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Virus respiratorios: viejos y nuevos virus.
Revisión de métodos diagnósticos
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metapneumovirus, new coronaviruses (human

coronavirus NL63 and HKU1 and severe acute respiratory

syndrome [SARS]-coronavirus), and recently bocaviruses,

have been identified as causal agents of ARI. Although

most of these viral infections follow a benign and self-

limiting course in healthy adults, the consequences for

the health care systems increase when they involve

children, the elderly, immunosuppressed individuals, or

those with chronic underlying diseases. These viral

infections are an important cause of hospitalization and

death, mainly during the cold months of the year, and,

from a social-health perspective, ARI are a drain on

economic resources and a frequent cause of work

absenteeism. Occasionally, some of these viruses may

cause emergent world health problems, as has occurred

with the influenza virus pandemic strain and SARS-

coronavirus. While classical diagnostic methods based on

culture and antigen detection remain useful for

traditional respiratory viruses, recently described viruses

are diagnosed mainly by molecular amplification

techniques.

Key words: Acute respiratory infection. Respiratory

viruses. Virological diagnosis.

Introducción
Las infecciones respiratorias agudas (IRA) de etiología

viral son, en conjunto, los procesos infecciosos más fre-
cuentes de los que afectan a humanos. Incluyen desde
síndromes clínicos muy leves, como el resfriado común, a
cuadros más graves, como bronquiolitis o neumonía.
Aunque, en general, son de curso benigno y autolimitado,
algunas de ellas, como las infecciones por virus de la gri-
pe y por virus respiratorio sincitial (VRS), se encuentran
entre las causas más importantes de hospitalización du-
rante los meses fríos en los países de nuestro entorno1,2,
bien por ocasionar cuadros graves de forma directa, como
bronquiolitis o neumonía3, o bien de forma indirecta, por
las complicaciones que conllevan, y contribuyen, en gran
medida, a la mortalidad general durante este período. Oca-
sionan, además, un importante incremento del gasto sani-
tario, derivado sobre todo del tratamiento de las compli-
caciones y el uso inapropiado de antibióticos4,5, así como
importantes repercusiones socioeconómicas, por las inca-

Las infecciones respiratorias agudas de etiología 

viral se encuentran entre las principales causas de

morbimortalidad infecciosa en el mundo. Junto a los virus

tradicionalmente reconocidos, como los de la gripe, virus

respiratorio sincitial, rinovirus, parainfluenza 1 a 4 y

adenovirus, se han incorporado otros virus, como

metaneumovirus, nuevos coronavirus (coronavirus

humanos NL63 y HKU1 y coronavirus causante del

síndrome respiratorio agudo grave [SRAG]) y,

recientemente, los bocavirus. Aunque la mayoría de estas

viriasis son clínicamente benignas y autolimitadas cuando

afectan a adultos sanos, sus repercusiones sanitarias se

incrementan cuando afectan a niños, ancianos o personas

inmunodeprimidas o con enfermedades crónicas de base.

Son una importante causa de hospitalización y defunción,

fundamentalmente en los meses fríos y, desde el punto de

vista sociosanitario, suponen un gran consumo de

recursos económicos y una frecuente causa de absentismo

laboral. Ocasionalmente, algunos de estos virus dan lugar

a problemas sanitarios emergentes en todo el mundo,

como sucede con las cepas pandémicas de gripe o el

coronavirus asociado al SRAG. Si bien para los virus

respiratorios tradicionales los métodos de diagnóstico

clásicos, basados en el cultivo y la detección de antígenos,

siguen siendo útiles, para los virus recientemente

descritos el diagnóstico se realiza fundamentalmente por

técnicas de amplificación genómica.
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Respiratory viruses: old and new. Review of diagnostic methods

Acute respiratory infections (ARI) of viral origin are one of

the main causes of morbidity and mortality worldwide. In

addition to traditional viruses, such as the influenza virus,

respiratory syncytial virus, rhinovirus, parainfluenza

viruses 1 to 4, and adenovirus, other viruses such as
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pacidades laborales transitorias6. Son las personas ma-
yores de 60 años, menores de 2 años y pacientes con pro-
blemas de base (cardiopatías, broncopatías crónicas, in-
munodeficiencias, etc.) los más susceptibles a presentar
episodios graves tras una IRA de etiología viral7-11. Por
otro lado, algunos de estos virus pueden causar procesos
que constituyan emergencias sanitarias a escala mun-
dial, como ha sucedido con las diferentes pandemias de
gripe12 o la aparición del síndrome respiratorio agudo
grave (SRAG) por coronavirus (CoV)13,14.

