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RESUMEN

Las técnicas tradicionales para el diagndstico de los virus respiratorios siguen estando todavia vigentes,
aunque los métodos moleculares aplicados al diagnéstico de la infeccién viral respiratoria han supuesto
una auténtica revolucién. Las técnicas moleculares tienen como principales ventajas una excelente sensibi-
lidad, especificidad, capacidad de adaptacion a virus emergentes, capacidad para detectar mdaltiples dianas
en un mismo ensayo y posibilidad de automatizacion. Adicionalmente, estas técnicas han permitido pro-
fundizar en el papel de los virus en la infeccién respiratoria aguda a la vez que han descrito la existencia de
nuevos virus no conocidos previamente. Los métodos moleculares y no moleculares de diagndstico rapido
para 1 o mas virus respiratorios han permitido la toma de decisiones de forma inmediata en el manejo del
paciente mejorando su prondstico y evitando la transmisién nosocomial. Sin embargo, también hay incon-
venientes, la mayor sensibilidad de las técnicas moleculares ha supuesto un incremento significativo de la
tasa de codetecciones miltiples de virus respiratorios, cuya implicacion clinica resulta dificil de interpretar.
Finalmente queda por demostrar todavia si la utilizacién de las nuevas técnicas, de elevado coste, en el
diagnéstico microbiol6gico de rutina de las infecciones respiratorias agudas de etiologia viral, en el pacien-
te hospitalizado, es coste-efectiva.
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ABSTRACT

Conventional techniques for the diagnosis of respiratory viruses are still being used, although molecular
methods are now considered as a gold standard in this field. Molecular techniques have a great number of
advantages such as an excellent sensitivity, specificity, adaptability to emerging viruses, capability for
multiplex and for automation. With all the available repertoire of techniques for microbiological diagnosis,
the knowledge relative to respiratory viruses is growing up not only for new aetiological agents but
alsoforits epidemiology. The advances in molecular and non-molecular fast diagnostic methods for one or
more respiratory viruses allow quick decisions in the management of the patient. However, there are also
disadvantages. The great sensitivity of molecular techniques has meant a significant increase in the rate of
multiple detections of respiratory viruses, whose clinical involvement is difficult to interpret. Finally, it
remains to show whether the use of new techniques, of high cost, in the microbiological routine diagnosis
of acute respiratory viral infections in the hospitalized patient, is cost effective.

© 2014 Elsevier Espaiia, S.L. All rights reserved.

Introduccién respiratorias solo afectan al tracto respiratorio superior (TRS) y se
pueden considerar leves, de curso benigno y autolimitado (catarro
La infeccién respiratoria aguda (IRA) es la patologia mas frecuen- comun, rinitis y faringoamigdalitis). Sin embargo se estima que al-

te alo largo de la vida del ser humano. La mayoria de las infecciones rededor del 5% puede implicar al tracto respiratorio inferior (TRI),

*Autor para correspondencia.

como bronquitis, bronquiolitis y neumonia, requiriendo en muchos
casos el ingreso hospitalario. Segtin estimaciones de la Organizacién

Correo electrénico: aanton@vhebron.net (A. Antén Pagarolas). Mundial de la Salud, 450 millones de casos de neumonia se regis-
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tran cada afio; unos 4 millones de personas mueren por esta enfer-
medad. Las incidencias mads altas se presentan en nifios menores de
5 afios y en adultos mayores de 75 afios. En paises en desarrollo esta
incidencia podria ser incluso 5 veces mayor que en paises desarro-
llados’.

En la edad adulta, las infecciones respiratorias de origen viral son
una causa importante de morbilidad y mortalidad; sin embargo, los
cuadros clinicos que precisan atencién médica practicamente se li-
mitan a ancianos, a pacientes severamente inmunodeprimidos o con
una patologia pulmonar subyacente u otros factores de riesgo. En
receptores de progenitores hematopoyéticos, la mortalidad asociada
con la infeccién del TRI debido a virus respiratorios es de entre el 25
y el 45%2. La transmisién de los virus respiratorios es principalmente
por gotas y contacto y, con menor frecuencia, aérea, por lo que poten-
cialmente pueden causar brotes de tipo nosocomial, siendo la hospi-
talizacién prolongada un posible factor de riesgo de la infeccién y de
complicaciones asociadas. El diagnéstico microbioldgico rapido y
preciso de la IRA es la herramienta mas apropiada en el manejo tem-
prano de este tipo de infecciones?.

