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Introduccién

Las infecciones virales respiratorias figuran entre
las causas mas frecuentes de enfermedad. Los nifios
menores de un afio son los mas afectados; hasta la
edad de 6 afos estas infecciones continuan siendo
muy frecuentes, aproximadamente 6-7 episodios por
afio, y van disminuyendo paulatinamente segin se
alcanza la edad adulta, estimandose entonces una me-
dia de 3-4 episodios por afiol.

Mais de 200 virus antigénicamente diferentes, perte-
necientes a ocho diferentes géneros, se han asociado
con infecciones respiratorias en humanos, pero desde
el punto de vista clinico las infecciones virales mds
importantes son las que afectan al tracto respiratorio
inferior, y éstas, por sus caracteristicas, conviene divi-
dirlas segun afecten a un paciente inmunocompetente
0 a un paciente inmunosuprimido.

En el paciente inmunocompetente, el diagnostico
etioldgico de infeccion viral suele ser un diagndstico
de exclusion, realizandose en muchas ocasiones a pos-
teriori, al presentar el paciente una seroconversion
durante la convalecencia, y su diagnoéstico, salvo raras
excepciones (Influenza A, citomegalovirus), carece de
significacion prdctica, ya que no existe tratamiento
efectivo. El virus que en la edad pedidtrica tiene espe-
cial significado es el sincitial respiratorio (VSR) por
tres hechos: es frecuente su presentacion como bron-
quiolitis, se dispone de una técnica de diagnostico
rdpido y el tratamiento temprano, con ribavirina ae-
rosolizada, influye en la supervivencia en los casos
mads graves. No obstante, estudios posteriores no han
confirmado este extremo?.

Es en el paciente inmunocomprometido donde el
problema de la infeccidén viral tiene mayor interés,
fundamentalmente en el paciente trasplantado infec-
tado por el citomegalovirus (CMV)3,

Los actores del drama son los siguientes: esta infec-
cién tiene una gran morbilidad y mortalidad®. Desde
fecha reciente puede tratarse de forma efectiva, si
bien el tratamiento es caro y no esta exento de graves
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complicaciones®. Su deteccion, mediante viremia o
lavado broncoalveolar (LBA), permite realizar estrate-
gias preventivas muy eficaces®®. La unica técnica
diagnostica de certeza es la demostracién histoldgica,
siendo muy dificil de realizar en este tipo de pacien-
tes. La demostracion del virus en el LBA, por si sola,
no es diagndstica’™'?. Existen desde fecha reciente nue-
vas técnicas como la reaccion en cadena de la polime-
rasa (PCR), la deteccidn de antigenos virales tempra-
nos, hibridacion, etc., que pueden ser detectadas en el
LBA y cuya significacion clinica ha de ser aun correc-
tamente evaluada*®. Frecuentemente, el clinico tiene
que tomar importantes decisiones con informacién
parcial’'.

Infecciones virales del tracto respiratorio inferior
en pacientes inmunocompetentes

En el paciente inmunocompetente, los virus causan
muchas mds neumonias en el nifio que en el adulto,
las neumonias virales se encuadran dentro del sindro-
me de neumonia atipica; consideramos este diagnosti-
co ante un cuadro de tos seca o con produccién
de esputo no purulento, generalmente acompaiado de
prominentes sintomas extrapulmonares (mialgias, ar-
tralgias, dolor de cabeza, rinorrea) y fiebre. En la
radiografia de térax se aprecia un infiltrado pulmonar
no lobar y en el examen del esputo encontramos esca-
sos polimorfonucleares y una flora mixta'?!3, Ademaés
de los virus, muchos organismos pueden producir este
cuadro clinico, incluyendo Mycoplasma pneumoniae,
Legionella species, Ritkettsia (especialmente Coxiella
burnetii) y Chlamydia (C. psittaci y C. pneumoniae).

En lactantes, el virus sincitial respiratorio (VSR) es
la causa principal de infecciones del tracto respirato-
rio inferior, produciendo cuadros de neumonia y
bronquiolitis. Los restantes casos son producidos por
el virus Parainfluenza tipos 1 y 3 y un pequefio nime-
ro por Adenovirus, Enterovirus e Influenza A y B
(tabla I). En nifios son mds frecuentes las infecciones
del tracto respiratorio superior a las neumonias, sien-
do los agentes mas frecuentes el /nfluenza tipo A y los
Parainfluenza tipos 1 y 221215,

En adultos, el virus Influenza tipo A es la causa més
frecuente de neumonia viral entre la poblacion civil,
mientras que el Adenovirus es el principal agente entre
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los campamentos militares, pudiendo producir tam-
bién casos aislados entre la poblacién civil. Otros
virus que pueden producir episodios esporddicos son:
Parainfluenza tipo 3, VSR y Rhinovirus. El virus del
sarampion puede producir neumonias tanto en nifios
como en adultos!>'3,

