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R E S UMEN

Las infecciones respiratorias bajas siguen siendo una de las causas más frecuentes de mortalidad en todo el 
mundo, de ahí que el diagnóstico precoz sea fundamental. Tradicionalmente, el diagnóstico microbiológico 
de este tipo de infecciones se ha basado en métodos convencionales que incluyen cultivos en medios artifi-
ciales para aislamiento de bacterias y hongos y cultivos celulares para virus, así como en la detección anti-
génica o de anticuerpos mediante reacciones antígeno-anticuerpo. 

El principal inconveniente de las metodologías anteriormente citadas es el tiempo necesario para obte-
ner un diagnóstico etiológico de la infección. Las técnicas basadas en la biología molecular han irrumpido 
con fuerza en las últimas décadas como herramientas de diagnóstico rápido de las infecciones. Algunas de 
estas técnicas —sobre todo aquellas que pueden detectar diversos microorganismos en la misma reacción— 
acostumbran a ser caras, por lo que la cuestión que se plantea es si el gasto de tales ensayos se ve justifica-
do por la información obtenida y por el impacto clínico que su implementación determina.

En este artículo se pretende hacer una revisión de las diversas técnicas de biología molecular aplicadas 
al diagnóstico de las infecciones respiratorias, centrándose fundamentalmente en la neumonía, y analizar 
el impacto que pueden tener en el manejo del paciente con infección respiratoria aguda.

© 2016 Elsevier España, S.L.U. Todos los derechos reservados.

Molecular diagnostic methods of respiratory infections. 
Has the scheme diagnosis changed?

A B S T R AC T

Lower respiratory tract infections remain one of the most common causes of mortality worldwide, which is 
why early diagnosis is crucial. Traditionally the microbiological diagnosis of these infections has been 
based on conventional methods including culture on artificial media for isolation of bacteria and fungi and 
cell cultures for virus and antibody or antigen detection using antigen-antibody reactions.

The main drawback of the above mentioned methods is the time needed for an etiological diagnosis of 
the infection. The techniques based on molecular biology have drawn much attention in recent decades as 
tools for rapid diagnosis of infections. Some techniques are very expensive, especially those that can detect 
various microorganisms in the same reaction, therefore the question that arises is whether the cost of such 
testing is justified by the information obtained and by the clinical impact that its implementation will 
determine.

In this article we make a review of the various techniques of molecular biology applied to the diagnosis 
of pneumonia and focus primarily on analysing the impact they may have on the management of patients 
with acute respiratory tract infections.

© 2016 Elsevier España, S.L.U. All rights reserved.
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Introducción

Las infecciones respiratorias se pueden clasificar en 2 grupos: las 
de vías respiratorias altas y las de vías respiratorias bajas. Entre las 
primeras se incluyen rinitis, faringitis, amigdalitis, faringoamigdali-
tis, otitis media, sinusitis, laringitis y epiglotitis, estas 2 últimas con-
sideradas por algunos autores como infecciones de vías respiratorias 
intermedias. La mayoría de las infecciones de vías respiratorias altas 
presentan un curso benigno y autolimitado y están causadas por vi-
rus. Entre las infecciones de vías respiratorias bajas se incluyen bron-
quitis, bronquiolitis y neumonías. Esta última infección es sin duda 
alguna la más importante de todas ellas. Las neumonías pueden es-
tratificarse en neumonía adquirida en la comunidad, neumonías in-
trahospitalarias y, dentro de estas, en neumonía asociada a ventila-
ción mecánica. Según el tipo de neumonía, la etiología es distinta 
(tabla 1). 

Según la Organización Mundial de la Salud1, las infecciones respi-
ratorias bajas siguen siendo una de las causas más frecuentes de 
mortalidad en todo el mundo, de ahí que el diagnóstico precoz sea 
fundamental. Tradicionalmente, el diagnóstico microbiológico de 
este tipo de infecciones se ha basado en lo siguiente: el aislamiento 
de bacterias, levaduras y hongos filamentosos mediante diversos 
medios de cultivo; el aislamiento de virus mediante cultivo celular, y 
la detección antigénica o de anticuerpos (pruebas serológicas) me-
diante inmunofluorescencia directa o enzimoinmunoensayo. 

El principal inconveniente de las metodologías anteriormente 
citadas es el tiempo necesario para obtener un diagnóstico etiológi-
co de la infección, que puede oscilar entre 24-72 h (en el caso de 
patógenos bacterianos) y hasta varias semanas (en el caso de cultivo 
de virus y hongos). Las técnicas basadas en la biología molecular han 
irrumpido con fuerza en las últimas décadas como herramientas de 
diagnóstico rápido de las infecciones. En este artículo se pretende 
hacer una revisión de las diversas técnicas de biología molecular 
aplicadas al diagnóstico de las infecciones respiratorias, centrándo-
se fundamentalmente en la neumonía, y analizar el impacto que 
pueden tener en el manejo del paciente con infección respiratoria 
aguda.