Un mismo sindrome respiratorio puede estar causado por virus
diferentes y un mismo virus puede originar diversos sindromes. Sin
embargo, no es infrecuente la asociacién entre un determinado vi-
rus y un sindrome respiratorio en particular, y dependiendo de la
estacionalidad y de la edad del paciente es posible aventurar un
diagnostico presuntivo basado en las caracteristicas clinicas y epi-
demioldgicas de la infeccion. Sin embargo, en la mayoria de los ca-
sos, la inespecificidad del cuadro clinico hace necesaria la realiza-
cién de un diagnéstico microbioldgico para determinar el agente
etiolégico.

Las infecciones respiratorias, destacando la neumonia adquirida
en la comunidad, estan causadas por diferentes microorganismos
patégenos, como bacterias, virus, hongos y parasitos. Con las técnicas
convencionales de diagnéstico viroldgico, la deteccion de antigeno,
el aislamiento en cultivo celular o incluso la serologia, muy probable-
mente se haya subestimado el papel de los virus en esta patologia.
Sin embargo, en los Gltimos afios, la disponibilidad de ensayos de
diagnéstico molecular, como los basados en la amplificacién de aci-
dos nucleicos por reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR), ha au-
mentado considerablemente la capacidad para detectar e identificar
los virus causantes de infeccioén respiratoria. Ademas, la secuencia-
cién de los productos de amplificacion permite una caracterizacion
mas completa de los virus detectados. Este hecho esta contribuyendo
a mejorar el conocimiento de las infecciones respiratorias en las que
estan implicados cada uno de estos virus.

El principal objetivo de los métodos de diagndstico microbiol6gi-
co de los virus respiratorios es poder actuar precozmente en el trata-
miento de la enfermedad respiratoria. A pesar del limitado reperto-
rio de antivirales para el tratamiento de las infecciones virales
respiratorias, tener la capacidad de diagnosticar un virus como agen-
te causal de infeccion respiratoria debe ser parte integral del trata-
miento de los pacientes, permitiendo recomendar el uso de antivira-
les en el caso de estar disponibles, reducir o racionalizar también el
uso innecesario de antibidticos, y adoptar las medidas de higiene y
de control para impedir la transmisién horizontal.

Los virus respiratorios mas comunes asociados a infeccién res-
piratoria son los virus de la gripe (VGA, VGB y VGC), el virus respi-
ratorio sincitial (VRS-Ay B), el virus parainfluenza (HVPI-1, 2, 3, 4a,
4b), el coronavirus (HCoV-229E, NL63, 0C43, HKU1, SARS-CoV y
MERS-CoV), el enterovirus (HEVA, B, C y D), el rinovirus (HRV-A, B
y C), el parechovirus (HPeV1-6), el adenovirus (HAdVA-F), el me-
tapneumovirus (HMPVA y B), el bocavirus (HBoV1-4) y el polioma-
virus (PyV KI'y WU). Otros virus que se encuentran con menor fre-
cuencia asociados a enfermedad respiratoria son el virus de la
varicela-zoster, el hantavirus, el virus de Epstein Barr, los herpesvi-
rus 6y 7, el virus del herpes simple, el mimivirus, el citomegalovi-
rus y el virus del sarampi6n'4S,

Métodos de diagnéstico

Los métodos de diagndstico microbiolégico de la IRA de etiologia
viral son el aislamiento en cultivo celular, la deteccién de antigenos
y de acidos nucleicos, y la serologia.

Recogida de las muestras

La sensibilidad de una prueba de laboratorio para el diagnéstico
se encuentra principalmente condicionada por el tipo de muestra,
momento de la historia natural de la infeccion en el que se recoge, y
de su transporte y conservacion. La correcta recogida de las muestras
mas 6ptimas para el diagnéstico, realizado de forma temprana des-
pués de la aparicién de los sintomas, es un requisito previo para un
diagnéstico de laboratorio fiable de la infeccién respiratoria. La ex-
crecion de particulas virales a partir de la aparicién de los sintomas
desciende progresivamente con el paso de los dias en el paciente
inmunocompetente, aunque en algunos casos el completo aclara-
miento no sucede hasta pasadas unas semanas e incluso meses.

