
PROGRAMA DE CONTROL EXTERNO DE CALIDAD SEIMC, AÑO 2006

Diagnóstico de laboratorio de las micosis invasoras por
hongos filamentosos en pacientes inmunodeprimidos
María Carmen Rubioa, Antonio Rezustab, Joaquina Gila, Rafael Benitoa y María José Revillob

aServicio de Microbiología. Hospital Clínico Universitario Lozano Blesa. Zaragoza. España
bServicio de Microbiología. Hospital Universitario Miguel Servet. Zaragoza. España.

médicas: trasplantados de órgano sólido y de células proge-
nitoras, pacientes oncológicos o en tratamiento con inmu-
nosupresores, pacientes con sida, niños nacidos pretérmi-
no, pacientes de edad avanzada y los sometidos a
procedimientos de cirugía mayor. El diagnóstico de la in-
fección fúngica invasora (IFI) es complicado y, para su me-
jora, requiere de un elevado índice de sospecha clínica y
que se tengan en cuenta los factores de riesgo1. La confir-
mación microbiológica de la etiología fúngica en el labora-
torio es, por tanto, fundamental, para lo que hay que tener
en consideración los siguientes aspectos: a) detección de hi-
fas en la observación microscópica; b) aislamiento de varias
colonias del hongo o aislamiento del mismo hongo en todas
las placas sembradas; c) identificación del moho; d) confir-
mación del crecimiento a 37 ºC2; e) detección de antígenos;
f) detección de ácidos nucleicos, bien en la muestra directa
o para la identificación del hongo una vez aislado, y g) de-
tección de anticuerpos, aunque son poco útiles en el diag-
nóstico de IFI en los inmunodeprimidos.

Técnicas clásicas

Muestra para analizar
En el establecimiento del diagnóstico de IFI es funda-

mental la muestra. Son más adecuadas aquellas que se ob-
tienen de lugares estériles que las de áreas adyacentes a
zonas colonizadas. Hay una premisa fundamental: el diag-
nóstico es difícil, pues los hemocultivos, los líquidos orgá-
nicos y los esputos son muestras con poca sensibilidad y,
en algunos casos, la biopsia es el único método para reali-
zar el diagnóstico. Los resultados son peores cuando se
utiliza un hisopo para la recogida de la muestra. Para el
diagnóstico pueden ser necesarias varias muestras pro-
cedentes de distintos lugares, biopsia, aspirado transtra-
queal, esputo y puede ser útil la toma de uñas y lesiones
de la piel en las infecciones por Fusarium spp.2. La mues-
tra de senos paranasales más adecuada es la obtenida por
biopsia3. Se debe mencionar aquí que los medios de trans-
porte para bacterias pueden dificultar la observación
microscópica1.

Observación microscópica
Todas las muestras deben examinarse primero macros-

cópicamente, para seleccionar la parte más adecuada de
ésta. La detección del hongo en la observación microscópi-
ca de la muestra clínica ayuda a la interpretación del re-
sultado del cultivo, facilita la elección de los medios ade-
cuados para la siembra1 y puede ser fundamental en el
comienzo del tratamiento correcto, como en el caso de una
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Introducción

La micología médica moderna ha adquirido, en el mo-
mento actual, un aspecto nuevo debido a la gran cantidad
de especies oportunistas que pueden colonizar e infectar al
hospedador inmunodeprimido. Este hecho ha originado
una enorme complejidad, tanto por las variadas mani-
festaciones clínicas de los pacientes como por los hongos ta-
xonómicamente diversos que pueden colonizarlo1. Durante
los últimos 20 años, los pacientes de riesgo han aumentado
notablemente, e incluyen una amplia lista de condiciones
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cigomicosis rinosinusal, o bien pueden orientar sobre el
tiempo necesario de incubación, en el caso de Blastomyces
dermatitidis, Coccidioides immitis, Coccidioides posadasii
o Histoplasma capsulatum.

