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INTENDED USE
The Directigen� Respiratory Syncytial Virus (RSV) Test is an in vitro enzyme immunoassay (EIA) membrane
test for the rapid and qualitative detection of RSV antigen directly from nasopharyngeal specimens.

SUMMARY AND EXPLANATION
Procedures currently used to diagnose respiratory syncytial virus (RSV) infection include amplification/iso-
lation in tissue culture followed by immunofluorescence (IF) confirmation of cell culture cytopathic effects
(CPE), or demonstration of a four-fold rise in antibody titer in paired acute and convalescent sera. More
recently, direct or indirect IF and micro well/tube enzyme immunoassays have been employed with or
without culture confirmation as a �rapid� RSV detection method.1-4 The Directigen RSV antigen detection
test employs an enzyme immunomembrane filter assay to detect RSV antigen extracted from suitable
specimens from symptomatic patients. Total test time is less than 15 minutes with reactivity determined by
visual color development.
The speed and workflow of the Directigen RSV Test make it applicable as a �STAT� RSV test � providing
rapid, relevant information to assist with specific antiviral intervention and support decisions.

PRINCIPLES OF THE PROCEDURE
Extracted nasopharyngeal specimens are added to a ColorPAC� test device, and RSV antigen is bound to the
membrane surface as the specimen passes through the membrane. Detector enzyme conjugated monoclonal
antibodies specific for RSV nucleoprotein and fusion protein are bound to the trapped antigen following
addition to the ColorPAC membrane. Two substrates are then added sequentially and allowed to incubate
for five minutes, resulting in a purple triangle developing on the membrane indicating a positive test.
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REAGENTS
The Directigen RSV Test includes:
ColorPAC Devices (40) 40 Test kit.

(20) 20 Test kit. Devices with flow controller units containing a control
dot of inactivated RSV antigen in the center of the membrane.

DispensTube� (40) 40 Test kit.
Tubes and Tips (20) 20 Test kit.

Reagent A (4.5 mL) Extraction, 4% mucolytic agent and 16% detergent, with 0.2%
sodium azide (preservative).

Reagent 1 (7.0 mL) Wash, 50 mM Tris-Saline, with 0.2% sodium azide (preservative).
Reagent 2 40 Tests (7.0 mL) Detector, anti-RSV (Mouse Monoclonal Antibodies) � Enzyme

20 Tests (3.5 mL) conjugated, with 0.2% sodium azide (preservative).
Reagent 3 (13.5 mL) Wash, 50 mM Tris-Saline, with 0.2% sodium azide (preservative).
Reagent 4 (7.0 mL) Color Development Substrate A, 0.4 mM chromogen, with 0.02%

sodium azide (preservative).
Reagent 5 (7.0 mL) Color Development Substrate B, 7.8 mM chromogen, with 0.2%

sodium azide (preservative).
Reagent 6 (7.0 mL) Stop, 150 mM citric acid.
Control + (1.0 mL) Positive Control, detergent-treated RSV antigen with 0.2% sodium

azide (preservative).
Control � (1.0 mL) Negative Control, detergent-treated non-infected HEp-2 cells, with

0.2% sodium azide (preservative).

Warnings and Precautions: 
For in vitro Diagnostic Use.
Reagents: Do not use beyond the expiration date. Do NOT mix reagents from different kit lot numbers or
mix reagent bottle caps.
To assure proper delivery, DispensTube devices and reagent bottles must be held vertically (approximately
one inch from the ColorPAC membrane surface or tube), while gently dispensing one drop at a time, in quick
succession.
The RSV Control + and control spot on the ColorPAC membrane have been prepared from RSV-infected tissue
culture cells which have been inactivated and subsequently tested by bio-assay procedures.
Avoid contact of reagents with skin and mucous membranes. If reagents come into contact with these areas,
flush with water and contact your physician.
Warning: Reagents contain sodium azide. Very toxic by inhalation, in contact with skin, and if swallowed.
Contact with acids liberates very toxic gas. After contact with skin, wash immediately with plenty of water.
Sodium azide may react with lead and copper plumbing to form highly explosive metal azides. On disposal,
flush with a large volume of water to prevent azide build-up.
Swabs: For nasopharyngeal swabs (NPS), polyester or rayon-tipped swabs with an aluminum wire are
recommended. Calcium alginate swabs are not recommended for use with the Directigen RSV Test.
Controls: Do not use the kit if the Control + and Control � do not yield appropriate results.
ColorPAC Device: Remove the device (with the inserted flow controller) from the foil pouch just prior to use.
Storage: Store at room temperature (15 � 30°C) or refrigerate. DO NOT FREEZE.

SPECIMEN COLLECTION AND HANDLING
Refer to illustration, page 36.
Transport fresh specimens to the laboratory (as rapidly as possible) in a suitable liquid transport system.
Specimens may be stored at 2 � 8°C for up to 48 h or -20°C for up to one week prior to processing. Do not
centrifuge specimens prior to use with the Directigen RSV Test, as the removal of cellular material will
adversely affect the sensitivity of the test.
Excessively bloody specimens should not be tested with the Directigen RSV Test. Specimens containing visible
blood have been found to yield either uninterpretable or false-positive results when processed with this test.
Warning: Pathogenic microorganisms, including hepatitis viruses and Human Immunodeficiency Virus, may
be present in clinical specimens. �Standard Precautions�5-8 and institutional guidelines should be followed in
handling all items contaminated with blood and other body fluids.

SPECIMEN PREPARATION
Acceptable specimens include fresh or frozen nasopharyngeal washes, aspirates, and swabs as well as
tracheal aspirates. Nasopharyngeal washes and aspirates, however, have been shown to be superior to swabs
and are the specimens of choice.9-11

NOTE: Excessively mucoid specimens may fail to be absorbed into the ColorPAC membrane or may yield
uninterpretable results. These specimens may either be diluted 1:4 with 0.9% saline or adjusted with 0.9%
saline to a McFarland standard #1, mixed well, and a 250 µL aliquot tested. As an alternate to performing a

3

L0001170JAA(0606)draft.qxd  08/17/2006  9:28 AM  Page 3



dilution, excessively mucoid specimens treated with extraction reagent may be subjected to a brief
sonication procedure prior to addition to the ColorPAC device.

Procedure For Use with Nasopharyngeal Washes:
1. Nasopharyngeal wash volumes of 3 to 4 mL are recommended.
2. Excessive wash volumes may result in decreased test performance.
3. Process specimen as described in �Specimen Extraction� under �Test Procedure.�

Procedure For Use With Nasopharyngeal Aspirates:
1. Nasopharyngeal aspirate specimens of less than 0.5 mL in volume must be dispersed in at least 3 mL of

transport medium or saline prior to processing.
2. Aspirate specimens of greater than 0.5 mL require a transport medium or saline volume addition of

greater or equal to 4 mL.
3. Process specimen as described in �Specimen Extraction� under �Test Procedure.�

Procedure For Use With Nasopharyngeal Swabs:
1. Nasopharyngeal swab specimens should be added to 0.75 � 3 mL of transport medium or saline prior to

processing.
2. Vortex the swab and transport media or saline solution.
3. Remove as much liquid from the swab as possible.
4. Dispose the swab into appropriate container.
5. Process specimen as described in �Specimen Extraction� under �Test Procedure.�

PROCEDURES
Materials Provided: See �Reagents� for materials provided.
Materials Required But Not Provided: Required are the necessary equipment and labware used for transport,
storage, handling and allocation of specimens.
Transport Media: The following transport media have been tested and found to be compatible with the
Directigen RSV Test:

Other transport media may be utilized if an appropriate qualification exercise is performed. As a precaution,
all transport media should be qualified with Directigen RSV prior to use. To qualify transport media, aliquots
of media may be seeded with a known positive material and a known negative material and tested with the
assay. Appropriate results should be obtained.
Performance of Test: Review �Warnings and Precautions,� �Specimen Handling,� �Specimen Preparation�
and �Results.� Reagents, specimens, and ColorPAC devices must be at room temperature (15 � 30°C) when
used.

Test Procedure
Place a DispensTube device in the designated area of the work station.

ColorPAC Preparation

Ensure Flow Controller is seated 
snugly in the ColorPAC device.

Saline, Normal
Phosphate Buffered Saline (PBS)
PBS plus 0.5% gelatin
PBS plus 0.5% Bovine Serum Albumin (BSA)
Viral Culturette� 
Veal Infusion Broth (VIB)

VIB plus 0.5% BSA
Earle�s Minimum Essential Media (EMEM)
EMEM with Lactalbumin Hydrolysate
Trypticase� Soy Broth plus 0.5% gelatin
M5 media
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Specimen Extraction
Vortex specimen. Pipette 250 µL of specimen into the DispensTube device.
Reagent A � Dispense 3 drops into the DispensTube device.
Vortex or mix thoroughly.

Insert a tip into the DispensTube device. NOTE: Do not use tips from other
Directigen products.
Invert and carefully squeeze.
Dispense all of the extracted specimen dropwise in quick succession (avoiding
excess bubble addition) into the ColorPAC test well.
Allow to absorb completely.
If specimen fails to be absorbed into the device within 5 min, dilute as described
in �Specimen Preparation� and retest.

Color Development

Remove the flow controller from the ColorPAC device. 
Discard as biohazard.
Reagent 1 � gently mix.
Add 4 drops onto the ColorPAC membrane.
Allow to absorb completely.

Reagent 2 � gently mix.

Add 4 drops onto the ColorPAC membrane.
Allow to absorb completely.
Allow to stand for 2 min.

Reagent 3 � gently mix.
Add 4 drops onto the ColorPAC membrane.
Allow to absorb completely.

Reagent 4 � gently mix.
Add 4 drops onto the ColorPAC membrane.
Allow to absorb completely.

NOTE: Quality Control
The Control + or Control � may be used in place of patient samples for
quality control purposes.
Dispense 5 drops of well-mixed Control + or Control � into a DispensTube device,
followed by 3 drops of Reagent A.
Mix well.
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2. Agiter au vortex l�écouvillonnage et le milieu de transport ou le sérum physiologique.
3. Extraire le maximum de liquide de l�écouvillon.
4. Jeter l�écouvillon dans un récipient prévu à cet effet.
5. Traiter l�échantillon comme indiqué au paragraphe « Extraction de l'échantillon » de la section

« Méthode de test ».

MODE OPERATOIRE
Matériel fourni : Voir la rubrique « Réactifs » pour le matériel fourni.
Matériels requis mais non fourni : L�équipement et le matériel de laboratoire utilisés pour le transport, la
conservation, la manipulation et l�affectation des échantillons sérologiques sont nécessaires.
Milieux de transport : Après contrôle, les milieux de transport suivants se sont avérés compatibles avec le
Directigen RSV Test :

On peut utiliser d�autres milieux de transport après validation de ces milieux par un contrôle approprié. Par
mesure de précaution, tous les milieux de transport devront être validés avec le Directigen RSV Test avant
utilisation. Pour valider un milieu de transport, le milieu peut être ensemencé avec des échantillons connus
comme étant positifs ou négatifs et testé pour les résultats attendus.
Réalisation du test : Relire les sections « Mises en garde et précautions », « Manipulation des échantillons »,
« Préparation des échantillons » et « Résultats ». Les réactifs, les échantillons cliniques et les supports
ColorPAC doivent être à température ambiante (15 � 30 °C) au moment du test.

Mode Operatoire Du Test
Placer un dispositif DispensTube dans le compartiment désigné du poste de travail.

Préparation du ColorPAC

S�assurer que le régulateur de débit 
est correctement inséré dans le dispositif ColorPAC.

Extraction de l�échantillon

Agiter l�échantillon au Vortex. Prélever 250 µL d�échantillon à la pipette pour l�introduire
dans le dispositif DispensTube.
Réactif A : introduire 3 gouttes de ce réactif dans le dispositif DispensTube.
Agiter au vortex ou mélanger soigneusement.

REMARQUE : Contrôle de qualité
Le contrôle + ou contrôle � peut être utilisé à la place des échantillons de
patients pour la réalisation des contrôles de qualité.
Déposer 5 gouttes de contrôle + ou contrôle � bien mélangé dans un
dispositif DispensTube, puis 3 gouttes de réactif A.
Bien mélanger.

Sérum physiologique normal
Tampon phosphate salin (PBS)
PBS plus 0,5 % de gélatine
PBS plus 0,5 % de sérum albumine
bovine (BSA)
Viral Culturette

Bouillon d�infusion de veau (VIB)
VIB plus 0,5 % de BSA
Milieu essentiel minimum d�Earle (EMEM)
EMEM avec hydrolysat d�albumine
Bouillon de soja Trypticase plus 0,5 % de gélatine
Milieu M5
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Placer un embout à l�extrémité du dispositif DispensTube. REMARQUE : Ne pas utiliser les
embouts provenant de différents produits Directigen.