Los Herpesvirus son agentes ubicuos capaces de pro-
ducir mortalidad y morbilidad tanto en pacientes in-
munocompetentes como en pacientes inmunosupri-
midos. En pacientes no inmunocomprometidos, tanto
la varicella como el citomegalovirus (CMV) pueden
producir manifestaciones pulmonares'®. La presenta-
cion clinica del CMYV es extremadamente variable,
basicamente estdn descritos cinco patrones bdsicos
de infeccién'”!8; ]) la forma mds comin consiste en
una infeccidon asintomatica que es detectada solamen-
te de forma retrospectiva por cambios en los tests
serologicos; 2) la enfermedad congénita por CMYV apa-
rece en el 0,5 a 2% de todos los nacimientos, si bien
sélo el 10% de los infectados estdn sintomadticos al
nacimiento; 3) el tercer tipo es el que aparece en los
pacientes inmunosuprimidos, y serda comentado pos-
teriormente; 4) existe otra forma de presentacion se-
cundaria a transfusion sanguinea o a bypass cardio-
pulmonar, vy es la conocida como “sindrome posperfu-
sion”: después de una transfusion, alrededor del 14%
de los pacientes estan infectados por el CMV vy alrede-
dor del 4% desarrollan una enfermedad sintomdtica, y
5) finalmente, el CMV puede producir espontdnea-
mente en un paciente inmunocompetente un sindro-
me de mononucleosis, heteréfila negativa, con afecta-
cién de corazén, pulmones, sangre, piel, tracto gas-
trointestinal y sistema nervioso central. Aparece neu-
monia en el 6% de estos casos. Recientemente, se ha
descrito un caso de neumonia por CMV en un pacien-
te inmunocompetente, tratado con ganciclovir, sin
adicién de gammaglobulina especifica, y con respues-
ta espectacular'®,

Dadas las caracteristicas de las infecciones virales
en pacientes inmunocompetentes, no podemos reali-
zar un diagnostico etiolégico basdndonos sélo en la
clinica. La epidemiologia nos ayuda en ocasiones, asi,
la historia natural de una epidemia de Influenza ha
sido descrita en detalle?®?!: una epidemia suele pre-
sentar un pico de incidencia a las 2-3 semanas y dura
aproximadamente 5-6 semanas. Inicialmente, aparece
un aumento en las enfermedades respiratorias febriles
en la infancia, seguido de un incremento similar en los
adultos. Aumenta el numero de ingresos hospitalarios
por neumonia, croup y exacerbaciones de insuficiencia
cardiaca congestiva y enfermedad pulmonar obstruc-
tiva cronica. Durante los afios de grandes epidemias,
se asocia un aumento en las tasas de mortalidad. La
enfermedad suele afectar al 10-20% de la poblacion, si

bien estdn descritas afectaciones de hasta el 50% en

poblaciones seleccionadas.

Los otros virus respiratorios distintos del /nfluenza
se encuentran desplazados durante una epidemia, y
casi todos los casos de Influenza-like que aparecen en
medio de una epidemia son causados por infeccidon
del virus Influenza circulante, haciendo innecesario
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un diagnostico etioldgico. No obstante, el diagnostico
viral puede ser necesario en ciertas situaciones'?, fun-
damentalmente con fines epidemioldgicos.

La neumonia por Adenovirus en adultos inmuno-
competentes se produce principalmente en campa-
mentos militares y puede ser causada por infeccién
por los serotipos 4, 7, 21, 14 o0 3 en orden descendente
de frecuencia. También estan descritas epidemias de
sarampién y neumonias por Parainfluenza en campa-
mentos militares'2,

Infecciones virales del tracto respiratorio inferior
en pacientes inmunosuprimidos

Como ya se ha comentado, el agente viral mas
importante, en términos de mortalidad y morbilidad,
para el grupo de pacientes inmunosuprimidos y espe-
cialmente en aquellos con un déficit de la inmunidad
celular es el citomegalovirus. Este virus junto con
el herpes simple (VHS) tipos I y I, el virus varicella-
zoster, el virus Epstein-Barr y el Herpesvirus huma-
no tipo VI constituyen el grupo de los Herpesvirus
humanos. La infeccién primaria con estos agentes
ocurre de forma temprana en la vida, y suele ser
subclinica o estar asociada con signos o sintomas au-
tolimitados. Después de la infeccion primaria, los
Herpesvirus establecen una infeccion latente en el
huésped para el resto de la vida. La reactivacién de
esta infeccidn puede ser asintomadtica como en el caso
del CMV o VEB, o puede asociarse con sintomas
clinicos como en el varicella-zoster y VHS. En los
pacientes inmunosuprimidos pueden aparecer severas
infecciones por estos virus, tanto por primoinfeccion
como por reactivacion.

Aparte del rechazo del injerto, uno de los problemas
mds significativos que afecta a los receptores de un
trasplante de 6rganos es la infeccidn por CMV?3, Este
organismo ha sido denominado por Balfour?? como el
troll of transplantation. La infeccién por CMV es ubi-
cua entre los receptores de trasplantes de organos y se
asocia con un aumento en la susceptibilidad a la so-
breinfeccién por bacterias, hongos y protozoos, au-

TABLA I
Identificacién de virus en 2 series de pacientes
con neumonia adquirida en la comunidad

N.° (%) de casos en los

que se aislo el virus
Agentes

Niitos Adultos

92(36)  5(5)
41(16) 3 (3)