Detección de bacterias

En el caso de la neumonía adquirida en la comunidad destacan las 
infecciones por Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, 

Staphylococcus aureus, Moraxella catarrhalis y los microorganismos 
causantes de neumonía atípica como Legionella spp., Mycoplasma 

pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae y Coxiella burnetii2. En el 
caso de la neumonía nosocomial prevalecen más las infecciones por 
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, S. aureus y diver-
sas enterobacterias3 que con frecuencia presentan una mayor tasa de 
resistencias a los antimicrobianos4. 

El esquema diagnóstico de referencia utilizado para identificar 
bacterias causantes de infecciones respiratorias sigue siendo el culti-
vo convencional semicuantitativo previa tinción de Gram a partir de 
la muestra directa, seguido de identificación y realización de antibio-
grama de los microorganismos patógenos5. Este proceso presenta 
una baja sensibilidad (especialmente si la muestra se ha tomado des-
pués de iniciar un tratamiento antibiótico), además de dificultad 
para diferenciar entre colonización e infección. Otro inconveniente 
es que el proceso requiere un tiempo mínimo de 2 días. En este pe-
ríodo, muchos pacientes se tratan de forma empírica con antibióticos 
de amplio espectro. El tratamiento empírico puede ser inadecuado y 
aumentar la morbimortalidad de los pacientes. Por lo tanto, con el fin 
de disminuir el tiempo de identificación y orientar al clínico hacia un 
tratamiento adecuado lo antes posible, son necesarios métodos de 
diagnóstico rápido. 

Los métodos moleculares como la reacción en cadena de la poli-
merasa (PCR) se utilizan de forma rutinaria en algunos laboratorios 
de microbiología, principalmente para la identificación de microor-
ganismos difíciles de cultivar o de lento crecimiento, como son los 
microorganismos causantes de neumonía atípica6. Una novedad en el 
diagnóstico molecular de infecciones respiratorias es el uso del siste-
ma automatizado basado en la PCR a tiempo real, GeneXpert, a partir 
de secreciones del tracto respiratorio inferior para identificar S. au-

reus y su perfil de resistencia a meticilina en un período de 1 h. En un 
estudio reciente7 se examinaron 135 aspirados traqueales de pacien-
tes con sospecha de neumonía asociada a ventilación mecánica en 
los que se observaron estafilococos en racimo en la tinción de Gram. 

Tabla 1

Principales microorganismos causantes de neumonía

Neumonía adquirida en la comunidad38,44-46

(NAC)
Neumonía intrahospitalaria, incluida neumonía 
asociada a la ventilación mecánica47-50

Neumonía en el paciente inmunodeprimido51-54

Bacterias Bacterias grampositivas: Bacterias grampositivas: Bacterias grampositivas:

Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus S. aureus, S. pneumoniae S. aureus, S. pneumoniae, Nocardia spp., 
Rhodococcus equi

Bacterias gramnegativas: Bacterias gramnegativas: Bacterias gramnegativas:

Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, 

Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae  
y otras enterobacterias

P. aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia, 

Acinetobacter baumannii, Escherichia coli, 

Enterobacter spp., K. pneumoniae y otras 
enterobacterias, H. influenzae

P. aeruginosa, S. maltophilia, A. baumannii, E. coli, 

Enterobacter spp., K. pneumoniae y otras 
enterobacterias, Legionella spp., H. influenzae 

Bacterias atípicas: Anaerobios Mycobacterium spp.

Mycoplasma pneumoniae, Legionella 

pneumophila, Chlamydophila pneumoniae, 

Coxiella burnetii

Mycobacterium tuberculosis complex

Virus Virus de la gripe, VRS, adenovirus, rinovirus, 
metapneumovirus, virus parainfluenza, 
coronavirus

VRS, virus parainfluenza, rinovirus, virus de la 
gripe, CMV, VHS, coronavirus, rinovirus, 
metapneumovirus

NAC + CMV, VHS

Hongos Aspergillus spp., Candida spp., Pneumocystis 

jirovecii

P. jirovecii, Aspergillus spp., Candida spp., 
Cryptococcus neoformans, Fusarium,  
hongos endémicos

CMV: citomegalovirus; VHS: virus del herpes simple; VRS: virus respiratorio sincitial.
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Se compararon los resultados obtenidos mediante cultivo cuantitati-
vo y GeneXpert. Este último mostró una sensibilidad del 99% y una 
especificidad del 72,2%. 

