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Uso deseado

La prueba répida COMBO RESPIRATORIO INFLUENZA Ay B + SARS-CoV-2 + RSV (nasofaringea) es un
inmunoensayo cromatogrdfico de flujo lateral para la deteccidén cualitativa y diferencial de los
antigenos de Influenza Ay B, SARS-CoV-2 y RSV (Virus sincitial respiratorio) en muestras nasofaringeas.

Resumen

Las enfermedades respiratorias constituyen una causa importante de morbilidad y mortalidad en la
poblacién general con mayor incidencia en adultos mayores, nifios e inmunocomprometidos, siendo
responsables del 80% de estas infecciones los virus [1]. Los virus respiratorios como la Influenza Ay B,
SARS-CoV-2 y RSV (Virus sincitial respiratorio) son los principales causantes de complicaciones de
salud, marcando la importancia del diagnéstico oportuno [2,3].

El virus de la influenza A y B es altamente contagioso, causando epidemias estacionales anuales que
afectan a millones de personas en todo el mundo. La influenza A es especialmente peligrosa debido
a su capacidad para mutar répidamente, lo que facilita la aparicién de nuevas cepas con el
potencial de generar pandemias, como lo ocurrido en 2009 conla A (HINT1). Actualmente lainfluenza
A (H3N2) subclado K ha generado preocupacion por su rdpida propagacion y parcial evasion de las
vacunas previas, gracias a pequeias mutaciones. La influenza B, aunque menos variable, también
puede ser responsable de brotes importantes, especialmente en nifos [4].

El SARS-CoV-2, causante de la pandemia de COVID-19, demostrd un alto nivel de transmisién y una
capacidad para generar enfermedades graves en una amplia gama de edades, con
consecuencias prolongadas (sindrome post-COVID) [5]. Suimpacto ha reconfigurado las estrategias
de salud publica y vacunacién en todo el mundo, impulsando la investigacién en antivirales y el
desarrollo de vacunas de nueva generacion [6].

Finaimente, el RSV es el principal causante de infecciones respiratorias agudas en lactantes y nifios
pequenos, y se ha asociado con un alto indice de hospitalizacién en este grupo etario. En adultos
mayores, también puede ser responsable de neumonias graves. Aunque generalmente es mds
comun en invierno, la prevalencia de RSV se ha alterado por la pandemia de COVID-19, lo que ha
generado un interés renovado en su prevencion y tratamiento [7].

Principio
La prueba répida COMBO RESPIRATORIO INFLUENZA A 'y B + SARS-CoV-2 + RSV para la deteccion
cudlitativa y diferencial de los antigenos de Influenza A y B, SARS-CoV-2 y RSV (Virus Sincitial
Respiratorio) en muestras nasofaringeas es un inmunoensayo cromatogréfico de flujo lateral. La
prueba contiene tres membranas independientes, cada una correspondiente a una seccién del
cartucho: FLU A+B, COV 19 y RSV, y cada membrana se encuentra dividida en regiones de prueba y
una regién de control ‘C".

e Secciéon FLU A+B: membrana dividida en fres regiones: ‘A’ (prueba para Influenza A), ‘B’

(prueba para Influenza B) y 'C' (control).
e Seccién COV 19: membrana dividida en dos regiones: ‘T' (prueba para SARS-CoV-2) y ‘C’
(control).

 Seccién RSV: membrana dividida en dos regiones: ‘T’ (prueba para RSV) y 'C’ (control).
La prueba posee un conjugado conformado por nanoparticulas de oro coloidal unidas a anticuerpos
especificos contra los respectivos antigenos virales. En cada membrana se encuentran impresos
anticuerpos de captura en las regiones de prueba correspondientes (‘A’, ‘B' o 'T') y anticuerpos anti-
ratén en la regién de control ‘C'. Una vez que la muestra es depositada en el pozo 'S’ de cada
seccién del cartucho junto con la solucién de corrimiento, esta migrard a fravés de la membrana por
accién capilar.
Sila muestra no contiene o presenta concentraciones de antigenos de Influenza A, Influenza B, SARS-
CoV-2 o RSV por debajo del limite de deteccién, no se formard el complejo antigeno-anticuerpo,
evitando la aparicién de una linea de color en la regién de prueba correspondiente (‘A’, ‘B’ o ‘T'), lo
que indica un resultado negativo para ese andlifo. Por el contrario, si la muestra contiene
concentraciones de alguno de los antigenos virales por encima del limite de deteccidn, se formard
el complejo antigeno-anticuerpo, dando lugar a la aparicién de una linea de color en la regiéon de
prueba (‘A’, ‘B' o 'T') segun la seccién (FLU A+B, COV 19 o RSV), lo que indica un resultado positivo
para ese analito. Cada seccion incluye una region de control ‘C’, por lo que siempre debe aparecer
una linea de color en dicha regién; esto indica que se agregd la cantidad apropiada de muestra y
que el procedimiento se realizé correctamente.