El principal requisito necesario a la hora de valorar las muestras
obtenidas a partir del tracto respiratorio es que estas deben contener
el mayor ntimero posible de células epiteliales ciliadas, donde los
virus respiratorios replican. En este sentido, las muestras mas apro-
piadas son el frotis de faringe o nasofaringe y los lavados o aspirados
nasales o bronquiales. Las muestras deben tomarse preferentemente
del area afectada, frotis o aspirado nasal y faringeo en el caso de sos-
pecha de infeccién del TRS, y lavado broncoalveolar (o aspirados tra-
queales), en el caso de sospecha de infeccion del TRI”. En los nifios,
un aspirado nasofaringeo es la muestra de eleccién, pero debido a las
molestias en su obtencion, en los adultos se acostumbra a obtener un
frotis nasal y faringeo, el cual posee una menor sensibilidad que el
aspirado nasofaringeo, pero mayor a la de un frotis faringeo o farin-
goamigdalar’. En caso de infeccion del TRI, la obtencién de una
muestra del foco de infeccion es lo mas representativo. Sin embargo,
debido a la dificultad de su obtencién, suelen utilizarse muestras de
TRS para establecer el diagndstico. Debe tenerse en cuenta la elevada
posibilidad, en estos casos, de obtener un resultado falsamente nega-
tivo.

La recogida de la muestra debe ser realizada antes de 48 a 72 h del
comienzo de los primeros sintomas debido a que el periodo de excre-
cién viral de los virus respiratorios es en general muy corto, y es
durante los primeros dias después del inicio de los sintomas cuando
la carga viral excretada es maxima. Este factor es mas critico en las
muestras obtenidas de paciente adulto, sobre todo en el paciente de
edad avanzada, con respecto a las muestras obtenidas en nifios, de-
bido a que generalmente presentan una menor carga viral. El trans-
porte de las muestras al laboratorio debe realizarse en un plazo de
entre 24 y 48 h a una temperatura de entre 2 y 8 °C, con objeto de
asegurar la viabilidad de las particulas virales o la integridad del ma-
terial genético. Para la 6ptima conservacion es recomendable utilizar
un medio de transporte adecuado, que consiste en una solucién sali-
na a pH neutro con estabilizadores de proteinas, como el suero bovi-
no fetal, y soluciones antibidticas (penicilina, estreptomicina y anfo-
tericina B) que inhiben el crecimiento de bacterias y hongos. Si la
muestra no puede ser procesada dentro de las primeras 48 h, la
muestra debe ser congelada a -70 °C.

El aislamiento o deteccion de los virus respiratorios esta altamen-
te condicionado al tipo de muestra utilizado y a su conservacién y
transporte. Estos factores explicarian la gran variabilidad observada
en los estudios de incidencia para los diferentes virus respiratorios
publicados hasta el momento.

Aislamiento mediante cultivo celular

De los primeros métodos de diagndstico viroldgico disponibles
hay que destacar el aislamiento de virus en cultivo celular. Hasta la
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amplia aceptacién de los métodos moleculares para el diagnéstico de
los virus respiratorios por su mayor sensibilidad, especificidad y re-
producibilidad, el aislamiento viral en cultivo celular se habia consi-
derado el método de referencia. Actualmente, como herramienta de
diagnéstico, ha sido relegado a muy pocos laboratorios de virologia
en nuestro pais, principalmente por el gran consumo de recursos ne-
cesarios, la implantacion coste-efectiva de las técnicas moleculares,
el tiempo para obtener un resultado, y la incapacidad o dificultad de
aislar algunos de los nuevos virus conocidos.

