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La infeccién respiratoria aguda (IRA) es causa de elevada
morbilidad en nifios y adultos. La gravedad de estas infec-
ciones y la mortalidad asociada es mucho mais elevada en los
paises pobres, pero incluso en los més desarrollados los cos-
tes en salud y absentismo laboral son enormes. Aunque, en
general, evolucionan de forma benigna pueden producir fa-
llecimientos en una serie de pacientes con problemas inmu-
nolégicos o con enfermedad de base. Segtn la Organizaciéon
Mundial de la Salud (OMS)3, alrededor del 20% de muertes
en nifios menores de 5 afios se deben a IRA del tracto respi-
ratorio inferior, como neumonia, bronquiolitis y bronquitis.
Los agentes causales pueden ser bacterias o virus; es imposi-
ble diferenciar los 2 grupos de patégenos basindose sélo en

Puntos clave

El diagnéstico virolégico temprano es

indispensable para decidir sobre el aislamiento de
los casos confirmados, evitando brotes nosocomiales, o
para la instauracién de un tratamiento adecuado,
evitando el uso de terapia antibiética innecesaria.

El diagnéstico virologico es indispensable para filiar

los brotes institucionales y poder tomar medidas
para su control. La toma de muestras debe efectuarse al
comienzo de los sintomas, y su conservacioén y envio al
laboratorio han de realizarse a 4 °C.

El uso de los kits de diagnéstico rapido de virus

respiratorios debe correr a cargo de personal
suficientemente entrenado para su realizacién y su
interpretacion.

El estudio serolégico permite confirmar infecciones
en las que no se ha podido demostrar el agente
etiologico en la fase aguda.

Ante la llegada de un nuevo virus respiratorio o la

emergencia de un virus que pudiera infectar de
forma masiva a la poblacion, el diagnéstico virolégico
es esencial para el control de la alerta sanitaria, ademas
de permitir caracterizar el nuevo agente y poder
conocer aspectos de su biologia.
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los signos clinicos o en la radiologfa. Sin embargo, hasta el
momento, el diagnéstico habitualmente es clinico y se ve fa-
cilitado porque muchas de estas infecciones cursan en brotes
en determinados meses del afio. Segun se observa en la figu-
ra 1, la relacién de los virus con los cuadros respiratorios que
producen no es biunivoca, sino que cada virus puede produ-
cir varios cuadros clinicos. Por otra parte, estos pueden ser
parcialmente superponibles, y compartir signos y sintomas
entre ellos. Todas estas razones hacen que el diagnéstico vi-
rolégico se considere necesario, especialmente cuando hay
que decidir el inicio de un tratamiento antiviral o la toma de
medidas de aislamiento o proteccidn, en algunos tipos de pa-
cientes, en especial si estdn institucionalizados.

Diagnostico de laboratorio

La heterogeneidad de los agentes etiolégicos de la IRA viral
(fig. 1) hace que su diagnostico sea complicado y condiciona
la busqueda de técnicas que permitan abarcar la deteccién de
un nimero importante de virus. Los datos epidemioldgicos y
clinicos ayudan a estrechar el rango de los virus que deben
buscarse. Los métodos se clasifican en “directos”, cuando
permiten la deteccién del virus, sus antigenos o sus genes, o
“indirectos”, basados en la determinacién de anticuerpos es-
pecificos. Las muestras mds adecuadas para el diagnéstico
son las secreciones respiratorias, en especial el aspirado naso-
faringeo, tomadas durante los primeros 4 dias de la enferme-
dad, aunque en los nifios la excrecién de virus es mds larga
que en los adultos. Debe tomarse con “medio de transporte
de virus” y mantenerse a 4 °C hasta su analisis.

Aislamiento del virus
en cultivo

Se trata de una técnica compleja que requiere aparatos caros y
personal muy especializado. La adecuada seleccién de varias
lineas celulares, utilizadas individualmente o en mezclas, per-
mite abarcar el cultivo de un amplio espectro de virus?. La
inoculacién ha de llevarse a cabo inmediatamente después de
tomar la muestra, para que los virus no pierdan su capacidad
infectiva. Los cultivos inoculados se incuban a 33-35 °C, y el



DESDE EL LABORATORIO A LA CLINICA

Utilidad de las técnicas de diagnéstico virolégico en las infecciones respiratorias en pediatria