Los métodos microscópicos son menos sensibles que el
cultivo, por lo que un resultado negativo no excluye la in-
fección y, además, pueden producirse falsos positivos1. Sin
embargo, existen algunas características en la muestra
clínica que ayudan a predecir el género al que pertenecen:
por ejemplo, en Aspergillus, se observan hifas hialinas,
septadas, uniformes con una anchura de 3-6 µm y ramifi-
cadas dicotómicamente, incluso se pueden observar cabe-
zas conidiales en lesiones cavitarias. Estas hifas no son di-
ferenciables de las de otros hongos, como Fusarium o
Scedosporium, cuyo tratamiento antifúngico es diferente.
Sin embargo, Fusarium y Scedosporium son capaces de
producir conidiación en el tejido2,4,5. En cuanto a los cigo-
micetos, presentan hifas anchas entre 6-25 µm, con pare-
des no paralelas y escasas ramificaciones. También se ob-
servan con frecuencia células hinchadas de hasta 50 µm,
hifas distorsionadas y ramificadas en ángulo recto6. Los
hongos dematiáceos, con pigmento marrón o negro, pre-
sentan hifas de 2-6 µm, ramificadas o no, y con septos
constreñidos. La presencia de cristales de oxalato en
muestras respiratorias es una clave importante en el diag-
nóstico de sospecha de la infección por Aspergillus7.

Cultivo
El cultivo es imprescindible, ya que la observación mi-

croscópica microbiológica o el corte histológico no permiten
diferenciar especies de Aspergillus entre sí y de otros hifo-
micetos. Sin embargo, puede servir para orientar el cultivo.
Así, en determinadas circunstancias, deben añadirse me-
dios como agar glucosado de Sabouraud adicionado con an-
fotericina B, para favorecer el desarrollo de Scedosporium
prolificans. La utilización de un medio selectivo con fluco-
nazol favorece el aislamiento de Aspergillus fumigatus8.

Las especies de Aspergillus pueden aislarse a partir de
la mayoría de los medios microbiológicos (agar sangre,
agar chocolate, caldo infusión corazón cerebro), aunque el
medio específico más usado es el agar glucosado de Sa-
bouraud. La adición de antibióticos previene el crecimien-
to de bacterias en las muestras no estériles y la ciclohexi-
mida puede actuar como inhibidor de la mayoría de los
hongos productores de IFI9. Sin embargo, no hay estable-
cido un protocolo estándar óptimo para el procesamiento
de muestras respiratorias10. La temperatura de incuba-
ción más recomendada es 28-30 ºC, pero siempre debe con-
firmarse la capacidad de crecer a 37 ºC2. Hay que tener
en cuenta que la atmósfera microaerófila y la incubación a
35 ºC aumentan significativamente los aislamientos de As-
pergillus11.

Cuando el cultivo es positivo, no siempre representa en-
fermedad invasora, ya que puede tratarse de una coloni-
zación12 o de una contaminación en el laboratorio. La ob-
servación microscópica a partir de la muestra original es
de gran ayuda para el diagnóstico definitivo6.

Los hemocultivos son de poca utilidad en el diagnóstico
de la aspergilosis invasora (AI)10,13 e incluso los aislamien-
tos de Aspergillus en cultivo pueden no estar asociados a
una verdadera AI. Por el contrario, la fusariosis disemina-
da cursa con hemocultivo positivo en el 40-60% de los pa-
cientes14,15.

Las especies que producen formas unicelulares en los
tejidos, Acremonium falciforme, Acremonium kiliense,
Acremonium strictum, Fusarium moniliforme, Fusarium
oxysporum, Fusarium solani, Paecilomyces lilacinus, Sce-
dosporium apiospermum, S. prolificans, Penicillium mar-
neffei y los otros hongos dimórficos térmicos, tienen mayor
probabilidad de pasar a la sangre y originar hemoculti-
vos positivos que las cepas de Aspergillus, las cuales, al
crecer habitualmente como un ovillo sin fragmentarse,
tienen menos posibilidad de diseminarse por el torrente
sanguíneo.

Identificación
La identificación de género y especie del hongo produc-

tor de la IFI es crucial, ya que hay diferencias respecto a
la sensibilidad a los antifúngicos3, la respuesta al trata-
miento y el pronóstico de la infección. A modo de ejemplo,
actualmente se están describiendo especies que, habien-
do sido identificadas como A. fumigatus, tienen un com-
portamiento distinto frente a los antifúngicos, lo que pue-
de tener implicaciones terapéuticas y epidemiológicas16.
Entre las cepas identificadas como A. fumigatus se ha
descrito Aspergillus lentulus, con sensibilidad disminui-
da a la anfotericina B, voriconazol y caspofungina, y As-
pergillus udagawae, con sensibilidad disminuida para la
anfotericina B17. Esto hecho hace que la biología molecu-
lar sea cada vez más utilizada para la identificación de la
especie.

