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Uso deseado

La prueba RSV-ARN es un inmunoensayo cromatogrdfico de flujo lateral para la
deteccién cudlitativa de ARN viral correspondiente al genoma del (Respiratory
Syncytial Virus) en muestras de saliva e hisopado nasofaringeo.

Resumen

El virus respiratorio sincitial humano (RSV) pertenece al género Pneumovirus, en la
subfamilia Pneumovirinae de la familia Paramyxoviridae, y es un agente causante
importante de infecciones del tracto respiratorio en nifios en todo el mundo. Los
ninos nacidos prematuramente o con trastornos cardiopulmonares subyacentes
fienen un riesgo especialmente alto de desarrollar infecciones graves y letales del
fracto respiraforio por RSV [1]. Las personas mayores y las personas
inmunocomprometidas también son susceptibles a enfermedades respiratorias
graves, lo que resalta la importancia de prevenir las infecciones por RSV
nosocomiales e intrahospitalarias en hospitales y centros de atencidn para personas
mayores [2]. A nivel mundial, se estima que cada afo se producen alrededor de 33
millones de infecciones por RSV en niflos menores de 5 anos. En los Estados Unidos,
se estima que el RSV causa alrededor de 57,000 hospitalizaciones y 2.1 millones de
visitas al médico en niflos menores de 5 anos cada ano. La deteccién del virus RSV
generalmente se realiza mediante el aislamiento del virus y/o la deteccién de
antigenos utilizando un ensayo inmunoenzimdtico (EIA), también por RT-PCR de
forma cuantitativa y con mayor sensibilidad y especificidad [3-4]. Sin embargo,
recientemente se desarrollé la amplificacién isotérmica mediada por bucle (LAMP,
por sus siglas en inglés) para amplificar secuencias especificas de dcidos nucleicos
utilizando un conjunto de cebadores designados con alta especificidad.

Principio

La prueba RSV-RNA es un inmunoensayo cromatogrdfico de flujo lateral para la
deteccioén cualitativa de ARN viral correspondiente al gen M del virus RSV Ay el gen
L del virus RSV B. La prueba RSV-ARN posee dos regiones: la primera es la regiéon
control (C) que tiene impresos anticuerpos anti-ratén, la segunda es la regioén de
prueba.(T),..en._esta.se_encuentran. impresos. anticuerpos..anti-biotina, también
cuenfa con un conjugado en el que se encuentran particulas recubiertas con
anticuerpos anti-fluoresceina. Una vez que la muestra es obtenida y procesada
mediante un pretratamiento, se diluye en el reactivo de corrimiento, en el cual se
coloca la prueba para que la muestra migre a través de esta por accién capilar. Si
la muestra contiene ARN del virus RSV para los genes A y L superiores al limite de
deteccién, esta reaccionard con las particulas recubiertas de anticuerpos anti-
fluoresceina en el conjugado, continuard migrando hasta encontrarse con los
anticuerpos anti-biotina en la regién (T) y reaccionardn formando una linea de color
en la regidn de prueba (T), esto indica un resultado positivo. Por el contrario, si no
hay ARN de RSV o estd por debajo del limite de deteccién no se formard la linea
de color en la regién de prueba (T), esto indica un resultado negativo. La prueba
posee un control (C) que indica que se ha agregado la cantidad de muestra
correcta y el procedimiento se ha realizado con éxito.

Materiales
Incluidos (segUn presentacién):

RSV-ARN

‘Para muestra nasofaringea o de saliva’
SRA 1223/01
DLRSVO1

Almacenamiento y estabilidad de la prueba

« Almacene la prueba de acuerdo con las indicaciones de cada componente
impresos en su etiqueta individual.