Retourner le tube et appuyer doucement sur les côtés.

Verser la totalité de l�échantillon extrait, rapidement et goutte à goutte (en évitant trop
de bulles) dans le puits d�analyse du ColorPAC.

Attendre l�absorption complète du réactif.

Si l�échantillon n�est pas absorbé par le support d�analyse en 5 min, le diluer comme
indiqué au paragraphe « Préparation des échantillons » et refaire l�analyse.

Dévelopement de la coloration

Retirer le régulateur de débit du dispositif ColorPAC et le jeter en le traitant comme un
élément de risque biologique.

Réactif 1 � Mélanger doucement.

Ajouter 4 gouttes sur la membrane du ColorPAC.

Attendre l�absorption complète du réactif.

Réactif 2 � Mélanger doucement.

Ajouter 4 gouttes sur la membrane du ColorPAC.

Attendre l�absorption complète du réactif.

Attendre 2 min.

Réactif 3 � Mélanger doucement.

Ajouter 4 gouttes sur la membrane du ColorPAC.

Attendre l�absorption complète du réactif.

Réactif 4 � Mélanger doucement.

Ajouter 4 gouttes sur la membrane du ColorPAC.

Attendre l�absorption complète du réactif.

Réactif 5 � Mélanger doucement.

Ajouter 4 gouttes sur la membrane du ColorPAC.

Attendre l�absorption complète du réactif.

Attendre 5 min.

Procéder à la lecture dans une zone bien éclairée et noter les résultats du test.
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Contrôle de qualité : Chaque dispositif Directigen RSV ColorPAC possède des contrôles
internes positifs et négatifs permettant de contrôler les procédures (système à deux
niveaux). L�apparition d�un point de contrôle violet représente le contrôle interne positif
de la réaction (niveau 1) qui valide l�intégrité immunologique du dispositif et l�action
adéquate des réactifs, et qui confirme que les procédures appropriées pour le test ont
été suivies. La région de la membrane entourant le triangle représente le témoin négatif
de contrôle (niveau 2) intégré au dispositif. L�absence de toute couleur significative sur
cette surface indique que le test a été effectué correctement.
Des contrôles positifs (Contrôle +) et négatifs (Contrôle �) sont aussi inclus dans chaque
trousse. Ces contrôles sont fournis en tant que moyens additionnels de contrôle de
qualité. Au minimum, ces contrôles devraient être analysés en tant que procédure de
contrôle de la qualité de chacun des lots issus de chacun des envois reçus par le
laboratoire. La formation d�un triangle violet sur la membrane à la suite de l�utilisation
du Contrôle + démontre le bon fonctionnement de la propriété de fixation de l�antigène
RSV de cette membrane. Ne pas utiliser la trousse si le Contrôle + ou le Contrôle � ne
donne pas des résultats appropriés.
Les contrôles peuvent aussi être utilisés pour démontrer une réaction positive ou
négative. Comme décrit dans la rubrique « Méthode de test », le Contrôle + montrera
une réaction positive forte. Pour démontrer une réaction positive plus faible, on peut
diluer le Contrôle + dans du sérum physiologique (dilution maximum 1/2) avant
d�effectuer le test. La performance des réactifs peut aussi être évaluée avec des
échantillons positifs ou négatifs connus.

Effectuer les contrôles de qualité conformément à la réglementation nationale et/ou internationale, aux
exigences des organismes d�homologation concernés et aux procédures de contrôle de qualité en vigueur
dans l�établissement. Il est recommandé à l�utilisateur de consulter les directives CLSI (anciennement NCCLS)
et la réglementation CLIA concernées pour plus d�informations sur les modalités de contrôle de qualité.

RESULTATS
REMARQUE : Les résultats peuvent être lus pendent 10 min supplémentaires avant d�ajouter le Réactif 6.
FACULTATIF � Pour prolonger la période de lecture du test à un maximum de 12 heures, ajouter 4 gouttes de
Réactif 6 (solution d�arrêt) sur la membrane du ColorPAC.

Test positif (présence d�antigène) � Un triangle violet (d�intensité variable) apparaît
sur la membrane du ColorPAC, indiquant que l�antigène RSV a été détecté dans
l�échantillon. La couleur du fond peut aller du blanc au violet clair. Un point violet
peut apparaître au centre du triangle, sauf dans le cas d�une réaction intense où ce
point sera alors masqué.

Test négatif (pas d�antigène détecté) � Pas de triangle violet visible, indiquant que
l�antigène RSV n�a pas été détecté dans l�échantillon testé. Un point violet apparaît
sur la membrane du ColorPAC, indiquant une performance adéquate de la méthode
de test et des réactifs. La couleur du fond peut aller du blanc au violet clair.

Test non interprétable � Le test n�est pas interprétable si on ne voit pas de point
violet. Tout triangle incomplet doit également être considéré comme non
interprétable. Dans ce cas, on doit recommencer le test. Le résultat d�analyse est
également non interprétable si un triangle blanc apparaît sur la membrane du
ColorPAC et que la totalité du fond à l�extérieur du triangle est violette. On peut
voir apparaître un point de contrôle estompé au centre du triangle blanc. Une
dilution d�au moins 1/4 avec du sérum physiologique (0,9 %) ou un ajustement au
standard McFarland no 1 permet de corriger ce problème ; un nouveau test avec
l�échantillon ainsi dilué doit donner un résultat interprétable. 
Des échantillons excessivement muqueux peuvent ne pas être absorbés par la
membrane du ColorPAC ou entraîner des résultats ininterprétables. Ces échantillons
peuvent être dilués à 1/4 dans un sérum physiologique, bien mélangés, puis
analysés de nouveau. Si vous avez besoin d�aide supplémentaire, veuillez contacter
votre représentant local de Becton Dickinson.

LIMITES DE LA METHODE
L�étiologie des infections respiratoires dues à des germes autres que le virus syncytial respiratoire ne peut
être établie par ce test. Le Directigen RSV peut détecter des particules RSV viables et non viables. La
performance du Directigen RSV Test dépend de la charge en antigène et peut ne pas être en corrélation avec
les résultats de cultures cellulaires réalisées à partir du même échantillon.
Il a été démontré que des échantillons frais étaient préférables à des échantillons congelés pour la recherche
du RSV. Les performances obtenues sont inférieures avec ces derniers. Des faux négatifs risquent d�être
obtenus si le prélèvement, la manipulation ou le transport des échantillons ont été mal effectués, ou si les
décharges de virus sont faibles. Il faut donc savoir qu�un résultat négatif n�élimine pas la possibilité d�une
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infection à RSV. Le diagnostic doit toujours tenir compte des résultats d�analyse de laboratoire associés à
tous les autres renseignements cliniques disponibles.
La validité du Directigen RSV n�a pas été prouvée pour l�identification ou la confirmation d�isolats de
cultures cellulaires.

VALEURS ATTENDUES
Le taux de résultats positifs observés pendant le dosage du virus respiratoire syncytial variera en fonction de
la méthode de recueil des échantillons, du système de manipulation/transport, de la méthode de détection
utilisée, de la période de l�année, de l�âge du patient, de la région géographique, et surtout, de la
prédominance de la maladie dans la région.

CARACTERISTIQUES DE PERFORMANCE
Précision clinique : Les performances du Directigen RSV Test ont été déterminées par des évaluations
cliniques prospective et rétrospective menées par des chercheurs indépendants.
Un total de 281 échantillons congelés composés de lavages rhinopharyngés provenant de patients
hospitalisés présentant des symptômes d�infection à RSV ont été analysés avec le test Directigen RSV par
deux chercheurs indépendants. D�après les cultures cellulaires, 170 échantillons étaient négatifs au RSV, et
106 échantillons positifs. Les résultats sont résumés dans le tableau 1. Par rapport à la culture cellulaire, la
sensibilité du Directigen RSV Test est de 97 % (103/106), et sa spécificité est de 97 % (166/170). Cinq résultats
non interprétables (5/281, soit 2 %) ont également été obtenus.

Tableau 1

Corrélation entre les résultats obtenus avec le Directigen RSV et les 
méthodes de référence

Directigen RSV
Culture cellulaire Nombre

Positif Négatif
Positive au RSV 106 103 3

Négative au RSV 170 4* 166

*Trois des quatre échantillons avaient des cultures cellulaires négatives et des dosages par
immunofluorescence positifs.

Au total, 528 échantillons de lavages rhinopharyngés provenant de patients hospitalisés présentant des
symptômes d�infection à RSV ont été analysés avec le test Directigen RSV au cours de la saison du RSV
1988/89 par deux chercheurs indépendants. La culture cellulaire a été la principale méthode de référence, le
dosage par immunofluorescence et les dosages par réaction de blocage servant en cas de désaccord. D�après
les méthodes de référence, 334 échantillons étaient négatifs au RSV, et 194 positifs. Les résultats du test
Directigen RSV sont résumés dans le tableau 2. Dans cette étude prospective, la sensibilité du test Directigen
RSV était de 93 % (181/194) et la spécificité de 90 % (302/334).

Tableau 2

Corrélation entre les résultats obtenus avec le Directigen RSV et les 
méthodes de référence

Directigen RSV
Culture cellulaire Nombre

Positif Négatif
Positive au RSV 194 181 13

Négative au RSV 334 32 302

Etudes de réactivité croisée et d�interférence
Les microorganismes viraux et bactériens mentionnés dans les tableaux 3 et 4 ont été utilisés pour
déterminer à la fois la réactivité croisée et l�interférence dans le Directigen RSV Test. Aucune réactivité
croisée ou interférence n�a été remarquée dans les dosages des microorganismes indiqués.

Tableau 3

Réactivité croisée/Panel d'interférence bactérienne

14

Candida albicans Haemophilus influenzae
Chlamydia psittaci Klebsiella pneumoniae
Chlamydia trachomatis Mycoplasma pneumoniae
Corynebacterium diphtheriae Neisseria meningitidis

Pseudomonas aeruginosa Streptococcus sp gr A
Serratia marcescens Streptococcus sp gr F
Staphylococcus epidermidis Streptococcus sp gr G
Staphylococcus aureus Streptococcus pneumoniae
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Tableau 4

Réactivité croisée/Panel d'interférence virale

CONDITIONNEMENT

No réf. Description
253020 Directigen RSV (Respiratory Syncytial Virus) Kit, 20 déterminations.
253040 Directigen RSV (Respiratory Syncytial Virus) Kit, 40 déterminations.

REFERENCES : Voir la rubrique « References » du texte anglais.
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Adenovirus 5 Cytomegalovirus
Adenovirus 7 Echovirus 11
Adenovirus 10 Echovirus 3
Coxsackie A9 Echovirus 6
Coxsackie B5 HSV type 1
Coxsackie B6 HSV type 2

Influenza A Victoria Rhinovirus 2
Influenza B Great Lakes Rhinovirus 13
Parainfluenza 1 Rhinovirus 15
Parainfluenza 2 Rhinovirus 37
Parainfluenza 3 Varicella (Webster)
Rhinovirus 1A

DirectigenRSV
Zum direkten Nachweis von 
Respiratory Syncytial Virus (RSV)

Deutsch

"

VERWENDUNGSZWECK

Der Directigen Respiratory Syncytial Virus (RSV) Test ist ein In-vitro-Membran-Enzym-Immunoassay (MEIA)
zum direkten qualitativen Schnellnachweis von RSV-Antigen in Proben aus dem Nasopharynx.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLÄRUNG
Der Nachweis einer Infektion mit dem Respiratory Syncytial Virus (RSV) erfolgt zur Zeit durch Anzüchtung/
Isolierung des Virus in einer Gewebekultur und anschließender Bestätigung des zytopathischen Effekts (CPE)
in der Zellkultur durch Immunfluoreszenz (IF) oder durch Nachweis einer vierfachen Erhöhung des Anti-
körpertiters bei paarweiser Untersuchung von im Akutstadium und in der Rekonvaleszenz entnommenen
Serumproben. In letzter Zeit wurden als �Schnellnachweis� für RSV direkte oder indirekte Immunfluoresz-
enztests und Enzymimmunoassays mit Mikrotiterplatten/Röhrchen verwendet, die mit oder ohne Bestätigung
durch die Kultur durchgeführt werden.1-4 Beim Directigen RSV Test wird zum Nachweis von RSV-Antigen, das
aus geeigneten Proben von Patienten mit entsprechender Symptomatik extrahiert wurde, ein Membran-
Enzym-Immunoassay mit Filter verwendet. Für den gesamten Test werden weniger als 15 Minuten benötigt;
die Reaktivität wird anhand einer sichtbaren Farbentwicklung bestimmt.
Aufgrund seiner schnellen Durchführbarkeit eignet sich der Directigen RSV Test zum Nachweis des RSV-
Antigens im Notfall � er liefert rasch die zur Einleitung einer spezifischen antiviralen Behandlung und
anderer unterstützender Maßnahmen notwendigen Informationen.