Virus respiratorio sincitial
Parainfluenza tipo 1

Parainfluenza tipo 3 35(14) 16 (16)
Adenovirus 25 (10) 0
Enterovirus 21 (8) 1(1)
Influenza B 14 (5) 14 (14)
Influenza A 12 (5) 29 (29)
Rhinovirus 8 (3) 0
Parainfluenza tipo 2 7 (3) 4 (4)
Citomegalovirus 0 27 (27)
Virus herpes simple 0 1 (1)
Total 255 100
Tomada de Ruben FL. Postgrad Med 1993; 93: 57-64'%,
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menta el riesgo de rechazo e incrementa la mortalidad
global’. Los receptores seronegativos de donantes se-
ropositivos (infeccidén primaria) son los que presentan
mayor riesgo de padecer una enfermedad severa por
CMV. Los receptores seropositivos de drganos prove-
nientes de donantes seropositivos O seronegativos
también presentan un elevado indice de infeccidn
(reactivacion o reinfeccion), pero pocos pacientes pre-
sentan una enfermedad severa por CMV3, Quizds
donde mds extensamente ha sido estudiado este pro-
blema es en los pacientes con trasplante de médula
6sea (TMO). En este grupo de pacientes, la incidencia
de infecciéon por CMYV después de un trasplante alogé-
nico varia del 50 al 70%, y aproximadamente un
tercio de los pacientes infectados desarrolla neumonia
por CMV (CMV-NI)Z. De este modo, un 15% de los
pacientes sufre un episodio de CMV-NI, usualmente
entre los dias 50 a 60 postrasplante. En el TMO
autologo y singénico, la incidencia es mucho menor
(1-3%)?*25, Los factores de riesgo fundamentales para
desarrollar CMV-NI en los trasplantes alogénicos
son?32%: seropositividad al CMV, pacientes con edad
elevada, acondicionamiento con irradiacién corporal
total, haber recibido globulina antitimocito o médula
deplecionada de células T, presentar viruria, viremia,
CMV en el LBA y presentar enfermedad injerto con-
tra huésped. La infeccién por CMV es un factor nece-
sario pero no suficiente para el desarrollo de la enfer-
medad. Por ello, incluso la presencia del CMV en el
LBA, por si misma, no es diagndstica de enfermedad
pulmonar. El CMYV es aislado en un alto porcentaje de
pacientes asintomdticos con TMOQ7'%%7,

Varios estudios*?%?° indican que la cuantificacién
viral, tanto en lavado como en tejido, no permite
distinguir los pacientes en términos de severidad de la
enfermedad, y que la carga viral no es predictiva de
la evolucidn. El desarrollo de una respuesta citotéxica
de linfocitos T HLA-especifica es la respuesta inmune
mas importante para la proteccion del huésped frente
a una enfermedad severa®.

El hecho aislado que distinguia la neumonia por
CMV en el paciente con trasplante de médula dsea
frente a la neumonia por CMV en los pacientes con
trasplantes de drganos sélidos es la gran mortalidad?*.
Vidarabina, interferdon o altas dosis de aciclovir han
sido uniformemente inefectivos, con una superviven-
cia inferior al 15%. Los trabajos iniciales en los que se
combinan ganciclovir y globulina inmune intravenosa
(ganciclovir/IVIG) con mejoria de la supervivencia en

casos de CMV-NI fueron descritos por Bratanow et ~

al®¥ y Reed et al’!. Después, otros centros han publica-
do sus resultados utilizando este tratamiento®. Aun-
que el mecanismo de accion sea desconocido y los
resultados se deriven de estudios no controlados, el
uso combinado de ganciclovir/IVIG es el tratamiento
recomendado para esta enfermedad®.

La eleccion del método 6ptimo para prevenir la
CMV-NI también estd sujeta a controversia. La cues-
tién esta en cudl es la mejor opcion, tratar de prevenir
la reactivacion de una infeccion latente o bien esperar
a que la reactivacidon ocurra y entonces tratar de mo-
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dificar el curso de la infeccién viral. Ambos métodos
han sido empleados y ambos tienen sus ventajas y sus
inconvenientes. Para prevenir la reactivacion se han
usado aciclovir, ganciclovir y foscarnet. El aciclovir
ha demostrado en dos estudios que retrasa la reacti-
vacion del virus y reduce la probabilidad global de
infeccién por CMV y su mortalidad??33, El ganciclovir
ha reducido significativamente la reactivacion viral y
sus enfermedades asociadas**?’. El problema con este
planteamiento es que todos los pacientes son tratados,
independientemente del riesgo de enfermedad, incre-
mentando el riesgo y el costo. El foscarnet atn se halla
en fases I/II de ensayo clinico, y aunque previene la
infeccién por CMV provoca nefrotoxicidad?®, si bien
tiene la ventaja de no ser mielotoxico, 1o que es muy
importante sobre todo en TMO.