Reactivos

La prueba contiene tres tiras en las que cada una tiene impreso anticuerpos de captura anti-Influenza
A/B, SARS-CoV-2 y RSV de acuerdo a su seccion correspondiente (FLU A+B, SARS-CoV-2 o RSV), asi
como un conjugado de nanoparticulas de oro coloidal y anticuerpos anti-ratén.

Precavuciones
Lea toda la informacién de este instructivo antes de utilizar la prueba:
. Para uso profesional in vitro.
Manipular todas las muestras como si tuvieran agentes infecciosos.
No utilizar la prueba después de la fecha de caducidad.
No comer, beber ni fumar en el drea donde se manejan las muestras y las pruebas.
No utilizar la prueba si la bolsa estd danada.
Utilizar bata, guantes desechables y proteccién para los ojos cuando las muestras se
estén procesando.
La prueba utilizada debe desecharse de acuerdo con las regulaciones aplicables.
La humedad y la temperatura pueden afectar adversamente los resultados.
No mezclar componentes de diferentes lotes.
Se recomienda no haberse lavado los dientes o ingerido alimentos o bebidas
saborizadas, con colorantes arfificiales o con alto valor caldrico al menos 4 horas antes
de la toma.

Almacenamiento y estabilidad de la prueba

. Almacene la prueba en su 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.

Materiales

Suminisirados: Requeridos, pero no suministrados:

« Prueba rdpida en cartucho « Temporizador

* Hisopo « Gradila

» Tubo de extraccién con solucién de « Contenedor RPBI
corrimiento (Buffer) « Pafuelos desechables

¢ Instructivo de uso

Recoleccién de muestra
I. Empleando una toalla de papel retire el exceso de mucosa de la cavidad nasal, esto
para eliminar la suciedad y evitar interferencias.
1. Retire la envoltura protectora del hisopo nasofaringeo. No manipule la cabeza del
hisopo, tdmelo del extremo del mango de pldstico.

. Identifique el orificio nasal con la via mas despejada.

Iv. Ingrese el hisopo de forma gentil hasta que produzca una \
resistencia al avance, esto sucede a la altura de la cavidad Q'
nasofaringea superior aproximadamente 2.5 cm después de la
entrada del orificio nasal (verimagen 1).

V. Rote el hisopo 5 veces o mds contra la pared nasal. Imagen 1. Ubicacién de Hisopo
VI Retire lentamente el hisopo del orificio nasal.
Vil Usando el mismo hisopo, repita el procedimiento en el orifico nasal restante.

Almacenamiento y estabilidad de la mvuestra

. Para un mejor desempefio, andlice las muestras inmediatamente después de su
recoleccion, ya que una manipulacion, amacenamiento o transporte incorrectos pueden
generar desviaciones en los resultados.

. Si por alguna razén no puede andlizar la muestra inmediatamente, aimacene el hisopo en
un tubo de extraccion, sellado adecuadamente. La muestra puede permanecer asi hasta
por 1 hora previo al andlisis a temperatura ambiente. Si se excede este tiempo, la muestra
dejard de ser viable y se deberd realizar una nueva toma de muestra.

Instrucciones de uso
Permita que la prueba, muestra y buffer alcancen la temperatura ambiente (15-30 °C) antes de
redlizar el ensayo. Prepare una superficie limpia y nivelada, siga los pasos que se describen a
continuacion:
Preparacién de materiales:

1. Asegurese de contar con todo lo necesario (materiales y muestra).

2. Coloque un tubo de extraccién en una gradilla de apoyo.
Procesamiento de la muestra:

3. Retire la fapa blanca del fubo de extraccion.

4. Introduzca el hisopo con la muestra (previamente recolectada) en el tubo de extraccion.

5. Humedezca todo el hisopo en la solucidn buffer. Incorpore la muestra al buffer por medio de
movimientos rotatorios por 10 segundos.

6. Levante el hisopo de la solucién de corrimiento y apriete las paredes del tubo colector contra
el hisopo para obtener la mayor cantidad de muestra, al finalizar deseche el hisopo.

