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Infección Respiratoria. Neumonía-adquirida en la comunidad (NAC)   

La infección respiratoria aguda (IRA) es la patología más frecuente a lo largo 

de la vida del ser humano. Alrededor del 5% pueden ser de tracto respiratorio 

inferior (TRI), como bronquitis, bronquiolitis y neumonía. 

 
10ª causa de mortalidad (2.2% fallecimientos) en adultos (15-59 años).  

4ª causa de mortalidad (4.8% fallecimientos) en adultos (>60 años). 

 

4ª causa de mortalidad (3.3% fallecimientos) en países desarrollados (ancianos). 

1ª causa de mortalidad (10% fallecimientos) en países en vías de desarrollo (jóvenes). 

 

 

 

Evidencias de infección viral están presentes en un 42-76% de los casos de 

neumonía-adquirida en la comunidad (NAC) en niños, y entre un 15-65% de las 

NAC en adultos, utilizando métodos moleculares. Lancet, 2011. 377(9773): p. 1264-75 

 

Las incidencias más altas se presentan en niños menores de 5 años y en 

adultos mayores de 75 años. 
 

WHO. http://www-who.int/healthinfo/paper54.pdf 

Lancet, 2011. 377(9773): p. 1264-75 

http://www-who.int/healthinfo/paper54.pdf
http://www-who.int/healthinfo/paper54.pdf
http://www-who.int/healthinfo/paper54.pdf


Infección Respiratoria. Agentes etiológicos / infección respiratoria. 

Las infecciones respiratorias, destacando la NAC, están causadas por diferentes 

microorganismos patógenos, como bacterias, virus, hongos y parásitos. En 

menos de un 50% de los casos se llega a un diagnóstico del agente etiológico 

causal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nuevos métodos diagnósticos más sensibles 

Nuevos métodos moleculares independientes de secuencia (NGS) 

Vacunación: S. pneumoniae, H. influenzae B (menor %) 

Bacterias           Virus 

Semin Respir Crit Care Med 2012;33:220–231. 



Infección Respiratoria. Agentes etiológicos / infección respiratoria. 

Los virus respiratorios más comunes asociados a infección respiratoria son: 

• Virus de la gripe (A, B y C) 

• Virus respiratorio sincitial (VRS-A y B) 

• Virus parainfluenza (HVPI-1, 2, 3, 4a, 4b) 

• Coronavirus (HCoV-229E, NL63, OC43, HKU1) 

• Enterovirus (HEVA, B, C y D) 

• Rinovirus (HRV-A, B y C) 

• Parechovirus (HPeV1-6) 

• Adenovirus (HAdVA-F) 

• Metapneumovirus (HMPVA y B) 

• Bocavirus (HBoV1-4) 

• Poliomavirus (PyV KI y WU) 

 

Otros virus con menor frecuencia:  

• Virus varicela-zoster 

• Hantavirus 

• Virus de Epstein Barr 

• Herpesvirus 6 y 7 

• Virus del herpes simple 

• Mimivirus 

• Citomegalovirus (CMV) 

• Virus del sarampión 

Curr Opin Pulm Med 2012, 18:271–278 



Infección Respiratoria. Agentes etiológicos / infección respiratoria. 

Expert Rev. Anti Infect. Ther. 9(8), 615–626 (2011)  

Expert Rev. Anti Infect. Ther. 8(11), 1273–1292 (2010) 

Cualquier virus respiratorio es capaz de 

causar infección de TRI.  

 

Factores importantes a tener en cuenta y que 

pueden afectar a su prevalencia en NAC:  

• Prevalencia. 

• Estacionalidad. 

• Edad  / Comorbilidades. 

Enferm Infecc Microbiol Clin. 2009;27(3):168–177 



Infección Respiratoria. Agentes etiológicos / Virus (re-)emergentes 

Virus zoonóticos (cruzan barrera interespecie – adaptación): 

 

• Causa de brotes epidémicos (c/ o s/ estacionalidad) 

• Causa de enfermedad respiratoria grave (casos esporádicos). 