Otros estudios muestran que la presencia de CMV
en sangre’ o en pulmones®, pero no en faringe, es el
mejor predictor del desarrollo de posteriores enferme-
dades severas. Este tipo de tratamiento en el que
primero se detecta la infeccidn para posteriormente
iniciar una actuacion antes del comienzo de la enfer-
medad se denomina preventivo. Asi, se ha demostra-
do que el uso de ganciclovir reduce significativamente
la infeccién y la enfermedad y limita el uso de este
farmaco aproximadamente a la mitad de los pacien-
tes*>3°, Sin embargo, este método no estd exento de
problemas, en primer lugar significa una deteccién
agresiva (se realiza LBA de rutina en pacientes con
TMO asintomadticos) y ademds la reactivacién del
CMYV y.el comienzo de la infecciéon pueden ocurrir
casi simultdneamente en algunos pacientes. De hecho,
en los estudios publicados de este tratamiento preven-
tivo, los fallos han sido debidos a incapacidad para
detectar CMV en broncoscopias prospectivas® o a la
concurrencia de la detecciéon viral y la enfermedad
clinica®®; un 20% de los casos de CMV-NI no tiene
cultivos positivos previos.

En nuestro centro, desde agosto del 91 se realiza
una profilaxis combinada en pacientes con TMO alo-
génico que consiste en: /) altas dosis de aciclovir en
todos los pacientes seropositivos para CMV o serone-
gativos con donante seropositivo; 2) realizacién de
LBA en todos los pacientes entre los dias +30-50; en
los grupos con paciente y/o donante seropositivos si
este LBA es negativo para CMV (cultivo convencio-
nal, citologia y cultivo-centrifugacion), un nuevo LBA
es repetido entre los dias +80-100; 3) se realiza un
tratamiento preventivo con gangiclovir (durante 12
semanas) en todos los pacientes asintomadticos con
LBA positivos para CMV. Después de 2-4 semanas de
tratamiento con ganciclovir, se realiza un tercer LBA
para valorar el estado del CMV en el pulmén. Todas
las CMV-NI se tratan con ganciclovir/IVIG. Este pro-
tocolo ha sido bien tolerado. La probabilidad de
CMV-NI al dia +100 fue del 30% en el grupo control
frente al 4% en el grupo con tratamiento preventivo
combinado®.

En un estudio realizado entre los centros miembros
de la European Bone Marrow Transplantation con el
objeto de investigar las técnicas diagndsticas, el uso de

50



J. ASPA Y L. CARDENOSO.- PROCEDIMIENTOS DE IDENTIFICACION VIRAL EN INFECCION RESPIRATORIA

la profilaxis y las estrategias terapéuticas entre sus
miembros'!, se analizaron las respuestas a un cuestio-
nario entre 75 centros de 20 paises; las conclusiones
muestran una gran disparidad en los procedimientos
diagnosticos, disponibilidad de medios, intensidad de
busqueda, tratamiento y profilaxis. Dentro del aparta-
do que mds nos puede interesar en este trabajo, “pro-
cedimientos diagnosticos para la neumonia por
CMV”, el LBA fue siempre realizado en 55 centros,
11 centros frecuentemente no usan LBA y 4 centros
no pueden realizar LBA. En cuanto a los criterios para
iniciar tratamiento, 12 centros requieren sintomas
(cambios radioldgicos con o sin hipoxia) combinados
con la deteccién en LBA u otros especimenes pulmo-
nares para el diagnostico e iniciacion del tratamiento,
16 centros aceptan sintomas combinados con detec-
cién de viremia, 31 centros aceptan sintomas combi-
nados con deteccion de CMV en cualquier localiza-
cion. Sin embargo, varios centros inician tratamiento
con la sospecha de neumonia por CMV, pero requie-
ren verificacion por LBA o tejido para consignar la
neumonia como causada por CMV,

En los pacientes con TMO, ademas del CMV, se
han referido infecciones pulmonares por otros virus,
particularmente, Adenovirus, herpes simple y varice-
lla-zoster’*2426, La mds comun de éstas es la produci-
da por Adenovirus; la infecciéon por este agente se
produce en un 5% de los pacientes dentro de los
primeros 3 meses post-TMO, y es atribuible en la
mayoria de los casos a reactivacion de un virus laten-
te. Aproximadamente, un 20% de los pacientes con
TMO con infeccidn por Adenovirus desarrolla una
neumonia. Las neumonias por VHS o VVZ son poco
comunes; la neumonia por VHS se produce general-
mente por diseminacién por contigiiidad de los virus
desde la tradquea o aspiracion de material de la orofa-
ringe, si bien mas raramente se puede producir en el
seno de una infeccion generalizada con viremia?®.

También han sido descritas en los pacientes con
TMO neumonias producidas por los virus respirato-
rios tipicos, incluyendo Parainfluenza 1y 3%, Influen-
za tipos A y B y VSR. Recientemente se ha descrito
una posible relacidon entre el Herpesvirus humano tipo
VI“? y neumonitis idiopdticas en estos pacientes, si
bien esta relacion necesita de posteriores estudios**#4.