P. Pérez-Brefa, F. Pozo e 1. Casas

Sindrome Mas frecuente Menos frecuente
Enfermedad Rinovirus Gripe Ao B
respiratoria Coronavirus Parainfluenza 1-2
de vias altas Adenovirus VRS

Parainfluenza 3

Enterovirus

Virus

Adenovirus

Lr‘mfluenzo A/B

Parainfluenza
VRS, Metapneum

Figura 1. Relacion entre
los cuadros clinicos
comprendidos en el
sindrome de la infeccion

respiratoria aguda (IRA) y

los virus respiratorios que se

Faringitis Adenovirus Gripe Ao B
Enterovirus VRS
Parainfluenza 1-2
Rino y Coronavirus
Crup Parainfluenza 1-2 Gripe A
(lanringotraqueo- Parainfluenza 3 VRS
bronquitis) Metapneumovirus Coronavirus
Bonquiolitis VRS Adenovirus
Parainfluenza 3 Parainfluenza 1-2
Gripe Ao B
Rinovirus
Neumonia VRS Parainfluenza 1-2
Parainfluenza 3 Rinovirus
Adenovirus
Gripe A

crecimiento del virus se identifica por observacién de su efec-
to citopético (CPE), consistente en la aparicién de células al-
teradas en la monocapa celular (fig. 2). A veces, es dificil dife-
renciar el CPE, por lo que siempre deben utilizarse pruebas
de identificacién especifica, como la inmunofluorescencia
(IF) con anticuerpos (AcM) monoclonales o la amplificacién
de dcidos nucléicos (reaccion en cadena de la polimerasa
[PCRY]). Para acortar el tiempo de identificacién del virus se
utilizan técnicas de cultivo rdpido como el shell vial, que lo
detectan entre 1 y 3 dias postinoculacion, incluso antes de
que aparezca su CPE. La principal ventaja de esta técnica es
que es la Gnica que permite disponer del virus para efectuar
andlisis posteriores. Estos son esenciales para su conocimien-
to en profundidad, tanto antigénica como genéticamente y,
en el caso de los virus de la gripe, para poder realizar el disefio
de las vacunas para la temporada siguiente.

Se lleva a cabo mediante técnicas inmunoldgicas que incluyen
la IF o el enzimoinmunoandlisis (EIA) realizado directamen-
te en las secreciones respiratorias (fig. 2), mediante el uso de

consideran agentes causales
de cada uno de ellos. En el
panel de la derecha se
muestran las micrografias
electronicas de cada uno de
los grupos mds importantes
de estos virus. VRS: virus
respiratorio sincitial.

Coronavirus

AcM3. Ambas presentan la ventaja de ser técnicas sencillas,
ripidas e independientes de la infectividad (por ello, la con-
servacién de la muestra clinica resulta menos critica que en el
aislamiento del virus), aunque en general suelen ser menos
eficaces que el cultivo celular o la PCR. También se utilizan
para identificar los virus aislados en cultivo, como se ha des-
crito antes.

En los dltimos afios, se han comercializado para la deteccién
de antigenos unas pruebas muy rdpidas que pueden dar resul-
tados en unos 30 min. Son pruebas féciles de realizar, llamadas
también ensayos “a la cabecera del paciente” o “a pie de cama”,
que pueden ser muy ttiles*, especialmente en los hospitales y
en la vigilancia de brotes. No requieren personal muy especia-
lizado, aunque es preciso su entrenamiento para la realizacién
e interpretacion del test, y para la toma y preparacién de las
muestras. Se han comercializado numerosos kits, la mayoria
dirigidos al diagnéstico de la gripe y del virus respiratorio sin-
citial, por lo que estos ensayos son los mejor estudiados>®. Las
pruebas rdpidas comerciales presentan menor sensibilidad que
el aislamiento o las técnicas moleculares (media del 70-80%
en la gripe), aunque su especificidad es alta (media del 90-95%
en la gripe). En cuanto a valores predictivos, la OMS reco-
mienda que en periodos de baja actividad gripal los casos posi-
tivos deben confirmarse por otra técnica. En periodos de alta
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Directo

a. Aislamiento en cultivos
celulares

Figura 2. Diagndstico
viroldgico directo basado en:
a) el aislamiento del virus en

b. IF con AcMcs

Indirecto

Diagnéstico serolégico

12345678910

cultivos celulares (obsérvese el
efecto citopatico [CPE]); b)
la deteccion de antigeno por
IF con anticuerpos
monoclonales, y c)la
deteccion rdpida de antigeno
mediante kits ‘a pie de
cama’. Como diagndstico
indirecto se muestra una
Pplaca sexoldgica con un
ensayo de inhibicion de la
hemaglutinacion y un detalle
de la sedimentacion de los
globulos rojos en una reaccion
de fijacion del complemento.

actividad recomienda su uso s6lo cuando puede influir en el
tratamiento del paciente, ya que el diagnéstico clinico durante
los brotes alcanza una alta fiabilidad.