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

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

Recoleccidén de la muestra
a. Nasofaringea

a.1. Retire la envoltura protectora del hisopo nasofaringeo. No manipule la

cabeza del hisopo, tdmelo del extremo del mango de pldstico.

a.2. Inserte el hisopo nasofaringeo en el orificio nasal con la via mas
despejada.

a.3. Rote el hisopo de forma gentil e introdUzcalo 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).

a.4. Rote el hisopo 5 veces o mds contra la pared nasal.

a.5. Retire lentamente el hisopo del orificio nasal.

a.6. Usando el mismo hisopo, repita el procedimiento en el orifico nasal
restante.

a.7. Inserte el hisopo en un tubo con hasta 2 mL.de soluciéon salina isoténica.
b. Saliva
b.1..Tosa con fuerza, colocando un pafo que cubra nariz y:boca. Sin abrir

la boca, almacene lo méximo posible la saliva generada.

b.2. Retire la envoltura protectora del hisopo para saliva. No manipule la
cabeza del hisopo, tdmelo del extremo del mango de pldstico.

b.3. Abra la boca, intfroduzca el hisopo, frote 10 veces contra la meijila
derecha, repita en la meijilla izquierda.

b.4. Coloque el hisopo por 10 segundos en el surco inferior derecho cerca
de las gldndulas salivales mayores a un lado de los dientes, donde se
concentra mas saliva. Repita en el surco del lado de la mejilla izquierda
con el mismo hisopo.

b.5. Levante la lengua, recoja la mayor cantfidad de saliva del piso
sublingual.

b.é. Inserte el hisopo en un tubo con hasta 1 mL de solucién salina isoténica
0 agua grado biologia molecular.

Almacenamienfo de la muestra

« Una vez colectada la muestra, de acuerdo con las instrucciones para la toma y
manejo de muestras de RSV solo puede almacenarse hasta por dos horas a
temperatura ambiente y hasta por 5 dias en refrigeracion (4 °C).

« Para un mejor desempenio, analice las muestras inmediatamente después de su
recoleccién, una manipulacion, aimacenamiento o transporte incorrecto puede
generar desviaciones en los resultados.

Preparacién de la muestra

« Purificacion de ARN viral:

Se sugiere purificar el ARN.viral de la muestra, de acuerdo con las instrucciones del
kit de purificacion, al final eluya el ARN purificado (preferentemente) en H2O grado
biologia molecular o Tris-HCI 10 mM pH 8.

- Saliva: Mezclar por vortex o agitacion.
- Nasofaringea: Mezclar por vortex o agitacion.

No incluidos:

« Kit de purificacion de ARN viral

« Solucién salina isoténica

» Cronémetro

« Contenedor de RPBI

* Micropipetas

e Puntas nuevas vy estériles para
micropipeta.

« Termobloque, bano seco o
incubador

« Guantes de nitrilo

« Equipo de proteccién personal

* Material para toma de muestra

NOTA: Si la muestra contiene restos solidos, se recomienda permitir que sedimenten
o cenftrifugar ligeramente para separar la parte liquida.

Instrucciones de uso

Permita que los componentes se atemperen o alcancen temperatura ambiente
(18-30 °C) antes de su uso. Prepare una superficie limpia y nivelada para realizar el
procedimiento.

Presentacién| 10reacciones/ | 20reacciones/ | 30reacciones/
Material cantidad cantidad cantidad « Sin purificacién de ARN:
Instructivo de uso 1 pieza 1 pieza 1 pieza
Reactivo seco 10 fubos 20 tubos 30 tubos
Tubos con reacfivo 10 tubos 20 tubos 30 tubos
de corrimiento
Tira LF 10 firas 20 firas 30 firas
Reactivo diluyente 1 tubo/ 250 pL 1 tubo/ 500 pL 1 tubo/ 750 uL
Control negativo 1 tubo/ 25 pL 1 tubo/ 50 pL 1 tubo/ 75 yL
Control positivo 1 tubo/ 25 L 1 tubo/ 50 uL 1 fubo/ 75 uL

1. Reconozca cada uno de los materiales y asegurese que cuenta con todo lo
necesario.
2. Recolecte la muestra como se menciona en la seccién ‘recoleccién de la
muestra’.
3. Prepare la muestra cémo se indica en la seccidon ‘preparacion de la muestra’.
4. Pretratamiento de forma independiente para cada tubo:
» Control positivo (C+): Coloque 20 pL de reactivo diluyente a un tubo de
reactivo seco, luego 5 uL de control positivo y mezcle por pipeteo, al
finalizar cierre el tubo y rotule con C+.
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* Control negativo (C-): Coloque 20 yL de reactivo diluyente a un tubo de
reactivo seco, luego 5 uL de control negativo y mezcle por pipeteo, al
finalizar cierre el tubo y rotule con C-.

e Muestra: Coloque 20 pL de reactivo diluyente a un tubo de reactivo
seco, luego 5 yL de muestra y mezcle por pipeteo, al finalizar cierre el
tubo y rotule con M1.