Clásicamente, en el epígrafe de virus respiratorios se han
incluido: el VRS, el virus de la gripe A y B, el virus parain-
fluenza 1 a 4, el adenovirus, el rinovirus, el CoV 229E y
OC43 y algunos enterovirus. Con el desarrollo de las técnicas
moleculares para diagnóstico de estos procesos, en los últi-
mos años, a esta lista se han añadido otros virus: metapneu-
movirus (hMPV)15, CoV NL6316,17 y HKU118 y bocavirus
(BoV)19.

Los virus respiratorios tienen distribución mundial y
siguen patrones estacionales de aparición, más o menos
típicos, según el virus de que se trate20-22. Los tratamien-
tos antivirales están suficientemente desarrollados y
evaluados sólo para gripe y VRS, y pueden resultar efec-
tivos en algunas circunstancias23,24. En España, aparte
de por los virus respiratorios clásicos, ya se han comuni-
cado casos de IRA por los virus de más reciente descrip-
ción11,25-30.

Para el diagnóstico de las IRA virales se dispone de múl-
tiples procedimientos y cada laboratorio debe determinar
cuáles son los más adecuados para utilizar según el tipo de
hospital, las características de la población que atiende,
la necesidad de disponer de forma más o menos urgente de
los resultados, la dotación en cuanto a personal e infraes-
tructura, etc.

Básicamente, podemos diferenciar métodos directos de
detección del virus en la muestra clínica que incluirían el
cultivo, las técnicas de detección de antígeno y los méto-
dos moleculares, y los métodos indirectos de medida de
la respuesta serológica31,32. En general, el diagnóstico se-
rológico es poco útil en la práctica clínica diaria para el
diagnóstico de infecciones virales muy prevalentes, que
ocasionan frecuentes reinfecciones y que afectan, funda-
mentalmente, a las mucosas, como ocurre con las IRA, por
lo que en esta revisión comentaremos, fundamentalmen-
te, los aspectos relacionados con el diagnóstico directo de
estas infecciones.

Muestras adecuadas para el diagnóstico
Para la obtención de resultados fiables es fundamental

que la muestra sea de buena calidad. En general, se con-
sideran idóneas el aspirado nasofaríngeo, el lavado nasal,
el escobillón nasal más escobillón faríngeo y el escobillón
faríngeo. En caso necesario, también son útiles muestras
invasivas, como el lavado broncoalveolar o el material de
biopsias respiratorias. Las muestras se enviarán lo más
urgentemente posible a microbiología, preferiblemente
refrigeradas, y los escobillones deben incluirse en medio
de transporte adecuado para virus. Deben procesarse lo
más pronto posible y, si no se procesan inmediatamente,
se deben mantener a 4 ºC hasta un máximo de 48 h. Si la
demora en el procesamiento se prevé mayor, se deben con-
gelar a temperaturas inferiores a –70 ºC. La conservación
inadecuada de la muestra o la demora en su procesamien-
to repercuten negativamente en el diagnóstico.

Aislamiento de los virus respiratorios 
en cultivo celular

El aislamiento del virus en cultivo a partir de muestra
clínica, fundamentalmente utilizando líneas celulares (LC),
ha sido clásicamente el procedimiento de referencia en el
diagnóstico de las viriasis respiratorias, aunque en la prác-
tica sólo puede llevarse a cabo en laboratorios con una alta
dotación tecnológica. El cultivo presenta las ventajas de po-
der disponer de las cepas para estudios adicionales: serotipi-
ficación, pruebas de sensibilidad, estudios epidemiológicos,
etc., y de ser un sistema abierto que permite detectar, en
principio, cualquiera de los virus causantes del proceso fren-
te al resto de técnicas que comentaremos que, en principio,
deben ir dirigidas frente a un microorganismo concreto.

No existe ninguna LC en la que sean capaces de repli-
carse todos los virus respiratorios, de la misma forma que
no existe ningún virus capaz de replicar en todas ellas, lo
que obliga a realizar la siembra de la muestra en diferen-
tes líneas que, en conjunto, cubran el abanico de virus que
pretendemos detectar. Las más utilizadas en las IRA y
los virus a los que son sensibles se muestran en la tabla 1.