 

Subtipos A(H5N1), A(H3N2)v, A(H7N9), A(H5N1), A(H5N8) 

SARS-CoV 

MERS-CoV 

EV-D68 

HAdV-14 

 

Virus respiratorios humanos:  

 

Desconocidos hasta el momento: se ha revelado o se revelará su presencia 

con los nuevos métodos moleculares de diagnóstico. 



Infección Respiratoria. Toma de la muestra. 

Importante: Determina en buena medida la sensibilidad de una técnica. 

 

Factores a tener en cuenta: 

• Localización: tracto respiratorio superior (TRS) / inferior (TRI). 

 

Sensibilidad (TRS): ANF > FNF >> FOF / FF / FN 

 

 FF = frotar vigorosamente a nivel de amigdalas y faringe posterior. 

 FN = introducir en cavidad nasal por cada fosa c/ mismo escibillón, dejar unos  segundos y retirar lentamente (no moco) 

 

Virus con gran tropismo TRI (MERS-CoV): TRS (-) / TRI (+), posible. 

 

• Días desde el inicio de los síntomas: 

  

 A más días desde +0, menor excreción viral. 

 

• Conservación: 

 

 Recomendado: MTV (SBF, antibióticos, antifúngico, indicador pH). 

 Sino, escobillón seco con 1 mL solución salina estéril. 

 Si ANF, BAL, BAS o esputo, en recipiente estéril. 

 Condiciones: +4 - +8 ºC, 24 – 48 h. 



Infección Respiratoria. Métodos de diagnóstico microbiológico. 

En la mayoría de los casos, la inespecificidad del cuadro clínico hace 

necesaria la realización de un diagnóstico microbiológico para determinar el 

agente etiológico. 

 

Características Principales: 
 

Rápido: herramienta apropiada en el manejo temprano de la infección. 

 

Preciso: permite determinar el agente etiológico causal. 

 

Tratamiento antiviral, si es posible. Cambio pauta antibiótica. 

Medidas de control para evitar transmisión nosocomial. 

Reducir coste pruebas diagnósticas adicionales. 

Más información (+ caracterización genética / fenotípica, + info clínica):  
Presentación clínica asociada. 

Coinfecciones virales / bacterianas asociadas (pronóstico) 

Gravedad / grupos de riesgo. 

Estacionalidad / vigilancia. 

Diseño de vacunas / antivirales (gripe, VRS, hAdV, …) 



Infección Respiratoria. Métodos de diagnóstico microbiológico. 

Los métodos de diagnóstico aplicado a la infección 

respiratoria viral son: 

• Aislamiento en cultivo celular. 

• Detección de antígeno viral. 

• Métodos serológicos. 

• Métodos moleculares:  

 Basados en amplificación por PCR. 

 Secuenciación Sanger. 

 Next-Generation Sequencing (NGS), entre otros. 



Métodos de diagnóstico microbiológico. Aislamiento en cultivo celular 

Se basa en la replicación del virus en una monocapa celular susceptible de ser 

infectada. La identificación viral se realizará mediante características fenotípicas del 

efecto citopático, o bien mediante otros métodos de diagnostico (IFI, IHA, …). 

 

Desventajas: 

• Gran consumo de recursos, humanos y materiales. 

• Limitada sensibilidad. 

• Tiempo para la obtención de un resultados (3 – 21 días). 

• Competencia con la implantación coste-efectiva de las técnicas moleculares. 

• No permite el aislamiento de algunos virus, tales como HMPV, HPIV-4 y HRV-C. 

• Requiere de una muestra bien recogida, y conservada en condiciones óptimas. 

• Difícil aislamiento de virus del paciente con tratamiento antiviral. 

 

Sin embargo, también tiene ventajas (laboratorios de referencia): 

• Permite confirmar viabilidad del virus (replicación activa). 

• Elevada especificidad  y buena reproducibilidad. 

• Permite el aislamiento y su utilización para estudios posteriores.  

• No es dependiente de secuencia: permite detectar virus, aún con divergencia 

genética (*). 