VERFAHRENSGRUNDLAGEN
Proben aus dem Nasopharynx werden in ein ColorPAC Testdreieck gegeben; bei der Passage der Probe durch
die Membran wird RSV-Antigen an die Membranoberfläche gebunden. Mit Nachweisenzym konjugierte, für
das RSV-Nukleoprotein und Fusions-Protein spezifische monoklonale Antikörper werden hinzugegeben und
an das an der ColorPAC-Membran haftende Antigen gebunden. Anschließend werden nacheinander zwei
Substrate zugegeben und fünf Minuten inkubiert. Ist der Test positiv, erscheint auf der Membran ein
violettes Dreieck.
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REAGENZIEN
Zum Directigen RSV Testkit gehören:
ColorPAC-Testdreiecke (40) 40 Testkits

(20) 20 Testkits Testdreiecke mit Durchflussreglern, in der Mitte der
Membran mit einem Kontrollpunkt aus inaktiviertem RSV-Antigen
versehen.

DispensTube (40) 40 Testkits
Röhrchen und Spitzen (20) 20 Testkits

Reagenz A (4,5 mL) Extraktion, 4 % Mukolyse-Wirkstoff und 16 % Reinigungsmittel,
mit 0,2 % Natriumazid (als Konservierungsmittel).

Reagenz 1 (7,0 mL) Waschreagenz, 50 mM Tris-gepufferte Kochsalzlösung mit 0,2 %
Natriumazid (Konservierungsmittel).

Reagenz 2 40 Tests (7,0 mL) Nachweisreagenz, monoklonale Antikörper gegen RSV-Antigen von 
20 Tests (3,5 mL) der Maus � enzymkonjugiert, .mit 0,2 % Natriumazid

(Konservierungsmittel).
Reagenz 3 (13,5 mL) Waschreagenz, 50 mM Tris-gepufferte Kochsalzlösung mit 0,2 %

Natriumazid (Konservierungsmittel).
Reagenz 4 (7,0 mL) Farbentwicklungs-Substrat A, 0,4 mM Chromogen mit 0,02 %

Natriumazid (Konservierungsmittel).
Reagenz 5 (7,0 mL) Farbentwicklungs-Substrat B, 7,8 mM Chromogen mit 0,2 %

Natriumazid (Konservierungsmittel).
Reagenz 6 (7,0 mL) Stoppreagenz; 150 mM Zitronensäure.
Kontrolle + (1,0 mL) Positive Kontrolle, mit Detergens behandeltes RSV-Antigen mit 

0,2 % Natriumazid (Konservierungsmittel).
Kontrolle � (1,0 mL) Negative Kontrolle, mit Reinigungsmittel behandelte, nicht

infizierte HEp-2-Zellen mit 0,2 % Natriumazid (als
Konservierungsmittel).

Warnungen und Vorsichtsmaßnahmen:
In-vitro-Diagnostikum.
Reagenzien: Verfallsdatum beachten. Reagenzien verschiedener Chargen oder die Verschlüsse der
Reagenzienfläschchen NICHT untereinander austauschen.
Zur richtigen Abgabe der Tropfen müssen die DispensTube-Testdreiecke und die Reagenzienfläschchen
senkrecht über die ColorPAC-Membran oder das Röhrchen gehalten werden (ungefähr 2,5 cm), sodass die
Tropfen frei fallen können. Die Tropfen vorsichtig einzeln nacheinander zugeben.
Die RSV Kontrolle + und der Kontrollpunkt auf dem ColorPAC-Dreieck wurden aus Gewebekulturzellen
hergestellt, die mit RSV infiziert und anschließend inaktiviert und biologischen Prüfungen unterzogen
wurden.
Berührung von Haut und Schleimhäuten ist zu vermeiden. Wenn die Reagenzien mit Haut oder
Schleimhäuten in Berührung kommen, mit Wasser abspülen und Arzt verständigen.
Warnung: Die Reagenzien enthalten Natriumazid. Sehr giftig beim Einatmen, bei Berührung mit der Haut und
beim Verschlucken. Bei Kontakt mit Säuren entstehen hochgiftige Gase. Bei Kontakt mit Haut sofort gründlich
mit Wasser waschen. Natriumazid kann mit Blei- und Kupferleitungen reagieren und hochexplosive
Metallazide bilden. Beim Entsorgen mit sehr viel Wasser nachspülen, um Azidansammlungen zu vermeiden.
Abstrichtupfer: Für Nasopharyngeal-Abstriche werden Tupfer mit Polyester- oder Rayon-Spitze und
Aluminiumdraht empfohlen. Kalziumalginat-Tupfer werden nicht zur Verwendung mit dem Directigen RSV
Test empfohlen.
Kontrollen: Den Kit nicht verwenden, wenn die positiven und negativen Kontrollen (Kontrolle + bzw.
Kontrolle �) nicht die korrekten Ergebnisse liefern.
ColorPAC-Testdreieck: Das Testdreieck (mit dem eingesetzten Durchflussregler) erst unmittelbar vor der
Verwendung aus der Folie nehmen.
Aufbewahrung: Bei Raumtemperatur (15 � 30 °C) oder im Kühlschrank aufbewahren. NICHT EINFRIEREN.

PROBENENTNAHME UND -HANDHABUNG
Siehe Abbildung auf Seite 36.
Frischgewonnene Proben (so schnell wie möglich) in einem geeigneten flüssigen Transportmedium ins Labor
bringen. Vor der Verarbeitung können Proben bis zu 48 h bei 2 � 8 ºC oder bis zu einer Woche bei -20 ºC
aufbewahrt werden. Die Proben vor Untersuchung mit dem Directigen RSV Test nicht zentrifugieren, da die
Entfernung der zellulären Bestandteile die Empfindlichkeit des Tests beeinträchtigt.
Stark bluthaltige Proben sollten mit dem Directigen RSV Test nicht untersucht werden. Proben, die deutlich
sichtbar Blut enthielten, ergaben bei Untersuchung mit diesem Test entweder nicht interpretierbare oder
falsch positive Ergebnisse.
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Warnung: Klinische Proben können pathogene Mikroorganismen, wie z.B. Hepatitis-Viren und HIV,
enthalten. Beim Umgang mit allen mit Blut oder anderen Körperflüssigkeiten kontaminierten Artikeln sind
die �Allgemeinen Vorsichtsmaßnahmen�5-8 sowie die einschlägigen Institutionsrichtlinien zu beachten.

PROBENVORBEREITUNG
Als Proben eignen sich frische oder gefrorene Spülflüssigkeit, Aspirate und Abstriche aus dem Nasopharynx
sowie Aspirate aus der Trachea. Spülflüssigkeit und Aspirate aus dem Nasopharynx erwiesen sich jedoch als
geeigneter als Abstriche und sind daher die bevorzugten Proben.9-11

HINWEIS: Sehr schleimhaltige Proben sickern nicht richtig durch die ColorPAC-Membran oder führen zu nicht
interpretierbaren Ergebnissen. Diese Proben können entweder mit 0,9 % Kochsalzlösung im Verhältnis 1:4
verdünnt oder mit 0,9 % Kochsalzlösung dem McFarland-Standard Nr. 1 angepasst, gut gemischt und ein
Aliquot von 250 µL untersucht werden. Anstatt die Proben zu verdünnen, können sehr schleimhaltige
Proben mit Extraktionsreagenz versetzt und vor Zugabe in das ColorPAC Testdreieck kurz mit Ultraschall
behandelt werden.

Bei Verwendung von Spülflüssigkeit aus dem Nasopharynx:
1. Das empfohlene Volumen bei Spülflüssigkeit aus dem Nasopharynx beträgt 3 � 4 mL.
2. Bei diesem Probenmaterial können zu große Volumina die Leistungsfähigkeit des Tests beeinträchtigen.
3. Probe wie unter �Probenextraktion� im Abschnitt �Testdurchführung" beschrieben weiterverarbeiten.

Bei Verwendung von Aspiraten aus dem Nasopharynx:
1. Zu Aspiraten aus dem Nasopharynx mit einem Volumen von weniger als 0,5 mL müssen vor der

Weiterverarbeitung mindestens 3 mL Transportmedium oder Kochsalzlösung zugegeben werden.
2. Zu Aspiraten mit einem Volumen von mehr als 0,5 mL müssen 4 mL oder mehr Transportmedium oder

Kochsalzlösung zugegeben werden.
3. Probe wie unter �Probenextraktion� im Abschnitt �Testdurchführung" beschrieben weiterverarbeiten.

Bei Verwendung von Abstrichen aus dem Nasopharynx:
1. Zu Abstrichen aus dem Nasopharynx sollten vor der Weiterverarbeitung 0,75 � 3 mL Transportmedium

oder Kochsalzlösung zugegeben werden.
2. Die Abstriche mit dem Transportmedium oder der Kochsalzlösung auf dem Vortex-Mixer gut mischen.
3. Soviel Flüssigkeit wie möglich aus dem Tupfer entfernen.
4. Den Tupfer in einem geeigneten Behälter entsorgen.
5. Die Probe wie unter �Probenextraktion" im Abschnitt �Testdurchführung� beschrieben

weiterverarbeiten.

VERFAHREN
Mitgeliefertes Arbeitsmaterial: Bezüglich der mitgelieferten Materialien, siehe �Reagenzien�.
Benötigtes, jedoch nicht mitgeliefertes Arbeitsmaterial: Benötigt werden die üblichen Materialien und
Laborgeräte zum Transport, zur Lagerung, Handhabung und Entnahme der Proben.
Transportmedien: Die folgenden Transportmedien wurden geprüft und als geeignet für den Directigen RSV
Test befunden:

Nach Durchführung eines entsprechenden Qualifizierungsverfahrens können auch andere Transportmedien
verwendet werden. Als Vorsichtsmaßnahme sollte die Eignung aller Transportmedien für den Directigen RSV
Test geprüft werden. Zur Überprüfung von Transportmedien auf Eignung können Teilmengen des Mediums
mit einem bekannten positiven Material und einem bekannten negativen Material versetzt und mit dem
Assay getestet werden. Die Ergebnisse müssen entsprechend ausfallen.
Testdurchführung: Siehe unter �Sicherheitshinweise�, �Handhabung der Proben�, �Probenvorbereitung�
und �Ergebnisse�. Reagenzien, Proben und ColorPAC-Testdreiecke müssen bei der Verwendung
Raumtemperatur (15 � 30 °C) aufweisen.

Kochsalzlösung, Normal
Phosphatgepufferte Kochsalzlösung (PBS)
PBS plus 0,5 % Gelatine
PBS plus 0,5 % Rinderserumalbumin (BSA)
Virales Culturette
Nährbouillon-Infus aus Kalb (VIB)

VIB plus 0,5 % BSA
Earle's Minimum Essential Media (EMEM)
EMEM mit Laktalbuminhydrolysat
Trypticase-Soja-Bouillon plus 0,5 % Gelatine
M5-Medien
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Testverfahren
Ein DispensTube-Probenröhrchen in den entsprechenden Platz der Bearbeitungsstation stellen.

Vorbereitung des ColorPAC-Testdreiecks

Überprüfen Sie, ob der Durchflussregler 
fest im ColorPAC-Testdreieck eingesetzt ist.

Probenextraktion

Die Probe auf dem Vortex-Mixer mischen. 250 µL Probe in das DispensTube-Röhrchen
pipettieren.
Reagenz A � 3 Tropfen in das DispensTube-Röhrchen geben.
Auf dem Vortex-Mixer oder auf sonstige Weise gut durchmischen.

Auf dem DispensTube-Röhrchen eine Spitze anbringen. HINWEIS: Keine Spitzen
anderer Directigen-Produkte verwenden.
Das Röhrchen umdrehen und vorsichtig drücken.
Die gesamte extrahierte Probe rasch hintereinander tropfenweise in die
Vertiefung des ColorPAC-Dreiecks geben (dabei starke Blasenbildung vermeiden).
Vollständig absorbieren lassen.
Wird die Probe nicht innerhalb von 5 Min. absorbiert, wie in
�Probenvorbereitung� beschrieben verdünnen und nochmals testen.

Farbentwicklung

Den Durchflussregler aus dem ColorPAC-Testdreieck entfernen.