El tiempo medio de crecimiento de los virus respirato-
rios en cultivo celular, hasta hacerse evidente por la pre-
sencia de efecto citopático más o menos característico,
aunque varía según el virus, suele oscilar en torno a los 5-
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TABLA 1. Comparación de crecimiento en cultivo celular de los diferentes virus respiratorios

Línea celular
Virus

Hep-2 MRC-5 LLC-MK2 MDCK A-549

VRS ++ + + – +/–
Gripe – +/– + ++ –
Adenovirus ++ + – – ++
Parainfluenza + – ++ – +/–
Rinovirus +/– ++ – – –
Coronavirus – – – – –
Metaneumovirus + – + – –
Bocavirus – – – – –

A549: carcinoma de pulmón humano; Hep-2: carcinoma de laringe; LLC-MK2: riñón de mono rhesus; MDCK: riñón canino Cocker Spaniel; MRC-5:
fibroblastos de pulmón embrionario humano.
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7 días, a los que hay que sumar 24-48 h hasta la confir-
mación definitiva. Esta importante demora en la obten-
ción de resultados hace que, en gran medida, el diagnósti-
co clásico por cultivo pierda mucha utilidad en la práctica
clínica diaria.

Para resolver en parte estos inconvenientes del cultivo
tradicional, se ha desarrollado la técnica de shell-vial (SV)
que, sin perder la especificidad y las ventajas del cultivo,
permite un diagnóstico en un tiempo mucho menor. La
muestra se inocula por centrifugación en una monocapa
crecida en un cubreobjetos circular, que se deposita en un
tubo de fondo plano. Tras un período de incubación de 18-
48 h, se extrae el cubreobjetos y se realiza una inmuno-
fluorescencia (IF) sobre la monocapa con anticuerpos mo-
noclonales frente a antígenos del virus que queremos
detectar. Dada la necesidad de utilizar varias LC para po-
der aislar todos los virus respiratorios, recientemente se
ha propuesto la utilización en la técnica de SV de coculti-
vos de distintas LC crecidas sobre un mismo portaobjetos,
lo que permite detectar los distintos virus en un solo
tubo33,37.

En la actualidad, a los problemas reseñados del diag-
nóstico por cultivo, hay que sumar que la mayoría de los
nuevos virus que se están describiendo implicados en IRA,
como se muestra en la tabla 1, no se replica, o lo hace muy
mal, en las LC más utilizadas hasta la fecha.

Técnicas de detección de antígeno

La utilización de anticuerpos monoclonales en el diag-
nóstico de las infecciones virales ha permitido facilitar la
identificación de los aislamientos que se llevan a cabo en
cultivo y el desarrollo de metodologías que permiten el
diagnóstico directamente a partir de muestras clínicas38.
De ellas, las más utilizadas son la IF, técnicas inmunoen-
zimáticas (EIA) y la inmunocromatografía (IC). En gene-
ral, estos procedimientos presentan la ventaja teórica so-
bre el cultivo de poder detectar en la muestra virus no
viables, incapaces de replicarse; pero en ningún caso se
ha conseguido una sensibilidad o especificidad equipara-
bles al cultivo.

La IF es la técnica más versátil y la que permite detectar
un mayor número de virus, ya que para la mayoría de ellos
existen anticuerpos monoclonales de los que se puede dis-
poner comercialmente39. Se requiere un microscopio de

fluorescencia y entrenamiento en la observación de las pre-
paraciones. Se han obtenido mejores resultados con VRS y
gripe que con el resto de los virus respiratorios, probable-
mente por la mayor carga viral en las secreciones nasofa-
ríngeas. La preparación de la extensión también repercute
en los resultados; se ha mostrado la utilización de citocen-
trífuga como el procedimiento más idóneo para tal fin40.

Las métodos de EIA, aunque se han simplificado mucho
en su diseño, y permiten individualizar la técnica para
cada muestra y una realización en un corto lapso, requie-
ren varios pasos y precisan de atención constante durante
su ejecución41,42, por lo que se están sustituyendo progre-
sivamente por las técnicas de IC, mucho más simples.

Tanto las técnicas de EIA como las de IC se han de-
sarrollado fundamentalmente para el diagnóstico rápido
del VRS y de los virus de la gripe43-51. No obstante, los re-
sultados obtenidos, sobre todo en cuanto a sensibilidad,
varían mucho según el equipo comercial utilizado, la
muestra y la edad de la población estudiada. En este sen-
tido se ha observado que, si bien en pacientes pediátricos
algunas de estas pruebas pueden ser útiles, su rendimien-
to es muy bajo cuando se utilizan en población adulta52.
Por tanto, se impone cierta cautela a la hora de seleccionar
el producto que se utilizará. En la tabla 2 se comparan al-
gunas de las técnicas de detección de antígeno más utili-
zadas para el VRS y el virus de la gripe.