El tipo, la recogida, el transporte y la preparacion de las muestras
clinicas son factores muy importantes a considerar en el aislamiento
de los virus en cultivo celular, especialmente en el caso de algunos
virus respiratorios que son particularmente labiles. El principal obje-
tivo de estos procedimientos es conservar el titulo viral y la infecti-
vidad en unos valores 6ptimos hasta el momento de la inoculacién.
Las muestras respiratorias son previamente descontaminadas de la
flora acompafiante mediante el uso de soluciones de antibiéticos y
antiftingicos, antes de ser inoculadas en las diferentes lineas celula-
res (HeLa, HEp-2, Vero, LLC-MK2, MDCK, MDCK-Siat1, MRC-5, etc.)
segln el virus que se pretenda aislar. La deteccion de la replicacion
viral se realiza mediante la observacion del efecto citopatico sobre
las células del cultivo. En algunos casos, el efecto citopatico es espe-
cifico de un determinado virus respiratorio, pero en otros casos se
trata de un efecto citopatico inespecifico, que podria incluso ser con-
fundido con un efecto t6xico de la muestra sobre la linea celular. La
identificacion del virus aislado en cultivo celular puede realizarse
por diferentes métodos, como la inhibicién de la hemaglutinacién, la
inmunofluorescencia (IF) y la deteccién de actividad neuraminidasa,
siendo la IF la mas ampliamente utilizada. La confirmacién mediante
PCR especifica no se considera recomendable, ya que en los casos de
muestras con elevada carga viral podria detectarse el material gené-
tico de la muestra inoculada y no el del virus aislado.

La principal aportacion del cultivo celular es la confirmacion de la
viabilidad e infectividad del virus, informacién que no es posible obte-
ner mediante los métodos de amplificacion molecular y los métodos
de deteccion de antigeno. Ademas, los virus aislados en cultivo celular
se pueden utilizar en estudios posteriores de caracterizaciéon antigéni-
ca, de sensibilidad a los antivirales, etc. También permite el descubri-
miento de nuevos virus o serotipos previamente no identificados.

Hay métodos basados en cultivo celular capaces de detectar la
presencia de virus respiratorios de forma precoz, el mas comn es el
shell vial. Después de la inoculacién de la muestra, a las 24-48 h'y
antes de la aparicién del efecto citopético se puede detectar la pre-
sencia de proteinas virales por IF.

En el caso de los virus de la gripe, el aislamiento también es posi-
ble utilizando huevos embrionados vivos de gallina, inoculando la
muestra previamente descontaminada en el interior de la cavidad
alantoidea o amnidtica. Una vez finalizada la incubacién se debe con-
firmar el aislamiento viral mediante hemaglutinacién o deteccion de
la actividad neuraminidasa, tal y como hariamos con un aislamiento
en cultivo celular.

Deteccién de antigenos mediante inmunofluorescencia

Hay diferentes métodos basados en la deteccién de antigeno que,
a pesar de presentar una menor sensibilidad y especificidad respecto
de los métodos moleculares, permiten un diagnéstico mas rapido y
sencillo. Estos métodos rapidos, basados en la inmunocromatografia
capilar, el enzimoinmunoanalisis de membrana o la IF, permiten la
deteccioén de virus respiratorios en pocos minutos. Para estos méto-
dos rapidos se ha observado un mayor rendimiento trabajando con
muestras pedidtricas, al presentar titulos mas elevados de virus y por
periodos mas prolongados que en los adultos. Estos métodos rapidos
presentan valores predictivos positivos mas elevados cuando se rea-
lizan durante los periodos de mayor prevalencia, por ejemplo, duran-
te los brotes epidémicos.

Los métodos de deteccién de antigeno mediante IF permiten de-
tectar hasta 8 de los virus respiratorios mas comunes (HAdV, VGA,
VGB, HVPI-1, HVPI-2, HVPI-3, VRS y HMPV). Esta técnica consiste en
la deteccién directa o indirecta de los antigenos virales mediante an-
ticuerpos marcados con fluoresceina, examinando la preparacién de
la muestra bajo un microscopio de fluorescencia. Generalmente se
acostumbra a utilizar primero una mezcla de anticuerpos dirigidos
contra cada uno de los 8 virus respiratorios. En el caso de observar
células con marcado fluorescente, se procede a trabajar por separado
con cada uno de los anticuerpos monoclonales especificos para los
diferentes virus respiratorios, de forma que se pueda confirmar el
diagnéstico. Este método puede usarse tanto en muestra directa
como en cultivo celular. La especificidad de la prueba de deteccién de
antigeno mediante IF es alta, siempre dependiente de la experiencia
del profesional que la realiza, pero las sensibilidades pueden variar
de un minimo del 50 al 80% en comparacién con las pruebas de am-
plificaciéon de acidos nucleicos. Ademas del poco tiempo requerido
para la realizacion de la técnica y la rapidez en la generacién de re-
sultados, otra de las ventajas es el bajo coste de los reactivos. Como
desventaja cabe destacar que no esté disponible para otros virus que
también son causa importante de enfermedad respiratoria, como
BoV, CoV (229E, 0C43, NL63 y HKU-1), HVPI-4 y HRV3,

