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Comparacion entre la técnica shell vial y una PCR maltiple en
el diagnéstico de las infecciones respiratorias viricas

Comparison of a shell vial and a multiple PCR technique in the
diagnosis of viral respiratory infections

Sr. Editor:

Las técnicas moleculares, como PCR multiples, presentan la ven-
taja de poder detectar de forma simultinea un mayor nimero de
virus respiratorios que el cultivo celular, y de forma mas rapida, en
un solo andlisis2. Aunque el cultivo por shell vial también analiza
varios virus de forma simultanea permitiendo detectar coinfeccio-
nes, lo hace con una sensibilidad mucho menor3. La RT-PCR permite
ampliar las posibilidades diagnésticas para aquellos virus que, por
sus caracteristicas, no son detectables por otros métodos o son de
dificil cultivo. En este sentido, la RT-PCR muiltiple podria aportar al
diagnoéstico la deteccién de rinovirus, que cada dia parece mas jus-
tificado por su incidencia y relacién con procesos respiratorios de
gravedad mas o menos severos en nifios y pacientes con EPOC*>,
Ademads, también permite el diagndstico de otros virus menos fre-
cuentes, como coronavirus y virus de la gripe C. En el presente
estudio se ha evaluado la eficacia diagnéstica de una técnica de
PCR miiltiple para virus respiratorios, en comparacién con técnicas
tradicionales de cultivo celular en &mbito hospitalario.

Se trabajaron muestras de frotis faringeos (FF), lavados nasa-
les (LN) y lavados broncoalveolares (BAL). Todas las muestras se
analizaron mediante shell vial como método de referencia, en com-
paracién con una RT-nested PCR miiltiple. Mediante shell vial, se
estudi6 la presencia de virus de la gripe A (GA), gripe B (GB), virus
respiratorio sincitial (VRS), virus parainfluenza humano (VPIh) y
adenovirus (ADV), permitiendo su crecimiento en 48 h. Para ello,
se utilizaron lineas celulares comerciales (Vircell®, Espaiia) y la
identificacién de cada virus aislado se realizé por tincién con anti-
cuerpos monoclonales (IMAGEN Respiratory Screen, DAKO). La
RT-nested PCR multiple utilizada®? consistié en 2 PCR en las que
cada una fue disefiada para la deteccién de un grupo de virus.
La primera de ellas contenia los primers para la deteccién de GA,
GB, gripe C (GC), VRS A, VRS B y ADV, y la otra, los de VPIh 1,
VPIh 2, VPIh 3, VPIh 4, enterovirus, rinovirus, coronavirus 229E
y coronavirus OC43. La extraccidn de acidos nucleicos se llevé a
cabo por medio del extractor automatico EasyMag (Biomerieux,
Francia).

Se analizaron 488 muestras respiratorias procedentes de igual
namero de pacientes, correspondientes a 255 LN, 210 FF y 23 BAL;
180/488 (36,7%) fueron positivas para algtn virus respiratorio por
cultivo celulary 293/488 (60%) lo fueron para algtn virus respirato-
rio de los 14 detectables por PCR miiltiple (p<0,001). Ello supone
un aumento del 62,8% en la deteccién por PCR miltiple con res-
pecto al cultivo celular. Si comparamos sélo los 5 virus detectables
por ambas técnicas, 230/488 (47,1%) fueron positivas por PCR mul-
tiple (p <0,001); en este caso, la PCR sélo supone un incremento del
27,8%.

Se detectaron 2 coinfecciones dobles (1% sobre las muestras
positivas) y ninguna triple por cultivo celular. Por el contrario, se
detectaron 48 coinfecciones dobles (16,4% sobre las positivas) y 5
triples (1,7%) por PCR mudltiple. El nimero total de virus respira-
torios diagnosticados mediante aislamiento en cultivo celular fue
de 182 y el niimero de virus respiratorios detectados por PCR fue
de 352. Ademas de los virus diagnosticados por ambas técnicas, se
detectaron otros que s6lo pudieron ser investigados mediante PCR
(fig. 1).Enlatabla 1 se muestran los valores de validez de las pruebas
diagnésticas considerando al cultivo celular como método de refe-
rencia. En este sentido, se aconseja el manejo cautelar de los datos

de especificidad, ya que en dicha tabla se consideran falsos positi-
vos a los detectados sé6lo por PCR, hecho que presuntivamente no
se debe a la inespecificidad, sino mas bien a la falta de sensibilidad
del cultivo celular frente a la PCR.

La edad media =+ desviacién estandar en afios de los pacien-
tes por tipo de virus detectado correspondi6 a 141,14 para VRS,
4,54+591 para gripe A, 6,5+3,42 para gripe B, 6,24+12,04 para
ADV, 1,6 +£2,11 paraPIVh, 1,5+ 3,37 pararinovirus y 3,4 4+ 3,44 para
enterovirus. En relacién con el sexo, en todos los tipos de muestras
predominaron los varones sobre las mujeres, con una media global
del 60% para varones y el 40% para mujeres (p = 0,0046).