En los últimos años se han desarrollado técnicas moleculares ba-
sadas en la PCR múltiple que permiten identificar y cuantificar si-
multáneamente múltiples patógenos respiratorios a partir de dife-
rentes tipos de muestras en un solo proceso. Diversas casas 
comerciales han desarrollado ensayos que permiten identificar vi-
rus y bacterias responsables de infecciones respiratorias en un pe-
ríodo < 8 h. En la tabla 2 se resumen las características de algunos 
de ellos. 

Recientemente ha emergido un nuevo grupo de técnicas molecu-
lares basadas en la amplificación isotérmica de ácidos nucleicos8. A 
diferencia de las PCR convencionales, en las que son necesarios una 
serie de ciclos de cambios de temperatura para que se produzca la 
amplificación de los ácidos nucleicos, estas técnicas permiten la am-
plificación a una temperatura constante. Las técnicas de amplifica-
ción isotérmica presentan sensibilidades y especificidades similares 
a las de la PCR, con la ventaja de requerir una instrumentación más 
sencilla y barata, por lo que podrían utilizarse en países de baja ren-
ta. Se han realizado numerosos ensayos que demuestran que estas 
técnicas son válidas para la identificación de los principales patóge-
nos respiratorios9,10. En un estudio reciente, Zhang et al11 aplicaron la 

técnica de amplificación isotérmica mediada por bucle (LAMP) para 
diagnóstico rápido de las principales bacterias patógenas (S. pneumo-

niae, S. aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, P. aeruginosa, A. 

baumannii, Stenotrophomonas maltophilia y H. influenzae) a partir de 
muestras de esputo. Analizaron 120 muestras de esputo de sospe-
chas de exacerbaciones de enfermedad pulmonar obstructiva cróni-
ca (EPOC) y se compararon los resultados obtenidos mediante LAMP 
y cultivo convencional; obtuvieron un mayor número de resultados 
positivos mediante el método LAMP y una mayor correlación entre 
los resultados de LAMP y los síntomas clínicos en comparación con 
los resultados del cultivo convencional. 

Otro reto para el diagnóstico rápido de las infecciones respirato-
rias es la detección precoz del perfil de resistencias a antibióticos de 
las diversas bacterias12. El mayor obstáculo del uso de técnicas mole-
culares en la detección de resistencias es la discrepancia entre feno-
tipo y genotipo. Continuamente se descubren nuevos mecanismos de 
resistencia, con lo que la posible presencia de mecanismos descono-
cidos puede dar lugar a resultados falsos negativos mediante técni-
cas moleculares. Un problema adicional es la detección de marcado-
res genotípicos que fenotípicamente no comportan una resistencia 
clínicamente significativa. Esta complejidad es mucho mayor en bac-
terias gramnegativas que en grampositivas, ya que presentan más 
variedad de genes implicados en estos mecanismos. A pesar de los 

Tabla 2

Comparación de métodos moleculares comerciales para el diagnóstico de infecciones respiratorias

Técnica Método Diana Tiempo de respuesta  
aproximado (horas)

eSensor Respiratory Virus Panel30 Microarray fase sólida/detección electroquímica Inf (A, H1, H3, H1 2009, B), VRS (A, B), AdV (B/E, C), 
CoV (229E, OC43, NL63, HKU1), MpV, PiV (1, 2, 3), 
RnV

6

Verigen RV55 Multiplex RT-PCR/microarray fase sólida  
con nanopartículas de oro

Inf (A, H1, H3, H1 2009, B), VRS (A, B) 2

xTAG Respiratory Viral Panel55,56 Multiplex RT-PCR/microarray en suspensión/
detección por citometría de flujo

Inf (A, H1, H3, H5, B), VRS (A, B), AdV, CoV (229E, 
OC43, NL63, HKU1), MpV, PiV (1, 2, 3, 4), RnV/EV, 
BoV

6,5-8

Multicode PLx RVP System57 Multiplex RT-PCR/microarray en suspensión/
detección por código de barras

Inf (A, B), VRS (A, B), AdV (B, C, E), CoV (229E, OC43, 
NL63), MpV, PiV (1, 2, 3, 4a, 4b), RnV

4-4,5

ResPlex II Panel57 Multiplex RT-PCR/microarray en suspensión/
detección con cámara LED

Inf (A, B), VRS (A, B), AdV (B, E), CoV (229E, OC43, 
NL63, HKU1), MpV, PiV (1, 2, 3), RnV, CxV/EcV, BoV.