Otra característica a considerar para interpretar un ais-
lamiento en cultivo es la temperatura de crecimiento. Así,
la capacidad de crecer a 37 ºC permite distinguir a los ais-
lados de Aspergillus patógenos de los que no lo son (am-
bientales), criterio que podría extenderse a los demás
oportunistas2,3,9.

Entre los hongos productores de cigomicosis, el más fre-
cuente es Rhizopus y Rhizopus arrhizus (oryzae) es el
más prevalente de los agentes de mucormicosis; producen
el 60% del total y el 90% de las rinocerebrales18. Le si-
guen en frecuencia Rhizomucor spp. y Cunninghamella.
Esta distinción puede ser importante dado que, de nuevo,
podría condicionar la diferente actividad de los antifúngi-
cos y, en última instancia, el éxito de la terapia. Algo si-
milar ocurre con Pseudoallescheria boydii (anamorfo S.
apiospermum), que presenta una gran variedad genéti-
ca, como lo demuestra la descripción de nuevas especies
en este complejo. Así, se ha descrito que la especie de Sce-
dosporium aurantiacum es más resistente a los antifún-
gicos19.

Métodos no basados en el cultivo

Detección de galactomanano
El galactomanano (GM) es un heteropolisacárido termo-

estable presente en la pared de la mayoría de las especies
de Aspergillus y algunas especies de hialohifomicetos; es
liberado al exterior de la célula fúngica cuando se produce
el crecimiento de la hifa y la invasión del tejido. Actual-
mente, la técnica utilizada para su detección es el método
ELISA doble sándwich (Platelia® Aspergillus, Bio-Rad,
Francia), cuyo límite de detección es de 1 ng/ml. Esta
prueba se realiza, fundamentalmente, en muestra de sue-
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ro y de lavado broncoalveolar (LAB), y se ha incorporado
como criterio de AI en el consenso de 2002 del European
Organization for Research and Treatment of Cancer-My-
cosis Study Group (EORTC/MSG). El índice cutt-off de 0,5
es el aceptado normalmente20-24.

La detección de GM de Aspergillus es un procedimiento
útil en el diagnóstico de la AI en enfermos neutropénicos
con alto riesgo de padecer micosis invasora21. La prueba
parece ser de máximo valor en el seguimiento de pacientes
oncohematológicos con neutropenia y la estrategia más
apropiada es combinarlo con diagnóstico por imagen (to-
mografía computarizada [TC])24. La detección debe reali-
zarse durante todo el período que dura la neutropenia o el
uso de corticoides como inmunosupresores, con una perio-
dicidad de una o, mejor, 2 veces por semana, sin sustituir
a otras pruebas23-25. La detección de GM es útil para reali-
zar un diagnóstico temprano, iniciar el tratamiento ade-
lantado cuando la infección es subclínica, ayudar a valorar
la respuesta y orientar acerca de su duración21. Durante el
tratamiento, en los pacientes con AI es posible detectar un
aumento de las concentraciones de GM, sin que ello im-
plique fallo terapéutico. Debe interpretarse con cautela
en casos de pacientes dializados, ya que, al no pasar al dia-
lizado, se acumula, lo que no significa que la enfermedad
sea progresiva26.

La administración del antifúngico disminuye la sensibi-
lidad de la prueba si la muestra de sangre se toma en el
mismo día de la administración. Ésta es más alta y el pico
aparece antes en muestras obtenidas de pacientes que no
reciben tratamiento preventivo con antifúngicos, lo que
puede obligar a modificar los criterios diagnósticos en los
pacientes con tratamiento anticipado27.

La sensibilidad general de la prueba de detección de GM
en la AI varía del 29 al 100%, y la especificidad del 70 al
93%23, según el punto de corte utilizado, la población es-
tudiada, el tipo de diagnóstico de aspergilosis (probada,
probable o posible), la afección (traqueobronquitis, asper-
giloma)23, los tratamientos antifúngicos distintos del fluco-
nazol20 y el grado de inmunosupresión. La sensibilidad es
subóptima en los pacientes con secuestro del hongo en la
lesión, en los que muestran inmunidad normal, en presen-
cia de anticuerpos anti-GM, cuando se administra terapia
antibacteriana, en los niños, en los pacientes que reciben
profilaxis con antifúngicos, cuando presentan una enfer-
medad injerto contra huésped, y en los pacientes trasplan-
tados de órgano sólido. Todos los resultados positivos de-
ben comprobarse con una nueva muestra.