Métodos de diagnóstico microbiológico. Aislamiento en cultivo celular 

Enferm Infecc Microbiol Clin. 2009;27(3):168–177 

Shell-vial: método de diagnóstico rápido 

que combina la utilización del cultivo 

celular (antes del efecto citopático) y la 

inmunofluorescencia. 

 

Tiempo resultado: 24-48 h. 



Métodos de diagnóstico microbiológico. Detección de antígeno viral. 

Métodos basados en la detección directa/indirecta del antígeno viral utilizando 

anticuerpos monoclonales (inmunocromatografía capilar, enzimoinmunoanálisis o 

inmunofluorescencia). 

 

Presentan menor sensibilidad que los métodos moleculares 

No se recomienda su utilización en muestras de paciente adulto: 

• menor carga viral, 

• periodo de excreción menor,  

• menor rendimiento en la recogida de la muestra (hidratación). 

 

Inmunofluorescencia (IF): 

 

Detección directa o indirecta de los antígenos virales mediante anticuerpos 

marcados con fluoresceína (microscopio fluorescencia). 

 

• Permiten detectar: VGA, VGB, HAdV, HVPI-1, 2, 3, VRS y HMPV. 

No detecta: BoV, CoV (229E, OC43, NL63 y HKU-1), HVPI-4 y HRV 

• Tiempo requerido: 60 - 120 minutos, aprox. desde la recepción de muestra. 

• Bajo coste de los reactivos. 

• Sensibilidad [vs. Metodos moleculares]: limitada (50-80 %). Especificidad elevada 

(personal entrenado), aunque posibles reacciones cruzadas. 



Métodos de diagnóstico microbiológico. Detección de antígeno viral. 

Métodos rápidos (POC, Point-Of-Care): 

 

• Basados en inmunocromatografía / enzimoinmunoanálisis: fácil lectura. 

• Resultado rápidos (15 minutos, aproximadamente) s/ equipo adicional. 

• Principalmente orientados a VRS y gripe. 

 

Para los virus de la gripe no se recomienda su utilización, ya que incluso 

presenta diferencias significativas de sensibilidad y especificidad 

dependiendo del subtipo. 

 

•Valores de sensibilidad (10-75%) y especificidad (50-100%) limitados. 

 

Sencilla utilización, pero muy subjetivo (dependiente de experiencia). 

Por ello se recomienda su utilización por personal experimentado 

(microbiología 24/7, bajo sistema de calidad implantado, y con 

posibilidad de otras pruebas complementarias si resultado negativo). 

 

• Valor predictivo positivo elevado en periodos epidémicos. 

• Solo para muestras de TRS (aspirados o frotis nasofaringeos). 

  

Premisa: aunque un diagnóstico preciso y completo es deseado, un diagnóstico 

rápido y específico va a permitir tomar decisiones a tiempo sobre el manejo del 

paciente. 



Métodos de diagnóstico microbiológico. Detección de antígeno viral. 

Journal of Hospital Infection 85 (2013) 1e7 



Métodos de diagnóstico microbiológico. Métodos serológicos. 

An Pediatr (Barc). 2012;76(3):162.e1---162.e18 

Se reduce su utilización a estudios sero-epidemiológicos. 

Laboratorios de referencia: estandarización, robustez, disponibilidad de reactivos. 



Métodos de diagnóstico microbiológico. Métodos moleculares (PCR). 

Demostración de la presencia de un virus respiratorio a partir de la detección de 

su material genético (ARN / ADN): PCR simple, PCR multiple, Nested-PCR, PCR 

en tiempo real, NASBA, LAMP, PCR+microarrays, PCR+EIA 

 

Ventajas: 

• Rápido. 

• Elevada sensibilidad (hasta 5 veces superior a det. antígeno). 

• Identificar / detectar diferentes dianas (diferentes canales) (multiplex). 

• Posibilidad de detectar mutaciones puntuales, p. ej. asociadas a resistencia. 

• Realizar estudios de epidemiología molecular (identificar clonalidad). 

• No se ve afectado por pequeñas concentraciones residuales de antiviral. 

• Capacidad para detectar virus no viables (*). 

• Posibilidad de automatización: menor coste humano, menos errores. 

