar después de la fecha de
caducidad. .

[RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS]
e La muestra de heces deben recogerse en un recipiente limpio y seco, resistente al agua
que no contiene detergentes, conservantes o medios de transporte.
e Llevar los reactivos necesarios a la temperatura ambiente antes de su uso.
e Si las muestras deben enviarse, deben empacarse de acuerdo con las regulaciones
federales que cubren el transporte de agentes etioldgicos.
[MATERIALS]

Materiales provistos
* La prueba de casetes  « Tubos de coleccién de espécimen con buffer de extraccion
* Ficha técnica « Goteros
Materiales requeridos pero no provistos
« Temporizador « Envases de coleccion de espécimen
[INSTRUCCIONES DE USO] )
PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DE LA MUESTRA:
1. Para recolectar muestras fecales:
Recolecte suficiente cantidad de heces (1-2 mL o 1-2 g) en un contenedor de muestras
limpio y seco para obtener suficientes patégenos. Se obtendran mejores resultados si el
anadlisis se realiza dentro de las 6 horas posteriores a la recoleccion. La muestra
recolectada puede almacenarse durante 3 dias a 2-8 °C si no se prueba dentro de las 6
horas. Para el almacenamiento a largo plazo, las muestras deben mantenerse por debajo
de -20 °C.
Para procesar muestras fecales:

* Para muestras sélidas:
Desatornille el tapén del tubo de recoleccion de muestras, luego pinche al azar el
aplicador de recoleccion de muestras en la muestra fecal al menos en 3 sitios
diferentes para recolectar aproximadamente 50 mg de heces (equivalente a 1/4 de
un guisante). No saque la muestra fecal.

* Para muestras liquidas:
Sostenga el gotero verticalmente, aspire las muestras fecales y luego transfiera 2
gotas de la muestra liquida (aproximadamente 80 pL) al tubo de recoleccién de
muestras que contiene el tampon de extraccion.

Apriete la tapa en el tubo de recogida de muestras, luego agite vigorosamente el tubo de

recogida de muestras para mezclar la muestra y el tampén de extraccion. Deje el tubo de

recoleccion para la reaccion durante 2 minutos.

2. Ponga la bolsa a temperatura ambiente antes de abrirla. Retire el casete de prueba de la
bolsa de aluminio y Uselo lo antes posible. Se obtendran mejores resultados si la prueba
se realiza inmediatamente después de abrir la bolsa de aluminio.

3. Sostenga el tubo de recoleccién de muestras en posicidn vertical y desatornille la punta
del tubo de recoleccion de muestras. Invierta el tubo de recoleccion de muestras y
transfiera 2 gotas completas de la muestra extraida (aproximadamente 80 pL) al pocillo
de la muestra (S) del casete de prueba, luego inicie el temporizador. Evite atrapar
burbujas de aire en el pozo de la muestra (S). Ver la ilustraciéon a continuacion.

4. Lea los resultados a los 10 minutos después de dispensar la muestra. No lea los
resultados después de 20 minutos.

Nota: Si la muestra no migra (presencia de particulas), centrifugue la muestra diluida

contenida en el vial del tampén de extraccion. Recoja 80 pL de sobrenadante, dispense en el

pozo de la muestra (S). Inicie el temporizador y continle desde el paso 4 en adelante en las
instrucciones de uso anteriores.
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[INTERPRETACION DE RESULTADOS]

(Consultar la figura anterior)

POSITIVO:* Aparicion de dos lineas rojas. Una linea roja debe estar en la regién de lalinea

de control (C) y la otra linea roja debe estar en la regién de la linea de prueba (T).

*NOTA: La intensidad del color rojo en la region de la linea de prueba (T) variara dependiendo

de lasconcentraciones de los antigeno Giardia lamblia presentes en la muestra. Por

consiguiente cualquieroscurecimiento de la regién de la linea de roja de prueba se debe
considerar como positivo.

NEGATIVO: Una linea roja aparece en la region de la linea control (C). No aparece

ninguna lineaaparentemente ni roja ni rosada en la region de linea de prueba (T).