Técnicas de biologia
molecular para detectar
el genoma del virus

De entre todas las disponibles, la amplificacién de un frag-
mento del genoma virico por PCR es la técnica mas utilizada
en el diagnéstico virolégico’. Excepto los adenovirus, todos
los virus respiratorios poseen genoma de tipo ARN (fig. 1);
por tanto, la amplificacién debe ir precedida de transcripcion
inversa para obtener el ADNc (RT-PCR). Estos ensayos son
de aplicacién relativamente reciente, por lo general realizados
con tecnologia propia de los laboratorios, aunque cada vez se
cuenta con mayor nimero de kits comerciales. En la compa-
racién con otras técnicas se comprueba una sensibilidad nota-
blemente mayor que la del cultivo y otros ensayos. En gene-
ral, se considera un método de diagndstico rapido ya que
puede realizarse en unas pocas horas, aunque, en la prictica,
en muchos casos se necesita 2 dias para llegar a resultados fia-
bles. Existen multiples variedades de esta técnica, de manera
que pueden diferenciarse técnicas de PCR simples o anida-
das, sencillas o multiples, seguidas o no de hibridacién, y lo
mis reciente, PCR a tiempo real. La incorporacién de ensa-
yos a tiempo real® ha reducido considerablemente el tiempo
necesario para obtener un resultado, sin olvidar que otra de
sus principales ventajas es la reduccién del nimero de falsos
positivos. Las técnicas de PCR permiten, ademds del diag-
néstico etioldgico, llevar a cabo el andlisis de la secuencia del
fragmento genémico amplificado, a fin de genotipar el virus
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b. Fijacién de complemento

detectado u obtener informacién en cuanto a la epidemiolo-
gia molecular (fig. 3) de la enfermedad producida.

El andlisis por PCR no requiere el uso de laboratorios BSL-
3, necesarios para trabajar con gripe aviaria o coronavirus del
sindrome respiratorio agudo grave (SRAS), ya que los méto-
dos de extraccién de dcidos nucleicos, previos a la reaccion de
amplificacién, suelen destruir la infectividad del virus.

Ensayos serologicos

El diagnéstico seroldgico tiene como objetivo la deteccién de
anticuerpos especificos frente a un determinado virus para
conocer si el paciente ha sufrido una determinada infecciéon
viral. Se trata de métodos de diagnéstico indirecto. En gene-
ral, se investigan 2 muestras de suero tomadas en la fase agu-
da y fase convaleciente y se mide la existencia de seroconver-
sién o aumento de titulo de anticuerpos IgG de, al menos,
3-4 veces entre las muestras de suero. Otra medida de infec-
cién aguda o reciente es la confirmacién de IgM especifica.

A diferencia de otro tipo de infecciones virales, los virus res-
piratorios se localizan e infectan el aparato respiratorio, lugar
de entrada en el hospedador, y no existe siempre viremia eva-
luable. En general, las IRA no suelen diagnosticarse mediante
serologia, y la presencia de anticuerpos IgG especificos frente
a un determinado virus en suero no implica que la infeccién
sea grave. Asi, se ha demostrado, por ejemplo, que la presen-
cia de IgG frente al virus respiratorio sincitial en suero no se
asocia con mayor probabilidad de complicaciones como
asma’.

Los métodos, en cambio, han sido muy utiles en estudios de
serovigilancia, para conocer la seroprevalencia de una deter-
minada infeccién respiratoria en la poblacién. En el momen-
to actual se utilizan para saber el grado de exposicién o de in-
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Figura 3. Amplificacion genomica por RT-PCR anidada que permite detectar y diferenciar distintas hemaglutininas (H1, H3 y H5) y
neuraminidasas (N1 y N2) de virus gripales del género Influenza A. Hoja de lectura de la secuencia de un fragmento amplificado y drbol
filogenético obtenido al realizar el andlisis de ésta, en comparacion con otras secuencias de virus gripales de referencia.

feccion leve por el virus de la gripe aviaria A H5N1 de perso-
nas que han tenido contacto directo con aves (cuidadores, ve-
terinarios, etc.) o bien de personal sanitario en contacto direc-
to con pacientes!'?. Otro ejemplo fue la aparicién del
coronavirus asociado al SRAS en 2003, donde la serologia
demostré su utilidad para determinar la diseminacién del vi-
rus tanto en el hombre como en los posibles hospedadores
animales.