Los métodos rapidos de deteccion de antigeno, basados en técni-
cas de inmunocromatografia capilar y de enzimoinmunoanalisis de
membrana, tienen la ventaja adicional de ser de lectura visual sin
necesidad de instrumental. Ofrecen resultados rapidos y pueden
ayudar al clinico precozmente en el tratamiento y manejo de los pa-
cientes, y en la adopciéon de medidas de control para evitar su trans-
misién nosocomial. No obstante presentan una baja sensibilidad y
especificidad. Por ejemplo, para el diagnéstico del virus de la gripe
presentan una gran variabilidad en su sensibilidad (10-75%) y espe-
cificidad (50-100%), siendo muy superior en el caso del VRS.

Métodos moleculares para la deteccion de virus respiratorios

Los métodos de amplificacién molecular mediante PCR en sus di-
ferentes versiones (a tiempo final, anidada, en tiempo real)®°, NASBA
(nucleic acid sequence-based amplification) o bien LAMP (loop media-
ted isothermal amplification)™, para la deteccién de virus respirato-
rios han permitido incrementar de manera considerable el nimero
de muestras respiratorias en las que se detecta la presencia de alguno
de los virus respiratorios, contribuyendo a mejorar el conocimiento
de las patologias en las que estan implicados estos virus y su epide-
miologia. Asi, el diagndstico virol6gico molecular ha adquirido una
importancia creciente con el desarrollo de nuevos ensayos molecula-
res, en algunos casos capaces de detectar simultdneamente multi-
ples virus respiratorios. Este hecho es especialmente relevante en los
virus que no pueden ser aislados en cultivo celular o bien su aisla-
miento es dificil. También, las técnicas de secuenciacién permiten la
realizacion de estudios adicionales de genotipado, de epidemiologia
molecular y de deteccién de mutaciones asociadas a resistencia a los
antivirales, por citar algunos ejemplos.

Los métodos moleculares tienen un gran nimero de ventajas so-
bre otros métodos de diagnéstico. Demuestran una sensibilidad su-
perior, hasta 5 veces superior, a los métodos convencionales en la
deteccién de virus poco viables o dificiles de aislar en cultivo celular
0 que estan presentes en pequefias cantidades. Esta mayor sensibili-
dad incrementa la capacidad para detectar virus respiratorios en
muestras de pacientes adultos que, a diferencia de los nifios, presen-
tan una menor carga viral. Sin embargo, el gran reto es poder deter-
minar si un virus detectado en el TRS o TRI es el causante de la enfer-
medad respiratoria. Debido a la elevada sensibilidad de los métodos
moleculares no se puede descartar una posible contaminacién de la
muestra, una colonizaciéon o una excrecién prolongada de virus tras
la infeccién sin implicacién clinica, mas particularmente cuando se
trabaja a partir de una muestra del TRS>".
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Las infecciones respiratorias atribuidas a mas de un virus se ha-
bian observado previamente mediante técnicas de deteccién de an-
tigeno por IF. Actualmente, este porcentaje de codetecciones se ha
incrementado con el uso generalizado de las técnicas moleculares.
También empleando técnicas moleculares se ha descrito la deteccién
de virus respiratorios en personas asintomaticas, con lo que no es
posible, en estos casos, asociar presencia con enfermedad respirato-
ria. De este modo, la realizacién de estudios de prevalencia de los
virus frecuentemente detectados en codeteccion con otros virus res-
piratorios, comparando lo observado en poblacién sintomatica y
asintomatica, deberia ayudar a discernir el papel que estos podrian
tener en la enfermedad.