5,5

CLART PneumoVir56,58 Multiplex RT-PCR/microarray de baja densidad/
detección CAR®

Inf (A, H1, H3, H1 2009, B, C), VRS (A, B), AdV, CoV 
229E, MpV (A, B), PiV (1, 2, 3, 4a, 4b), RnV, BoV, EV

9

Anyplex II RV1659 Multiplex PCR tiempo real/TOCE/CMTA Inf (A, H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H9, H10, H11, B), 
VRS (A, B), AdV (A-F), CoV (229E, OC43/ HKU1, NL63), 
MpV, PiV (1, 2, 3, 4), RnV (A-C), EV, BoV (1-4)

6-7

FilmArray Respiratory Panel30 Nested multiplex RT-PCR/análisis melting Inf (A, H1, H3, H1 2009, B), VRS, AdV, CoV (229E, 
OC43, NL63, HKU1), MpV, PiV (1, 2, 3, 4), RnV/EV, 
BPer, MPne, CPne

1

Xpert® Flu/RSV XC; Xpert® Flu31 RT-PCR tiempo real/sondas fluorescentes Inf (A, B), VRS; Inf (A, B, H1N1 2009) 1

FAST Track Diagnostic RP3356 RT-PCR tiempo real/sondas marcadas Inf (A, B, C), VRS, AdV, CoV (229E, OC43, NL63, 
HKU1), MpV, PiV (1, 2, 3, 4), RnV, EV, EcV, BoV; PcV, 
CMV, BPer, MPne, CPne, Leg, PJir, SPne, HInf, HInf B, 
SAur, MCat, KPneu, Sal

3

Unyvero Pneumonia Application (UPA) 
(Curetis AG)13

Multiplex RT-PCR/Amplicon Detection  
by Array Hybridization

18 bacterias y P. jirovecii junto con 22 marcadores  
de resistencia

4

RespiFinder SMART 2256 MLPA/electroforesis microcapilar Inf (A, H1 2009, B), VRS (A, B), AdV, CoV (229E, OC43, 
NL63, HKU1), MpV, PiV (1, 2, 3, 4), RnV/EV, EcV, BoV; 
BPer, MPne, CPne, Leg

4

Seeplex RV1558 DPO/electroforesis microcapilar Inf (A, B), VRS (A, B), AdV, CoV (229E, OC43, NL63), 
MpV, PiV (1, 2, 3), RnV (A, B)

6-7

AdV: adenovirus; BoV: bocavirus; BPer: Bordetella pertussis; CAR®: clinical array reader; CMTA: catcher melting-temperature analysis; CMV: citomegalovirus; CoV: coronavirus; CPne: 
Chlamydophila pneumoniae; CxV: coxsackievirus; DPO: dual priming oligonucleotide; EcV: echovirus; EV: Enterovirus; H1 2009: influenza A H1N1 pandémico; H1: influenza A 
H1N1 epidémico; HInf: Haemophilus influenzae; Inf: influenza; KPneu, Klebsiella pneumoniae; Leg: Legionella spp.; MCat: Moraxella catharralis; MLPA: multiplex ligation-dependent 

probe amplification; MPne: Mycoplasma pneumoniae; MpV: metapneumovirus; PcV: parechovirus; PiV: parainfluenzavirus; PJir: Pneumocystis jirovecii; RnV: rinovirus; RT-PCR: 
reverse transcription polymerase chain reaction; Sal: Salmonella spp.; SAur: Staphylococcus aureus; SPne: Streptococcus pneumoniae; TOCE: tagging oligonucleotide cleavage extensión; 
VRS: virus respiratorio sincitial. 
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inconvenientes que presentan las técnicas moleculares, una informa-
ción precoz sobre el perfil de resistencias podría orientar hacia un 
mejor tratamiento empírico que la ausencia de información. 

Actualmente hay un ensayo denominado “Curetis Unyvero P50 
Pneumonia” basado en PCR múltiple capaz de detectar algunos mar-
cadores de resistencia de bacterias responsables de infecciones res-
piratorias, incluyendo genes relacionados con la resistencia a beta-
lactámicos (mecA, blaCTX-M, blaDHA, blaEBC, blaOXA-51 y blaKPC), a macrólidos 
(ermB y mefA) y a fluoroquinolonas (gyrA83, gyrA87 y parC), y marca-
dores de integrones de clase 1 (int1 y sul1)13. 

Detección de hongos

Las infecciones respiratorias causadas por hongos están aumen-
tando debido, principalmente, a un incremento en la prevalencia de 
pacientes con riesgo de presentarlas (inmunodeprimidos, trasplanta-
dos, pacientes con EPOC, etc.)14. Además, la aparición de métodos 
diagnósticos más sensibles (como las técnicas moleculares) también 
contribuye a un aumento del número de casos diagnosticados.