7. Tape el tubo de extraccién con la tapa en forma de gotero que cuelga de él. Presione
fuertemente para evitar derrames.

8. Saque la prueba de su empaque y deposite 3 gotas de la preparacién en cada uno de los
pozos 'S del cartucho. Procure no mover o manipular la prueba después de agregar la
muestra. Nota: Si después de 2 minutos no se observa migracién agregue 1 gota mds en cada
pozo 'S’ del cartucho.

9. Inicie un temporizador e interprete el resultado a los 10 minutos. No interprete el resultado
después de los 20 minutos.
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Interpretacién de resultados
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Positivo

Negativo Invdlido

(Consulte la ilustracion superior ‘seccion FLU A+B’)

POSITIVO INFLUENZA A y B: Tres lineas de color aparecen. Una linea de color debe estar en la region
control ‘C', otra en la regién ‘A’ y una Ultima en la regién ‘B'. Este resultado positivo indica que se
detectd el antigeno de Influenza A y antigeno de Influenza B en la muestra.

POSITIVO INFLUENZA B: Dos lineas de color aparecen. Una linea de color debe estar en la region
control ‘C' y otra linea de color en la regién ‘B'. Un resultado positivo en dicha regién indica que se
detectd el antigeno de la Influenza tipo B en la muestra.

POSITIVO INFLUENZA A: Dos lineas de color aparecen. Una linea de color debe estar en la region
control ‘C" y ofra linea de color en la regién ‘A'. Un resultado positivo en dicha regién indica que se
detectd el antigeno de la Influenza tipo A en la muestra.

NEGATIVO: Una linea de color aparece en la regién de control ‘C'. Ninguna linea aparece en la
regién ‘Ao B'.




* Seccién COV 19/RSV (Aplica a ambas secciones)
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(Consulte lailustraciéon anterior)

POSITIVO SARS-CoV-2/RSV: Aparece una linea de color en la regién control ‘C' y otra linea de color
en laregién de prueba ‘T'. Nota: La intensidad del color de la linea en la regiéon de prueba ‘T' puede
variar, por lo que, cualquier tono de color en dicha regiéon debe considerarse positivo.

NEGATIVO SARS-CoV-2/RSV: Aparece una linea de color en la regién control ‘C'. No aparece
ninguna linea de color en la regién de prueba ‘T'.

INVALIDO: La linea de color en la regién control ‘C' no aparece. Un volumen de muestra insuficiente
o técnicas de procedimiento incorrectas, estas suelen ser las razones mds probables de la falla de
dicha linea. Revise el procedimiento y repita la prueba, si el problema persiste deje de usar el
cartucho inmediatamente y comuniquese con su distribuidor mds cercano.

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
realizé exitosamente. No se suministran controles positivos ni negativos con esta prueba, sin embargo,
se recomienda su uso como parte de las buenas practicas de laboratorio (BPL).

Limitaciones

1. Los resultados deben ser interpretados por un médico o personal calificado.

2. Laprueba es solo para uso profesional in vitro. Es una prueba cudlitativa y no puede determinar
el valor cuantitativo nila tasa de aumento en la concentracién de los virus.

3. Solo se ha evaluado esta prueba para la deteccidn de los virus: Influenza A 'y B, SARS-CoV-2 y
RSV (Virus sincitial respiratorio), por lo que, solo debe ser usada para su deteccién y no para
ofros tipos de virus o patégenos.

4. Al igual que todas las pruebas de tamizaje, los resultados de esta prueba no deben ser
utilizados como Unico medio para el diagnéstico/exclusion de la infeccidon por estos
patdégenos o para informar el estado de la infeccion.

5. Como con todas las pruebas de tamizaje, los resultados deben ser interpretados y
considerados con toda informacién clinica disponible para el médico o personal calificado.

6. Latonalidad que adquiera la membrana no interfiere en el resultado. Mientras la linea de color
en la regién control se visudlice, el resultado es vdlido.

7. Los resultados negativos no descartan la infeccién por Influenza A y B, SARS-CoV-2 o RSV, ya
que la mayor sensibilidad esperada es entre 2 a 7 dias a partir del inicio de los sinfomas. De
acuerdo con las cargas virales antes o después de este periodo (de 2 a 7 dias) se recomienda
utilizar técnicas mas sensibles para la deteccion.

8. Las pruebas pueden ser positivas aun después de recuperado el individuo infectado o
vacunado en algunos casos.

9. Las pruebas no estdn autorizadas para vigilancia epidemioldgica.

. El desempeno de la prueba se ha evaluado bajo las condiciones y caracteristicas
mencionadas en este manual. Se recomienda seguir las instrucciones para asegurar la
precisién de los resultados.