Una de las ventajas de las técnicas moleculares es que pueden ser
automatizadas en el laboratorio, reduciendo el coste del personal
técnico, minimizando errores y ganando reproducibilidad®'. Sin em-
bargo, su elevado coste, y en algunos casos su complejidad, en la ac-
tualidad todavia es inasumible para algunos laboratorios.

La PCR en tiempo real es una variante de la PCR utilizada para
amplificar de forma especifica una determinada regién genémica del
virus de interés, monitorizando en tiempo real la amplificacién en
cada uno de los ciclos mediante sondas especificas marcadas con un
fluoréforo (sondas TaqgMan, FRET o molecular beacon) o bien me-
diante agentes intercalantes fluorescentes (SybrGreen). En muchos
casos, el material genético inicial puede ser ARN, por lo que sera ne-
cesario un proceso de retrotranscripcion a ADN previo a la PCR. En
los tltimos afios son muchos los métodos de PCR en tiempo real uti-
lizados en el diagnéstico con independencia del sistema de emision-
detecci6n de fluorescencia empleado, ya sean comerciales o de desa-
rrollo propio, optimizados en el laboratorio. Este tipo de técnicas
tiene como principales ventajas una gran sensibilidad y una doble
especificidad propia de los iniciadores y sondas empleados. Ademas
tienen la ventaja de poder detectar multiples dianas mediante la uti-
lizacién de diferentes sondas, cuyo ntimero estara limitado al nime-
ro de canales de detecci6n de fluorescencia disponibles en el equipo.
En el caso de utilizar agentes intercalantes durante la PCR en tiempo
real, la técnica se puede optimizar de modo que se puedan identificar
los amplicones por su temperatura de melting, que esta condicionada
por la longitud y composicién nucleotidica del amplic6n™. La utiliza-
cién de una recta patrén a partir de un estandar cuantificado duran-
te la PCR en tiempo real permite también la cuantificacion de la car-
ga viral presente en la muestra. En el caso de los virus que presentan
similares tasas de deteccién en pacientes asintomaticos en compara-
cién con los sintomaticos, o bien una prolongada persistencia tras la
infeccion, es dificil establecer una clara asociacién entre detecciéon y
enfermedad respiratoria. En estos casos, una posible opcién es tratar
de determinar la verdadera implicacién de un virus en la patologia
respiratoria mediante la cuantificacién de la carga viral con las técni-
cas de PCR en tiempo real™, y asi determinar un valor umbral de
carga viral en muestra respiratoria que confirme una replicacién viral
con implicacién clinica en la enfermedad™®. El principal inconve-
niente de estos estudios es el tipo de muestra, que resulta ser muy
variable en lo que respecta a localizacion, cantidad y celularidad de
la muestra obtenida y homogeneidad de esta, siendo entonces no
comparables.

Los métodos de PCR multiplex constituyen una herramienta muy
atil en el complicado diagnéstico de las infecciones virales respirato-
rias, ya que permiten detectar multiples dianas en un mismo ensayo.
Los sistemas de deteccién de amplificacion mas antiguos son la elec-
troforesis en gel de agarosa y ELISA, pero en los Gltimos afios se han
realizado avances importantes en otros métodos de deteccién e iden-
tificacién de los productos de amplificacién, como la utilizacién de
diferentes sondas marcadas con fluoréforos en la PCR multiplex en
tiempo real®, la espectrometria de masas (EM) tipo electrosprayioni-
zante (ESI-TOF)'®'7 y las plataformas de arrays en soporte sélido’" o
bien en fase liquida?°-?2, El andlisis del producto de PCR mediante EM
tipo ESI-TOF determina la composicion nucleotidica de los amplico-