In einem Behälter für infektiösen Abfall entsorgen.

Reagenz 1 � vorsichtig mischen.

4 Tropfen auf die ColorPAC-Membran geben.

Vollständig absorbieren lassen.

Reagenz 2 � vorsichtig mischen.

4 Tropfen auf die ColorPAC-Membran geben.

Vollständig absorbieren lassen.

2 Min. stehen lassen.

Reagenz 3 � vorsichtig mischen.

4 Tropfen auf die ColorPAC-Membran geben.

Vollständig absorbieren lassen.

HINWEIS: Qualitätskontrolle
Die Kontrolle + oder Kontrolle � kann anstelle von Patientenproben zur
Qualitätskontrolle verwendet werden.
5 Tropfen gut gemischtes Kontrolle + oder Kontrolle � in ein DispensTube-
Röhrchen geben, dann 3 Tropfen Reagenz A dazugeben.
Gut durchmischen.

18
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Reagenz 4 � vorsichtig mischen.

4 Tropfen auf die ColorPAC-Membran geben.

Vollständig absorbieren lassen.

Reagenz 5 � vorsichtig mischen.

4 Tropfen auf die ColorPAC-Membran geben.

Vollständig absorbieren lassen.

5 Min. stehen lassen.

Bei guten Lichtverhältnissen ablesen und die Testergebnisse notieren.

Qualitätskontrolle: Jedes Directigen RSV ColorPAC-Testdreieck enthält sowohl positive als
auch negative interne Kontrollen (d.h. zwei Konzentrationen). Das Erscheinen eines
violetten Kontrollpunkts dient als positive interne Reaktivitätskontrolle (Stufe 1) zur
Bestätigung der immunologischen Integrität des Testdreiecks, der ordnungsgemäßen
Reaktionsfähigkeit der Reagenzien und der korrekten Durchführung des Tests. Die
Membranfläche, die das Dreieck umgibt, dient als negative interne Kontrolle (Stufe 2) für
das Testdreieck. Das Ausbleiben einer Farbentwicklung auf diesem Hintergrund zeigt an,
dass der Test korrekt durchgeführt wurde.
Außerdem enthält jeder Kit eine positive (Kontrolle +) und eine negative (Kontrolle �)
Flüssigkontrolle. Diese Kontrollen dienen zur zusätzlichen Qualitätskontrolle. Für jede
Charge einer gelieferten Sendung sollten die Kontrollflüssigkeiten zumindest als
Qualitätskontrollverfahren eingesetzt werden. Das Erscheinen eines violetten Dreiecks auf
der Membran bei Verwendung der Kontrolle + bestätigt ferner die Funktionstüchtigkeit der
RSV-antigenbindenden Eigenschaft der Membran. Nicht verwenden, wenn die positiven und
negativen Kontrollen (Kontrolle + bzw. Kontrolle �) nicht die korrekten Ergebnisse liefern.
Die Kontrollflüssigkeiten können ebenfalls zum Nachweis einer positiven oder negativen
Reaktion verwendet werden. Wie bereits unter �Testdurchführung� beschrieben, dient die
Kontrolle + zum Nachweis einer stark positiven Reaktion. Zum Nachweis einer schwächer
positiven Reaktion kann die Kontrolle + bis zu einem Verhältnis von 1:2 mit Kochsalzlösung
verdünnt werden. Die Reagenzienleistung und korrekte Testdurchführung lassen sich auch
anhand bekanntermaßen positiver oder negativer Proben überprüfen.

Es sind die geltenden gesetzlichen und behördlichen und in den Akkreditierungsbedingungen festgelegten
Vorschriften zur Qualitätskontrolle sowie die laborinternen Standardvorgaben zur Qualitätskontrolle zu
beachten. Benutzer sollten die relevanten CLSI (ehemals NCCLS)-Dokumente und CLIA-Vorschriften über
geeignete Testverfahren zur Qualitätskontrolle einsehen.

ERGEBNISSE
HINWEIS: Ergebnisse können bis zu 10 weitere Min. abgelesen werden, bevor Reagenz 6 hinzugefügt wird.

GEGEBENENFALLS � Um eine Ablesedauer von maximal 12 Std. zu ermöglichen, 4 Tropfen Reagenz 6
(Stoppreagenz) auf die ColorPAC-Membran geben.

Positiver Test (Antigen vorhanden) � Auf der ColorPAC-Membran erscheint ein
violettes Dreieck (unterschiedlicher Intensität), das anzeigt, dass in der Probe RSV-
Antigen nachweisbar war. Der Hintergrund sollte weiß bis hellviolett erscheinen. In
der Mitte des Dreiecks kann ein violetter Punkt sichtbar sein, sofern er nicht durch
eine stark positive Reaktion verundeutlicht wird.

Negativer Test (kein Antigen nachgewiesen) � Es ist kein violettes Dreieck sichtbar.
Diese Reaktion zeigt an, dass in der Probe kein RSV-Antigen nachweisbar war. Auf
der ColorPAC-Membran erscheint ein violetter Punkt, der die ordnungsgemäße
Durchführung des Tests und die Reaktionsfähigkeit der Reagenzien anzeigt. Der
Hintergrund sollte weiß bis hellviolett erscheinen.
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L0001170JAA(0606)draft.qxd  08/17/2006  9:29 AM  Page 19



Nicht interpretierbares Testergebnis � Ist kein violetter Punkt sichtbar, kann der Test
nicht bewertet werden. Auch ein unvollständiges Dreieck gilt als nicht
interpretierbares Ergebnis. In diesen Fällen sollte der Test wiederholt werden. Das
Testergebnis kann auch nicht bewertet werden, wenn auf der ColorPAC-Membran
ein weißes Dreieck sichtbar ist und der gesamte Hintergrund der Membran violett
erscheint. In der Mitte des weißen Dreiecks ist eventuell ein veränderter
Kontrollpunkt zu sehen. Dieses Problem kann normalerweise durch eine
Verdünnung der Probe mit 0,9 % Kochsalzlösung (Verhältnis mindestens 1:4) oder
einer Anpassung an den McFarland Standard Nr. 1, behoben werden. Die erneute
Untersuchung der so verdünnten Probe führt dann zu einem eindeutig
interpretierbaren Ergebnis. 

Sehr schleimhaltige Proben sickern nicht richtig durch die ColorPAC-Membran oder
führen zu nicht interpretierbaren Ergebnissen. Diese Proben können mit
Kochsalzlösung 1:4 verdünnt, gut gemischt und erneut getestet werden. Wird
zusätzliche Hilfe benötigt, Technischen Kundendienst anrufen.

VERFAHRENSBESCHRÄNKUNGEN
Durch andere Erreger als RSV verursachte Atemwegsinfektionen können mit diesem Test nicht nachgewiesen
werden. Mit dem Directigen RSV Test können sowohl vermehrungsfähige als auch nicht vermehrungsfähige
RSV-Partikel nachgewiesen werden. Die Leistungsfähigkeit des Directigen RSV  Tests hängt von der Antigen-
Menge ab und korreliert nicht unbedingt mit den Ergebnissen einer von derselben Probe angelegten
Gewebekultur.
Für die RSV-Untersuchung sind nachgewiesenermaßen frische Proben gefrorenen vorzuziehen. Bei
gefrorenen Proben kann es zu nicht optimalen Ergebnissen kommen. Unzulängliche Probengewinnung,
inkorrekte(r) Probenhandhabung/-transport oder geringe Virus-Abscheidung können zu einem falsch-
negativen Ergebnis führen. Daher schließt ein negatives Testergebnis das Vorliegen einer möglichen RS-
Virus-Infektion nicht aus. Zur Diagnosestellung bei einem Patienten sollten neben den Laborergebnissen
immer auch alle anderen klinischen Informationen berücksichtigt werden.
Die Eignung des Directigen RSV Tests für die Identifizierung/Bestätigung von Isolaten aus Gewebekulturen ist
nicht erwiesen.

ZU ERWARTENDE WERTE
Die Rate der positiven Ergebnisse bei Respiratory Syncytial Virus-Tests variiert je nach Verfahren der
Probengewinnung, verwendetem Handhabungs-/Transportsystem und Nachweisverfahren. Auch die
Jahreszeit, das Alter des Patienten, die geographische Lage und vor allem das lokale Krankheitsvorkommen
spielen hierbei eine Rolle.

LEISTUNGSMERKMALE
Klinische Richtigkeit: Die klinische Leistungsfähigkeit des Directigen RSV Tests wurde in unabhängig
voneinander durchgeführten retrospektiven und prospektiven Untersuchungen geprüft.
Insgesamt 281 gefrorene Proben (Spülflüssigkeit aus dem Nasopharynx) von Krankenhauspatienten, die
Symptome einer RSV-Infektion aufwiesen, wurden von zwei Untersuchern unabhängig voneinander mit dem
Directigen RSV Test untersucht. Die Gewebekultur ergab, dass insgesamt 170 Proben RSV-negativ und 106
Proben RSV-positiv waren. Ergebnisse sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Im Vergleich zur Gewebekultur
betrug die Empfindlichkeit des Directigen RSV Tests 97 % (103/106) und die Spezifität 97 % (166/170). Fünf
Ergebnisse (2 %; 5/281) waren nicht interpretierbar.

Tabelle 1

Übereinstimmung zwischen den Ergebnissen des Directigen RSV Tests 
und der Referenzmethode

Directigen RSV
Gewebekultur Anzahl

Positiv Negativ
RSV-positiv 106 103 3

RSV-negativ 170 4* 166

*Drei von vier Proben waren in der Gewebekultur negativ und im Immunofluoreszenztest positiv.
Während der RSV-Saison 1988 � 1989 wurden insgesamt 528 Proben (Spülflüssigkeit aus dem Nasopharynx)
von Krankenhauspatienten, die Symptome einer RSV-Infektion aufwiesen, von zwei Untersuchern
unabhängig voneinander mit dem Directigen RSV Test extern untersucht. Die Gewebekultur stellte die
primäre Referenzmethode dar; sofern vorhanden, wurden zur Klärung von abweichenden Ergebnissen
Immunfluoreszenztests und Blocking-Tests durchgeführt. Die Ergebnisse der Referenzmethoden zeigten, dass
insgesamt 334 Proben RSV-negativ und 194 Proben RSV-positiv waren. Die Ergebnisse des Directigen RSV
Tests sind in Tabelle 2 zusammengefasst. Bei Auswertung dieser prospektiven Studien betrug die
Empfindlichkeit des Directigen RSV Tests 93 % (181/194) und die Spezifität 90 % (302/334).
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Tabelle 2

Übereinstimmung zwischen den Ergebnissen des Directigen RSV Tests und 
der Referenzmethode

Directigen RSV
Gewebekultur Anzahl

Positiv Negativ
RSV-positiv 194 181 13

RSV-negativ 334 32 302

Untersuchungen zu Kreuzreaktivität und Interferenz
Die in Tabellen 3 und 4 aufgeführten Bakterien und Viren wurden auf Kreuzreaktivität und Interferenz im
Directigen RSV Test untersucht. Alle diese Mikroorganismen verhielten sich im Test negativ.

Tabelle 3

Auf Kreuzreaktivität und Interferenz getestete Bakterien

Tabelle 4

Auf Kreuzreaktivität und Interferenz getestete Viren

LIEFERBARE PRODUKTE

Best.-Nr. Beschreibung
253020 Directigen RSV (Respiratory Syncytial Virus) Kit, 20 Bestimmungen.
253040 Directigen RSV (Respiratory Syncytial Virus) Kit, 40 Bestimmungen.