 

Inconvenientes: 

• Presencia de inhibidores. 

• Exige ser revisado de forma periódica para evitar perdida de sensibilidad por 

acumulación de mutaciones en las regiones diana (iniciadores y sondas) en 

cepas circulantes (problema: sistemas comerciales). 

• Elevado coste vs. métodos detección de antígeno (IF).  



Métodos de diagnóstico microbiológico. Métodos moleculares (PCR). 

Enferm Infecc Microbiol Clin. 2008;26 Supl 9:15-25 

Métodos rápidos: 

 

VENTAJAS   

• Simplicidad de uso 

Extracción + PCR + lectura 

• Resultado rápido. 

• Alta sensibilidad / especificidad. 

  

 

INCONVENIENTES 

• Coste elevado. 

• Patógeno-específico. 



Métodos de diagnóstico microbiológico. Métodos moleculares (PCR). 



Métodos moleculares (PCR). Grandes retos. 

 

Presencia = ¿infección activa o colonización? 

 

• En un paciente sintomático, un resultado positivo puede ser:  

Agente causal de la infección sintomática (VG, VRS, HMPV) 

Agente causal de una infección asintomática (RV) 

Excreción prolongada de infección pasada (hBoV, RV) 

Infección latente o colonización. 

 

• En un paciente asintomático, un resultado positivo (TRS / TRI) puede ser: 

Es realmente una infección asintomática (persistencia prolongada). 

Infección incipiente. 

Presenta signos y síntomas no reconocidos o no habituales. 

 

Co-infecciones o Co-detecciones (10-50 %) 

 

Asociados a mayor gravedad (controversia)  ¿PCR cuantitativa? 

Posibles asociaciones: determinadas por estacionalidad / prevalencia. 

 

Solución: estudios de prevalencia comparando población sintomática – asintomática. 



Métodos de diagnóstico microbiológico. Métodos moleculares (PCR). 

PCR cuantitativa 

 

Sería necesario realizar la estandarización de una técnica de PCR cuantitativa 

aplicada a la determinación de la carga viral en muestra respiratoria, de modo que 

los resultados pudieran ser comparables, para poder extrapolar diferencias 

observables en la carga viral en relación a: 

 

• Determinar un valor presuntivo de infección viral activa (valor umbral),  

 

Importante en co-detecciones – Excreciones prolongadas 

 

• Monitorizar su evolución correlacionada con la gravedad,  

 

• o bien la respuesta frente al tratamiento antiviral. 

 

Carga viral también requiere estandarización protocolo recogida de la muestra. 

 



Métodos de diagnóstico microbiológico. Tratamiento antiviral / profilaxis. 

Lancet 2011; 377: 1264–75 



Métodos de diagnóstico microbiológico. Tratamiento antiviral / profilaxis. 

Funciones del laborario: 

 Detectar resistencia a los antivirales (INAs, adamantanos) en 

el paciente con tratamiento antiviral sin negativizar: 

¿PCR es demasiado sensible?. 

 

Cambio tratamiento antiviral. 

 

Evitar transmisión cepa resistente en hospital y en la 

comunidad. 

 

 Monitorizar estado de la resistencia en cepas circulantes 

(antivirales, Palivizumab) durante la temporada. 

 

Ensayos genotípicos: secuenciación sanger (≥20%),  

NGS (<20%), SNP-PCR. 

 

Ensayos fenotípicos (lab. Referencia): virus – [antiviral] 

 

 Detección variantes gripales con diferencias antigénicas a 

las cepas vacunales. 

 

Secuenciación (HA / NA) – Análisis filogenético. 

 

IHA (antisueros y antigenos referencia) 



Resistencia antivirales (gripe). Estado actual. 

A(H1N1) – H275Y 

Temp 2007 - 2008 



Resistencia antivirales (gripe). Estado actual. 

Lancet Infect Dis. 2012 Mar;12(3):240-8 

Emerg Infect Dis. 2015;21(1):136-41 

Most patients infected with an oseltamivir-

resistant influenza A(H1N1)pdm09 virus had no 

prior exposure to oseltamivir. These findings are 

consistent with a low, and locally variable, 

level of circulation of resistant viruses. 