En los pacientes con trasplante renal o hepdtico han
sido descritas neumonias por CMV, Influenza, Adeno-
virus y herpes simple3*-4; asi mismo, en los someti-
dos a trasplante cardiaco y/o pulmonar*’-438 estdn
descritas infecciones por CMV, VHS, virus Epstein-
Barr y rcferencias esporadicas a infecciones por VSR
y Coxsackie B. En todos estos pacientes afectados de
trasplante de d6rgano sélido, el agente viral mds impor-
tante de morbimortalidad es de nuevo el CMV.,

Si bien el CMV es una importante causa de patolo-
gia ocular y gastrointestinal en los pacientes infecta-
dos por VIH, la relacién entre la infeccién pulmonar
por CMV y la neumonia por CMV estuvo sujeta a
controversia. Entre el 30 y el 40% de los pacientes con
sida y neumonia de diversas etiologias presentan
CMV en el LBA. En muchos de los casos aparecen las
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tipicas inclusiones en el nucleo v en el citoplasma de
las células recogidas por el LBA o en las muestras
de biopsia. Esta prevalencia llega al 69-90% en las
series que incluyen estudios necrdépsicos. Sin embar-
20, la mayoria de los pacientes tiene otros patoégenos
acompafiantes, particularmente P. carinii, y el curso
clinico de estos pacientes no parece verse alterado por
la presencia de CMV>%-68,

Centrandonos en el diagnostico de las infecciones
virales en pacientes inmunosuprimidos, conviene re-
cordar que la recuperacion de un patdgeno potencial
en el LBA solo debe ser considerada diagnostica si se
conoce que ese organismo no coloniza el tracto respi-
ratorio”!%. Asi, neumonias causadas por Influenza o
virus respiratorio sincitial, los cuales normalmente no
residen en el pulmoén, pueden diagnosticarse cuando
estos virus son aislados en el LBA. Sin embargo, en el
caso del CMV y VHS, ni el cultivo ni la deteccion de
sus componentes antigénicos en ¢l LBA son suficien-
tes, por si mismos, para establecer un diagnostico de
neumonia. Esto es asi porque se conoce que personas
sanas pueden excretar estos virus desde el tracto respi-
ratorio en ausencia de neumonia. No obstante, el
diagnostico de neumonia puede tomarse en considera-
cidén si se encuentran los caracteristicos cuerpos de
inclusion intranucleares o intracitoplasmaticos en el
examen citoldgico de las células epiteliales pulmona-
res en el liquido del LBA’, La verificacion histoldgica
constituye el patréon oro para el diagnéstico de estas
neumonias. Hoy dia existen nuevos métodos de diag-
nostico riapido que nos permiten actuar temprana-
mente una vez que el virus ha sido “descubierto”. Los
métodos mads utilizados son el cultivo-centrifugacion,
habitualmente conocido como shell-vial, la deteccion
del antigeno pp65 en sangre vy la técnica de PCR para
la deteccion del ADN viral*6%77,

El LBA es la muestra mds cominmente usada para
detectar el CMV?®; ademds, el LBA permite el diagnds-
tico de otros gérmenes oportunistas que pueden co-
existir. De las técnicas que suelen ser aplicadas al LBA
para detectar la presencia de CMV, el cultivo es el que
muestra generalmente mayor sensibilidad®’#%2, Las
sensibilidades mads altas se han referido cuando se
usan cultivos-centrifugacion seguidos de deteccién de
los antigenos virales tempranos’®-83-86,

Técnicas de tincidn directa de células alveolares
mononucleares infectadas, empleando anticuerpos
monoclonales aislados o agrupados frente a una varie-
dad de antigenos virales tanto tempranos como tar-
dios, muestran una alta sensibilidad’’-8-8%-84 Estas téc-
nicas muestran alguna variabilidad dependiendo del
método utilizado.

La evidencia citopatologica de las inclusiones
nucleares o citoplasmdticas muestra una especifici-
dad de prdcticamente el 100% en todos los estu-
dios?6.77.79-81.84.85. in embargo, la sensibilidad es uni-
formemente baja, generalmente inferior al 50%. Uno
de los estudios quizds mas representativo es el de
Crawford?®*, en el que compara la sensibilidad y espe-
cificidad de los métodos mds comunmente usados en
la prdctica clinica: citologia, inmunofluorescencia,
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TABLA 11
Sensibilidad y especificidad de los métodos mas cominmente usados para el diagndstico de infeccion pulmonar por CMV
Cultivo viral
Hechos evaluados Citologia fluorescencia
Convencional Centrifugacion
Sensibilidad 29% 59% 91% 96%
(n/n) (6/21) (13/22) (21/23) (22/23)
Especificidad 100% 100% 100% 100%
(n/n) (9/9) 9/9) (10/10) (10/10)
Valor predictivo
Positivo 100% 100% 100% 100%
(n/n) (6/6) (13/13) 21/21) (22/22)
Negativo 38% 50% 83% 91%
(n/n) (9/24) (9/18) (10/12) (10/11)

Tomada de Crawford SW26, modificada de Ann Intern Med 1988; 108: 180-185%4.

cultivo convencional y cultivo-centrifugacidon (ta-
bla II).

Como ya hemos comentado, la infeccién por CMV
ha de ser diferenciada de la enfermedad por CMV.
Cathomas®’ sefiala cdmo su grupo y otros autores han
referido la alta especificidad de la deteccion de CMV
mediante anticuerpos monoclonales en las células al-
veolares de pacientes con TMO y la presencia de
neumonitis por CMV77788084 Parg este autor®’, la
inmunodeteccion de antigenos de CMV en las células
alveolares implica infeccidn tisular, mientras que la
detecciéon de CMV por PCR y cultivo sélo implica
la presencia de CMV-ADN vy virus viables en la
muestra.