LITERATUR: S. �References� im englischen Text.
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Adenovirus 5 Zytomegalievirus 
Adenovirus 7 Echo-Virus 11
Adenovirus 10 Echo-Virus 3
Coxsackie A9 Echo-Virus 6
Coxsackie B5 HSV Typ 1
Coxsackie B6 HSV Typ 2

Influenza A Victoria Rhinovirus 2
Influenza B Great Lakes Rhinovirus 13
Parainfluenza 1 Rhinovirus 15
Parainfluenza 2 Rhinovirus 37
Parainfluenza 3 Varizellen (Webster)
Rhinovirus 1A

Candida albicans Haemophilus influenzae
Chlamydia psittaci Klebsiella pneumoniae 
Chlamydia trachomatis Mycoplasma pneumoniae
Corynebacterium diphtheriae Neisseria meningitidis

Pseudomonas aeruginosa Streptococcus sp Gruppe A
Serratia marcescens Streptococcus sp Gruppe F
Staphylococcus epidermidis Streptococcus sp Gruppe G
Staphylococcus aureus Streptococcus pneumoniae
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USO PREVISTO
Il test Directigen Respiratory Syncytial Virus (RSV) (test Directigen del virus respiratorio sinciziale, RSV) è un
dosaggio immunoenzimatico (EIA) su membrana, in vitro, per la rilevazione qualitativa rapida dell�antigene
di RSV direttamente da campioni nasofaringei.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE
Le procedure attualmente usate per diagnosticare l�infezione da virus respiratorio sinciziale (RSV) comprendono
amplificazione/isolamento in colture tissutali, seguiti da conferma mediante immunofluorescenza (IF) degli
effetti citopatici (CPE) nelle colture cellulari o dimostrazione di un aumento di quattro volte del titolo
anticorpale in sieri di fase acuta e convalescenza esaminati contemporaneamente. Più recentemente, come
metodica di rilevazione rapida di RSV sono stati adottati IF diretta o indiretta e dosaggi immunoenzimatici in
micropozzetti/provette, con o senza conferma mediante coltura.1-4 Il test Directigen di rilevazione dell�antigene
di RSV consiste in un dosaggio enzimatico su immunomembrana a filtro per la rilevazione dell�antigene di RSV
estratto da campioni adatti di pazienti sintomatici. Il test richiede complessivamente meno 15 minuti e la
reattività si determina mediante controllo visivo dello sviluppo di colore.
Grazie alla sua rapidità e praticità, il test Directigen RSV può essere usato come test d�urgenza per RSV,
fornendo rapidamente informazioni significative ai fini di interventi antivirali specifici e decisioni in merito.

PRINCIPI DELLA PROCEDURA
I campioni nasofaringei estratti vengono addizionati al dispositivo di test ColorPAC e al passaggio del
campione attraverso la membrana, l�antigene di RSV si lega alla superficie di quest�ultima. Una volta
addizionati alla membrana di ColorPAC, gli anticorpi monoclonali coniugati all�enzima rilevatore � specifici
per la proteina di fusione e la nucleoproteina di RSV � si legano all�antigene intrappolato. Vengono quindi
aggiunti in successione due substrati che, dopo una incubazione di cinque minuti, determinano lo sviluppo di
un triangolo porpora sulla membrana, a indicare che il test è positivo.

REAGENTI
Il test Directigen RSV comprende i reagenti seguenti.
Dispositivi ColorPAC (40) 40 kit di test

(20) 20 kit di test Dispositivi con unità di controllo del flusso, contenenti
un puntino di controllo di antigene RSV inattivato nel centro della
membrana.

DispensTube (40) 40 kit di test
Provette e puntali (20) 20 kit di test

Reagente A (4,5 mL) Soluzione di estrazione, agente mucolitico al 4% e detergente al
16%, con sodio azide allo 0,2% (conservante)

Reagente 1 (7,0 mL) Soluzione di lavaggio, 50 mM soluzione salina Tris, con sodio azide
allo 0,2% (conservante)

Reagente 2 40 test (7,0 mL) Rilevatore di anticorpi monoclonali murini anti-RSV, coniugati 
20 test (3,5 mL) all�enzima, con sodio azide allo 0,2% (conservante).

Reagente 3 (13,5 mL) Soluzione di lavaggio, 50 mM soluzione salina Tris, con sodio azide
allo 0,2% (conservante)

Reagente 4 (7,0 mL) Substrato A per lo sviluppo del colore, 0,4 mM cromogeno, con
sodio azide allo 0,02% (conservante)

Reagente 5 (7,0 mL) Substrato B per lo sviluppo del colore, 7,8 mM cromogeno, con
sodio azide allo 0,2% (conservante)

Reagente 6 (7,0 mL) Soluzione di arresto, 150 mM acido citrico.
Controllo + (1,0 mL) Controllo positivo, antigene di RSV trattato con detergente, con

sodio azide allo 0,2% (conservante)
Controllo � (1,0 mL) Controllo negativo, cellule HEp-2 non infette trattate con

detergente, con sodio azide allo 0,2% (conservante)

Avvertenze e precauzioni
Per uso diagnostico in vitro.
Reagenti - Non usare oltre la data di scadenza. NON mescolare reagenti appartenenti a kit con numeri
diversi di lotto o i tappi dei rispettivi flaconi.
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Per garantire una corretta dispensazione, tenere i flaconi dei reagenti e i dispositivi DispensTube in
posizione verticale (a circa 2,5 cm dalla superficie della membrana di ColorPAC o dalla provetta), lasciando
cadere delicatamente una goccia alla volta in rapida successione.
Il Controllo + di RSV e il puntino di controllo sulla membrana di ColorPAC sono stati preparati usando cellule
di colture tissutali infettate con RSV, inattivate e successivamente testate mediante biodosaggi.
Evitare il contatto dei reagenti con la pelle e le membrane mucose. In caso di contatto con queste zone,
risciacquare con acqua e contattare il medico.
Avvertenza - I reagenti contengono sodio azide. Altamente tossico per inalazione, contatto con la pelle e
ingestione. A contatto con acidi, libera gas altamente tossici. In caso di contatto con la pelle, lavarsi
immediatamente e abbondantemente con acqua. La sodio azide può reagire con il piombo e il rame delle
tubature, formando azidi metalliche altamente esplosive. Eliminare la sodio azide facendo scorrere
abbondante acqua negli scarichi per impedire l�accumulo di azidi.
Tamponi - Per i prelievi nasofaringei (NPS), si raccomanda l�uso di tamponi con punta di poliestere o rayon y
filo di alluminio. Con il test Directigen RSV, si sconsiglia l�uso di tamponi in alginato di calcio.
Controlli - Non usare il kit se il Controllo + e il Controllo � non danno i risultati appropriati.
Dispositivo ColorPAC - Estrarre il dispositivo (con l�unità di controllo del flusso inserita) dalla busta in foglio
d�alluminio soltanto al momento dell�uso.
Conservazione - Conservare il prodotto a temperatura ambiente (15 � 30 °C) o in frigorifero. NON
CONGELARE.

RACCOLTA E TRATTAMENTO DEI CAMPIONI
Vedere le illustrazioni a pagina 36.
Fare pervenire al più presto i campioni freschi al laboratorio, in un sistema di trasporto liquido adatto. I
campioni possono essere conservati a 2 � 8 ºC per 48 h oppure a -20 ºC per una settimana al massimo. Non
centrifugare i campioni prima dell�uso con il test Directigen RSV, in quanto l�eliminazione del materiale
cellulare compromette la sensibilità del test.
Non testare campioni macroscopicamente ematici con il test Directigen RSV. È stato riscontrato che campioni
contenenti sangue in quantità visibile danno risultati non interpretabili o falsamente positivi quando
vengono analizzati con questo test.
Avvertenza - I campioni clinici possono contenere microrganismi patogeni, inclusi i virus dell�epatite e i virus
dell�immunodeficienza umana. Manipolare tutti i materiali e gli articoli contaminati con sangue e altri fluidi
biologici in conformità alle linee guide dell�istituto e alle �Precauzioni standard�.5-8

PREPARAZIONE DEI CAMPIONI
I tipi di campioni accettabili per il test comprendono lavaggi nasofaringei, aspirati e tamponi nasofaringei e
aspirati tracheali, sia freschi che congelati. Aspirati e lavaggi nasofaringei hanno dato tuttavia risultati
migliori rispetto ai tamponi e rappresentano quindi i campioni di scelta.9-11

NOTA - È possibile che campioni eccessivamente mucosi non vengano assorbiti nella membrana di ColorPAC
oppure diano risultati non interpretabili. Questi campioni devono essere diluiti 1:4 con soluzione fisiologica
allo 0,9% o corretti con soluzione fisiologica allo 0,9% sino a uno standard McFarland n. 1 e testati in
aliquote di 250 µL. In alternativa alla diluizione, i campioni eccessivamente mucosi trattati con reagente di
estrazione possono essere sottoposti a una breve sonicazione prima di essere addizionati al dispositivo
ColorPAC.

Procedura da seguire con lavaggi nasofaringei
1. Si raccomanda l�uso di 3 � 4 mL di liquido di lavaggio nasofaringeo.
2. Volumi eccessivi di lavaggio possono ridurre lae performance del test.
3. Analizzare il campione come descritto in "Procedura del test", �Estrazione del campione�.

Procedura da seguire con aspirati nasofaringei
1. Prima dell�analisi, diluire i campioni di aspirato nasofaringeo di volume inferiore a 0,5 mL in almeno 3 mL

di terreno di trasporto o di soluzione fisiologica.
2. Addizionare i campioni di aspirato di volume superiore a 0,5 mL con almeno 4 mL di terreno di trasporto

o soluzione fisiologica.
3. Analizzare il campione come descritto in "Procedura del test", �Estrazione del campione�.

Procedura da seguire con tamponi nasofaringei
1. Addizionare i campioni di tampone nasofaringeo con 0,75 � 3 mL di terreno di trasporto o di soluzione

fisiologica prima dell�analisi.
2. Vortexare il tampone con il terreno di trasporto o la soluzione fisiologica.
3. Rimuovere quanto più liquido possibile dal tampone.
4. Eliminare il tampone nell�apposito contenitore.
5. Trattare il campione come descritto in �Procedura del test�, "Estrazione del campione".
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PROCEDURE
Materiali forniti - Per i materiali forniti, vedere la sezione �Reagenti�.
Materiali necessari ma non forniti - Sono necessarie la strumentazione e l�attrezzatura di laboratorio
utilizzate per il trasporto, la conservazione, la manipolazione e l�allocazione di campioni.
Terreni di trasporto - I seguenti terreni di trasporto sono stati testati risultando risultati compatibili con il test
Directigen RSV:

Si possono utilizzare altri terreni di trasporto purché opportunamente qualificati in precedenza. A titolo di
precauzione, è opportuno qualificare tutti i terreni di trasporto con il test Directigen RSV prima dell�uso. Per
qualificare i terreni di trasporto, seminare aliquote di terreno con un materiale positivo e uno negativo noti
e testarli con il dosaggio. Si devono ottenere risultati appropriati.
Esecuzione del test - Rivedere le sezioni �Avvertenze e precauzioni�, �Trattamento dei campioni�,
�Preparazione dei campioni� e �Risultati�. Al momento dell� uso, i reagenti, i campioni e i dispositivi
ColorPAC devono essere a temperatura ambiente (15 � 30 °C) .

Procedura Del Test

Porre il dispositivo DispensTube nell�area designata della workstation.

Preparazione di ColorPAC

Assicurarsi che l�unità di controllo del flusso sia perfettamente 
inserita nel dispositivo ColorPAC.

Estrazione del campione

Vortexare il campione. Pipettare 250 µL di campione nel dispositivo DispensTube.
Reagente A � Dispensarne 3 gocce nella provetta DispensTube.
Agitare con vortex o mescolare accuratamente.

Inserire un puntale nel dispositivo DispensTube. NOTA - Non utilizzare puntali di
altri prodotti Directigen.

Capovolgere e premere con cura.

Dispensare nel pozzetto del test ColorPAC tutto il campione estratto, goccia a
goccia, in veloce successione (evitando l�introduzione di una quantità eccessiva di
bolle d�aria).

Lasciare assorbire completamente.

Se il campione non viene assorbito nel dispositivo entro 5 min, diluire come
descritto in �Preparazione dei campioni� e ritestare.

NOTA - Controllo di qualità
Ai fini del controllo di qualità, è possibile usare il Controllo + o il Controllo �
anziché i campioni.
Dispensare 5 gocce di Controllo + o Controllo � accuratamente mescolato in
una provetta DispensTube, seguite da 3 gocce di Reagente A.
Mescolare accuratamente.

Soluzione salina normale
Soluzione salina tamponata con fosfato (PBS)
PBS più 0,5% gelatina
PBS più 0,5% albumina di siero bovino (BSA)
Viral Culturette
Brodo d'infuso di vitello (VIB)

VIB più 0,5% BSA
Terreno minimo essenziale di Earle (EMEM)
EMEM con idrolizzato di lactalbumina
Trypticase Soy Broth più 0,5% gelatina
Terreno M5
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Sviluppo di colore

Togliere l�unità di controllo del flusso dal dispositivo ColorPAC. Gettarla in un contenitore
per rifiuti biologici.

Reagente 1 � Mescolare delicatamente.

Dispensare 4 gocce sulla membrana di ColorPAC.

Lasciare assorbire completamente.

Reagente 2 � Mescolare delicatamente.

Dispensare 4 gocce sulla membrana di ColorPAC.

Lasciare assorbire completamente.

Lasciare riposare per 2 min.

Reagente 3 � Mescolare delicatamente.