El diagnóstico clásico de las infecciones fúngicas se basa en el cul-
tivo y en la histología, técnicas que en ocasiones son lentas y menos 
sensibles de lo deseable debido a la propia naturaleza de los agentes 
implicados. Por otra parte, la identificación del hongo aislado puede 
ser complicada y requiere personal formado, ya que se basa princi-
palmente en sus características fenotípicas, que en ocasiones no pue-
den identificar con exactitud la especie, algo imprescindible actual-
mente debido al gran número de especies nuevas de reciente 
descripción, muchas de ellas morfológicamente idénticas a otras ya 
conocidas. 

En consecuencia, las técnicas de diagnóstico molecular para la de-
tección de hongos se emplean cada vez más y su desarrollo está en 
pleno auge. Estas técnicas posibilitan un diagnóstico rápido y certe-
ro, que repercute de forma directa en la instauración de un correcto 
tratamiento para los pacientes. Son técnicas que pueden aplicarse 
directamente a la muestra clínica o a la colonia obtenida del cultivo. 
Numerosos artículos han revisado la situación actual de estas nuevas 
técnicas de diagnóstico molecular frente a otras técnicas de diagnós-
tico clásico15-17.

El empleo de técnicas moleculares sobre cepas obtenidas de un 
cultivo permite adelantar el diagnóstico de especie en algunos casos. 
Si bien las características morfológicas (micro y macroscópicas) per-
miten hacer una identificación preliminar del organismo causante, 
en muchas ocasiones la identificación de la especie definitiva requie-
re técnicas de PCR y secuenciación, ya que las características fenotí-
picas no siempre son suficientes para distinguir entre las diferentes 
especies18. Es importante realizar una correcta identificación de la 
especie, ya que se ha observado la existencia de especies crípticas de 
interés patológico que se aíslan cada vez con más frecuencia y cuya 
sensibilidad a los antifúngicos es, en algunos casos, diferente a la de 
otras especies morfológicamente idénticas o muy parecidas.

La realización de técnicas moleculares directamente sobre la 
muestra clínica puede permitir la obtención de un diagnóstico en 
cuestión de horas, frente a los días o semanas que se demora por los 
métodos convencionales (en caso de que se aísle la cepa) o que sea el 
único método (en el caso de hongos no viables). Sin embargo, a pesar 
de la gran expansión de estas técnicas, no se encuentran dentro de 
los criterios de diagnóstico de las enfermedades fúngicas definidos 
por la European Organization for Research and Treatment of Cancer/
Mycoses Study Group (EORTC/MSG), debido principalmente a su fal-
ta de estandarización19. 

La comparación entre estudios es complicada, ya que las técnicas 
de extracción, regiones amplificadas, métodos de detección de la am-
plificación e incluso las muestras empleadas son diferentes. Sin em-
bargo, la EAPCRI (European Aspergillus PCR Initiative) demostró que 
el factor que más afectaba a los resultados discordantes entre labora-
torios era la extracción de ADN. Por ello, se han propuesto unos mé-

todos de extracción de ADN para sangre completa y suero que han 
permitido la obtención de resultados similares en diferentes labora-
torios. Esto puede permitir que las técnicas moleculares se incluyan 
como criterio diagnóstico en las próximas guías de la EORTC/MSG. 
Sin embargo, aún no hay criterios estandarizados similares para el 
procesamiento de muestras respiratorias20. 

En general, las técnicas de diagnóstico molecular de patología 
fúngica pueden seguir 2 abordajes diferentes. Los abordajes panfún-
gicos consisten en la amplificación y posterior secuenciación de re-
giones comunes a todos los hongos. La otra posibilidad se basa en la 
amplificación de regiones específicas del género o la especie que se 
busca.

La principal ventaja de los abordajes panfúngicos es su capacidad 
de detectar cualquier patógeno sin necesidad de tener una sospecha 
previa de cuál es el causante del cuadro. Las técnicas panfúngicas 
más empleadas consisten en la amplificación de regiones comunes a 
todos los hongos, seguida de la secuenciación que permite identificar 
el hongo causante. Estas técnicas son caseras, excepto una comercial 
llamada MycoReal Fungi (Ingenetix GMBH, Viena) de la que por el 
momento no hay estudios publicados. La principal desventaja es que 
la aplicación de estas técnicas en muestras respiratorias podría gene-
rar amplificación de especies de Candida que se encuentran en el 
tracto respiratorio sin causar patología. Además, en el caso de algu-
nos géneros como Aspergillus, en ocasiones el poder de discriminar 
entre especies de estas técnicas no es suficiente y hay que recurrir a 
la amplificación de otras regiones que permiten una mejor diferen-
ciación de especie. 