Este autor compara tres técnicas de deteccion de
CMYV en LBA: PCR, cultivo de virus e inmunotincién
de las células alveolares. Los criterios para diagnosti-
car CMV-NI son muy estrictos. La PCR fue la técnica
mads sensible para la detecciéon de CMYV en el LBA.
Para el diagnéstico de CMV-NI, la sensibilidad de la
PCR y de la inmunotincién fue del 100%, mientras
que la sensibilidad del cultivo de virus fue del 85,7%.
El valor predictivo positivo de cada test, usado indivi-
dualmente, para la identificacion de neumonitis por
CMYV fue bajo. Sin embargo, cuando los resultados de
la técnica PCR se utilizan en combinacién con la
inmunotincidn, la sensibilidad, la especificidad y los
valores predictivos positivo y negativo de esta estrate-
gia fueron del 100%. Los autores proponen el siguien-
te algoritmo para el diagnodstico, profilaxis y trata-
miento de la neumonitis por CMV en TMO (fig. 1).

Como el CMYV, el VHS puede estar presente en las
secreciones respiratorias de los pacientes inmunosu-
primidos®® y en la orofaringe de los pacientes con
neumonia gravemente enfermos® en ausencia de en-
fermedad respiratoria inferior atribuible a dicho vi-
rus. No obstante, como ya se ha comentado?®, puede
producirse neumonia por diseminacién por contigiii-
dad, o menos frecuentemente por diseminaciéon hema-
tégena a los pulmones. Como consecuencia de esto, en
las muestras broncoscopicas y particularmente en el
LBA, el VHS puede detectarse como contaminante o
patogeno®. La experiencia de las técnicas diagndsticas
es mucho mds limitada que para el CMYV, pero puede
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asumirse que van a dar resultados similares, asi el
cultivo, la inmunofluorescencia directa y la hibrida-
cién in situ seran relativamente sensibles pero poco
especificas y la histologia y la citologia seran relativa-
mente insensibles pero muy especificas®.

Diagnéstico microbiolégico de las infecciones
respiratorias virales

Durante la ultima década, el diagndstico virolégico
ha experimentado un gran desarrollo al que han con-
tribuido diferentes factores, como las mejoras en las
técnicas de cultivo celular, la disponibilidad de anti-
cuerpos monoclonales altamente especificos, el desa-

Lavado broncoalveolar

'

Inmunotincién directa
de células alveolares

Positiva Negativa

' l

Tratamiento con Sin tratamiento
ganciclovir/IVIG

l

PCR PCR

® © ® ©

Continuar
tratamiento

Suspender No tratar

tratamiento

¢ Profilaxis?

Fig. 1. Algoritmo para el diagnéstico, profilaxis y tratamiento de la neumo-
nitis por CMV en pacientes con trasplante de médula ésea (TMO). Toma-
da de Cathomas G. Blood 1993; 81: 1.909-1.914%7,
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rrollo de métodos inmunoenzimaticos y quizas lo mas
importante, el desarrollo de métodos de amplificacién
de dcidos nucleicos.

Seleccion de la muestra para deteccién de virus

Para optimizar la deteccion del virus es fundamen-
tal la recogida de la muestra adecuada en el momento
preciso, de forma estéril, lo antes posible en el curso
de la enfermedad y transportarse inmediatamente al
laboratorio o mantener en frio.

En el caso de sospecha de infeccidén respiratoria
viral, las muestras recomendadas son: los frotis farin-
geos para recuperar Enterovirus, Adenovirus y herpes
simple. El frotis nasofaringeo estd recomendado para
la deteccion de los virus respiratorio sincitial, /nfluen-
za 'y Parainfluenza®. Las muestras nasales son vélidas
para Rhinovirus. El esputo no es una muestra reco-
mendable. El LBA es la muestra con mayor valor en el
diagnostico de infecciones virales del tracto respirato-
rio inferior. Biopsias pulmonares se pueden estudiar
para detectar virus como citomegalovirus, VHS, Pa-
rainfluenza, Influenza, Rhinovirus, Enterovirus, Ade-
NOVIFus.

Métodos de cultivo celular

El aislamiento de los virus en lineas celulares, cono-
cido como cultivo celular convencional, es el soporte
del diagnostico virologico. El desarrollo de nuevas
técnicas, como el cultivo-centrifugacion o shell-vial,
ha permitido a los laboratorios proporcionar informa-
cigﬁn en un periodo de tiempo clinicamente relevan-
te’l.

Cultivo convencional. El aislamiento de virus me-
diante cultivo celular se considera el gold standard.
Existe una gran variedad de lineas celulares con dife-
rente sensibilidad a virus individuales; el uso simultd-
neo de varias de ellas optimiza su aislamiento.

Segun el tipo de linea celular, los virus producen un
efecto citopdatico (ECP) caracteristico. Se trata de
cambios degenerativos que se producen en las células
cuando los virus se multiplican dentro de ellas. La
morfologia del ECP, tamafio y tiempo de aparicién
dependerédn del tipo de linea celular, del propio virus
y de la concentracion viral. La identificacion definiti-
va de los virus requiere la tincioén de las células infec-
tadas con anticuerpos tipo especificos marcados.