Nota: se recomienda realizar duplicados (dos tubos de cada uno) por cada
muestra a analizar. Cualquier cambio en el volumen de los reactivos,
muestras o confroles puede generar resultados erréneos.

. Cologue los tubos generados a 65 °C por 30 minutos en alguno de los
siguientes equipos: termobloque, bafio seco o incubador. Al finalizar saque
los tubos del equipo.

. Recolecte 10 yL de uno de los tubos del paso anterior (paso 5).

. Transfiera los 10 pL recolectados previamente a un tubo de reactivo de
corrimiento, homogenice por vortex o pipeteo y rotule como C+, C- o M1
segun el tubo donde recolecto los 10 L. (Repita este paso para los tubos
restantes siendo un tubo por separado).

. Saque una Tira LF (o0 mds segun el nUmero de tubos preparados del paso 7)
de su contenedor y coléquela en un tubo con reactivo de corrimiento
preparado en el punto anterior e Inicie un temporizador.

. Después de 5 minutos saque la tira del tubo, coléquela sobre una superficie
limpia e interprete resultados.

NOTA: No interprete resultados después de 10 minutos.
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ATENCION: Un esquema simplificado de las instrucciones de uso se encuentran
detallados e ilustrados en la pdgina 3 de 3 de este instructivo.

Interpretacidn de resultados

e Tira LF
( | ( ]
C

k]

Invdlido

. /

Positivo Negativo

Emita un dictamen en funcién de la siguiente tabla:

Resultado: Se visualiza una linea de color en la regién de control
(C) y ofra linea de color en la regidén de prueba (T). Un resultado
positivo indica que se sigui® de manera correcta el
procedimiento.

Control
positivo
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Resultado: Unicamente se visualiza una linea de color en la
region de conftrol (C). Un resultado negativo indica que se siguid
de manera correcta el procedimiento.

Positivo: Se visualiza una linea de color en la regién de control (C)
y otra linea de color en la regidon de prueba (T). Este resultado
indica que se detectd el ARN viral del RSV.

Negativo: Se visualiza una linea de color en la regién de control
(C). No se observa ninguna linea de color en la regiéon de prueba
(T). Un resultado negativo indica que no se detectd el ARN viral
del RSV.

No se visualiza la linea de color en la regién control (C).

Control
negativo

Mvuestra

Invdlido

Control de calidad

Un control intfermno estd incluido en cada tira (LF). Una linea de color aparece en la
regién control (C), este es el control interno del procedimiento, su funcién es
confirmar que hubo suficiente canfidad de muestra y el procedimiento fue
correcto. Esta prueba incluye controles, por lo que, se recomienda emplearlos en
cada andlisis de muestra como buena prdactica de laboratorio.

Limitaciones

« Los resultados deben ser interpretados por personal calificado.

« Esta prueba cudlitativa no puede determinar el valor cuantitativo ni la tasa de
aumento en la concentracion de ARN del RSV.

« Esta prueba solo detecta exclusivamente el ARN del RSV.

o La prueba RSV-RNA sélo indica la presencia del genoma viral del RSV en la
muestra, no lo use como Unico criterio pues los resultados deben considerarse con
toda informacién clinica disponible para el médico o personal calificado.

« Si elresultado de la prueba es negativo y los sintomas clinicos persisten se sugieren
pruebas de seguimiento adicionales como gRT-PCR.

o Los resultados negativos no descartan la infecciéon por RSV, ya que la mayor
sensibilidad es entre los 2 hasta los 7 dias a partir del inicio de los sinftomas.

« Particularmente en aquellos pacientes que han estado en contacto con el virus.
Se sugiere la aplicacién de pruebas de diagndstico molecular.

« Las pruebas pueden ser positivas, aunque el individuo este recuperado.

« Las pruebas no estan autorizadas para vigilancia epidemiolégica.

« El desempefio de la prueba se ha evaluado bajo las condiciones y caracteristicas
mencionadas en este instructivo de uso.

e La presencia del virus en muestras de saliva puede estar influenciada por el
periodo de fiempo en la que fue recolectada y la relacién epidemiolégica con
casos positivos a RSV. Su presencia en la cavidad orofaringea debe ser
confirmada con ofros métodos mds sensibles.

e Los periodos de incubacion del virus pueden diferir segin el estado de
vacunacién, las condiciones de salud subyacentes, el historial de infecciones, la
edad vy la carga viral que enfrentan los individuos.