Dispensare 4 gocce sulla membrana di ColorPAC.

Lasciare assorbire completamente.

Reagente 4 � Mescolare delicatamente.

Dispensare 4 gocce sulla membrana di ColorPAC.

Lasciare assorbire completamente.

Reagente 5 � Mescolare delicatamente.

Dispensare 4 gocce sulla membrana di ColorPAC.

Lasciare assorbire completamente.

Lasciare riposare per 5 min.

Leggere i risultati del test in una zona bene illuminata e annotarli.

Controllo di qualità - Ogni dispositivo ColorPac del test Directigen RSV contiene controlli
interni positivi e negativi (due livelli). La comparsa di un puntino di controllo porpora
funge da controllo di reattività interno positivo (livello 1), che convalida l�integrità
immunologica del dispositivo e la corretta funzione del reagente e garantisce il rispetto
della corretta procedura del test. L�area della membrana intorno al triangolo funge da
controllo interno negativo (livello 2) del dispositivo. Il mancato sviluppo di un qualsiasi
colore in questa area di fondo indica che il test è stato eseguito correttamente.

Insieme a ciascun kit vengono forniti anche controlli liquidi positivi (Controllo +) e
negativi (Controllo �) da usare come metodo supplementare di controllo di qualità. I
controlli liquidi devono essere analizzati come procedura di controllo qualità almeno per
ciascun lotto di ogni partita ricevuta. La formazione di un triangolo porpora sulla
membrana quando viene usato il Controllo +, fornisce ulteriore conferma dell�efficacia
delle proprietà leganti della membrana all�antigene di RSV. Non usare se il Controllo + e
il Controllo � non danno i risultati appropriati.

I controlli liquidi possono essere usati anche per dimostrare una reazione positiva o
negativa. Come descritto nella sezione �Procedura del test�, il Controllo + dimostrerà una
reazione fortemente positiva. Per dimostrare una reazione positiva più debole, il
Controllo + può essere diluito (max 1:2) con soluzione fisiologica e testato. Performance
dei reagenti e tecnica possono anch�esse essere valutate usando campioni di positività o
negatività accertata.

Livello 1
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Le procedure prescritte per il controllo di qualità devono essere effettuate in conformità alle norme vigenti
o ai requisiti di accreditazione e alla prassi di controllo di qualità del laboratorio specifico. Per una guida alla
prassi di controllo di qualità appropriata, si consiglia di consultare le norme CLIA e la documentazione CLSI
(già NCCLS) in merito.

RISULTATI
NOTA - I risultati possono essere letti per altri 10 min al massimo prima di dispensare il Reagente 6.
FACOLTATIVO � Per estendere il periodo di interpretazione dei risultati fino a un massimo di 12 h, dispensare
4 gocce di Reagente 6 (soluzione di arresto) sulla membrana di ColorPAC.

Test positivo (antigene presente) � Sulla membrana di ColorPAC appare un
triangolo porpora (di qualsiasi intensità) indicante la rilevazione dell�antigene di
RSV nel campione. Il fondo deve essere da bianco a porpora chiaro. Un puntino
porpora sarà visibile al centro del triangolo, a meno che non risulti oscurato da un
triangolo positivo intenso.

Test negativo (nessun antigene presente) � Il triangolo porpora non appare, a
indicare la mancata rilevazione dell�antigene di RSV nel campione. Sulla membrana
di ColorPAC, appare un puntino porpora indicante lae correttea  performance della
procedura del test e dei reagenti. Il fondo deve essere da bianco a porpora chiaro.

Test non interpretabile � Se il puntino porpora non è visibile, il test non è
interpretabile. Anche un triangolo incompleto deve essere considerato un risultato
non interpretabile. Se il test non è interpretabile, lo si deve ripetere. I risultati del
test non sono interpretabili anche nel caso in cui sulla membrana di ColorPAC
appaia un triangolo bianco, circondato da un fondo interamente di color porpora.
Uno scialbo puntino di controllo può essere visibile al centro del triangolo bianco.
Per risolvere questo problema e ottenere risultati interpretabili, è di norma
sufficiente diluire il campione almeno 1:4 con soluzione fisiologica allo 0,9% o
correggerlo sino allo standard McFarland n. 1, e ritestarlo. 

È possibile che campioni eccessivamente mucosi non vengano assorbiti nella membrana
di ColorPAC oppure diano risultati non interpretabili. Questi campioni possono essere
diluiti 1:4 con soluzione fisiologica, mescolati accuratamente e ritestati. Per assistenza
tecnica, contattare il rappresentante di zona della Becton Dickinson.

LIMITAZIONI DELLA PROCEDURA
Con questo test non si definisce l�eziologia di un�infezione respiratoria causata da microrganismi diversi dal
virus respiratorio sinciziale. Il test Directigen RSV è in grado di rilevare particelle di RSV vitali e non vitali. Lae
performance del test Directigen RSV dipendeono dalla carica antigenica e puòossono non essere correlatae
con colture tissutali ottenute dallo stesso campione.
Come già definito, per il test RSV è preferibile usare campioni freschi anziché congelati. L�uso di campioni
congelati può infatti dare risultati non ottimali. Una raccolta inadeguata del campione, un trattamento o
trasporto inappropriato del campione o bassi livelli di diffusione del virus possono dare risultati falsamente
negativi. Di conseguenza, un risultato negativo del test non esclude la possibilità di infezione da RSV. La
diagnosi del paziente deve sempre includere i risultati delle analisi di laboratorio e tutti gli altri dati clinici
disponibili.
La validità del test Directigen RSV per la determinazione/conferma di isolati in colture tissutali non è stata
accertata.

VALORI ATTESI
La percentuale di positività osservata nei test del virus respiratorio sinciziale varia a seconda della metodica
usata per la raccolta, il trattamento e il trasporto del campione, della metodica di rilevazione impiegata, del
periodo dell�anno, dell�età del paziente, dell�areaa posizione geografica e soprattutto della prevalenza
locale della malattia.

PERFORMANCE
Accuratezza clinica - Lae performance del test Directigen RSV sono è statae determinatae in valutazioni
retrospettive e prospettiche condotte da ricercatori indipendenti.
Due ricercatori indipendenti hanno complessivamente testato 281 campioni congelati di lavaggi
nasofaringei, prelevati da pazienti ospedalizzati sintomatici per RSV, usando il test Directigen RSV. Secondo i
risultati ottenuti mediante coltura tissutale, 170 campioni sono risultati negativi e 106 campioni positivi per
RSV. I risultati sono riassunti nella Tabella 1. La sensibilità e la specificità del test Directigen RSV rispetto alla
coltura tissutale sono risultate rispettivamente del 97% (103/106) e del 97% (166/170). Sono stati ottenuti
anche cinque risultati non interpretabili, pari al 2% (5/281).
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Tabella 1

Concordanza tra i risultati Directigen RSV e quelli della coltura tissutale

Directigen RSV
Coltura tissutale Numero

Positivo Negativo
Positivo per RSV 106 103 3

Negativo per RSV 170 4* 166

*Tre su quattro sono risultati negativi con la coltura tissutale e positivi con IF.

Due ricercatori indipendenti hanno complessivamente testato 528 campioni di lavaggi nasofaringei, prelevati
da pazienti ospedalizzati sintomatici per RSV, usando il test Directigen RSV, durante la stagione di RSV 
1988-1989. La coltura tissutale è stata la principale metodica di riferimento; IF e test bloccanti hanno risolto
le discrepanze, laddove applicabile. Secondo i risultati ottenuti con le metodiche di riferimento, 334
campioni sono risultati negativi e 194 campioni positivi per RSV. I risultati del test Directigen RSV sono
riassunti nella Tabella 2. In questo studio prospettico, la sensibilità e la specificità del test Directigen RSV
sono risultate rispettivamente del 93% (181/194) e del 90% (302/334).

Tabella 2

Concordanza tra i risultati Directigen RSV e quelli della coltura tissutale

Directigen RSV
Coltura tissutale Numero

Positivo Negativo
Positivo per RSV 194 181 13

Negativo per RSV 334 32 302

Studi di reattività crociata/interferenza
I microrganismi virali e batterici elencati nelle Tabelle 3 e 4 sono stati usati per accertare reattività crociata e
interferenza nel test Directigen RSV. Nel dosaggio dei microrganismi elencati non è stata rilevata alcuna
reattività crociata o interferenza.

Tabella 3

Pannello di reattività crociata/interferenza batterica

Tabella 4

Pannello di reattività crociata/interferenza virale

DISPONIBILITÀ
N. di cat. Descrizione
253020 Kit Directigen RSV (virus respiratorio sinciziale), 20 determinazioni
253040 Kit Directigen RSV (virus respiratorio sinciziale), 40 determinazioni.

BIBLIOGRAFIA - Vedere �References� nel testo inglese.
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Candida albicans Haemophilus influenzae
Chlamydia psittaci Klebsiella pneumoniae 
Chlamydia trachomatis Mycoplasma pneumoniae
Corynebacterium diphtheriae Neisseria meningitidis

Pseudomonas aeruginosa Streptococcus sp. gruppo A
Serratia marcescens Streptococcus sp. gruppo F
Staphylococcus epidermidis Streptococcus sp. gruppo G
Staphylococcus aureus Streptococcus pneumoniae

Adenovirus 5 Cytomegalovirus 
Adenovirus 7 Echovirus 11
Adenovirus 10 Echovirus 3
Coxsackie A9 Echovirus 6
Coxsackie B5 HSV tipo 1
Coxsackie B6 HSV tipo 2

Influenza A Victoria Rhinovirus 2
Influenza B Great Lakes Rhinovirus 13
Parainfluenza 1 Rhinovirus 15
Parainfluenza 2 Rhinovirus 37
Parainfluenza 3 Varicella (Webster)
Rhinovirus 1A
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DirectigenRSV
Para la detección directa del Virus 
Respiratorio Sincitial (RSV)

Español

"

USO PREVISTO
La prueba Directigen RSV (Virus Respiratorio Sincitial) es un enzimoinmunoanálisis in vitro (EIA) sobre
membrana para la detección rápida y cualitativa del antígeno de RSV directamente de muestras
nasofaríngeas.

RESUMEN Y EXPLICACION
Los procedimientos que se utilizan actualmente para diagnosticar la infección por el virus respiratorio
sincitial (RSV) incluyen la amplificación/aislamiento en cultivos tisulares seguido de la confirmación, por
inmunofluorescencia (IF), de efectos citopáticos en cultivos celulares (CPE) o la demostración de un
incremento de cuatro veces en el título de anticuerpos entre el suero agudo y el suero convaleciente. Más
recientemente, se han utilizado la inmunofluorescencia (IF) directa o indirecta y los enzimoinmunoanálisis en
micropocillos o en tubos, con o sin confirmación en cultivos, como método de detección �rápida� de RSV1-4.
La prueba de detección de antígeno Directigen RSV consiste en un enzimoinmunoanálisis sobre una
membrana filtrante para detectar el antígeno de RSV extraído de muestras tomadas de pacientes
sintomáticos. La duración total de la prueba es de menos de 15 minutos y la reactividad se determina
visualmente mediante la aparición de color.
Por su rapidez y sencillez, la prueba Directigen RSV se puede emplear para la detección urgente del antígeno
de RSV, proporcionando datos rápidos y relevantes para ayudar con la intervención antiviral específica y la
toma de otras decisiones clínicas complementarias.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO
Las muestras nasofaríngeas extraídas se añaden al dispositivo de prueba ColorPAC, y el antígeno de RSV se
une a la superficie de la membrana a medida que la muestra pasa a su través. Los anticuerpos monoclonales
conjugados a una enzima detectora y específicos de la nucleoproteína y la proteína de fusión de RSV, se
unen al antígeno atrapado en la membrana después de añadirlos a la membrana ColorPAC. A continuación
se añaden dos substratos de manera secuencial y se dejan incubar durante cinco minutos. En la membrana
aparecerá un triángulo morado, lo que indica un resultado positivo.

REACTIVOS
La prueba Directigen RSV incluye:
Dispositivos ColorPAC (40) Equipo de 40 pruebas.

(20) Equipo de 20 pruebas. Dispositivos con unidades controladoras de
flujo que contienen un punto de control en el centro de la
membrana con antígeno de RSV inactivado.

DispensTube (40) Equipo de 40 pruebas.
Tubos y puntas (20) Equipo de 20 pruebas.

Reactivo A (4,5 mL) Reactivo de extracción, agente mucolítico al 4% y detergente al
16%, con azida sódica al 0,2% (conservante).

