RSV NET

(Exudado nasofaringeo, aspirado e hisopado nasal)

Uso deseado

RSV NET es una prueba rdpida fundamentada en un inmunoensayo cromatogrdfico de
flujo lateral para la deteccién cudlitativa de los antigenos del virus sincitial respiratorio
(RSV) en muestras de exudado nasofaringeo o aspirado nasal.

Resumen

El virus sincitial respiratorio (RSV) es un virus que infecta con alta frecuencia a nifos y
adultos mayores, su infeccién puede causar serios problemas especialmente cuando
ataca a nifos en sus primeros meses de vida, la infeccion es causada por un virus
monocatenario (ARN) envuelto que mide aproximadamente 130-300 nm de didmetro,
tiene un material genético conformado por 10 genes que codifican para 11 proteinas, de
las cuales 7 son estructurales [1]. La infeccion se da por medio del contacto persona a
persona por medio de las secreciones respiratorias y/o el contacto con fémites (objetos
capaces de transmitir un patégeno), la infeccién ingresa al cuerpo a través de la nariz, la
boca o los ojos [2].

Globalmente, se estima que el RSV causa al afo 33 millones de infecciones de vias
respiratorias bajas, 3.2 millones de hospitalizaciones y 49, 000 fallecimientos en menores de
5 afos, por otro lado, en adultos mayores causa mds de 470.000 hospitalizaciones y 33.000
muertes [3]. Lainfeccidn es de presencia mundial pero tiene mayor prevalencia en paises
en vias de desarrollo, los grupos vulnerables son nifos prematuros, lactantes menores de
24 meses, infantes con enfermedades cardiacas, adultos mayores a 65 afos y adultos con
un sistema inmunoldgico comprometido.

Los sintomas mds comunes son moqgueo, apetito reducido, tos, estornudos y fiebres
sibilancias (fiebre con estrechamiento de las vias respiratorias), aunque también puede
causar infecciones mds graves como bronquiolitis y neumonia. Existen técnicas de
diagnéstico basadas en la inmunofluorescencia e inmunoensayo enzimdtico que utilizan
muestras de moco nasal, sin embargo, estas no suelen estar en centros de atencién
publica o de bajos recursos. El cultivo celular se emplea como prueba confirmatoria, sin
embargo, requiere de 3 a 5 dias para su desarrollo y finalmente la serologia que tiene una
sensibilidad baja en los infantes. Hasta ahora no se conoce un esquema efectivo para el
fratamiento de la infeccion. El diagndstico rdpido de las infecciones de vias respiratorias
permite un mejor manejo clinico del paciente, adoptar medidas de salud publica y
confrolar posibles brotes [4].

Principio

La prueba RSV NET para la deteccién cualitativa de los antigenos del virus sincitial
respiratorio  (RSV) en muestras de exudado nasofaringeo o aspirado nasal estd
fundamentada en un inmunoensayo cromatogrdfico de flujo lateral. El cartucho tiene una
membrana con dos regiones: una de prueba (T) y una de control (C). Dicha membrana
posee un ‘conjugado’ conformado por particulas de oro coloidal y anticuerpos de
captura impresos ‘linea de prueba’ y anticuerpos anti-ratén ‘linea control’. Una vez que
la muestra es depositada en el pozo (S) del cartucho junto con el reactivo de corrimiento,
esta migrard a través de la membrana por accién capilar.

Si la muestra no contiene o tiene concentraciones de antigeno del virus sincitial
respiratorio (RSV) por debajo del limite de deteccién no se formard el complejo antigeno-
anticuerpo evitando la aparicion de una linea de color en la region de prueba (T), esto
indica un resultado negativo. Por el contrario, si la muestra contiene concentraciones de
antigeno del RSV por encima del limite de deteccion se formard el complejo antigeno-
anticuerpo generando la aparicion de una linea de color en la regidon de prueba (T), esto
indica un resultado positivo. La prueba incluye un control (C), por lo que, siempre debe
de aparecer una linea de color en dicha regién, esto indica que se agregd la cantidad
apropiada de muestra y el procedimiento se realizd exitosamente.