En el caso de las técnicas que amplifican regiones específicas de 
algún género o especie en concreto, existen en el mercado algunas 
comerciales que —mediante técnicas de PCR a tiempo real— permi-
ten identificar rápidamente el género causante del cuadro. La limita-
ción de estas es que, pese a adelantar considerablemente el diagnós-
tico, la mayoría no proporciona una correcta identificación de 
especie, lo cual puede requerir la realización de otras técnicas. Ade-
más, en este caso los criterios para definir como positiva una PCR 
deben estar muy bien definidos, ya que la amplificación de algunos 
hongos que a menudo son colonizadores del tracto respiratorio no 
permite afirmar que se trate de una infección fúngica invasiva. 

Estas técnicas comerciales se centran principalmente en la detec-
ción de especies de Aspergillus. Entre las que están validadas para su 
uso en muestras respiratorias cabe destacar: MycAssay Aspergillus 
(Microgen Bioproducts Ltd.) y Aspergillus spp. Q-PCR Alert (Nano-
gen), que dan una identificación a nivel de género; MycoReal Asper-

gillus, que permite la diferenciación de 5 especies de Aspergillus (si 
bien es posible que las especies crípticas sean identificadas incorrec-
tamente), y AsperGenius (PathoNostics) y MycoGENIE A. fumigatus 

qPCR (Ademtech), que además de la detección de Aspergillus también 
son capaces de identificar algunas de las mutaciones de resistencia a 
triazoles más frecuentes. Todavía no hay estudios suficientes que 
permitan saber su verdadera utilidad.

Sin embargo, no hay que olvidar que otros hongos pueden ser 
causantes de patología respiratoria, por lo que, si hay sospecha de 
Pneumocystis jirovecii, Histoplasma spp., etc. habría que realizar PCR 
específicas para estos patógenos.

Detección de virus

Los virus respiratorios son la causa más frecuente de infección del 
tracto respiratorio superior, pero también están implicados en cua-
dros más graves como bronquiolitis y neumonía21. Se han descrito 
más de 200 virus capaces de producir infección respiratoria. Los más 
frecuentes son: virus de la gripe A, virus de la gripe B, virus parain-
fluenza 1-4, virus respiratorio sincitial, metapneumovirus humano, 
enterovirus, rinovirus, coronavirus, poliomavirus WU y KI, bocavirus 
humano y adenovirus (tabla 1). Sin embargo, en determinados pa-
cientes (fundamentalmente inmunodeprimidos) no hay que olvidar 
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otros virus asociados a infección respiratoria, como el virus de la va-
ricela zóster, citomegalovirus, virus herpes simple, virus herpes 6 y 7, 
hantavirus, mimivirus y virus del sarampión22. Generalmente, un 
mismo cuadro respiratorio puede ser causado por virus diferentes, 
por lo que el diagnóstico etiológico definitivo deberá confirmarse 
mediante técnicas microbiológicas.

En comparación con las técnicas de diagnóstico clásicas, como el 
cultivo celular o la detección de antígeno, los métodos moleculares 
en sus múltiples variantes presentan mayor sensibilidad y especifici-
dad, mayor rapidez en general, así como posibilidad de detectar va-
rios virus simultáneamente, identificar nuevos virus y automatizar la 
técnica. La identificación rápida del virus causante de la infección 
permite instaurar un tratamiento adecuado y precoz, así como pre-
venir la transmisión y mejorar el control de brotes. Sin embargo, las 
técnicas moleculares también presentan una serie de inconvenien-
tes: posibles inhibiciones; variabilidad de los virus que obliga a revi-
sar periódicamente las dianas de cebadores y sondas; falsos positivos 
por la detección de virus que colonizan la mucosa respiratoria en 
personas asintomáticas, o virus no viables excretados de forma pro-
longada después de la resolución de la infección23,24. 

La PCR es la técnica más empleada, tanto a tiempo final como a 
tiempo real25,26. La PCR a tiempo real presenta una mayor sensibilidad; 
hace posible la amplificación y detección simultánea del producto de 
PCR y permite la cuantificación del material genético en la muestra. 
Aunque por ahora la información acerca del significado de la carga 
viral es limitada, se ha visto que puede estar relacionada con la grave-
dad del paciente27, su evolución y respuesta al tratamiento28, y que 
incluso podría permitir diferenciar entre colonización e infección29.