Reactivo 1 (7,0 mL) Lavado, 50 mM Tris-salino, con azida sódica al 0,2% (conservante).
Reactivo 2 40 pruebas (7,0 mL) Detector, anticuerpos monoclonales de ratón anti-RSV: conjugados a 

20 pruebas (3,5 mL) una enzima, con azida sódica al 0,2% (conservante).
Reactivo 3 (13,5 mL) Lavado, 50 mM Tris-salino, con azida sódica al 0,2% (conservante).
Reactivo 4 (7,0 mL) Substrato A para el revelado del color, 0,4 mM cromógeno, con

azida sódica al 0,02% (conservante).
Reactivo 5 (7,0 mL) Substrato B para el revelado del color, 7,8 mM cromógeno, con

azida sódica al 0,2% (conservante).
Reactivo 6 (7,0 mL) Parada, 150 mM ácido cítrico.
Control + (1,0 mL) Control positivo, antígeno de RSV tratado con detergente, con

azida sódica al 0,2% (conservante).
Control � (1,0 mL) Control negativo, células HEp-2 no infectadas tratadas con

detergente, con azida sódica al 0,2% (conservante).

Advertencias y precauciones:
Para uso diagnóstico in vitro.
Reactivos: No utilizar los reactivos después de su fecha de caducidad. NO mezclar los reactivos de equipos
con números de lote diferentes ni intercambiar los tapones de los frascos de reactivos.
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Con el fin de asegurar la dosificación correcta de las gotas, los dispositivos DispensTube y los frascos de los
reactivos se deben sujetar en posición vertical (a aproximadamente 2,5 cm de la superficie de la membrana
ColorPAC o del tubo) y las gotas se dejarán caer suavemente, de una en una, a un ritmo rápido.
El Control + de RSV y el punto de control sobre la membrana ColorPAC han sido preparados a partir de
células de cultivos tisulares infectadas con RSV que han sido inactivadas y posteriormente analizadas
mediante pruebas de bioensayo.
Evite el contacto de los reactivos con la piel o las mucosas. Si los reactivos entran en contacto con estas áreas,
lavarse con abundante agua y llamar a su médico.
Advertencia: Los reactivos contienen azida sódica. Muy tóxico por inhalación, por ingestión y en contacto
con la piel. El contacto con ácidos libera un gas muy tóxico. En caso de contacto con la piel, lavarla
inmediatamente con abundante agua. La azida sódica puede reaccionar con las cañerías de plomo y cobre,
formando azidas metálicas muy explosivas. Al desechar el material, utilizar un gran volumen de agua para
evitar el depósito de azidas.
Torundas: Para las muestras de torundas nasofaríngeas se recomienda usar torundas con cabeza de rayón o
poliéster y guía de aluminio. No se recomienda el uso de torundas de alginato cálcico con la prueba Directigen RSV.
Controles: No utilizar el equipo si los controles positivo y negativo no producen los resultados adecuados.
Dispositivo ColorPAC: Sacar el dispositivo (con el controlador de flujo colocado) de la bolsa de papel
metálico justo antes de utilizarlo.
Almacenamiento: Conservar a temperatura ambiente (15 � 30 °C) o refrigerar. NO CONGELAR.

RECOGIDA Y MANIPULACION DE LAS MUESTRAS
Ver las figuras de la página 36.
Trasladar las muestras recientes al laboratorio (tan rápidamente como sea posible) utilizando un sistema de
transporte líquido adecuado. Las muestras pueden ser almacenadas a 2 � 8 ºC hasta 48 h o a -20 ºC por un
máximo de una semana antes de procesarse. No centrifugar las muestras antes de usarlas con la prueba Directigen
RSV, ya que la eliminación de materia celular tendría un efecto negativo en la sensibilidad de la prueba.
No utilizar la prueba Directigen RSV para analizar muestras con mucho contenido hemático. Se ha
demostrado que las muestras que contienen cantidades visibles de sangre dan resultados no interpretables o
falsamente positivos al analizarlas con esta prueba.
Advertencia: En las muestras clínicas puede haber microorganismos patógenos, como los virus de la hepatitis
y el virus de la inmunodeficiencia humana. Para la manipulación de todos los elementos contaminados con
sangre u otros líquidos corporales deben seguirse las �Precauciones estándar�5-8 y las directrices del centro.

PREPARACION DE LAS MUESTRAS
Entre los tipos aceptables de muestras se incluyen lavados, torundas y aspirados nasofaríngeos (recientes o
congelados), así como aspirados traqueales. Sin embargo, las muestras de preferencia son los lavados y
aspirados nasofaríngeos, ya que se ha observado que son mejores que las torundas9-11.
NOTA: Es posible que las muestras excesivamente mucoides no sean absorbidas por la membrana ColorPAC o
den lugar a resultados no interpretables. Estas muestras pueden diluirse 1:4 con solución salina al 0,9% o
ajustarse con solución salina al 0,9% al patrón McFarland Nº 1, mezclar bien y analizarse una alícuota de 
250 µL. Como alternativa a la dilución, las muestras excesivamente mucoides tratadas con un reactivo de
extracción pueden sonicarse brevemente antes de añadirlas al dispositivo ColorPAC.

Procedimiento para lavados nasofaríngeos:
1. Se recomienda que los lavados nasofaríngeos tengan un volumen de 3 � 4 mL.
2. Un volumen de lavado excesivo puede afectar negativamente el rendimiento de la prueba.
3. Procesar la muestra tal como se describe en �Extracción de la muestra�, en el apartado "Procedimiento

de análisis".

Procedimiento para aspirados nasofaríngeos:
1. Antes de procesar, las muestras de aspirado nasofaríngeo cuyo volumen sea menor de 0,5 mL se

dispersarán en un mínimo de 3 mL de medio de transporte o solución salina.
2. Las muestras de aspirados de más de 0,5 mL requieren la adición de 4 mL o más de medio de transporte o

solución salina.
3. Procesar la muestra tal como se describe en �Extracción de la muestra�, en el apartado "Procedimiento

de análisis".

Procedimiento para torundas nasofaríngeas:
1. Las muestras tomadas mediante torundas nasofaríngeas deben añadirse a 0,75 � 3 mL de medio de

transporte o solución salina antes de procesarlas.
2. En un vórtex, mezclar la torunda y el medio de transporte o solución salina.
3. Eliminar de la torunda la mayor cantidad de líquido que sea posible.
4. Desechar la torunda en un recipiente apropiado.
5. Procesar la muestra tal como se describe en "Extracción de la muestra", en el apartado �Procedimiento

de análisis�.
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PROCEDIMIENTOS
Materiales suministrados: Véase el apartado �Reactivos� para consultar el material suministrado.
Materiales necesarios pero no suministrados: Se precisa el equipo y los materiales de laboratorio necesarios
para el transporte, almacenamiento, manipulación y distribución de las muestras.
Medios de transporte: Los siguientes medios de transporte se han evaluado y se ha demostrado que son
compatibles con el análisis Directigen RSV:

Pueden utilizarse otros medios de transporte si se realiza una validación apropiada. Como medida de
precaución, con la prueba Directigen RSV se comprobará la idoneidad de todos los medios de transporte
antes de su utilización. Para determinar la idoneidad de los medios de transporte, se pueden sembrar partes
alícuotas de medios con materiales con resultados positivo conocido y negativo conocido, para luego
analizarse con la prueba. Deben obtenerse resultados apropiados.
Realización de la prueba: Revisar las secciones tituladas �Advertencias y Precauciones�, �Manipulación de las
muestras�, �Preparación de las muestras� y �Resultados�. Los reactivos, las muestras y los dispositivos
ColorPAC deberán estar a temperatura ambiente (15 � 30 °C) en el momento de usarlos.

Procedimiento de análisis

Colocar un dispositivo DispensTube en la zona correspondiente de la bandeja.

Preparación del ColorPAC

Asegurarse de que el controlador de flujo esté bien colocado en el dispositivo ColorPAC.

Extracción de la muestra

Agitar la muestra en un vórtex. Pipetear 250 µL de la muestra en el dispositivo
DispensTube.
Reactivo A: Añadir 3 gotas al dispositivo DispensTube.
Agitar en el vórtex o mezclar bien.

Colocar una punta en el dispositivo DispensTube. NOTA: No utilizar puntas de
otros productos Directigen.

Invertir y apretar con cuidado.

Añadir toda la muestra extraída, gota a gota, en rápida sucesión (evitando
añadir demasiadas burbujas) al pocillo de prueba ColorPAC.

Dejar que se absorba completamente.

Si el dispositivo no absorbe la muestra en el plazo de 5 min, diluir tal como se
describe en �Preparación de las muestras� y repetir la prueba.

NOTA: Control de calidad
El Control + o Control � pueden utilizarse en lugar de las muestras de
pacientes para control de calidad.
Dispensar 5 gotas de Control + o Control � bien mezclado en un dispositivo
DispensTube, seguido de 3 gotas de Reactivo A.
Mezclar bien.

Solución salina normal
Solución salina tamponada con fosfato (PBS)
PBS con 0,5% gelatina
PBS con 0,5% seroalbúmina bovina (BSA)
Viral Culturette
Caldo de infusión de ternera (VIB)

VIB con 0,5% BSA
Medio mínimo esencial de Earle (EMEM)
EMEM con hidrolisado de lactoalbúmina
Caldo de soja Trypticase con 0,5% gelatina
Medios M5

30

L0001170JAA(0606)draft.qxd  08/17/2006  9:29 AM  Page 30



Revelado del color

Quitar el controlador de flujo del dispositivo ColorPAC. 
Desechar como material de peligro biológico.

Reactivo 1: mezclar suavemente.

Añadir 4 gotas sobre la membrana ColorPAC.

Dejar que se absorba completamente.

Reactivo 2: mezclar suavemente.

Añadir 4 gotas sobre la membrana ColorPAC.

Dejar que se absorba completamente.

Dejar reposar 2 min.

Reactivo 3: mezclar suavemente.

Añadir 4 gotas sobre la membrana ColorPAC.

Dejar que se absorba completamente.

Reactivo 4: mezclar suavemente.

Añadir 4 gotas sobre la membrana ColorPAC.

Dejar que se absorba completamente.

Reactivo 5: mezclar suavemente.

Añadir 4 gotas sobre la membrana ColorPAC.

Dejar que se absorba completamente.

Dejar reposar 5 min.

Efectuar la lectura en una zona bien iluminada y registrar los resultados de la prueba.

Control de calidad: Cada dispositivo Directigen RSV ColorPAC contiene controles internos
positivo y negativo (es decir, dos niveles). La aparición de un punto de control morado
proporciona un control positivo interno (nivel 1) que confirma la integridad
inmunológica del dispositivo y el funcionamiento correcto del reactivo, además de
asegurar que el procedimiento de análisis fue realizado correctamente. El área de la
membrana que rodea al triángulo es el control negativo interno (nivel 2) del dispositivo.
La ausencia de desarrollos de color en esta área de fondo indica que la prueba ha sido
realizada correctamente.

Con cada equipo también se suministran controles líquidos positivo (Control +) y negativo
(Control �). Estos controles se proporcionan como una medida adicional para el control de
calidad. Como mínimo, los controles líquidos deben efectuarse como un procedimiento de
control de calidad para cada lote de cada envío que se reciba. La aparición de un triángulo
morado en la membrana cuando se utiliza el Control + indica asimismo que la propiedad
de unión del antígeno del VSR de la membrana funciona correctamente. No utilizar si los
controles positivo y negativo no producen los resultados adecuados.

Los controles líquidos también se pueden emplear para demostrar una reacción positiva o
negativa. Tal como se describe en la sección �Procedimiento de análisis�, el Control +
mostrará una reacción positiva fuerte. El Control + puede diluirse con solución salina
(dilución máxima de 1:2) y analizarse para demostrar una reacción positiva más débil. El
rendimiento de los reactivos y de la técnica también puede evaluarse utilizando muestras
que se sabe que son positivas o negativas.
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El control de calidad debe llevarse a cabo conforme a la normativa local y/o nacional, a los requisitos de los
organismos de acreditación y a los procedimientos estándar de control de calidad del laboratorio. Se
recomienda consultar las instrucciones de CLSI (antes NCCLS) y normativas de CLIA correspondientes para
obtener información acerca de las prácticas adecuadas de control de calidad.

RESULTADOS
NOTA: Los resultados se pueden leer durante un máximo de 10 min. más antes de añadir el Reactivo 6.
OPCIONAL: Para extender el período de lectura de resultados a un máximo de 12 horas, añadir 4 gotas del
Reactivo 6 (solución de parada) sobre la membrana ColorPAC.