El rendimiento en las muestras de LN fue muy superior al resto,
tanto en técnicas de shell vial (45,5%) como por PCR (70,6%). No
obstante, las muestras de FF también muestran rendimientos acep-
tables tanto por shell vial (30,5%) como por PCR (53,8%), teniendo en
cuenta que se trata de la toma mas facil y menos traumatica para
el paciente. Sin embargo, el BAL present6 rendimientos minimos
para shell vial (4%) y nulos para PCR, datos de valor limitado por la
escasa representacion en la serie estudiada (n=23).

En términos globales, casi el doble (36,7% vs 60%) de las muestras
positivas se diagnosticaron por PCR en comparacién al cultivo celu-
lar. Si bien hay que tener en cuenta que, mediante PCR, se aument6
el espectro diagnéstico a 14 virus respiratorios frente a sélo 5 virus
investigados por shell vial. Si se comparan solo los 5 virus respi-
ratorios detectables por ambas técnicas, la PCR present6 un 47,1%
de muestras positivas, un 27,8% (50/180) mas que por shell vial,
que sumado a los no diagnosticables por cultivo celular, suponen
un 62,8% (113/180) de incremento en detecciones por PCR. Otros
estudios comparativos de cultivo por shell vial y técnicas de PCR
similares a la ensayada, mostraron incrementos en la deteccién
de virus respiratorios entre el 12 y el 25% mediante PCR67, por lo
que los resultados obtenidos se encuentran entre los rangos mas
elevados de rendimiento diagndstico.

La PCR miltiple detect6 94 virus adicionales no testados por shell
vial (66 rinovirus, 26 enterovirus, 1 virus gripal Cy 1 coronavirus).
Asi pues, de estos resultados se puede inferir la importancia clinica
que los picornavirus tienen en la etiologia de las infecciones res-
piratorias, con frecuencia infravalorados en la practica clinica por
falta de diagnéstico etiolégico especifico8, aunque no siempre la
sola presencia de algunos de estos virus puede demostrar la infec-
cién. Por otra parte, el hallazgo de coinfecciones representé una
proporcién importante de las muestras, siendo las dobles y triples
un 16 y un 2% por PCR, respectivamente, y sélo un 1% las coin-
fecciones dobles diagnosticas por shell vial. Las coinfecciones por
PCR comunicadas por otras series oscilan entre el 2 y el 30%°1; sin
embargo, son escasas las coinfecciones comunicadas por cultivo
celular!!, En la presente serie, los virus mds frecuentes en coin-
fecciones fueron los VRS, rinovirus y adenovirus; alguno de ellos
esta presente en mas del 80% de las coinfecciones. Las combinacio-
nes mas frecuentes fueron VRS-rinovirus (10), VRS-adenovirus (9)
y adenovirus-rinovirus (8).

En relacién con el sexo, aparecieron mayores porcentajes de
varones que de mujeres en cuanto a sintomatologia de infeccién
respiratoria virica y existe una diferencia significativa asociada al
sexo, al igual que en otra serie comunicada'2. Sin embargo, en
otros estudios no se ha podido demostrar dicha diferencial314,
Cabe apuntar que, a pesar de los resultados, es muy posible que las
infecciones respiratorias de origen viral afecten por igual a ambas
poblaciones.

En conclusién, el diagndstico molecular en las infecciones res-
piratorias virales constituye una herramienta diagndstica que,
ademas de presentar mayor rapidez, sensibilidad, especificidad y
espectro diagnéstico que el cultivo celular, puede permitir el estu-
dio en profundidad de coinfecciones, asi como las asociaciones mas
frecuentes y su epidemiologia.
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Figura 1. Namero total de virus respiratorios aislados por cultivo celular y detectados por PCR miiltiple. *Virus respiratorios detectados y/o tipados solo por PCR muiltiple.

Tabla 1
Sensibilidad, especificidad y valores predictivos positivo y negativo de la RT-PCR nested en la deteccion de los virus respiratorios estudiados en relacién con el cultivo celular.