VIGILANCIA VIROLÓGICA 

(paciente hospitalizado) 



Resistencia antivirales (gripe). Estado actual. 

Mutaciones de Compensación (+H275Y):  

R222Q, V234M y D344N 

(ausencia de presión farmacológica) 

A(H1N1)pdm09 H275Y viruses was 

detected among patients without prior 

oseltamivir exposure 

V241I, N369K y N386S  

¿mutaciones de compensación? 

Scientifica (Cairo). 2014;2014:430629 

US A(H1N1)pdm09 2013-2014:  

All had V241I and N369K. 

 ≈10% of resistant viruses and 

≈20% of susceptible viruses had 

an additional substitution (N386K) 

Emerg Infect Dis. 2015;21(1):136-41 



Métodos de diagnóstico microbiológico. Epidemiología molecular (gripe). 

Eficacia vacunal 



Métodos de diagnóstico microbiológico. Epidemiología molecular (gripe). 

D222D D222G 
D222G/N en epítopo Ca 

(no altera antigenicidad) 

 J Virol. 2010 Nov;84(22):11802-13 

PDB ID: 3M6S 

Sa 

Ca 

RBS 

2009-2010: D222E 

2010-2011: D222E/G 

Alteración tropismo 



Métodos de diagnóstico microbiológico. Epidemiología molecular (gripe). 

Euro Surveill. 2013 Jan 17;18(3). pii: 20369 



Métodos de diagnóstico microbiológico. Epidemiología molecular. 

Reordenamiento 



Métodos moleculares. Epidemiología molecular. 

HRV VRS 

EV-D68 

HPIV-3 

Gimferrer et al (2014). Journal of Clinical Virology (2014). In press 

Gimferrer et al (2014). Enferm Infecc Microbiol Clin (2014). In press Infection (2013) 41:1171–1175 



Métodos de diagnóstico microbiológico. Tiempo generación resultados. 

PCR de Diagnóstico 

0 días  1  2  3     7-  sem- meses 

POC-PCR 

Tipado / Subtipado 

Resistencia Antivirales 

(M. genotípico) 

Epidemiología molecular 

Recepción Muestras 

Detección 

Caracterización 

Adaptado de Bertelli C and Greub C. CMI 2013 

NGS 

Base datos local 

Base datos 

nacional e 

internacional 

Identificación 

Sensibilidad 

Factores virulencia 

Tipado 

Laboratorio 24 h / 7 días 

Resistencia Antivirales 

(M. fenotípico) 

                              Aislamiento Cultivo celular 
Detección Antigénica 



Métodos de diagnóstico microbiológico. Conclusiones. 

 Las técnicas de diagnóstico microbiológico han evolucionado hacia técnicas más sensibles 

y específicas, que han permitido y permitirán la identificación de nuevos agentes etiológicos. 

Sin embargo, no hay que menospreciar las técnicas más clásicas. 

 

 Un diagnóstico rápido de los virus respiratorios en las primeras horas desde el inicio de los 

síntomas puede ser útil en la toma decisiones en el manejo del paciente. 

 

 Pero si además es preciso, proporcionará una valiosa información sobre el papel de los 

virus respiratorios en la IRA, especialmente en la neumonía. 

 

 Por la elevada sensibilidad de los métodos moleculares, son necesarios estudios para 

comparar la prevalencia de los diferentes virus respiratorios, tanto en paciente sintomático 

como asintomático, para interpretar el papel de las coinfecciones y la gravedad clínica que 

pueda estar asociada. 

 

 Un laboratorio, no sólo debe ofrecer diagnóstico de rutina, sino también identificar y 

caracterizar los virus circulantes para un mejor conocimiento sobre su estacionalidad, 

variabilidad, útil no solo a nivel clínico sino también a nivel comunitario (Salud Pública). 

 

 Se deben invertir los máximos esfuerzos y recursos en el diseño de nuevos antivirales y 

vacunas frente a los virus respiratorios más prevalentes, y con mayor impacto clínico en 

determinadas cohortes de pacientes (inmunodeprimidos). 


