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RESUMEN

Introduccién:

El Instituto Nacional de Salud (INS) en el marco de la descentralizacién, organiza el Plan de
ensayo de aptitud en los laboratorios que han recibido la transferencia en el método de
diagnéstico RT-PCR en Tiempo Real, con la finalidad de garantizar resultados oportunos y
confiables.

Objetivo:
Evaluar el desempefio del diagnéstico de Virus Influenza por el método RT-PCR en Tiempo
Real en los laboratorios participantes.

Método:

Evaluacién a través de paneles, los cuales fueron preparados a partir del aislamiento por
cultivo celular y de muestras obtenidas de hisopado nasal y faringeo. Constituidos por 10
viales, cada una de ellos con una etiologia diferente, 7 positivas y 3 negativas. Para la
evaluacién se asigné un cédigo a cada vial y se considerd el nivel de concordancia del
laboratorio participante con respecto al INS.

Resultados:
Los 16 laboratorios participantes que enviaron sus resultados, catorce laboratorios resultaron
con una concordancia de 100% (MUY BUENO), un laboratorio con concordanc.= de 90%

\2ueENO), y un laboratorio con concordancia de 70% (DEFICIENTE). |
|

Cnnaclusiones:
De lo 16 laboratorios participantes evaluados (15/16) tuvieron un resultado aprobatorio.

Recomendaciones:

El personal titular y alterno deben mantenerse actualizados en el procedimiento de
diagndstico molecular por el método Influenza RT-PCR en Tiempo Real y participar en las
evaluaciones programadas por el Laboratorio de Referencia Nacional.

Siglas:

INS : Instituto Nacional de Salud.

LP : Laboratorio Participante.

RT-PCR : PCR por Transcriptasa Reversa.

LVR : Laboratorio de Virus Respiratorios.
CCVR : Control de Calidad Virus Respiratorios.
ETI : Enfermedad Tipo influenza

IRAG : Infeccion Respiratoria Aguda Grave
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1. INTRODUCCION

El INS en el marco de la descentralizacion viene ejecutando el Plan de ensayo de
aptitud a los laboratorios participantes que recibieron capacitacion en el método de
RT-PCR en Tiempo Real para el diagnéstico de virus Influenza. El personal encargado
del diagnéstico de Virus Influenza en los laboratorios participantes es evaluado al afio
mediante paneles conformados por viales con virus inactivados con la finalidad de
garantizar resultados oportunos y confiables, asi como fortalecer las vigilancias de
Sindrome Gripal e IRAG

2: OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Evaluar el desempefio del diagnostico de Virus Influenza por el método de RT-PCR en
Tiempo Real en los laboratorios participantes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la concordancia del diagnéstico de Virus Influenza mediante la RT-PCR en
Tiempo Real entre los resultados del evaluador (INS) y el evaluado (laboratorio
participante).

3. MATERIALES Y METODOS

Materiales
¢ Vialesde 2.0 ml.
e Cajas de Tecnopor
e |ce pack

Métodos

Preparacion de Panel

¢ Se realizd el aislamiento viral de Influenza A/(H1N1) pdm09, influenza
A/H3N2 estacional, influenza B/Victoria, influenza B/Yamagata por cultivo
celular.

* Se realiz6 la extraccion de acidos nucleicos con 140 pL de cada una de las
cepas y de las muestras negativas de acuerdo al MET-CNSP-143: RT-PCR
en tiempo real para la deteccion de virus influenza.

¢ Se realizé diluciones de los extractos con agua PCR (1:500 y 1:1000)

e Las diluciones se probaron de acuerdo al MET-CNSP-143: RT-PCR en
tiempo real para la deteccién de virus influenza, para verificar que los
extractos cuenten con Ct menores o iguales a 35 (cepas) y que los negativos
tengan Ct/mayores a 35.
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e Los resultados se registraron en el FOR-CNSP-486: REGISTRO DE
PREPARACION DEL PANEL DE CEPAS DE VIRUS RESPIRATORIOS
PARA EL ENSAYO INTERLABORATORIOS DE RT-PCR EN TIEMPO
REAL

¢ El panel de evaluacién estuvo constituido por diez viales conteniendo 500 ul
de material biolégico, se realizé dos paneles diferentes los cuales fueron
distribuidos de forma alterna, 8 LRR recibieron el Panel 2 y los otros 8 el
Panel 3.