Cultivo-centrifugacion. En 1985, Gleaves et al des-
cribieron la eficacia de la centrifugacion del indculo
sobre la monocapa celular, realizando posteriormente
sobre ella una inmunofluorescencia con anticuerpos
monoclonales frente a antigenos tempranos de
CMV?®>% Hoy en dia este procedimiento se usa para
multitud de virus. El cultivo-centrifugacion es alta-
mente sensible y especifico, aunque ain se debe com-
plementar con las técnicas de cultivo convencional,
para muestras con bajas concentraciones de virus y
para infecciones virales mixtas o cuando se trata de
patégenos no sospechados.
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Se ha aplicado para virus de sarampidn, Adenovirus,
Influenza, Parainfluenza, VSR y VVZ192959  1a
principal diferencia entre el cultivo-centrifugacién y
cultivo convencional es la capacidad de identificar el
virus antes de que se produzca el ECP. Otra ventaja es
que el virus es detectado en 1-5 dias en vez de las 1-4
semanas requeridas para el cultivo convencional.

Estudio de muestras clinicas para deteccion
de particulas virales, antigerios o dcidos nucleicos

La deteccién rapida y segura de particulas virales,
antigenos o dcidos nucleicos en muestras clinicas es
ahora posible en muchos laboratorios con experiencia
limitada en virologia. Se dispone de distintas técnicas
que dividimos en dos grandes grupos: métodos inmu-
nologicos y métodos no inmunoldgicos.

Métodos inmunolégicos

Técnicas de inmunofluorescencia

La tincién inmunofluorescente de muestras clinicas
ha demostrado ser un buen método, rdpido y disponi-
ble para un gran numero de antigenos virales como
VHS, VVZ, CMV, virus Epstein-Barr, Influenzavirus
Ay B, Parainfluenza tipos 1, 2, 3 y 4, VSR, Adenovi-
rus, sarampion, paperas’190-1% a5 como para otros
agentes virales mas inusuales. Como técnica rapida, la
IF ha sido la mds ampliamente aplicada. Se trata de
detectar el antigeno (Ag) en las células infectadas con
el uso de anticuerpos monoclonales (Ac) tipo especifi-
cos marcados con un fluorocromo.

Ensayos con inmunoperoxidasa

Como alternativa a la IF para detectar Ag virales
dentro de las células, se pueden utilizar anticuerpos
marcados con enzimas, tales como peroxidasa de ra-
bano picante®”!9-17 Esta técnica tiene las mismas
aplicaciones que la IF.

Inmunoandlisis en fase solida

Son utiles para la deteccion de Ag en muestras
clinicas. El principio basico de estas técnicas consiste
en que el anticuerpo es inmovilizado sobre una fase
sOlida o soporte y va a capturar Ag libre en la muestra.
Segun el tipo de marcaje usado, dard lugar a las distin-
tas modalidades del ensayo: marcaje radiactivo para
radioinmunoandlisis (RIA) o enzimas de enzimoin-
munoanalisis (EIA).

La aplicacion de estas técnicas respecto a virus con
implicacion en la patologia respiratoria se puede refe-
rir a Adenovirus, VHS, CMV, VSR, Influenza A y
Coronarivus humano. Gracias al desarrollo de la tec-
nologia robética durante la ultima década, se ha pro-
visto de sistemas completamente automatizados y
otros semiautomatizados de EIA.
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Antigenemia

Recientemente, se ha desarrollado un nuevo méto-
do vilido para la cuantificacién y deteccion rapida de
Ag de CMV en PMNL mediante el uso de anticuerpos
monoclonales'®, La antigenemia consiste en la detec-
cién inmunocitoquimica del Ag pp65, una proteina
estructural temprana (fosfoproteina de la matriz inter-
na) del CMV, en el nicleo de los PMNL de sangre
periférica'®. La utilidad clinica de esta técnica ha sido
demostrada tanto en trasplantados de 6rgano solido
como en TMO, asi como en pacientes con sida!!%!12,
La mayor ventaja de la antigenemia es que se puede
disponer de resultados a las 4-6 horas de obtener la
muestra.

Meétodos no inmunologicos
Tincion histologica

Existen numerosos trabajos''>!!* que describen los
cambios celulares asociados a diversas infecciones vi-
rales respiratorias: Adenovirus, VHS, VVZ, saram-
pién, CMV, Parainfluenza y VSR. Estos cambios celu-
lares pueden dividirse en tres grandes grupos. En
primer lugar, ciliocitoforia, o desprendimiento del pe-
nacho de cilios, que puede afectar a las células ciliadas
y es inespecifico. En segundo lugar, regeneracion y
atipia del epitelio respiratorio, con frecuente apari-
ciéon de nucléolos prominentes y que también son
cambios inespecificos; por ultimo, alteraciones pro-
pias de determinadas infecciones virales.

Microscopia electronica

La microscopia electrénica (ME) se ha considerado
como la unica técnica util para la identificacién rdpi-
da de particulas virales de variedad de muestras clini-
cas'’s, Permite la deteccidon de virus no cultivables
con la ventaja de que la pérdida de viabilidad viral no
va a interferir. La técnica ME es aplicable cuando el
titulo de virus en la muestra es al menos de 10% a 107
particulas por ml. El método utilizado es la tincién
negativa de las particulas virales con sales electroden-
sas del dcido fosfotungstico, que es rdpido y sencillo
de realizar. Las muestras adecuadas son las secrecio-
nes nasofaringeas y lavados pulmonares o suero, entre
otras, asi como secciones ultrafinas de tejido proce-
dente de biopsias o autopsias. El examen de secrecio-
nes de personas con infeccidn respiratoria ha revelado
VSR, Enterovirus y Coronavirus, asi como Influenza,
Parainfluenza, sarampidn y virus de las paperas.