INVALIDO: La linea de control no aparece. Las razones mas probables para que falle la

linea decontrol es que el volumen de muestra sea insuficiente o que las técnicas de

procedimiento no serealizaron en forma adecuada. Revise el procedimiento y repita la prueba
con una nueva placa. Si losproblemas persisten, no siga utilizando la placa y contacte su
distribuidor local.

[CONTROL DE CALIDAD]

Un control de procedimiento esta incluido en la prueba. Una linea de color que aparece en la
region de control (C) es el control interno del procedimiento. Confirma un volumen de
especimenes suficiente, una mecha de membrana adecuada y la técnica de procedimiento es
correcto. Normas de control no estan incluido con este kit. De todos modos, se recomienda
realizar controles positivos y negativos como buena practica de laboratorio para confirmar el
procedimiento de prueba y para verificar el comportamiento adecuado de la prueba.

(LIMITACIONES]

. La prueba es cualitativa y no puede predecir la cantidad de antigenos presentes en la
muestra. La presentacion clinica y otros resultados de la prueba deben tenerse en cuenta
para establecer el diagndstico.

2. Un resultado de prueba positivo o negativo no descarta la posibilidad de que otros
patdégenos puedan estar presentes.

3. Esta prueba es una prueba de detecciéon de fase aguda. Las muestras que se recogen
después de esta fase pueden contener titulos de antigeno por debajo del umbral de
sensibilidad de la prueba. Si una prueba de muestra es negativa, a pesar de los sintomas
observados, se recomiendan pruebas adicionales con métodos alternativos.

[VALORES ESPERADOS]

En individuos sanos no infectados, la prueba rapida de Giardia lamblia deberia arrojar

resultados negativos. El Prueba Réapida de Giardia lamblia en Casete (heces) se ha

comparado con el andlisis microscépico grueso o fino tradicional. La correlacion entre los dos
sistemas es 97.1%. .
[CARACTERISTICAS DE PRESENTACION]
Sensibilidad - Especificidad
El Prueba Rapida de Giardia lamblia en Casete se evaludé en 278 pacientes. El estado de las
muestras se verifico después de la concentracion de métodos (método de Ritchie) y la lectura
de diapositivas microscépicas.

Método Microscépico Resultados
Prueba Rapida de Resultados Positivo Negativo totales
Giardia lamblia en Positivo 58 5 63
Casete (Heces) Negativo 3 212 215
Resultados totales 61 217 278
Sensibilidad relativa: 95.1% (95%CI*: 86.3%~99.0%);

Especificidad relativa: 97.7% (95%CI*:94.7%~99.2%);
Exactitud: 97.1% (95%CI*: 94.4%~98.7%). * Intervalos de confianza
Repetitividad y reproducibilidad
Para verificar la precision dentro del lote (repetitividad), las mismas muestras positivas y una
solucién tampon se procesaron 3 veces en kits del mismo lote de produccién en las mismas
condiciones experimentales. Todos los resultados observados fueron confirmados como se
esperaba.
Pa‘r)a verificar la precision entre lotes (reproducibilidad), algunas muestras (positivas y tampén)
se procesaron en kits de tres lotes de produccion diferentes. Todos los resultados fueron
confirmados como se esperaba.
Reactividad Cruzada
La reactividad cruzada con los siguientes organismos se ha estudiado a
1.0E+07 organismos/mL. Los siguientes organismos se encontraron negativos cuando se
probaron con la prueba rapida de Giardia lamblia en casete (heces):
Citrobacter freundii Clostridium difficile Coxsackie
Candida albicans Chlamydia trachomatis Echovirus
Enterococcus faecium E.coli Enterococcus faecalis
Gardnerella vaginalis Neisseria gonorrhea Proteus mirabilis
Proteus vulgaris Pseudomonas aeruginosa Rotavirus
Salmonella Infantis Staphylococcus aureus Adenovirus
Shigella dysenteriae Shige flexneri Corynebacterium diphtheria
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