PANEL 2

01.VR.01.2024: Negativo

02.VR.01.2024: Influenza A/H1N1pdm089 (1:1000)
03.VR.01.2024: Influenza A/H3N2 (1:1000)
04.VR.01.2024: Influenza B/VIC (1:1000)
05.VR.01.2024: Influenza B/YAM (1:1000)
06.VR.01.2024: Influenza A/H3N2 (1:500)
07.VR.01.2024: Influenza B/VIC (1:500)
08.VR.01.2024: Influenzn B/YAM (1:500)
09.VR.01.2024: VSR (1:1000)

10.VR.01.2024: Negativo

PANEL 3

01.VR.01.2024: VSR

02.VR.01.2024: Influenza A/H1N1pdm0Q9 (1:1000)
03.VR.01.2024: Negativo

04.VR.01.2024: Negativo

05.VR.01.2024: Influenza A/H3N2 (1:1000)
06.VR.01.2024: Influenza A/H3N2 (1:500)
07.VR.01.2024: Influenza B/VIC (1:500)
08.VR.01.2024: Influenza B/VIC (1:1000)
09.VR.01.2024: Influenza B/YAM (1:1000)
10.VR.01.2024: Influenza B/YAM (1:500)

Periodo de ; N° de laboratorios
. Caédigo de viales i s

evaluacion participantes

01.VR.01.2024,
02.VR.01.2024,
03.VR.01.2024,
04.VR.01.2024,
05.VR.01.2024,
06.VR.01.2024,

2024 16
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07.VR.01.2024,
08.VR.01.2024,
09.VR.01.2024,
10.VR.01.2024

Codificacion de laboratorios participantes

Los Laboratorios participantes (LRRSP Ancash, LRRSP Arequipa, LRRSP Ayacucho,
LRRSP Cajamarca, LRRSP Cusco, LRRSP Lambayeque, LRRSP Apurimac, LRRSP
Piura, LRRSP Tacna, LRRSP Tumbes, LRRSP Ucayali, LRRSP La Libertad,
CIETROP, LRRSP Amazonas, LRRSP Madre de Dios, LRSP Cajamarca-Jaén)
tuvieron asignado un cédigo con caracter confidencial con la siguiente nomenclatura:

CCVR: XX

Donde;
CCVR : Control de Calidad de Virus Respiratorios
XX : Numeral correlativo

Envio y recepcion de panel

Segun el plan de ensayo de aptitud, el panel se envi®é en octubre del 2024 en
condiciones de conservacion (2°-8° C). Asimismo, se adjunté las instrucciones y el
formulario para el reporte de resultados.

En base al plan de ensayo de aptitud se realizé la invitacion a 18 Laboratorios que
cuentan con el método transferido.

Los laboratorios participantes confirmaron la recepcién de los paneles via telefénica
y/o email.

Procesamiento del panel

El procesamiento de los paneles en los LP fue realizado por el personal Titular y
Alterno, responsables del diagnéstico de virus Influenza por el método RT-PCR en
Tiempo Real, lo cual se evidencia en el formulario de resultados.

Criterios de evaluacion

Etapas

- Analitica: Proceso: Extraccion de ARN, Mezcla de reaccién (mix) y Amplificacién
de RT-PCR en Tiempo Real.

- Post analitica: Lectura e interpretacién de resultados.
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- Se considero el resultado opcional para la muestra con resultado de VSR,
tomando en cuenta el kit de amplificacién usado por cada LP.
- Se considerd los subtipos y linajes de influenza segun la disponibilidad de

reactivo de cada LP.

Valoracién y Puntaje

- Cada vial tuvo un puntaje de 10 (10 viales: puntaje 100).
- Los siguientes rangos porcentuales se utilizan para la evaluacion final en términos
de concordancia y discordancia.