Debido a la gran cantidad de virus diferentes que pueden estar 
involucrados en las infecciones respiratorias y la existencia de coin-
fecciones, es de gran importancia la utilización de técnicas que posi-
biliten la detección múltiple de un número considerable de virus en 
una única alícuota de muestra. Los métodos de PCR múltiple consti-
tuyen una herramienta muy útil con independencia del sistema em-
pleado para detectar los productos de amplificación, ya sea mediante 
electroforesis en gel de agarosa, detección a tiempo real, espectro-
metría de masas o arrays de ADN. 

En los últimos años, han surgido numerosas técnicas comerciales 
para la detección simultánea de múltiples virus respiratorios (tabla 
2) que presentan la ventaja de ser muy rápidas (permitiendo obtener 
resultados incluso en menos de 1 h) y algunas totalmente automati-
zadas, en las que la extracción, la amplificación y la detección tienen 
lugar dentro del mismo equipo30,31. Además, algunas técnicas permi-
ten la detección tanto de virus como de bacterias, algo fundamental 
en el caso del diagnóstico de la neumonía. Sin embargo, el inconve-
niente de estas nuevas técnicas es su elevado coste.

Los métodos moleculares permiten ir más allá de la identificación 
del virus responsable del cuadro, ya que la secuenciación del mismo 
ayuda a llevar a cabo su caracterización y genotipado, a realizar estu-
dios de epidemiología molecular y a identificar resistencias a deter-
minados antivirales32.

Impacto de las técnicas moleculares en el diagnóstico  
de las infecciones respiratorias

En los últimos años se han realizado estudios sobre el impacto de 
las técnicas moleculares en el manejo y pronóstico de pacientes con 
infecciones respiratorias, así como de coste-efectividad de su implan-
tación en los laboratorios de microbiología clínica. Rogers et al33 pu-
blicaron un estudio evaluando el impacto de la incorporación de Fil-
mArray Rapid Respiratory Panel (BioFire Diagnostics; Salt Lake City, 
Utah, Estados Unidos) en el pronóstico de niños ingresados por una 
infección respiratoria aguda. En el estudio se demostró que la imple-
mentación de esta técnica reducía de manera significativa la duración 
de la estancia hospitalaria, así como el tiempo del aislamiento y la 
duración del tratamiento antibiótico, siempre y cuando los resultados 

estuviesen disponibles en las primeras 4 h. Hay que destacar que solo 
se tomaron en cuenta los resultados de la detección de virus respira-
torios, ya que la detección de los 3 patógenos bacterianos incluidos en 
el panel (M. pneumoniae, B. pertussis y C. pneumoniae) no se había 
validado en el momento del estudio. En otro estudio publicado, los 
autores evaluaron el impacto de una técnica molecular, PCR-based 
Unyvero Pneumonia (Curetis AG, Holzgerlingen, Germany), en el ma-
nejo de los pacientes con neumonía nosocomial grave13. Esta técnica 
permite la identificación de 18 patógenos bacterianos y de P. jirovecii, 
junto con 22 marcadores de resistencia. El ensayo Unyvero Pneumo-
nia no solo redujo el tiempo hasta la obtención del resultado en com-
paración con el cultivo convencional (4 frente a 48-96 h), sino que 
también detectó un número importante de infecciones múltiples 
(55,1 frente a 8,2%). En cuanto al impacto sobre el manejo de pacien-
tes, el tratamiento empírico inicial fue cambiado en el 67,3% de los 
casos basándose en los resultados del ensayo, incluida la detección de 
los genes de resistencia. 

El incremento de la resistencia bacteriana a los antibióticos au-
menta la probabilidad de que los tratamientos empíricos habituales 
sean inefectivos, lo que produce un retraso en el inicio de un trata-
miento antibiótico apropiado34. En los últimos años se han publicado 
numerosos estudios que demuestran que el retraso en establecer un 
tratamiento antibiótico apropiado aumenta la morbimortalidad de 
los pacientes con neumonía35,36, aunque, indirectamente, estos estu-
dios confirman la importancia del diagnóstico microbiológico rápido 
que se puede proporcionar mediante técnicas moleculares y el im-
pacto que dichas técnicas puede tener para el manejo adecuado de 
los pacientes, especialmente en la neumonía intrahospitalaria grave.

Otro aspecto que hay que tener en cuenta es la detección de múl-
tiples patógenos. La frecuencia de infecciones mixtas detectadas ha 
crecido de manera notable con la implementación de las técnicas 
moleculares. Aunque se ha demostrado el impacto de la coinfección 
del virus de la gripe A (H1N1) y patógenos bacterianos (p. ej., S. au-

reus y S. pneumoniae) en la mortalidad37, el papel de las infecciones 
mixtas con otros virus respiratorios no está tan claro. En cuanto a la 
neumonía con más de un patógeno bacteriano detectado, se ha de-
mostrado que la infección polimicrobiana es un factor de riesgo para 
el tratamiento empírico inapropiado, cuyas consecuencias ya se han 
discutido previamente38. 