Reactivos
La prueba contiene un conjugado de particulas de oro coloidal, anticuerpos anti-RSV y
anticuerpos anti-ratén.

Precavciones

Para uso profesional.

Manipule todas las muestras como si contuvieran agentes infecciosos.

No utilice la prueba después de la fecha de caducidad.

No coma, beba ni fume en el drea donde se manejan las muestras y las

pruebas.

No utilice la prueba sila bolsa estd danada.

. Utilice bata, guantes desechables y protecciéon para los ojos cuando las
muestras se estén procesando.

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

. La humedad y la temperatura pueden afectar adversamente los resultados.

. No mezcle componentes de diferentes lotes.

. El almacenamiento, transporte o colecta de muestras realizados de forma
inadecuada, puede generar resultados falsos negativos.

. Asegurese de utilizar una cantidad adecuada de muestra para la prueba.
Demasiada o muy poca muestra puede conducir a una desviacion de los
resultados.

. Es normal que muestras viscosas tarden mds en migrar.

Almacenamiento y estabilidad de la prueba

. Almacene la prueba en la bolsa sellada a temperatura ambiente (15-30°C).
Nota: No congele la prueba.

. La prueba es estable hasta la fecha de caducidad impresa en la bolsa.

. No utilice la prueba después de la fecha de caducidad.

Materiales
Materiales incluidos:

. Instructivo de uso

. Prueba en cartucho

. Reactivo de corrimiento
. Hisopo estéril

. Tubo colector con fapa cuentagotas
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Materiales requeridos, pero no incluidos:

. Temporizador
. Gradilla
. Dispositivo de aspiracion

. Contenedor RPBI

Recoleccién de muestra
Muestra de aspirado nasal:

A. Conecte el catéter de aspiracidn a una trampa de aspiracion, la cual,
previamente fue conectada a un dispositivo de aspiracion. Posteriormente
inserte el catéter a una cavidad nasal e inicie el dispositivo de aspiracion, recoja
la muestra.

B. Sumerja un hisopo estéril dentro de la muestra nasal recolectada, procurando
que el espécimen se adhiera a la esponja del hisopo lo méximo posible.

Muestra de exudado nasofaringeo:

a. Tome un hisopo nasal e identifique el orificio nasal con la via mds despejada.

b. Introduzca el hisopo de forma gentil en el orificio nasal hasta que produzca una
resistencia al avance, esto sucede a la altura de la cavidad faringea superior
(aproximadamente 2.5 cm después de la entrada del orificio nasal).

c. Rote el hisopo 5 veces o mds contra la pared nasal.

d. Retire lentamente el hisopo del orifico nasal.

e. Usando el mismo hisopo, repita el procedimiento en el orifico nasal restante.

Muestra de hisopado nasal (sugerido en infantes):

a) Tome un hisopo nasal e identifique el orificio nasal con la via mds despejada.

b) Introduzca el hisopo de forma gentil en el orificio nasal sin ir mds alld de la
cavidad nasal.

c) Rote el hisopo 5 veces o mds contra la pared nasal.

d) Retire lentamente el hisopo del orifico nasal.

e) Usando el mismo hisopo, repita el procedimiento en el orifico nasal restante.

Almacenamiento de la muestra
« Redlice la prueba inmediatamente después de su recoleccién.

Instrucciones de uso
Permita que la prueba, muestra y reactivo de corrimiento alcancen la temperatura
ambiente (15-30 °C) antes de su uso. Utilice una superficie plana.