2 95% a 100%
2 90% a < 95%
2 80% a <90%
< 79%

RESULTADOS

: Muy bueno
: Bueno

: Regular

: Deficiente

e Se elaboraron 18 paneles, de los cuales 16 LP remitieron sus resultados y 2
laboratorios indicaron que no contaban con reactivos para el procesamiento del
panel (Anexos), por lo cual no fueron considerados en la evaluacion clei inforrmie.

 Los 16 LP que remitieron sus resultados, obtuvieron calificacién entre deficiente,
buena y muy buena (Tabla 1, Grafico 1y 2).

Tabla 1: Resultado final del panel por Cédigo de laboratorio

CCVR-01 100 Muy Bueno
CCVR-02 100 Muy Bueno
CCVR-03 100 Muy Bueno
CCVR-04 100 Muy Bueno
CCVR-05 100 Muy Bueno
CCVR-08 100 Muy Bueno
CCVR-09 70 Deficiente

CCVR-10 100 Muy Bueno
CCVR-13 100 Muy Bueno
CCVR-14 100 Muy Bueno
CCVR-15 100 Muy Bueno
CCVR-18 100 Muy Bueno
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CCVR-21 90 Bueno
CCVR-24 100 Muy Bueno
CCVR-27 100 Muy Bueno
CCVR-30 100 Muy Bueno

Grafico 1: Resultado final del panel por Cédigo de laboratorio (2024)
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Calificacion:

Los laboratorios participantes mostraron las siguientes calificaciones:

Aprobado

MUY BUENO (2 95% de concordancia) : 14 laboratorios.
BUENO (2 90% de concordancia) : 01 laboratorio.
Desaprobado

Deficiente (< 79% de concordancia) : 01 laboratorio.

Se entrega una CONSTANCIA de participacion del Plan de ensayo de aptitud a los
LP con la calificacion = 80 %.

5. CONCLUSIONES
¢ De los dieciséis Laboratorios Participantes solo (15/16) obtuvieron un resultado
aprobatorio, y se encuentran aptos para continuar con el diagnostico de virus
influenza
e De los dieciséis Laboratorios Participantes (01/13) {ubo resultado
desaprobado.

6. RECOMENDACIONES

e Evitar los falsos positivos y reporte de dos etiologias (excepto de co-infecciones
sustentadas)

e Considerar CT: <35 para los resultados positivos y >35 resultados negativos.

¢ El personal titular y alterno deben mantenerse actualizados en el diagnéstico virus
de respiratorios por el Método de RT-PCR en Tiempo Real.

« Definir el resultado final por consenso del miembro Titular y Alterno, encargados
del diagnéstico.

e Participar en las evaluaciones programadas por el Laboratorio de Referencia
Nacional de Virus Inmunoprevenibles.

« Verificar la cadena de frio en la recepcion y durante el procesamiento del panel.

e |mplementar el programa de mantenimiento preventivo y/o correctivo de los
equipos involucrados en el método de RT-PCR en Tiempo Real.

e El uso de equipos en el procedimiento de RT-PCR en Tiempo Real debe ser
registrado en el formulario correspondiente (Gestién de la Calidad).

e Cumplir el tiempo de emisién de resultados indicados en el instructivo.

¢ EI LP, que obtenga resultados no concordantes, producto del analisis de los
resultados emitidos, debera realizar el analisis de causas para implementar las

acciones correctivas inmediatas y preventivas, en coordinacién con el Equipo de
Gestion de Calidad y el Laboratorio organizador del Ensayo Interlaboratorio.
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s REFERENCIAS

e MET-CNSP-143: RT-PCR en tiempo real para la deteccién de virus influenza.

e ITT-CNSP-465: Elaboracion, embalaje, envio y evaluacion de paneles de ensayos

interlaboratorios para la deteccion molecular de virus respiratorios
¢ PRT-CNSP-012: Ensayos Interlaboratorios e Intralaboratorios.

« PRA-CNSP-022: Transferencia Tecnologica de Métodos de Ensayo de Laboratorio.

Formulario aprobado por RD N° 136-2021-DG-CNSP/INS Fecha: 06/12/21

Pagina 9 de 9