Los métodos serolégicos mas utilizados en el estudio de las
IRA son el enzimoinmunoensayo (ELISA), la fijacién de
complemento, la IF y para el caso de los virus gripales la inhi-
bicién de la hemaglutinacién. Entre los principales inconve-
nientes destacan las reacciones cruzadas entre virus de grupos
filogenéticamente relacionados, la indeterminacién de casos
en los que exista una reinfeccién por el mismo virus y el tiem-
po en emisién de los resultados.

Conclusiones

El valor predictivo positivo del diagnéstico clinico de las IRA
virales aumenta en los periodos epidémicos, pero nunca podra

compararse con el diagndstico viroldgico, que es el tnico ca-
paz de determinar la etiologia. También permite confirmar
todos los brotes institucionales, practica necesaria sobre todo
si son hospitalarios y afectan a nifios, inmunodeprimidos o
ancianos. En estos casos es ademds esencial la rapidez del
diagndstico, aunque teniendo en cuenta que cuando se utili-
cen tests rapidos comerciales deben tratar de confirmarse los
resultados positivos por otro ensayo diferente. Una vez en el
curso del brote la confirmacién no es préctica, excepto en ca-
sos particulares, por lo que deben preferirse otros métodos de
deteccién del virus. La serologfa no es ttil para el diagndstico
de la infeccién en la fase aguda, sino para la comprobacién de
la infeccién pasada.

En la tabla 1 se muestra una comparacién de las distintas ca-
racteristicas de los métodos comentados. Aunque el aisla-
miento de los virus respiratorios no alcanza una alta sensibili-
dad, se considera la técnica de referencia y las demids se
comparan con ella. En la actualidad los ensayos més utiliza-
dos son la amplificacién gendmica y el cultivo del virus, debi-
do a su versatilidad, ya que permiten detectar virus muy dife-
rentes. Ademds pueden constituir el primer escalén en el
proceso de la posterior caracterizacién del virus, ya que para
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Tabla 1. Comparacion de los distintos métodos utilizados en el diagndstico viroldgico de las infécciones respiratorias virales. La sensibilidad y la

especificidad de cada técnica varia dependiendo del virus de que se trata, por lo que no se expresan en porcentajes. Los requerimientos de calidad

de la muestra varian entre ‘masy altos” (necesarios para preservar la infectividad), ‘altos” (la morfologia) y “medios” (en el caso de identificar

antigenos o genes)

T @erte e Epeciidad  Colid  pplabiidod
Aislamiento 721 dias Elevado  Media-alta 100% Muy altos Vigilancia. Confirmacién del diagnéstico
Shell-vial 1-3 dias Medio Media 100% Muy altos Vigilancia. Confirmacién del diagnéstico
IF Horas Bajo Media-Alta Alta Altos Confirmacién del diagnéstico
EIA Horas-1 dia  Medio Media-Alta Alta Medios Confirmacién del diagnéstico
Tests répidos ~ 30-60 min Alto Media Alta * Diagnéstico. Cribado
PCR 1 dia Medio Alta Alta Medios Diagnéstico. Vigilancia
Serologia > 15 dias Medio Serovigilancia. Confirmacién

*Requieren el uso de soluciones tampén-especificas.
IF: inmunofluorescencia; EIA: enzimainmunoandlisis; PCR: reaccién en cadena de la polimerasa.

afrontar el andlisis antigénico es imprescindible disponer del
propio virus y para la caracterizacién genética hay que partir
de la amplificacién de algunos genes.

El momento de la toma, la calidad de la muestra y la conser-
vacién hasta su andlisis son cruciales para alcanzar un buen

resultado.
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Capitulo del libro en el que se aborda el diagndstico de la
gripe. Sin embargo, el andlisis critico de la metodologia
utilizada es aplicable a ofras viriasis respiratorias y la
discusion de los criterios es muy licida.
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Ya que el wheezing en la infancia estd asociado a un
mayor riesgo de asma posteriormente, se ha tratado de
probar si la IgG al virus respiratorio sincitial (VRS)
podia considerarse predictiva de asma, y se ha comprobado
que no es asi.