Técnicas moleculares para la detección 
de virus respiratorios

Las técnicas de amplificación de ácidos nucleicos
(TAAN) han supuesto una alternativa muy útil para el
diagnóstico de los virus respiratorios, sobre todo para los
laboratorios en los que el cultivo celular no estaba dispo-
nible. La técnica más comúnmente utilizada es la reacción
en cadena de la polimerasa (PCR), aunque hay otras
TAAN que también se han empleado en la detección de es-
tos virus, como es la amplificación isotérmica53,54. Ofrecen
2 ventajas principales con respecto al cultivo: no requieren
virus viables y se pueden obtener resultados en menor
tiempo. Además, las TAAN son la única posibilidad exis-
tente en la actualidad para detectar nuevos virus respira-
torios emergentes, como los BoV y nuevos CoV. En el caso
de los hMPV, aunque se ha aislado de cultivo celular y se
han comercializado algunos equipos de detección de antí-
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TABLA 2. Técnicas comerciales para la detección de antígeno de virus respiratorio sincitial y gripe

Sensibilidad Especificidad Tiempo de proceso (min) Referencias

Directigen RSVa 0,78 0,98 20 41
TestPack RSVa 0,75 0,99 30 41
IFD RSV 0,85-0,93 0,98 45 41, 52
RSV OIAa 0,88 0,99 20 43
Now RSVb 0,89-0,97 1,00 15 47, 48, 52
Directigen EZ RSVa 0,59 0,98 15 52
Flu-OIA testa 0,54 0,74 20 44, 46
Directigen FLU A/Ba 0,82/0,51 0,92/0,84 20 42, 49
Cytospin-IFDc FLU A 0,92 0,99 45 40, 49
Now Flu A y Bb 0,62-0,76 0,93-0,98 15 34, 49

aTécnica inmunoenzimática.
bInmunocromatografía.
cIFD: inmunofluorescencia directa.
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geno39, que podrían emplearse tanto a partir de muestras
clínicas como de cultivo celular, las TAAN son las más
sensibles hasta la fecha para detectar este virus. Actual-
mente, además, se consideran más sensibles que el culti-
vo para detección de los virus respiratorios más comunes.
Así, aunque el cultivo celular ha sido el patrón de oro para
el diagnóstico de virus de la gripe, se ha propuesto a las
TAAN como el nuevo método de referencia55.

En principio, estas técnicas tienen una desventaja que
no ofrecería el cultivo para los virus tradicionales, y es que
no son un sistema abierto. Se debe conocer, al menos en
parte, el genoma del virus que se quiere detectar, y las téc-
nicas moleculares deben diseñarse para la detección de un
virus específico, aunque esta desventaja se ha solventado
en parte con diversos formatos de amplificación múltiple, en
los que simultáneamente se pueden identificar numerosos
virus56-60.

Otra desventaja original de las TAAN con respecto al cul-
tivo es que requerían mayor tiempo de ejecución que el cul-
tivo, dividido a su vez en numerosos procesos: extracción
de ácidos nucleicos, retrotranscripción (para virus ARN),
amplificación y detección, sobre todo cuando se emplean
métodos de PCR anidada para aumentar la sensibilidad de
la técnica. Actualmente, la combinación de métodos auto-
matizados de extracción de ácidos nucleicos con TAAN en
tiempo real ha simplificado enormemente el proceso com-
pleto. Los sistemas automatizados de extracción permiten
procesar un elevado número de muestras con un tiempo de
preparación mínimo y las nuevas TAAN, como la PCR en
tiempo real, simultanean amplificación y detección, lo cual
evita el manejo de los productos postamplificación y, por
tanto, el riesgo de contaminación en el laboratorio de biolo-
gía molecular. Estos nuevos formatos ofrecen sensibilidad y
especificidad equiparables a los formatos clásicos de PCR
convencional y mayor rapidez en la obtención de resulta-
dos (de 10 h para PCR convencional a 4 h para protocolos de
PCR en tiempo real), así como mayor rapidez y simplicidad
en la ejecución del procedimiento (de 3 h pasaría a 1 h,
aproximadamente)31. Se han publicado protocolos de PCR
en tiempo real para prácticamente todos los virus respira-
torios que se investigan en la actualidad57.61-64.