A pesar de la utilidad de la detección de GM, quedan va-
rias cuestiones por aclarar: el valor del seguimiento siste-
mático, la frecuencia de la realización de la prueba, el pa-
pel de los falsos positivos, la importancia del tratamiento
previo y, sobre todo, la correlación con el resultado clínico3.
La determinación de GM 2 veces por semana debería in-
cluirse en el seguimiento de los pacientes de alto riesgo, ya
que es un criterio mayor de consenso del EORTC. Debe
considerarse un resultado significativo cuando 2 muestras
consecutivas son positivas (índice ≥ 0,5), ya que hace muy
probable una AI28.

Respecto a la detección en otras muestras clínicas, 2 o
más determinaciones positivas consecutivas (o una a par-
tir del LAB) tienen el mismo valor que el aislamiento de
Aspergillus de muestras de tracto respiratorio bajo o la ob-
servación de hifas en el LAB23. La detección de GM en

LCR puede ser de utilidad en el diagnóstico de AI cerebral;
incluso se puede detectar 45 días antes que el cultivo; su
disminución se correlaciona con la utilización de anfoteri-
cina B intratecal y voriconazol29. La sensibilidad en la ori-
na de pacientes con AI probada es menor que en el suero.
Si bien estudios iniciales mostraban buenos resultados
con esta muestra, no se ha confirmado su superioridad
respecto al suero. Además, en orina concentrada, la detec-
ción de GM podría dar resultados positivos en pacientes
con concentración baja en sangre30.

El pulmón es la puerta de entrada en la mayoría de los
casos de AI y la liberación de GM se produce durante el
crecimiento de las hifas, por lo que parece razonable pen-
sar que debe detectarse en LAB. A diferencia del GM en
suero, en LAB no está clara su utilidad en el diagnóstico
de la AI. Sin embargo, hay datos a favor de su aplicación
clínica; hay autores31 que sugieren un punto de corte de
0,75 y así obtienen un 100% de sensibilidad y especificidad
en pacientes no tratados y controles. La sensibilidad dis-
minuye al 92% cuando reciben tratamiento antifúngico.
En todos los casos, los resultados son siempre superiores a
los del cultivo, cuya sensibilidad es del 46% que, además,
disminuye al 16% en los pacientes tratados. Estos autores
concluyen que la utilización de GM, reacción en cadena de
la polimerasa (PCR) y cultivo puede evitar procedimientos
invasivos31. La combinación del GM con la determinación
de (1-3)β-D-glucano (BG) aumenta la especificidad a un
100% y tiene un valor predictivo positivo del 100%32.

El mayor número de falsos positivos para la determi-
nación de GM ocurre en los niños. Hay que tener en cuen-
ta que se producen reacciones cruzadas con hongos mice-
liales, como Penicillium chrysogenum, Cladosporium
herbarum, Acremonium, Alternaria alternata, F. oxyspo-
rum, Wangiella dermatitidis y P. marneffei, y levaduras,
como Rhodotorula rubra o Cryptococcus neoformans21.
También pueden originarlas alimentos como las proteínas
de soja33 y la presencia en sangre de Staphylococcus spp.,
Enterococcus spp., Corynebacterium jeikeium, Pseudomo-
nas spp., Escherichia coli y Candida albicans, además de
Bifidobacterium (por contaminación ambiental o translo-
cación intestinal), cuyos ácidos lipoteicoicos presentan
reacción cruzada. También la administración de betalac-
támicos (amoxicilina, amoxicilina-ácido clavulánico, pi-
peracilina-tazobactam, penicilina, ampicilina y ampici-
lina-sulbactam) dan falsos positivos34-36. Otras causas
descritas como fuente de falsos positivos son la utilización
de ciclofosfamida en los trasplantados hepáticos con en-
fermedad autoinmunitaria de base, en pacientes dializa-
dos, y en los casos de colonización por Aspergillus; además
es posible la contaminación en el laboratorio, por lo que
deben adoptarse medidas durante la realización de la téc-
nica. Por el contrario, los factores más probables de fal-
sos negativos son la presencia de anticuerpos anti-Asper-
gillus y el tratamiento con antifúngicos activos frente a
hongos filamentosos21.