Aparte de las técnicas moleculares que permiten la detección cua-
litativa de los patógenos respiratorios, recientemente se han publica-
do estudios que resaltan la importancia de la cuantificación de ARN/
ADN detectado, que permitiría la discriminación entre colonización 
frente a infección39 o contaminación con flora del tracto respiratorio 
superior40. 

Respecto a los estudios de coste-efectividad de las pruebas mole-
culares, Leone et al41 evaluaron el impacto económico del uso de Ce-
pheid Xpert real-time PCR (Cepheid; Sunnyvale, California, Estados 
Unidos) para el diagnóstico rápido de S. aureus resistente a la metici-
lina (SARM) en las muestras respiratorias (lavado broncoalveolar 
[BAL] y mini-BAL) de los pacientes con sospecha de neumonía aso-
ciada a ventilación mecánica. Para ello, se consideraron 2 posibilida-
des de tratamiento antibiótico empírico: uno más caro (150 euros/
día en pacientes con fallo renal) y otros más económicos (50 euros/
día). El coste del test fue de 45 euros. Los autores demostraron que, 
en el caso del tratamiento empírico de 150 euros/día, la prueba era 
coste-efectiva independientemente de la prevalencia de SARM y que, 
en el caso del tratamiento de 50 euros/día, el test era coste-efectivo 
si la prevalencia era > 25%. En 2011, Harris et al42 publicaron un estu-
dio de coste-efectividad en el que compararon 33 diferentes estrate-
gias para diagnosticar la neumonía por P. jirovecii en los pacientes 
positivos para el VIH en Sudáfrica. En este estudio se demostró que 
cualquiera de las técnicas moleculares evaluadas (PCR a tiempo final, 
PCR anidada, PCR a tiempo real) para la detección de P. jirovecii en 
una muestra respiratoria menos invasiva (esputo) representa una op-
ción más coste-efectiva (26-51 dólares por año de vida ganado y con 
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una tasa de pacientes tratados con éxito de 77-90%) en comparación 
con otras estrategias diagnósticas evaluadas. Recientemente, Dugas 
et al43 han publicado un análisis de coste-efectividad en el que se 
evalúan diferentes estrategias del manejo de los pacientes atendidos 
en el departamento de urgencias con una infección respiratoria agu-
da durante la temporada de gripe según su prevalencia. Durante las 
prevalencias más bajas de gripe (3-7%), la opción más coste-efectiva 
fue tratar a los pacientes según el resultado de una técnica rápida de 
PCR. Sin embargo, en prevalencias más altas (> 7%), la mejor estrate-
gia era tratar a todos los pacientes. No obstante, esta última opción 
puede representar un factor de riesgo para el desarrollo de resisten-
cias a los antivirales que debe evaluarse.

Futuro de las técnicas moleculares en el laboratorio  

de microbiología clínica

Hoy en día ninguna técnica microbiológica está exenta de limita-
ciones, incluidos los métodos moleculares. Entre ellas hay que desta-
car una sensibilidad y una especificidad muy variables dependiendo 
de la técnica y el tipo de estudio, falta de estandarización, detección 
de microorganismos no viables o de ácidos nucleicos extracelulares, 
y escasos ensayos clínicos que demuestren su impacto sobre el pro-
nóstico de pacientes con infecciones respiratorias. Por otra parte, 
muchas de las técnicas comerciales presentan unas ventajas impor-
tantes, en comparación sobre todo con el cultivo convencional: capa-
cidad de detectar simultáneamente múltiples microorganismos y 
factores de resistencia, tiempos de respuesta de unas pocas horas, 
sistemas integrados que permiten la extracción y detección en la 
misma plataforma. 

Actualmente, el principal obstáculo para la incorporación de la 
mayoría de estas técnicas a la rutina del laboratorio de microbiología 
clínica es el elevado coste y la necesidad de un equipamiento sofisti-
cado. Debido a esto, en muchas ocasiones la aplicación de las técni-
cas moleculares, y sobre todo de los sistemas comerciales integrados, 
queda restringida a unos grupos concretos de pacientes (p. ej., enfer-
mos críticos o inmunodeprimidos). En estos casos, las técnicas rápi-
das ofrecen un claro beneficio en cuanto al pronóstico de los pacien-
tes y además suelen ser coste-efectivas. En cuanto a otros grupos de 
pacientes (neumonía comunitaria, infección respiratoria de vías al-
tas, etc.), es necesario realizar más estudios para demostrar las ven-
tajas de su implementación en el proceso diagnóstico.
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