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Impacto del H1N1 en los Impacto del H1N1 en los 
LaboratoriosLaboratorios

•• Aumento exponencial de la demanda de Aumento exponencial de la demanda de 
exexáámenesmenes
–– Horas extraordinariasHoras extraordinarias
–– Personal extra  (capacitado)Personal extra  (capacitado)
–– DiagnDiagn óóstico los fines de semanastico los fines de semana
–– Falta de espacioFalta de espacio

•• PresiPresi óón por resultadosn por resultados
•• Requerimiento de informaciRequerimiento de informaci óón n 

epidemiolepidemiol óógicagica
•• Nuevos mNuevos m éétodos diagntodos diagn óósticossticos
•• LogLog íística para confirmacistica para confirmaci óón de H1N1 n de H1N1 

centralizada (ISP)centralizada (ISP)



Los Laboratorios Los Laboratorios 
ClClíínicos no estaban nicos no estaban 

preparados para preparados para 
enfrentar una enfrentar una 

pandemia y tener la pandemia y tener la 
responsabilidad del responsabilidad del 
diagndiagn óóstico del caso stico del caso 

individual y de individual y de 
proveer informaciproveer informaci óón n 

epidemiolepidemiol óógicagica ……pero pero 
lo hicimoslo hicimos







Lecciones aprendidas 
Area Metropolitana de Nueva York

• Definición precoz de los requerimientos
– Staff, insumos, LIS, planta física, etc.

• Manejo de necesidades de staff
– Personal adicional, rotaciones, descanso adecuado, etc.

• Coordinación de la red
– Algoritmos, priorización de envíos a confirmación

• Sistema de información
– LIS, médicos, Jefatura, IIH, Administradores

• Servicio al cliente
– Preguntas frecuentes, recolección de muestras, etc.

• Relaciones públicas
– Información centralizada a prensa



¿¿Por quPor quéé hacer diagnhacer diagnóóstico de stico de 
H1N1?H1N1?

•• Enfoque ClEnfoque Cl ííniconico
–– Conocer etiologConocer etiologííaa
–– Evitar otros Evitar otros testtest

diagndiagnóósticossticos
–– Tratamiento Tratamiento 

especespecííficofico
–– Evitar uso de ATMEvitar uso de ATM
–– Recomendaciones Recomendaciones 

para evitar contagiopara evitar contagio
–– Baja sensibilidad de Baja sensibilidad de 

diagndiagnóóstico clstico clíínico nico 
(38(38--79%)79%)

•• Enfoque EpidemiolEnfoque Epidemiol óógicogico
–– Vigilancia IRAVigilancia IRA
–– Estudio de brotesEstudio de brotes
–– DiseDiseñño de vacunaso de vacunas
–– Estudio de virusEstudio de virus
–– Estudio de Estudio de 

susceptibilidad a susceptibilidad a 
antiviralesantivirales

–– PrevenciPrevencióón y control de n y control de 
IIHIIH



MMéétodos para el diagntodos para el diagnóóstico de stico de 
virus influenza virus influenza 

CultivoCultivo

SerologSerologííaa

RTRT--PCRPCR

InmunofluorescenciaInmunofluorescencia

TestTest rráápidospidos



Cultivo viralCultivo viral

•• Siembra en lSiembra en lííneas celulares neas celulares 
e identificacie identificacióón posteriorn posterior

•• Requiere virus vivoRequiere virus vivo

•• Laboratorio especializadoLaboratorio especializado

•• Alta complejidadAlta complejidad

•• InvestigaciInvestigacióón viraln viral

•• Demora varios dDemora varios díías (as (shellshell
vial, 48 horas)vial, 48 horas)

•• GoldGold estestáándar (?)ndar (?)



SerologSerologííaa

•• Respuesta inmune a la Respuesta inmune a la 
infecciinfeccióón viraln viral

•• SeroconversiSeroconversióónn
•• Resultado tardResultado tardííoo
•• InvestigaciInvestigacióón n 

epidemiolepidemiolóógicagica
•• Laboratorio especializadoLaboratorio especializado
•• MMéétodos:todos:

–– InhibiciInhibicióón de la n de la 
hemaglutinacihemaglutinacióónn

–– FijaciFijacióón de complementon de complemento



InmunofluorescenciaInmunofluorescencia

•• DetecciDeteccióón de n de 
antantíígenos virales genos virales 
especespecííficos en cficos en céélulas lulas 
respiratorias respiratorias 

•• AcsAcs monoclonalesmonoclonales

•• KitsKits comerciales comerciales 
incluyen varios virus incluyen varios virus 
respiratorios (ADV, respiratorios (ADV, 
VRS, IA, IB y PI)VRS, IA, IB y PI)