nes, es decir, la proporcién en que se encuentran cada una de las
bases. Esta composicion de secuencia es tinica para cada gen y espe-
cifica de cada microorganismo, permitiendo asi su identificacién en
una base de datos ya proporcionada®. Mediante esta tecnologia ha
sido posible identificar algunas de las principales familias virales, in-
cluidos algunos virus respiratorios®+?>. Los microarrays o biochips de
ADN consisten en un gran niimero de sondas especificas inmoviliza-
das sobre una superficie sélida, sobre la que se hibrida el material
genético previamente marcado. La lectura del resultado se realiza
utilizando un escaner para los arrays de fase sélida, o mediante cito-
metria de flujo para los arrays de fase liquida. La principal ventaja de
los biochips de ADN es la gran capacidad para detectar mdltiples dia-
nas (100-1.000x) en un mismo ensayo, a diferencia de la PCR en
tiempo real, que solo permite la deteccién de unas pocas al estar li-
mitada por el ndmero de canales de lectura de fluorescencia del ter-
mociclador. Sin embargo se ha demostrado en algunos casos que la
opcion de detectar mas de una diana por ensayo podria estar com-
prometiendo la sensibilidad de la técnica'. Revisiones recientes am-
plian la informacion relativa a estas metodologias®112326,

En algunos casos interesa combinar la sensibilidad y especificidad
de la PCR con la rapidez y la simplicidad de la prueba rapida del anti-
geno. En el mercado ya existen reactivos comerciales de diagnéstico
para uno® o mas virus respiratorios**!" que requieren aproximada-
mente 1 h para llevar a cabo un ensayo, con un resultado temprano
que permite tomar decisiones para el tratamiento inicial del paciente.

Un factor muy a tener en cuenta para los métodos moleculares
basados en secuencias especificas aplicados al diagndstico de virus
de constante y rapida evolucién, como por ejemplo los virus de la
gripe, es la revisién periédica de las secuencias con las que se han
disefiado los iniciadores para la amplificacién o las sondas para la
deteccién, de modo que la adquisicién de mutaciones no pueda afec-
tar a la sensibilidad de la técnica.

La secuenciacién de acidos nucleicos resulta muy til para la
identificacién de virus conocidos, e incluso el descubrimiento de
otros nuevos. Con la utilizacién de iniciadores degenerados, disefia-
dos en regiones del genoma muy conservadas, ya sean genes exclu-
sivos o regiones de determinados genes especificas de grupo, es po-
sible identificar o clasificar grupos de virus genéticamente
relacionados. Esta estrategia, junto con el andlisis filogenético de las
secuencias con otras consideradas de referencia, se emplea en los
estudios de epidemiologia molecular?*?, por ejemplo en la clasifica-
cién del nuevo coronavirus MERS-CoV?8, Estos estudios de epidemio-
logia molecular resultan también ttiles para discernir la cadena de
transmisién y la existencia de mdltiples reintroducciones de cepas
virales circulantes durante un brote nosocomial o institucional, con-
juntamente con datos epidemiolégicos y clinicos®. Las técnicas de
secuenciacion, ademas, se emplean en estudios genotipicos de sensi-
bilidad a los antivirales, como por ejemplo en la deteccién de muta-
ciones en los genes de la neuraminidasa y de la proteina M2 de los
virus de la gripe asociadas a una reduccién de la sensibilidad a los
inhibidores de la neuraminidasa y a los adamantanos, respectiva-
mente, lo cual estd recomendado en el caso de detectar una conti-
nuada excrecién de virus de la gripe aun bajo tratamiento antivi-
ral*®3 y muy especialmente en el paciente inmunodeprimido. En la
actualidad, la secuenciacion de acidos nucleicos mediante la meto-
dologia Sanger sigue siendo la metodologia mas utilizada; sin em-
bargo, las nuevas técnicas de ultrasecuenciacién, no basadas en elec-
troforesis, ya se estan usando en el laboratorio de microbiologia.
Estas nuevas técnicas de ultrasecuenciacion tienen como principales
aplicaciones la secuenciacion de novo de genomas completos, rese-
cuenciacién y estudios de metagenémica3?34, Mediante los estudios
de resecuenciacion es posible estudiar en profundidad la diversidad
poblacional para un determinado virus®>*¢, Ademas, la incorporacién
de identificadores de secuencia mediante ligacién o mediante ampli-
ficacién permite procesar simultineamente diferentes muestras en
un mismo ensayo. De todos modos, a pesar de haberse reducido sig-
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nificativamente el coste de los reactivos en los Gltimos afios, la inver-
sién requerida en estas plataformas y la necesidad de soluciones
bioinformaticas para el analisis de los datos obtenidos, estan limitan-
do la implementacién de esta tecnologia con aplicacién clinica en el
laboratorio de microbiologia.