A modo de conclusión, en los pacientes con riesgo de as-
pergilosis: a) la detección de GM debería monitorizarse an-
tes de la administración de betalactámicos; b) cualquier
resultado positivo debería confirmarse bisemanalmente
durante al menos 5 días28, y c) a pesar de la discusión que
existe sobre la utilidad del GM, debemos tener en cuenta
que un incremento de 1,0 sobre el valor de base predice
un fallo terapéutico y justifica el cambio de tratamiento21.
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Detección de (1-3)β-D-glucano
El BG, sin capacidad inmunogénica, es un componente

polisacárido específico de la pared de los hongos, excepto
de los cigomicetos y, en menor medida, de los criptococos10.
Su presencia en la sangre y en los fluidos estériles es un
marcador de IFI, ya que se libera durante la infección,
pero no permite identificar la especie. La prueba está ba-
sada en la capacidad del BG de poner en marcha la vía G
de la cascada de la coagulación de los amebocitos del can-
grejo Limulus polyphemus y, mediante una reacción en la
que se utilizan reactivos diazo, se generan compuestos co-
loreados que pueden medirse por colorimetria. Es una téc-
nica muy sensible que permite la detección de 1 pg/ml37.

Se dispone de 2 pruebas comercializadas, Fungitec G® y
Fungitell=Glucatell®. La diferencia entre ambas radica
en la especie de cangrejo del cual proceden los amebocitos
que lo componen. Fungitec-G® utiliza amebocitos de
Tachypleus tridentatus y Glucatell®, L. polyphemus. Al-
gunos autores señalan que los amebocitos del equipo Fun-
gitec-G® son más reactivos que los que utiliza el equipo
Glucatell®37-39.

Dada la mayor experiencia en la utilización de este mar-
cador en Japón, el punto de corte para Fungitec G® se ha
establecido en ese país en 20 pg/ml40. Sin embargo, en Eu-
ropa, al haberse comercializado más recientemente, toda-
vía no se ha determinado este parámetro39.

Estos reactivos tienen buena sensibilidad y especifici-
dad para detectar la IFI, incluyendo patógenos como Can-
dida spp., Aspergillus spp., Fusarium spp., Saccharomyces
spp., Trichosporon spp. y Acremonium spp.40 en los pa-
cientes con síndrome mielodisplásico o con leucemia mie-
loide. La sensibilidad de esta prueba va del 55 al 100% y la
especificidad del 52 al 100%. Estas variaciones dependen
del reactivo utilizado, de la población de estudio y de los
puntos de corte establecidos32,37,39-43. Se ha descrito que Fu-
gitec G® presenta una sensibilidad del 90% y una especifi-
cidad del 100%, un valor predictivo positivo (VPP) del 59%
y valor predictivo negativo (VPN) del 97%, con una efica-
cia global del 85%37.

Utilizando Glucatell® con 120 pg/ml como punto de cor-
te, la sensibilidad es del 87,5%, la especificidad del 89,6%,
el VPP del 70% y el VPN del 96,3%. Se ha observado que
los resultados positivos de esta prueba pueden preceder a
la aparición de fiebre, a los signos clínicos y a las anorma-
lidades en la tomografía de alta resolución entre 1 y 21
días32. En pacientes con leucemia mieloide aguda o síndro-
me mielodisplásico que presentan IFI probada o probable
(punto de corte de 60 pg/ml) y a los que se les está admi-
nistrando profilaxis antifúngica, Glucatell® presenta una
sensibilidad entre el 60-100% y una especificidad del 90-
96%, con un VPP del 43-57% y un VPN del 97 al 100%, se-
gún se exija 1 o 2 determinaciones positivas seriadas para
considerarlo verdadero positivo. La realización de 2 deter-
minaciones semanales, en vez de una, mejora la sensibili-
dad diagnóstica39.