1. Coloque un tubo colector verticalmente sobre una gradilla.

2. Agregue 10 gotas del reactivo de comimiento al tubo colector
(aproximadamente 400 pL).

3. Obtenga la muestra cémo se indicé en la seccién ‘Recoleccién de muestra’.

4. Coloqgue el hisopo con la muestra en el tubo colector y girelo vigorosamente.

5. Retire el hisopo apretando el tubo colector contra este y deseche el hisopo
en un contenedor de RPBI.

6. Coloque la tapa del gotero en la parte superior del tubo colector.

7. Agregue 3 gotas (aproximadamente 120 uL) de la mezcla en el pozo (S) del
cartucho y programe un temporizador a un tiempo mdximo de 15 minutos.

8. Interprete los resultados una vez hayan franscurrido los 15 minutos.

Nota: No interprete los resultados después de 20 minutos.
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Interpretacién de resultados
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(Consulte la imagen de anterior)

NEGATIVO: Una linea de color aparece en la regién control (C). Ninguna linea de color
aparece en laregion de prueba (T). Este resultado indica que no se detectaron antigenos
del RSV.

POSITIVO: Dos lineas distintas de color aparecen. Una linea de color aparece en la regién
control (C) y otra linea de color aparece en la regién de prueba (T). Este resultado indica
la presencia de antigenos del RSV por encima del limite de deteccion.

NOTA: La intensidad del color de la linea en la regién de prueba (T) varia en funcién de la
cantidad de antigenos presentes en la muestra. Por lo tanto, cualquier tonalidad de color
de la linea en la regién de prueba (T) debe considerarse como un resultado positivo.
INVALIDO: La linea de color en la regién control (C) no aparece. Cantidad de muestra
insuficiente o técnicas de procedimiento incorrectas son las razones mds probables para
la falla de dicha linea. Revise el procedimiento y repita la prueba con una nueva. Si el
problema persiste suspenda el uso de la prueba inmediatamente y contacte a su
distribuidor local.

Control de calidad

Un control interno del procedimiento estd incluido en la prueba. Una linea de color
aparece en la regién control (C) confirmando que el volumen de muestra es suficiente y
que el procedimiento se realizd exitosamente. No se suministran controles positivos o
negativos con esta prueba, sin embargo, se recomienda su uso como parte de las buenas
prdcticas de laboratorio.

Limitaciones

1. La prueba RSV NET es solo para uso profesional in vitro.

2. Esta prueba solo debe usarse para la deteccién del virus sincitial respiratorio (RSV)
en muestras de exudado nasofaringeo o aspirado nasal. Ni el valor cuantitativo ni
la tasa de aumento en la concentracion del RSV pueden determinarse mediante
esta prueba cudlitativa.

3. Como con todas las pruebas de laboratorio, los resultados deben interpretarse
junto con toda la informacién clinica disponible para el médico.
4. La prueba RSV NET es una prueba cudlitativa de fase aguda. La muestra

recolectada puede contener ftitulos de antigeno por debajo del umbral de la
sensibilidad de la prueba, por lo que un resultado negativo no excluye la infeccion

por el RSV.

5. El exceso de sangre o moco en la muestra puede interferir con el rendimiento de
la prueba y puede arrojar un resultado falso negativo, procure utilizar muestras sin
turbidez.

6. La precisién de la prueba depende de la calidad de la muestra recolectada. Los

falsos negativos pueden ser el resultado de una recoleccion o almacenamiento
incorrectos de la muestra.

7. El uso de aerosoles nasales de venta libre y/o recetados en altas concentraciones
puede interferir con los resultados, arrojando resultados invdlidos o incorrectos.

Valores esperados

La prueba RSV NET (exudado nasofaringeo o aspirado nasal) se ha comparado con una
prueba lider de RT-PCR para la deteccién del virus sincitial respiratorio. Se obtuvo una
precision superior al 95%.