Actualmente, la mayoría de las TAAN empleadas por
los laboratorios de virología son métodos “caseros” que
pueden variar de un laboratorio a otro; aunque hay publi-
cada mucha bibliografía referente a las TAAN para la de-
tección de virus respiratorios, ésta es enormemente ver-
sátil, de forma que cualquier laboratorio puede adaptar
estos protocolos a su sistema de trabajo, en función de las
necesidades y demanda y de la población que atiende. Es-

tas técnicas serán en un futuro la forma de diagnosticar
estas viriasis, porque cabe esperar un aumento de la dis-
ponibilidad de equipos comerciales optimizados que eviten
el trabajo que ahora supone poner a punto estos protoco-
los. Además, esta mayor disponibilidad permitirá estable-
cer controles de calidad entre los laboratorios de virología
clínica para la continua evaluación y mejora de los méto-
dos diagnósticos de detección de estos virus.

Perspectivas futuras del diagnóstico molecular 
de los virus respiratorios

Existe un interés creciente en muchos laboratorios por
mejorar los métodos moleculares de diagnóstico de los virus
respiratorios para conseguir la simplificación del proceso y
una mayor rapidez diagnóstica, mediante automatización
de los formatos existentes o empleando nuevos formatos de
amplificación o detección, como sería el caso de los arrays
(chips) de ácidos nucleicos65,66. Estos formatos deberían ser
sistemas abiertos que permitieran identificar también virus
respiratorios nuevos, emergentes y reemergentes.

Compatibilidad de los métodos diagnósticos
clásicos y nuevos

En términos generales, la utilidad de los diferentes pro-
cedimientos comentados para distintos virus respirato-
rios se describe en la tabla 3. Dado que el VRS y los virus
de la gripe son los más frecuentemente detectados, las téc-
nicas rápidas de detección de antígeno, especialmente en
períodos epidémicos y en población pediátrica, son muy
útiles, y por su simplicidad se pueden emplear en labora-
torios de hospitales de cualquier tipo como determinación
de urgencia, lo cual facilita el manejo del paciente y per-
mite optimizar los recursos empleados ante el impacto que
generan las epidemias anuales de VRS y gripe en los sis-
temas sanitarios. Pero tienen una sensibilidad en muchos
casos baja, por lo que no deben utilizarse como único pro-
cedimiento para establecer el diagnóstico definitivo, sobre
todo en aquellas muestras con resultado negativo. Por el
contrario, las TAAN actuales de que disponemos para de-
tectar virus respiratorios tradicionales requieren personal
entrenado, al igual que el diagnóstico mediante cultivo
celular, aunque las primeras permitirían un diagnóstico
más rápido.

Parece que las técnicas moleculares estén destinadas a
sustituir a los métodos clásicos de cultivo celular, por su
mayor versatilidad, para la detección de todos estos virus.
Sin embargo, hoy día, hasta que no aparezcan métodos
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TABLA 3. Procedimientos diagnósticos útiles en las principales viriasis respiratorias

Virus Cultivo tradicional Cultivo en SV Detección de antígeno Biología molecular

VRS ++ +++ + ++
Gripe A y B ++ +++ + ++
Parainfluenza 1-4 ++ ++ +/- ++
Adenovirus ++ ++ +/- ++
Rinovirus ++ – – +++
Coronavirus – – – +++
Metapneumovirus + – +/– +++
Bocavirus – – – +++

SV: shell vial.
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moleculares totalmente automatizados, la técnica rápida
de SV permite dar un diagnóstico presuntivo o definitivo
de los principales virus respiratorios en 48 h.

Una aplicación añadida de las TAAN es su empleo como
técnica de detección de replicación de virus en cultivo ce-
lular, ya que es mucho más sensible que las técnicas de
IF para detección de antígeno39,67. Esto es especialmente
útil cuando se requiere recuperar la cepa para posteriores
estudios, como se demanda en laboratorios pertenecientes
a redes de vigilancia virológica (vigilancia de gripe, pla-
nes de erradicación de polio y sarampión, etc.). Por tanto,
las TAAN no tienen por qué sustituir y desplazar al culti-
vo celular en todos los casos, sino que pueden suponer una
herramienta muy sensible para detectar aislados. La com-
binación de técnicas nuevas y clásicas, en función de la
disponibilidad de cada laboratorio, puede aumentar enor-
memente el rendimiento diagnóstico en las infecciones
respiratorias virales y, por consiguiente, permitir una
aproximación mayor al impacto real que supone este tipo
de infecciones en la población. Un esquema de las posibi-
lidades diagnósticas de los virus respiratorios se muestra
en la figura 1.

En situaciones particulares, como en la fase actual de
alerta prepandémica gripal, en la que se impone una vigi-
lancia especial de la circulación del virus de la gripe aviar
H5N1, debemos seguir estrictamente las recomendaciones
de los comités de expertos de la OMS68.
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