Caracteristicas de presentacién
Precision
Intra-ensayo
La repetibilidad de la prueba se determind realizando 20 réplicas por cada
concentracion incluyendo una libre de ARN viral del RSV se utilizd reactivo de
corrimiento como muestra. Las muestras fueron correctamente identificadas el 99%
de las veces.

Inter-Ensayo
La reproducibilidad de la prueba se determiné realizando 20 réplicas de 3 lotes
diferentes de la prueba en dos dias diferentes por cada concentracién incluyendo
una libre de ARN viral del RSV utilizando reactivo de corrimiento como muestra. Las
muestras fueron correctamente identificadas el 99% de las veces.

Reactividad crvzada
La prueba RSV-RNA se ha probado con muestras positivas con el siguiente panel.
Los resultados no mostraron reaccién cruzada.

Influenza A HIN1 (A/ NewCaledonia/20/99)
Influenza A H3 (A/Brisbane/10/07)
Influenza A 2009 HIN1pdm (A/NY/02/09)
Influenza B (B/Florida/02/06)
Metapneumovirus 8 (Perué-2003)

Virus sincitial respiratorio A
Rhinovirus 1¢
Virus Parainfluenza tipo 1
Virus Parainfluenza tipo 2

Adenovirus tipo 3
Coronavirus NL63
Coronavirus 229E
Coronavirus OC43
Coronavirus HKU-1
M. pneumoniae (M129)
C. pneumoniae (CWL-029)
B. pertussis (A639)
Adenovirus tipo 31

Virus Parainfluenza tipo 3
Virus Parainfluenza tipo 4

Adenovirus tipo 1
B. parapertussis (A747)

Sustancias interferentes
Los siguientes compuestos han sido probados usando la prueba RSV-RNA con
muestras de saliva orofaringea e hisopado nasofaringeo, no se observd
interferencia.

Sangre (1%)

Cloruro de sodio (5%)

Oximetazolina (15%)

Fluconazol (5%)
Oseltamivir (0.5%)
Tobramicina (0.0004%)

Desempeno

La prueba RSV-ARN se evalué con muestras de saliva y nasofaringeas de forma
independiente. Todos los resultados fueron comparados con RT-gRT-PCR. A
continuacion, se reportan los resulfados con cada tipo de muestra:

Se usaron los resultados obtenidos de 135 pacientes asintomdticos y sinftomaticos
que presentaron evolucion de sinfomatologia mayor a 2 dias. Las muestras
obtenidas fueron recolectadas de hisopado nasofaringeo y saliva para la prueba
RSV-ARN al igual que para prueba de referencia RT-gPCR.

Muestras de hisopado nasofaringeo

Método RT-qPCR Resultados
Resultado Positivo Negativo fotales
Prueba RSV- "
ARN Positivo 75 1 76
Negativo 2 57 59
Resultados totales 77 58 135
Sensibilidad Relativa: 98.85% (IC: 95.12% - 99.74%)
Especificidad Relativa: 95.12% (IC: 89.90% - 100%)
Precision Global: 97.66% (IC: 93.34% - 100%)
IC: Intervalo de confianza
Muestras de hisopado de saliva
Método RT-qPCR Resultados
Resultado Positivo Negativo fotales
Prueba RSV- o
ARN Positivo 75 1 76
Negativo 2 57 59
Resultados totales 77 58 135

Sensibilidad Relativa: 98.85% (IC: 95.12% - 99.74%)
Especificidad Relativa: 95.12% (IC: 89.90% - 100%)
Precisién Global: 97.66% (IC: 93.34% - 100%)

IC: Intervalo de confianza

Consideraciones adicionales

* AsegUrese de utilizarla.cantidad indicada de muestra'para la prueba, ya que
demasiada o muy poca muestra-puede conducir a una desviacion de los
resultados.

« Se recomienda realizar una purificacion de ARN viral previo al andlisis para
obtener mejores resultados.

« El prefratamiento de la muestra es sensible al tiempo y la temperatura. Para
evitar resultados incorrectos, se recomienda seguir los pasos del procedimiento
de ensayo.