Meétodos seroldgicos

Las técnicas serolégicas permiten confirmar una IRA mediante la
deteccion de anticuerpos especificos en suero frente a un determina-
do virus. Los ensayos utilizados con mayor frecuencia son la reaccién
de fijacién del complemento, la inhibicién de la hemaglutinaciény la
seroneutralizacion. Sin embargo, la necesidad de obtener sueros pa-
reados (fase aguda y convaleciente) hace que la realizacién de estas
técnicas resulte de poca utilidad en el manejo clinico del paciente. Su
realizacién acostumbra a limitarse a estudios seroepidemiol6gicos y
de seroproteccién poblacional retrospectivos.

Discusion y conclusiones

Las técnicas tradicionales para el diagnéstico de los virus respira-
torios siguen siendo todavia vigentes. Sin embargo, los métodos mo-
leculares han supuesto un gran avance en este campo, ya que han
permitido conocer nuevos agentes causantes de infeccion respirato-
ria y profundizar en el papel de los virus en este tipo de infecciones.
También, el avance en métodos moleculares y no moleculares de
diagnéstico rapido y baja complejidad para la deteccién e identifica-
cién rapida de 1 o mas virus respiratorios y que permiten tomar de-
cisiones de forma inmediata en el manejo del paciente han sido en
los Gltimos afios una autentica revolucién.

Los signos y sintomas clinicos dificilmente permiten identificar el
agente causal de la enfermedad respiratoria, incluso en los virus con
un patron de estacionalidad bien definido. Para los virus frente a los
que existe tratamiento antiviral efectivo (como en el caso de los virus
de la gripe) hay un amplio repertorio de técnicas de diagnéstico, tan-
to convencionales como moleculares. Sin embargo, para el resto de
virus respiratorios, a pesar de la ausencia de tratamiento antiviral
efectivo, contindia siendo necesario demostrar su presencia, para dis-
minuir la utilizacién de antibiéticos, como medida de control de un
posible brote nosocomial, especialmente en pacientes de alto riesgo
y por su interés epidemiolégico. Sin embargo es importante hacer un
buen uso de los recursos en el laboratorio y aplicar las diferentes
técnicas, en especial las de diagndstico rapido y elevado coste econé-
mico, cuando la estacionalidad descrita para los virus respiratorios
mas comunes asi lo recomiende, periodo en el que estas han demos-
trado un mayor valor predictivo. En este sentido tenemos la respon-
sabilidad de cuestionar y demostrar si la realizacion sistematica del
diagnéstico microbioldgico de las IRA de etiologia viral en el pacien-
te hospitalizado permite adoptar cambios en el manejo del paciente
que redunden en su bienestar, en la reduccién o racionalizacién en el
uso de antibiéticos, en la disminucién de pruebas complementarias
y en la reduccién de la estancia hospitalaria, en definitiva, en un me-
nor gasto hospitalario.

El avance en las técnicas moleculares para el diagnéstico virol6gi-
co ha sido significativo, y entre las ventajas de esta tecnologia hay
que destacar una excelente sensibilidad, especificidad, capacidad de
adaptacién a virus emergentes, capacidad para detectar multiples
dianas en un mismo ensayo y la posibilidad de automatizacién. Pero
la elevada sensibilidad de las técnicas moleculares, en ocasiones muy
interesante cuando la carga viral presente en la muestra es baja, ha
incrementado también el nimero de detecciones multiples de virus
respiratorios. Todavia es controvertida la implicacién clinica de estas
coinfecciones o codetecciones de virus respiratorios en la infeccién
respiratoria.

Por Gltimo, comentar que se deben realizar estudios adicionales
necesarios para conocer el verdadero papel que tienen algunos virus

en la infeccién del TRI, especialmente cuando su deteccién se esta
realizando sobre muestras del TRS. Muy probablemente, en esta li-
nea de trabajo la estandarizacién y empleo de la cuantificacion de la
carga viral en muestra respiratoria sera clarificadora, estableciendo
el valor umbral de carga viral que estuviera asociado con enfermedad
respiratoria.
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