Técnicas de hibridacion de dcidos nucleicos

Los métodos de hibridacién de 4cidos nucleicos

fueron muy prometedores para el diagnostico de en-
fermedades virales!'®'?%, En la actualidad, un gran
numero de virus puede ser detectado mediante el uso
de sondas. Aunque estos procedimientos no han des-
plazado a los métodos tradicionales de deteccién de
virus, por su falta de sensibilidad.
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El genoma de los virus puede ser ADN o ARN de
cadena doble o sencilla. Las sondas de dcidos nuclei-
cos son fragmentos cortos de ADN o ARN marcados,
que se unen especificamente (hibridan) con una se-
cuencia complementaria del 4cido nucleico diana.
Tradicionalmente se marcan con radisétopos, lo que
tiene inconvenientes, por lo que hoy dia se dispone de
otros métodos alternativos.

Amplificacion de acidos nucleicos

El desarrollo de la reaccién en cadena de la polime-
rasa (PCR) en 1985 ha reavivado el interés por las
técnicas moleculares, al mejorar la deteccidn de aci-
dos nucleicos virales!2!-123,

La PCR consiste en ciclos repetidos de sintesis de
ADN donde se consigue un incremento del nimero de
copias originales de forma exponencial. Para ello, hay
que conocer una secuencia especifica del ADN viral
exclusiva de ese virus o grupo de virus. Esta region se
elegira como ADN molde para ser amplificada. Se
sintetizard una pareja de oligonucleétidos (cebadores
o iniciadores), complementarios a los extremos del
fragmento elegido como diana. Para detectar los pro-
ductos de amplificacién, se pueden usar los métodos
de hibridacion descritos o bien visualizarlos directa-
mente mediante electroforesis en gel de agarosa y
tincion del mismo con bromuro de etidio, aunque esto
es menos sensible.

La gran sensibilidad de la PCR es su gran ventaja y
su mayor limitacién; la generaciéon de millones de
copias de ADN puede ocasionar la contaminacién
cruzada de nuevas muestras con el producto de la
amplificacion de PCR previas. Para evitar falsos re-
sultados positivos se deben tomar precauciones. Esta
técnica serd util para detectar virus no cultivables o
muy dificiles de diagnosticar por métodos habituales
y en caso de infecciones virales mixtas. Los resultados
deben interpretarse con respecto al tipo de virus, la
localizacién y la clinica.

Interpretacion de los resultados de la deteccién viral

El criterio a seguir debe considerar la epidemiolo-
gia, la clinica, la localizacidén anatémica y la historia
natural de la infeccién'?®. El conocimiento del fend-
meno de la persistencia viral es crucial. La presencia,
tanto de virus infeccioso como del Ag viral o de su
dcido nucleico, no le confirma necesariamente como

-agente etioldgico!?®130, La reactivacion de virus laten-

tes o la eliminacion persistente de virus de infecciones
previas pueden originar una interpretaciéon inadecua-
da ante un resultado positivo. Por ejemplo, los Adeno-
virus se asocian con multiples formas de enfermedad
respiratoria; sin embargo, pueden eliminarse de forma
persistente del tracto respiratorio superior sin que su
presencia sea significativa. La excrecion asintomatica
de CMV, VEB o VHS del tracto respiratorio superior
es comun. El aislamiento de CMV de un lavado bron-
quial es sospechoso pero no diagndstico de enferme-
dad. Los Enterovirus se pueden recuperar de la faringe
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de nifios asintomadticos durante el periodo otofial en
paises templados y no suponen infeccidén aguda'3!. Sin
embargo, la recuperacidn de virus del sarampidn, R#i-
novirus, Influenza, Parainfluenza, VSR, VVZ, entre
otros, tiene una elevada correlacion con enfermedad
respiratoria aguda.

Serologia viral

Los estudios serolégicos siguen vigentes en el diag-
nostico de las infecciones virales!32. El panel de virus
a estudiar en el sindrome respiratorio deberia incluir
Influenza, VSR, Parainfluenza y Adenovirus. En caso
de que la deteccion sea negativa o de que el significa-
do del aislamiento sea equivoco, estaria indicado rea-
lizar un estudio seroldgico paralelo de sueros de las
fases aguda y convaleciente.

La seroconversién o aumento de cuatro veces el
titulo de anticuerpos se considera significativa; sin
embargo, se debe considerar cada caso en particular y
tener en cuenta posibles reactivaciones de virus laten-
tes por otras causas, infecciosas o no.

Aunque conocidos por todos conviene recordar los
siguientes hechos: 1) se requieren de 3 a 4 semanas
para que se produzca la seroconversion; 2) la serocon-
version depende de la capacidad del paciente para
producir anticuerpos, asi en los pacientes inmunosu-
primidos este hecho no suele ocurrir, y 3) sélo se
encuentra lo que se busca.
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