« No intercambie reactivos de diferentes lotes ni use reactivos de ofros kits
disponibles comercialmente. Los componentes del kit se combinan con precision
para un rendimiento éptimo.

» Las micropipetas y consumibles deben ser estériles. Se recomienda irradiar con
luz UV por 15 minutos antes de su uso, si limpid las micropipetas previamente con
cloro y etanol asegurese de no dejar residuos.

« Se recomienda el uso de gabinetes de bioseguridad para la preparacion de
mezcla de pretratamiento.

« PRECAUCION: Permita que los reactivos y las muestras se descongelen
completamente antes de su uso. Mezcle el reactivo suavemente antes de usar
teniendo la precaucién de no generar espuma. Regrese el reactivo a su
temperatura de almacenamiento después de su uso.

« PRECAUCION: No deje abierto el contenedor de la prueba, solo dbrala hasta su
uso, la presencia de humedad puede afectar el desempeno de la prueba.

« Evite interrupciones prolongadas de los pasos del ensayo. Asegure las mismas
condiciones de frabajo para todos los tubos.
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« Calibre micropipetas con frecuencia para asegurar la precision de la distribucion
de muestras/reactivos. Use puntas para micropipeta diferentes para cada
muestra y reactivo para evitar contaminacién cruzada.

« La prueba podria verse afectada por el polvo y los reactivos quimicos y/o
sustancias como hipoclorito de sodio, dcidos, dlcalis, etanol, etc. No redlice el
ensayo en presencia de estas sustancias y utilice siempre puntas nuevas con
filtro.

« Todas las muestras de origen humano deben considerarse potencialmente
infecciosas. El cumplimiento estricto de las Buenas Précticas de Laboratorio (BPL)
puede garantizar la seguridad del personal.

« Todos los productos de desecho generados por este Kit deben disponerse de
acuerdo a la NOM-087 vigente sobre el manejo de Residuos Bioldgico
infecciosos.

« Se recomienda utilizar equipo de proteccion personal al momento de manipular
las muestras.
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Q.
U

Muestra por duplicado

VU

- 20 pL de reactivo diluyente

- 5 uL de: control positivo (C+),
control negativo (C-) o
muestra segun corresponda.

Micropipeta

Tubo con reactivo
seco

« |dentifique cada Preparacién de muestra:

material y « Tome un tubo con reactivo seco.

asegurese de * Agregue 20 pL de reactivo diluyente al tubo.

tener todo Ilo e Agregue 5 pL de muestra (se recomienda

necesario. hacer duplicado por cada muestra a
andalizar).

Preparacién de controles:

« Tome un tubo con reactivo seco y agregue 5
uL del control positivo (C+).

« Tome un tubo con reactivo seco y agregue 5
uL del control negativo (C-).

Tubo generado

Esquema de instrucciones de uso

65 °C por 30 minutos
(Pretratamiento)

« Tome cada tubo generado (C+, C-
y muestra) y coléquelos en
cualquiera de los  siguientes
equipos: termobloque, bano seco
o incubador.

e Programe el equipo para que
alcance una temperatura de 65 °C
y déjelos por 30 minutos.

O —

®

Tubo con
10 uL reactivo de
- ' corrimiento Vortex

Tubo generado

eTome uno de los tubos generados (C+, C- o
muestra) y con ayuda de una micropipeta
recolecte 10 uL después transfiéralos @ un tubo con
reactivo de corrimiento y rotule.

* Mezcle por medio de pipeteo o 5 segundos en
vortex.

« Repita este paso para cada uno dé los tubos
generados restantes.

|

Positivo

C c C
T T T
Negativo Invdlido

©

—
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Tira LF

Tome una tira LF y rotdlela segun el

tubo con reactivo de corrimiento

correspondiente elaborado en el

paso anterior:

o Tira LF para el tubo con reactivo
de corrimiento con muestra.

o Tira LFC+ en el tubo conreactivo
de corrimiento con C+.

o Tira LFC- en el tubo con reactivo
de corrimiento con C-.

Inicie un cronémetro.

5 minutos
después
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Ejemplificacion del revelado
de los controles C+y C-

LFC-

eUna vez hayan pasado 5
minutos saque la prueba del
tfubo, coléquela sobre una
superficie plana y limpia

« Interprete los resultados conforme a la
imagen superior.
Nota: No interprete los resultados
después de 10 minutos.