Ambas pruebas comerciales de BG pueden presentar
falsos positivos en pacientes con infecciones bacterianas
concomitantes (bacteriemia por E. coli), con cirrosis, en
pacientes hemodializados con filtros de membranas de
acetato de celulosa, cuando se utilizan determinadas ga-
sas de algodón o esponjas en cirugía y en el tratamiento
con albúmina, inmunoglobulinas, algunos anticancerosos
y antibióticos como las sulfamidas10,32.

Un hecho interesante en la cinética del BG, en el caso de
falsos positivos, es que sus valores en sangre se elevan y
caen rápidamente en ausencia de tratamiento antifúngico.
Es muy útil para la monitorización del tratamiento, ya
que las concentraciones descienden cuando hay una buena
respuesta al tratamiento.

Ostrosky-Zeichner et al42, en un estudio multicéntrico
realizado en 2002, establecen que el punto de corte idóneo
puede oscilar entre 60 y 80 pg/ml, y que los resultados son
óptimos cuando se estudian 2 muestras por semana. Se-
gún Kawazu et al43, el BG es menos sensible, posee peor
reproducibilidad y se positiviza más tarde que la prueba
GM43 en la AI. Sin embargo, otros autores32 comentan que
el BG se positiviza antes que el antígeno GM. La combi-
nación de GM y BG mejora la sensibilidad y especificidad
de ambas pruebas por separado y pueden considerarse
muy útiles como estrategia preventiva en los pacientes
neutropénicos hematológicos con alto riesgo de presentar
una IFI. Debido a que en los pacientes inmunocomprome-
tidos las infecciones mixtas están aumentando en frecuen-
cia (cigomicetos y Aspergillus, Fusarium y Aspergillus,
Candida y Aspergillus), la estrategia de basar el diagnós-
tico en una sola prueba, como la detección de GM, puede
conllevar a un tratamiento inadecuado.

Podemos concluir que la detección de BG y GM son
pruebas útiles para el diagnóstico de AI en pacientes he-
matológicos de alto riesgo. Los resultados positivos de BG
deben confirmarse mediante la detección de GM y, cuan-
do sea posible, por PCR, para identificar el tipo de IFI y así
minimizar la posibilidad de falsos positivos.

Detección de ADN fúngico
Desde principios de los años noventa, se han desarrolla-

do diferentes métodos para la detección de ADN fúngico
mediante hibridación y amplificación de ácidos nucleicos.
La primera permite un diagnóstico muy específico, pero
relativamente poco sensible en comparación con otras téc-
nicas de biología molecular, especialmente la amplifica-
ción de ácidos nucleicos. En la actualidad, disponemos de
bastantes publicaciones sobre el valor de la PCR para el
diagnóstico de las micosis sistémicas. Los genes diana uti-
lizados son variados, si bien el más usado es la subunidad
ribosomal 18S, lo que permite la detección de un amplio
rango de hongos con un alto grado de sensibilidad, en tor-
no a 1-10 fg/ml41.

Se pueden detectar secuencias de ADN específicas de
género, e incluso de especie, o bien comunes a todos los
hongos. La técnica más prometedora es la que utiliza son-
das específicas marcadas con sustancias fluorescentes y
PCR en tiempo real (PCR-TR), ya que disminuye la mani-
pulación, la contaminación, el tiempo de realización y per-
mite la cuantificación e identificación del género y la es-
pecie, según la sonda utilizada 44-47. Así, un método
adecuado para la detección de ADN de Aspergillus es el
publicado por Kami et al48, que utilizan unos iniciadores
panfúngicos y una sonda específica de Aspergillus diseña-
da para utilizar mediante PCR-TR (Taqman) y que detec-
ta entre 10 y 20 conidias. Otro método también útil utili-
za iniciadores y sondas específicos de Aspergillus spp., con
un límite de detección de 10 conidias/ml, mediante una
plataforma PCR-TR (Taqman). Las técnicas PCR-TR tam-
bién poseen una gran sensibilidad y permiten detectar
cantidades mínimas de ADN fúngico, del orden de 1-10 fg,
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equivalente a 1-5 UFC/ml de sangre, lo que hace que sea
unas 20 veces más sensible que el cultivo22.

Dependiendo de los genes diana utilizados, la especifici-
dad varía del 85 al 100%, a pesar de una falta de acuerdo
en determinar el punto de corte de positividad. La sensibi-
lidad del ensayo (29-100%) puede afectarse por varios fac-
tores, entre los que destacan la calidad de los iniciadores,
la eficacia de la extracción, el tipo de PCR utilizada (PCR
clásica, anidada o a tiempo real), el tamaño de la población
estudiada, el tipo de infección (probada, probable, posible),
el paciente de alto riesgo y la muestra utilizada (plasma,
sangre, suero, LBA)43,48,49.