Prueba positiva (presencia de antígeno): Aparece un triángulo morado (de
cualquier intensidad) sobre la membrana ColorPAC, lo que indica la presencia de
antígeno de RSV detectable en la muestra. El fondo debe presentar un color entre
blanco y morado claro. Es posible que se vea un punto morado en el centro del
triángulo a menos que esté oculto por un triángulo positivo intenso.

Prueba negativa (no se detecta antígeno): No se observa el triángulo morado, lo
que indica que no había antígeno de RSV detectable en la muestra. Aparece un
punto morado en el centro de la membrana ColorPAC, lo que indica que el
procedimiento de análisis y los reactivos se realizaron satisfactoriamente. El fondo
debe presentar un color entre blanco y morado claro.

Resultado no interpretable: La prueba no es interpretable si no hay un punto
morado visible. Un triángulo incompleto también deberá considerarse como no
interpretable. En el caso de un resultado no interpretable, la prueba debe
repetirse. El resultado de la prueba tampoco será interpretable si aparece un
triángulo blanco sobre la membrana ColorPAC y si, además, todo el fondo de la
membrana circundante presenta un color morado. Es posible que aparezca un
tenue punto de control en el centro del triángulo blanco. Normalmente, este
problema se podrá corregir con una dilución mínima de la muestra (1:4) con
solución salina al 0,9% o un ajuste al patrón de McFarland Nº 1, lo que
proporcionará un resultado interpretable al repetir la prueba. 
Es posible que las muestras excesivamente mucoides no sean absorbidas por la
membrana ColorPAC o den lugar a resultados no interpretables. Estas muestras
pueden diluirse 1:4 con solución salina, mezclar bien y analizar de nuevo. Si necesita
ayuda adicional, comuníquese con el representante local de Becton Dickinson.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
No es posible determinar con esta prueba la etiología de una infección respiratoria causada por
microorganismos que no sean el virus respiratorio sincitial. La prueba Directigen RSV es capaz de detectar
partículas de RSV tanto viables como no viables. El rendimiento de la prueba Directigen RSV depende de la
cantidad de antígeno y no necesariamente guardará relación con los cultivos tisulares preparados a partir de
la misma muestra.
Se ha indicado anteriormente que para la prueba de RSV las muestras recientes son mejores que las
congeladas, ya que con éstas el rendimiento de la prueba puede ser inferior. La recogida inadecuada de la
muestra, la manipulación o transporte inapropiados de la muestra y niveles bajos de siembra viral pueden
producir un resultado falso negativo. Por consiguiente, un resultado negativo del análisis no excluye la
posibilidad de una infección por el VSR. El diagnóstico del paciente siempre debe realizarse teniendo en
cuenta los resultados de pruebas de laboratorio junto con todos los demás datos clínicos disponibles.
No se ha demostrado la validez de la prueba Directigen RSV en la identificación o confirmación de aislados
de cultivos tisulares.

VALORES PREVISTOS
La tasa de positividad que se observe en las pruebas del virus respiratorio sincitial variará en función del
método de recogida de muestras, el sistema de manipulación/transporte utilizado, el método de detección,
la época del año, la edad del paciente, el lugar geográfico y, aún de mayor importancia, la prevalencia local
de la enfermedad.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO
Exactitud clínica: Se determinó el rendimiento clínico de la prueba Directigen RSV mediante evaluaciones
retrospectivas y prospectivas llevadas a cabo por investigadores independientes.
Se seleccionaron al azar 281 muestras congeladas, que consistían en muestras de lavados nasofaríngeos
tomados de pacientes hospitalizados con síntomas de RSV; estas muestras fueron analizadas con la prueba
Directigen RSV por dos investigadores independientes. En cultivo tisular, 170 muestras fueron negativas y 106
muestras fueron positivas para RSV. Los resultados se resumen en la Tabla 1. En comparación con el cultivo
tisular, la sensibilidad de la prueba Directigen RSV es del 97% (103/106) y la especificidad es del 97%
(166/170). Se obtuvieron cinco resultados no interpretables, es decir, un 2% (5/281).
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Tabla 1

Correlación entre los resultados de Directigen RSV y los de cultivo tisular

Directigen RSV
Cultivo tisular Cant.

Positivo Negativo
Positivo para RSV 106 103 3

Negativo parar RSV 170 4* 166

* Tres de los cuatro fueron negativos en cultivo tisular y positivos en la prueba de inmunofluorescencia (IFA).

Durante la temporada de RSV 1988 � 1989, dos investigadores independientes utilizaron la prueba
Directigen RSV para analizar externamente un total de 528 muestras de lavados nasofaríngeos tomados de
pacientes hospitalizados con síntomas de RSV. El método de referencia primaria fue el cultivo tisular,
resolviéndose las discrepancias, en su caso, con inmunofluorescencia (IFA) y pruebas de bloqueo. Según los
métodos de referencia, 334 muestras fueron negativas y 194 fueron positivas para RSV. Los resultados de l a
prueba Directigen RSV se resumen en la Tabla 2. En este estudio prospectivo, la sensibilidad de la prueba
Directigen RSV es del 93% (181/194) y la especificidad es del 90% (302/334).

Tabla 2

Correlación entre los resultados de Directigen RSV y los de cultivo tisular

Directigen RSV
Cultivo tisular Cant.

Positivo Negativo
Positivo para RSV 194 181 13

Negativo para RSV 334 32 302

Estudios de reactividad cruzada/interferencia
Los microorganismos bacterianos y virales que se citan en las Tablas 3 y 4 se utilizaron para evaluar tanto la
reactividad cruzada como la interferencia en la prueba Directigen RSV. No se observó reactividad cruzada ni
interferencia alguna en los análisis de ninguno de los microorganismos citados.

Tabla 3

Reactividad cruzada/Interferencia bacteriana

Tabla 4

Panel de reactividad cruzada/interferencia viral

DISPONIBILIDAD

N.º ref. Descripción
253020 Equipo Directigen RSV (Virus Respiratorio Sincitial), 20 determinaciones.
253040 Equipo Directigen RSV (Virus Respiratorio Sincitial), 40 determinaciones.

REFERENCIAS: Véase la sección �References� en el texto inglés.
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Adenovirus 5 Citomegalovirus 
Adenovirus 7 Virus Echo 11
Adenovirus 10 Virus Echo 3
Coxsackie A9 Virus Echo 6
Coxsackie B5 HSV tipo 1
Coxsackie B6 HSV tipo 2

Influenza A Victoria Rinovirus 2
Influenza B Great Lakes Rinovirus 13
Parainfluenza 1 Rinovirus 15
Parainfluenza 2 Rinovirus 37
Parainfluenza 3 Varicela (Webster)
Rinovirus 1A

Candida albicans Haemophilus influenzae
Chlamydia psittaci Klebsiella pneumoniae
Chlamydia trachomatis Mycoplasma pneumoniae
Corynebacterium diphtheriae Neisseria meningitidis

Pseudomonas aeruginosa Streptococcus grupo A
Serratia marcescens Streptococcus grupo F
Staphylococcus epidermidis Streptococcus grupo G
Staphylococcus aureus Streptococcus pneumoniae
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C

Procedures for Collecting Specimens
Procédures de prélèvement d'échantillons
Probenentnahmeverfahren
Procedure per la raccolta dei campioni
Procedimientos de recogida de las muestras

Tilt the patient's head back at a 70 degree angle.
Pencher la tête du patient en arrière à un angle de 70 degrés.
Den Kopf des Patienten in einem Winkel von 70 Grad nach hinten beugen.
Inclinare all’indietro a 70 gradi la testa del paziente.
Incline la cabeza del paciente hacia atrás, hasta una posición correspondiente
a un ángulo de 70 grados.

Collecting a nasopharyngeal wash specimen
Fill a 3 – 5 mL syringe attached to a 20 cm rubber tube with physiological saline. A
rubber bulb may also be used. Insert the end of the rubber tube or bulb through a
nostril and into the nasal cavity. Inject the saline, and immediately recover it by aspiration.
Prélèvement d'un échantillon par lavage rhinopharyngien
Remplir une seringue de 3 – 5 mL fixée à un tube en caoutchouc de 20 cm de sérum
physiologique. Un bulbe en caoutchouc peut également être utilisé. Introduire l'extrémité
du tube ou du bulbe en caoutchouc dans une narine et à l'intérieur de la fosse nasale.
Injecter le sérum physiologique et le récupérer immédiatement en l'aspirant.
Gewinnung von Nasopharyngealspülflüssigkeit
Eine 3 – 5-mL-Spritze, an der ein 20 cm langer Gummischlauch angebracht ist, mit
physiologischer Kochsalzlösung füllen. Ein Gummiballon kann ebenfalls verwendet
werden. Das Ende des Schlauchs oder des Ballons über ein Nasenloch in die Nasenhöhle
einführen. Die Kochsalzlösung einspritzen und unverzüglich mittels Aspiration sammeln.
Prelievo di un campione di lavaggio nasofaringeo
Riempire di soluzione fisiologica una siringa da 3 – 5 mL collegata ad un tubo di gomma
da 20 cm. Si può usare anche un bulbo di gomma. Inserire l’estremità del tubo o bulbo
di gomma nella cavità nasale attraverso una narice Iniettare la soluzione fisiologica e
riaspirarla immediatamente.
Recogida de una muestra de lavado nasofaríngeo
Llene de solución salina fisiológica una jeringa de 3 – 5 mL conectada a un tubo de
goma de 20 cm. También puede usarse una pera de goma. Introduzca el extremo del
tubo, o pera, de goma en la cavidad nasal a través de la ventana nasal. Inyecte la
solución salina y recupérela inmediatamente por aspiración.

Collecting a nasopharyngeal  aspirate specimen
Connect one tube of an aspiration trap to an aspiration pump and insert the
other tube through a nostril and into the nasal cavity. Run the aspiration pump
and collect the nasal aspirate in the aspiration trap.
Prélèvement d'un échantillon par aspiration rhinopharyngienne
Connecter un tube de piège à aspiration à une pompe à aspiration et introduire
l'autre tube dans une narine et à l'intérieur de la fosse nasale. Actionner la pompe
et prélever l'échantillon nasal dans ce piège à aspiration.
Gewinnung eines Nasopharyngealaspirats
Einen Schlauch des Sammelbehälters an eine Saugpumpe anschließen und den
anderen Schlauch über ein Nasenloch in die Nasenhöhle einführen. Saugpumpe
einschalten und das Nasenaspirat im Sammelbehälter auffangen.
Prelievo di un campione di aspirato nasofaringeo
Collegare un tubo di un sifone di aspirazione ad una pompa di aspirazione e
inserire l’altro tubo nella cavità nasale attraverso una narice. Mettere in funzione
la pompa di aspirazione e raccogliere l’aspirato nasale nel sifone di aspirazione.
Recogida de una muestra de aspirado nasofaríngeo
Conecte un tubo de un sifón de aspiración a una bomba de aspiración e introduzca
el otro extremo en la cavidad nasal a través de una ventana nasal. Ponga en
marcha la bomba de aspiración y recoja el aspirado nasal en el sifón de aspiración.

Collecting a nasopharyngeal swab specimen
Insert a swab through a nostril and into the posterior nasopharynx and rotate
the swab several times to collect a mucosal epithelial specimen.
Prélèvement d'un échantillon par écouvillonnage rhinopharyngien
Introduire un écouvillon dans une narine et à l’arrière du rhinopharynx et le
tourner pour prélever un échantillon de l'épithélium muqueux.
Gewinnung eines Nasopharyngealabstrichs
Einen Tupfer über ein Nasenloch in den hinteren Nasopharynx einführen und
dann zur Entnahme einer Schleimhautepithelprobe mehrmals drehen.
Prelievo di un tampone nasofaringeo
Attraverso una narice, inserire un tampone nella nasofaringe posteriore e ruotarlo.
Strofinare più volte contro il turbinato per raccogliere un campione di tessuto
epiteliale mucoso.
Recogida por toma en torunda de una muestra nasofaríngea
Introduzca una torunda en la nasofaringe posterior por una ventana nasal y gírela
para recoger una muestra epitelial de la mucosa.

1

3

2

Nostrils
Narines
Nasenlöcher
Narici
Ventanas nasales

Lower medial area of inferior turbinate bone
Face interne inférieure du cornet inférieur
Unterer medialer Bereich der unteren Nasenmuschel
Area basso-mediale del turbinato inferiore
Zona inferomedial de la coana nasal inferior

Back of throat (posterior nasopharynx)
Arrière-gorge (arrière du rhinopharynx)
Rachen (hinterer Nasopharynx)
Retro della faringe (nasofaringe posteriore)
Parte posterior de la garganta (nasofaringe posterior)

A

B

A

B

C

70°
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