N.° de muestras

VP VN FP FN S (%) E (%) VPP (%) VPN (%) RV+ RV-
Gripe A 26 456 3 3 89,65 99,34 89,65 99,34 137,17 0,10
IC del 95% 76,85-100 98,5-100 76,85-100 98,5-100 44,11-426,61 0,04-0,3
Gripe B 16 467 4 1 94,11 99,15 80 99,78 110,82 0,06
IC del 95% 79,99-100 98,22-100 59,97-100 99,26-100 41,47-296,18 0,01-04
VRS 90 385 9 4 95,74 97,71 90,9 98,97 41,91 0,04
IC del 95% 91,13-100 96,11-99,32 84,74-97,08 97,84-100 21,94-80,07 0,02-0,11
ADV 31 404 51 0 100 88,79 37,8 100 8,92 -
IC del 95% 98,39-100 85,78-91,8 26,7-48,91 99,88-100 6,89-11,55 -
PIB 8 459 19 2 80 96,02 29,62 99,56 20,13 0,21
IC del 95% 50,21-100 94,17-97,88 10,55-48,71 98,86-100 11,74-34,79 0,06-0,72

E: especificidad; FN: falso negativo; FP: falso positivo; IC: intervalo de confianza; RV +: razén de verosimilitud positiva; RV -: razén de verosimilitud negativa; S: sensibilidad;
VN: verdadero negativo; VP: verdadero positivo; VPN: valor predictivo negativo; VPP: valor predictivo positivo.

Bibliografia

1.

Coiras MT, Pérez-Brefia P, Garcia ML, Casas I. Simultaneous detection of
influenza A, B, and C viruses, respiratory syncytial virus, and adenoviruses in
clinical samples by multiplex reverse transcription nested-PCR assay. ] Med
Virol. 2003;69:132-44.

. Coiras MT, Aguilar JC, Garcia ML, Casas I, Pérez-Brefia P. Simultaneous detection

of fourteen respiratory viruses in clinical specimens by two multiplex reverse
transcription nested-PCR assays. ] Med Virol. 2004;72:484-95.

. Tenorio-Abreu A, Eiros JM, Rodriguez E, Bermejo JF, Dominguez-Gil M, Vega T,

et al. Vigilancia de la gripe mediante diagnéstico molecular. Rev Esp Quimioter.
2009;22:214-20.

. Artiles F, Pérez-Gonzalez M, Caballero A, Pena M. Diagnéstico etiolégico

de las infecciones respiratorias agudas de origen virico en un Hospi-
tal pediatrico de Gran Canaria. Enferm Infecc Microbiol Clin. 2006;24:
556-61.

. Nicholson KG, Kent ], Ireland DC. Respiratory viruses and exacerbations of

asthma in adults. BM]J. 1993;307:982-6.

. Freymuth F, Vabret A, Cuvillon-Nimal D, Simon S, Dina J, Legrand L, et al. Com-

parison of multiplex PCR assays and conventional techniques for the diagnostic
of respiratory virus infections in children admitted to hospital with an acute
respiratory illness. ] Med Virol. 2006;78:1498-504.

. Syrmis MW, Whiley DM, Thomas M, Mackay IM, Williamson ], Siebert DJ, et al. A

sensitive, specific, and cost-effective multiplex reverse transcriptase-PCR assay
for the detection of seven common respiratory viruses in respiratory samples.
] Mol Diagn. 2004;6:125-31.

. Camps M, Vilella A, Marcos MA, Letang E, Mufioz ], Salvadé E, et al. Incidence

of respiratory viruses among travelers with a febrile syndrome returning from
tropical and subtropical areas. ] Med Virol. 2008;80:711-5.

. Lam WY, Yeung A, Tang ], Margaret [, Chain E, Hui M, et al. Rapid multiplex nes-

ted PCR for detection of respiratory viruses. ] Clin Microbiol. 2007;45:3631-40.

10

11.

12.

13.

14.

. Tecu C, Genetay E, Alexandrescu V, Vabret A, Freymuth F. The viral bronchio-
lites diagnosis in children by PCR multiplex. Roum Arch Microbiol Immunol.
2006;65:83-6.

Falsey AR, Cunningham CK, Barker WH, Kouides RW, Yuen JB, Menegus M,
et al. Respiratory syncytial virus and influenza A infections in the hospitalized
elderly. ] infect Dis. 1995;172:389-94.

Williams ]V, Harris PA, Toilefson SJ, Halburnt-Rush LL, Joyce ME, Pingster-
haus JM, et al. Human metapneumovirus and lower respiratory tract disease in
otherwise healthy infants and children. N Engl ] Med. 2004;350:443-50.
Boivin G, Abed Y, Pelletier G, Ruel L, Moisan D, Cote S, et al. Virological fea-
tures and clinical manifestations associated with human metapneumovirus: a
new paramyxovirus responsible for acute respiratory-tract infections in all age
groups. ] Infect Dis. 2002;186:1330-4.

Kahn JS. Epidemiology of human metapneumovirus. Clin Microbiol Rev.
2006;19:546-57.

Alberto Tenorio-Abreu*, José Maria Eiros, Jesis Francisco Bermejo-
Martin y Radl Ortiz de Lejarazu

Servicio de Microbiologia, Hospital Clinico Universitario de
Valladolid, Valladolid, Espafia

*Al

utor para correspondencia.

Correo electronico: atenabr@gobiernodecanarias.org

(A.

doi

Tenorio-Abreu).

:10.1016/j.eimc.2010.11.007



mailto:atenabr@gobiernodecanarias.org