Aunque se puede detectar ADN fúngico en todas las
muestras clínicas, la muestra más adecuada para reali-
zar el ensayo está todavía por determinar. Algunos auto-
res prefieren sangre y otros, plasma o suero, e incluso
LBA. Buchheidt et al50 ponen de manifiesto que el LBA po-
see mayor sensibilidad y especificidad que la sangre. Sin
embargo, para otros autores, aunque el uso del LBA mejo-
ra la sensibilidad de la PCR, la especificidad disminuye,
ya que en un 25% de los LBA de personas sanas se obtie-
nen PCR positivas como consecuencia de la inhalación de
esporas de Aspergillus spp. presentes en el aire. La cuan-
tificación de la PCR-TR puede ayudar a diferenciar estas
situaciones47. En muestras de sangre este hecho es menos
frecuente, aunque hay autores que han puesto de mani-
fiesto que algunos tubos tipo vacutainer con citrato y
EDTA estaban contaminados con Aspergillus47,49.

La dificultad en la obtención del LBA en determinados
pacientes hace que la muestra idónea sea la sangre. El
suero o el plasma son muestras apropiadas, pero debe-
mos saber que en ellas solamente se detecta el ADN li-
bre, ya que las hifas o fragmentos fúngicos intracelulares
o rodeados de plaquetas se eliminan con la formación del
coágulo o con la centrifugación. White y Barnes49 re-
comiendan la utilización de sangre con EDTA, ya que al
detectar ADN libre circulante y fragmentos fúngicos in-
tracelulares minimiza las posibles variaciones. Por el
contrario, otros autores recomiendan suero en vez de
sangre, o plasma para evitar cualquier efecto inhibidor
por parte de los anticoagulantes. Sin embargo, White y
Barnes49 han demostrado que la inhibición de la PCR se
limitaría a los pacientes que reciben heparina como con-
secuencia de una cirugía cardíaca.

La PCR en sangre parece ser lo bastante sensible para
la detección temprana de la AI, así como para el segui-
miento de la respuesta al tratamiento. La PCR a partir del
LAB es menos eficaz en el diagnóstico rápido de la AI, en
comparación con la PCR realizada usando plasma o sue-
ro, debido al mayor número de falsos positivos y a que la
del LAB se realiza en estados avanzados de la enferme-
dad. El uso de procedimientos automatizados disminuye el
trabajo, el riesgo de contaminación y la pérdida de ADN,
y mejora la comparación interlaboratorios.

Actualmente, se conoce poco sobre el origen y la cinéti-
ca del paso del ADN fúngico a la sangre. Se ha sugerido
que la respuesta del hospedador impediría la liberación
del ADN desde el lugar anatómico donde asienta la infec-
ción al torrente circulatorio, cuando el grado de angioin-
vasión es bajo. Tampoco conocemos cómo circula por la
sangre y cómo se metaboliza o cómo desaparece de ella,
hechos esenciales para el esquema temporal de la obten-
ción adecuada de las muestras.

Uno de los mayores retos es la interpretación de los re-
sultados en el contexto clínico. La bibliografía científica,
en general, hace referencia a una buena sensibilidad, su-
perior al 92%, y a un VPN mayor del 90%. La mayoría de
los ensayos muestra una buena especificidad, pero el VPP
estaría afectado por el escaso número de casos de AI pro-
bada o probable incluidos y, en esta situación, un solo re-
sultado falso positivo ejercería un gran impacto en el valor
predictivo positivo. Para la interpretación de los resulta-
dos de la PCR, es necesario disponer de toda la informa-
ción clínica posible, ya que variables como el tratamiento
antifúngico pueden disminuir la carga fúngica por debajo
del umbral de detección de la PCR lo que, combinado con
la pérdida aceptada de ADN en el paso de extracción, pue-
de conllevar un resultado falsamente negativo. La utili-
zación de métodos de extracción más eficaces puede mini-
mizar este efecto. Otra posibilidad sería utilizar más
volumen de muestra, teniendo siempre presente la posible
introducción de más inhibidores.