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

o

Sensibilidad a variantes
La prueba reconocid correctamente cada una de las siguientes cepas/variantes:

« A/NWS/3310 (HIN1) « A/Duck/Hubei/216/1983 (H7N8)
« A/Hong Kong/8/68 (H3N2) « A/Duck/Hubei/137/1982 (H10N4)
« A/Port Chalmers/1/73 (H3N2) « A/ANhUI/1/2013 (H7N9)

* A (H3N2) subclado K (J.2.4.1) « B/R5
* A/WS/33 (HIN1) * B/Russia/69
« A/Nueva Jersey/8/76 (HswN1) « B/Lee/40

« A/chicken/Yuyao/2/2006 (H5NT)
* A/swine/Hubei/251/2001 (HIN2)

SARS-CoV-2

« Lingje B.1.1.7 Variante Alpha e Lincje P.1. Variante Gamma
« Linaje B.1.351 Variante Beta e Lincje B.1.167.1 Variante Delta

« B/Hong Kong/5/72

Valores esperados

La prueba répida COMBO RESPIRATORIO INFLUENZA A y B + SARS-CoV-2 + RSV para la deteccién
cudlitativa y diferencial de los antigenos de Influenza A y B, SARS-CoV-2 y RSV (Virus sincitial
respiratorio) en muestras nasofaringeas fue comparada con una prueba comercial de gRT-PCR
utilizando muestras clinicas, se obtuvo una exactitud global del 99.65%.

Caracteristicas de desempeno

La prueba se evalué empleando 650 muestras nasofaringeas provenientes de pacientes con al
menos un sintoma caracteristico de una infeccién viral aguda y personas relativamente sanas. Todos
los resultados fueron confirmados por medio de gRT-PCR.

Desempeiio individual
Sensibilidad Especificidad Exactitud
Influenza 98.77% 99.82% 99.69%
A (95% IC: 97.59%-99.37%) (95% IC: 99.10%- (95% IC: 98.89%-
99.97%) 99.92%)
Influenza 100% 100% 100%
(95% IC: 99.41%-100%) (95% IC: 99.41%-100%) (95% IC: 99.41%-100%)
SARS- 97.50% 99.62% 99.23%
CoV-2 (95% IC: 95.99%- (95% IC: 98.78%- (95% IC: 98.21%-
98.45%) 99.88%) 99.67%)
RSV 97.22% 99.83% 99.68%
(95% IC: 95.63%- (95% IC: 99.09%- (95% IC: 98.85%-
98.25%) 99.97%) 99.91%)
D peno global
98.37% (IC95%) | 99.81% (IC95%) 99.65% (IC95%)

IC: Intervalo de Confianza

Precision

Intra-Ensayo
La repetibilidad de la prueba fue determinada realizando 20 réplicas de un mismo lote usando
muestras nasofaringeas con las siguientes concentraciones: libre, dos y tres veces el limite de
deteccién de anfigenos de Influenza A/B, SARS-CoV-2 y RSV. Las muestras fueron correctamente
identificadas el 99.99% de las veces.

Inter-Ensayo
La reproducibilidad de la prueba fue determinada mediante 10 réplicas de 3 lotes diferentes
realizados en 2 dias usando muestras nasofaringeas con las siguientes concentraciones: libre, dos y
tres veces el limite de deteccién de antigenos de Influenza A/B, SARS-CoV-2 y RSV. Las muestras
fueron correctamente identificadas el 99.99% de las veces.

Sustancias interferentes
La prueba fue evaluada mediante la realizacién de 10 réplicas con diferentes sustancias a las
concentraciones senaladas en la siguiente tabla:

e« 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)

Ninguna presenté interferencia.

Reactividad cruzada
Se analizaron muestras positivas indicadas en la siguiente tabla, se realizaron 10 réplicas por cada
una, se incluyd una muestra positiva y una negativa a Influenza A y B, SARS-CoV-2 y RSV como
control. Ninguno presenté reactividad cruzada.

* Metapneumovirus 8 (Perué-2003)
 Rhinovirus 1A

« Virus Paralnfluenza tipo 1, 2,3y 4
« Adenovirus tipo 3

» Coronavirus NL63

» Coronavirus 229E

» Coronavirus HKU-1

* M. pneumoniae (M129)

« C. pneumoniae (CWL-029)
 B. pertussis (A639)

« Adenovirus tipo 31

« Adenovirus tipo 1

« B. parapertussis (A747)
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