•• TTéécnica directa o cnica directa o 
indirectaindirecta



InmunofluorescenciaInmunofluorescencia
directa e indirectadirecta e indirecta

CELULAS 
RESPIRATORIAS

Ac ESPECIFICO anti IA

Ac anti Ac



118 adultos con ETI

TNF en PBS o MTV 
refrigerada

IFDirecta > 30 
células por pocillo

PCR CDC



•• Sensibilidad 93% Sensibilidad 93% 
(100%)(100%)

•• Especificidad 97%Especificidad 97%
•• VPN 96%VPN 96%
•• VPP 95%VPP 95%

Procesar sProcesar s óólo lo 
aquellas muestras aquellas muestras 
con con >> 60 c60 céélulas lulas 

epitelio respiratorio epitelio respiratorio 
por pocillo por pocillo 



Ventajas y desventajas de IF en Ventajas y desventajas de IF en 
H1N1H1N1

•• S y E favorablesS y E favorables

•• TTéécnica poco cnica poco 
complejacompleja

•• Permite evaluar Permite evaluar 
calidad de muestracalidad de muestra

•• Detecta otros virusDetecta otros virus

•• Bajo costoBajo costo

•• Operador dependienteOperador dependiente

•• Requiere Requiere 
equipamiento especialequipamiento especial

•• Proceso dura 2 a 3 hProceso dura 2 a 3 h

•• Varias muestras a la Varias muestras a la 
vezvez

•• No diferencia subtiposNo diferencia subtipos





IFD en Hospital Puerto MonttIFD en Hospital Puerto Montt

283283105105178178TotalTotal

17617610010076 76 (FN)(FN)IFD (IFD (--))

1071075 5 (FP)(FP)102102IFD (+)IFD (+)

TotalTotalPCR (PCR (--))PCR (+)PCR (+)

Aspirado NF, 5 Mayo al 17 de Julio 2009Aspirado NF, 5 Mayo al 17 de Julio 2009

Sensibilidad 57.3% Sensibilidad 57.3% 
Especificidad 95.2%Especificidad 95.2%



IFD en Hospital Puerto MonttIFD en Hospital Puerto Montt
ANF 8ANF 8--Mayo a 17Mayo a 17--JulioJulio

1245470Total

785226IFD (-)

46244IFD (+)

Niños

15951108Total

984850IFD (-)

61358IFD (+)

TotalPCR (-)PCR (+)Adultos

Adultos: Sensibilidad 53.7% Especificidad 94.1%Adultos: Sensibilidad 53.7% Especificidad 94.1%

NiNiñños:    Sensibilidad 62.9% Especificidad 96.3%os:    Sensibilidad 62.9% Especificidad 96.3%



Sensibilidad IFD H1N1 en el paSensibilidad IFD H1N1 en el paííss

ADULTOSADULTOS

47.3% 47.3% -- 61.5%61.5%
NINIÑÑOSOS

62.5% 62.5% -- 89%89%

6 centros con aspirado 6 centros con aspirado nasofaringeonasofaringeo
ISP reporta mayor sensibilidad de IFI versus IFDISP reporta mayor sensibilidad de IFI versus IFD



rRTrRT--PCRPCR

http://www.who.int/csr/resources/publications/swine flu/realtimeptpcr/en/





•• PrimersPrimers (f y r) & sonda (f y r) & sonda InfAInfA
–– RegiRegi óón conservada de proten conservada de prote íína Mna M
–– DetecciDetecci óón universal de virus influenza An universal de virus influenza A

•• PrimersPrimers (f y r) & sonda (f y r) & sonda swInfAswInfA
–– PorciPorci óón del gen de nucleoproten del gen de nucleoprote íína de IA na de IA 

porcinoporcino
–– DetecciDetecci óón universal de IA porcinon universal de IA porcino

•• PrimersPrimers (f y r) & sonda (f y r) & sonda swH1swH1
–– PorciPorci óón del gen de HA de H1N1n del gen de HA de H1N1
–– DetecciDetecci óón de H1N1 n de H1N1 pdmpdm















Laboratorio de PCR Laboratorio de PCR 
Hospital Puerto MonttHospital Puerto Montt





Ventajas y desventajas                 
rRT-PCR H1N1

VENTAJASVENTAJAS
�� GoldGold estest áándarndar
�� Alta sensibilidad y Alta sensibilidad y 

especificidadespecificidad
�� No requiere virus vivoNo requiere virus vivo
�� Identifica subtipoIdentifica subtipo
�� Poco afectada por Poco afectada por 

calidad de muestracalidad de muestra
�� KitsKits para identificar para identificar 

varios virusvarios virus

DESVENTAJASDESVENTAJAS
�� Equipamiento especialEquipamiento especial
�� Alto costoAlto costo
�� Proceso dura 4 horasProceso dura 4 horas
�� Falsos negativos por Falsos negativos por 

cambio de RNA o cambio de RNA o 
inhibidoresinhibidores

�� Falsos positivos por Falsos positivos por 
contaminacicontaminaci óónn

�� Varias muestras a la Varias muestras a la 
vezvez



Otros Protocolos RTOtros Protocolos RT--PCRPCR





TestTest rráápidospidos



TestTest rráápidos para virus influenzapidos para virus influenza

•• TestTest de de screeningscreening
•• Detectan antDetectan ant íígenos de NP viralgenos de NP viral
•• RRáápidos (15 minutos)pidos (15 minutos)
•• Varios proveedores (CLIA Varios proveedores (CLIA waivedwaived ))
•• Detectan:Detectan:

–– IAIA
–– IA +  IBIA +  IB
–– IA = IBIA = IB

•• Aprobados para muestras Aprobados para muestras 
especespec ííficasficas

•• Sensibilidad moderadaSensibilidad moderada
•• Especificidad > 90%Especificidad > 90%



ReferenciasReferencias
1. Rapid Antigen Tests for Diagnosis of Pandemic (Swine) I nfluenza A/H1N1. CID 

2009:49:1090-3
2. Poor Clinical Sensitivity of Rapid Antigen Test for Influ enza A Pandemic (H1N1) 

2009 Virus. Emerg Infect Dis 2009;15:1662-4
3. Clinical Performance of a rapid influenza test and comp arison of nasal versus 

throat swabs to detect 2009 pandemic influenza A (H1N1) infection in thai children. 
Ped Infect Dis J 2010;29:366-7

4. Comparison of BD Directigen EZ Flu A+B test against the CDC real time PCR assay
for detection of 2009 pandemic influenza A/H1N1 virus. J Clin Microbiol
2010;48:343-4

5. Comparison of a rapid antigen test with nucleic acid te sting during cocirculation of
pandemic IA/H1N1 2009 and seasonal IA/H3N2. J Clin Micr obiol 2010;48:290-1

6. Evaluation of rapid influenza diagnostic tests for dete ction of novel influenza 
A(H1N1) virus, US,2009. MMWR, August 7,2009

7. Performance of rapid influenza diagnostic test during t wo school outbreaks of 2009 
pandemic influenza A(H1N1) virus infection. Connecti cut, 2009. MMWR, September
25, 2009

8. Rapid-test sensitivity for novel swine-origin influen za A(H1N1) virus in humans. N 
Engl J Med 2009;361:728-729

9. Evaluation of multiple test methods for the detection of t he novel 2009 influenza A 
(H1N1) during the New York City outbreak.J Clin Virol 200 9;45:191-5

10. Rapid influenza antigen test for diagnosis of pandemi c (H1N1)  2009. Emerg Infect
Dis 2010;16:824-6



TestTest rráápidos y H1N1 pidos y H1N1 pdmpdm

773232929286864747A y BA y B
XpectFluXpectFlu ®®
((RemelRemel))

1,3,5,6, 1,3,5,6, 
8,108,1064 64 –– 90.890.884 84 -- 10010084 84 -- 10010051 51 -- 6969A y BA y BQuikVueQuikVue A+BA+B ®®

((QuidelQuidel))

1,2,6,91,2,6,947.9 47.9 –– 88.288.277.4 77.4 -- 10010093.6 93.6 -- 10010011 11 -- 4040A y BA y BBinaxNOWBinaxNOW ®®
((InvernessInverness))

1,4,61,4,677.3 77.3 –– 89.689.688.6 88.6 -- 10010096.5 96.5 –– 10010046.746.7--4949A y BA y BDirectigenDirectigen ®®
(BD)(BD)

RefRefVPNVPNVPPVPPE %E %S %S %VirusVirusTRTR

FNFNVPNVPNFPFPVPPVPPAlta prevalenciaAlta prevalencia

FNFNVPNVPNFPFPVPPVPPBaja prevalenciaBaja prevalencia





TestTest rráápido Chile 2009pido Chile 2009

ESPECIFICIDADESPECIFICIDAD

92.6 92.6 –– 97%97%
SENSIBILIDADSENSIBILIDAD

56.1% 56.1% -- 65%65%

4 centros privados de Santiago4 centros privados de Santiago

ANF adultos y niANF adultos y ni ññosos



Conclusiones Conclusiones testtest rráápidos H1N1pidos H1N1

•• ÚÚnico mnico méétodo de diagntodo de diagnóóstico rstico ráápidopido
•• La gran mayorLa gran mayoríía no diferencia subtipoa no diferencia subtipo
•• Alta disponibilidad y facilidad en usoAlta disponibilidad y facilidad en uso
•• Moderada sensibilidad (NO descarta)Moderada sensibilidad (NO descarta)
•• Buena especificidadBuena especificidad
•• InterpretaciInterpretacióón depende de prevalencian depende de prevalencia
•• Mejor en niMejor en niñños, precoz y muestra OK os, precoz y muestra OK 

(cantidad de ant(cantidad de antíígeno)geno)
•• Menor sensibilidad que IA estacionalMenor sensibilidad que IA estacional



¿¿QuQuéé hemos aprendido desde hemos aprendido desde 
la pandemia?la pandemia?