Caracteristicas de presentacién

Sensibilidad, Especificidad y Precision
La prueba RSV NET fue utilizada para procesar muestras de exudado nasofaringeo y
aspirado nasal obtenidas de pacientes (>18) que habian presentado sintomatologia
causada por el RSV, solo 146 muestras pertenecian a individuos sanos. Los resultados
fueron confirmados por medio de una prueba comercial lider de RT-PCR, a continuacién,
se muestran los resultados obtenidos de la comparacion:

Método RT-PCR Resultados
Resultados Posifivo Negativo totales
RSV NET Positivo 90 2 92
Negativo 2 146 148
Resultados totales 92 148 240

Sensibilidad: 97.83% (95% IC: 95.09%-99.05%)
Especificidad: 98.65% (95% IC: 96.24%-99.52%)
Precision: 98.33% (95% IC: 95.79%-99.35%)

IC: Intervalos de confianza

La prueba RSV NET fue utilizada para procesar muestras de hisopado nasal en pacientes
(<18) que habian presentado sinfomatologia relacionada al RSV, solo muestras
pertenecian a individuos sanos. Los resultados fueron confirmados por medio de una
prueba comercial lider de RT-PCR, a continuacién, se muestran los resultados obtenidos
de la comparacién:

Método RT-PCR Resultados
Resultados Positivo Negativo totales
RSV NET Positivo 63 3 71
Negativo 6 90 93
Resultados totales 66 98 164

Sensibilidad: 91.30% (95% IC: 85.95%-94.7 4%)
Especificidad: 96.77% (95% IC: 92.79%-98.59%)
Precision: 94.44% (95% IC: 89.78%-97.05%)

IC: Intervalos de confianza

Precision

Intra-Ensayo
La repetibilidad de la prueba fue determinada utilizando solucién de corrimiento y saliva
como muestra, se realizaron 20 réplicas por cada concentraciéon: 0 ng/mL, 150 ng/mL, 300
ng/mL de antigenos del RSV. Las muestras fueron correctamente identificadas el 99.99%
de las veces.

Inter-Ensayo
La reproducibilidad de la prueba fue determinada utilizando solucidén de corrimiento
como muestra, se realizaron 20 réplicas utilizando 3 lotes diferentes en 2 dias distintos por
cada concentracién: 0 ng/mL, 150 ng/mL, 300 ng/mL de antigenos del RSV. Las muestras
fueron correctamente identificadas el 99.99% de las veces.

Sustancias interferentes
La prueba RSV NET fue evaluada con diferentes sustancias utilizando las concentraciones
indicadas en la siguiente tabla, se realizaron 10 réplicas por cada sustancia utilizando
solucién de corrimiento y saliva. Ninguna presenté interferencia.

« Sangre (1% v/v)

 Cloruro de sodio (5% v/v)

* Oximetazolina (15% v/v)

» Fluconazol (5% v/v)

« Oseltamivir (0.5% v/v)

« Tobramicina (0.0004% v/v)1

Reactividad cruzada
La prueba RSV NET fue evaluada con diferentes elementos de dos paneles: verificacion
respiratoria 2 NATrol™ ‘NATRVP2-BIO' y de variante NATtrol ‘SARS-CoV-2', se incluyeron un
control positivo a antigenos del RSV y uno negativo. Se realizaron 20 réplicas por cada
uno, ninguno presentd reactividad cruzada.

Panel de variante NATtrol
‘SARS-CoV-2'
« B.1.17; Variante Alfa
« B.1,361; Variante Beta
 B.1.617.2 Variante Delta

Panel de verificacion respiratoria 2 NATfrol™ ‘NATRVP2-BIO’

« Adenovirus tipo 1

« Adenovirus tipo 3

« Adenovirus tipo 31

» B. parapertussis (A747)
« B. pertussis (A639)

« C. pneumoniae (CWL-029)
» Coronavirus 229

» Coronavirus HKU-1

« Coronavirus NL63

« Coronavirus OC43

e Influenza A 2009 HINTpdm * M. pneumoniae (M129)
(A/NY/02/09) * Metapneumovirus 8  (Perué-
« Influenza A HINT (A 2003)

NewCaledonia/20/99)  Rhinovirus 1°

« Influenza A H3 (A/Brisbane/10/07)
« Influenza tipo B

Virus Parainfluenza tipo 1,2, 3y 4
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