También la naturaleza de la infección puede influir en
los resultados. Según el tipo y estado de la enfermedad, la
carga fúngica puede ser baja y dar lugar a resultados ne-
gativos. El grado de invasión tisular es importante y las si-
tuaciones menos invasoras, como el aspergiloma, dan re-
sultados positivos con menos frecuencia que los casos de
AI pulmonar. En la actualidad, se requieren 2 muestras
positivas para eliminar los falsos positivos por contami-
nación, pero hay una gran variedad de otros factores que
afectan a los resultados. Por ello, Halliday et al44 han pro-
puesto para los pacientes oncohematológicos, con el fin de
reducir el coste de la terapia empírica, que los resultados
positivos obtenidos mediante PCR de forma intermitente,
durante 2 semanas, se consideren significativos.

Otra situación complicada de interpretar es cuando un
replicado es positivo y el otro negativo. Generalmente, el
resultado positivo se considera contaminación y el resulta-
do dado es como PCR negativa. Sin embargo, Millon et al46

han puesto de manifiesto que la cantidad de ADN de As-
pergillus detectado en las muestras positivas puede ser
muy baja, por lo que la reproducibilidad de la PCR sería
subóptima. También es posible que los pacientes con PCR
positivas de forma intermitente, o con resultados no re-
producibles, se encuentren en los estados iniciales de la
enfermedad o con una carga fúngica baja debida al trata-
miento o al tipo de enfermedad, aunque la contaminación
y la colonización también pueden ser las causantes de esta
variabilidad. Sea como fuere, no debemos olvidar que un
resultado de PCR positivo puede representar el estado ini-
cial de la enfermedad no detectado por otras técnicas. La
cuestión clave que se plantea es la siguiente: los falsos po-
sitivos, ¿son realmente falsos positivos? Una respuesta
adecuada es que pueden ser formas subclínicas abortadas
por el tratamiento o por la recuperación de la neutropenia,
o incluso que es ADN fúngico liberado a partir de los ma-
crófagos51.

Es difícil diferenciar un falso positivo de un verdadero
positivo temprano dado que la PCR es un método muy
sensible. Además, no hay criterios diagnósticos consen-
suados, o no son adecuados, ya que no parece correcto usar
métodos utilizados raramente ante mortem, como es la his-
topatología, o técnicas con resultados transitorios, como
la TC, o menos sensibles, como el hemocultivo para hacer
comparaciones con la PCR. Sin embargo, la PCR es útil
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en la exclusión de AI y de otras IFI en pacientes grave-
mente inmunocomprometidos; los métodos basados en la
detección de ADN pueden utilizarse en el diagnóstico de la
AI y, aunque su valor diagnóstico está todavía por deter-
minar, puede ser una alternativa en el futuro próximo,
tanto para el diagnóstico como para monitorización del
tratamiento.

Todos estos factores hacen que, en la actualidad, los re-
sultados de la PCR no se incluyan como criterio de IFI en
las pautas establecidas por la EORTC-MSG49. Tampoco
está claro si la detección de ADN es más sensible que la
de GM en el diagnóstico de la AI, ya que hay publicados re-
sultados contradictorios. En estudios en humanos hay con-
troversia sobre la superioridad de la PCR respecto al GM.
Algunos consideran el GM más sensible que la PCR y
otros que esta última es superior. Algo sí parece claro, y es
la superioridad de la PCR en presencia de un tratamiento
antifúngico52. Todo ello depende del punto de corte elegido
para el GM, el tipo de PCR utilizado y la muestra e, inclu-
so, la cantidad de muestra analizada.

Alternativas de diagnóstico en el futuro

Detección de metabolitos
Aspergillus produce una serie de enzimas y metaboli-

tos secundarios en el crecimiento de las hifas que pue-
den usarse como marcadores de diagnóstico. Entre ellos,
figura la detección de gliotoxina, metabolito con propie-
dades inmunomoduladoras que se puede detectar en sue-
ro. Se ha descrito que Aspergillus flavus y Aspergillus te-
rreus producen menos glucotoxina que A. fumigatus. Por
el momento, es necesario conocer mejor la cinética y el
papel patógeno antes de utilizar esta prueba como mar-
cador en el diagnóstico temprano de la AI53. Otro com-
puesto cuya detección se está investigando es el pentil-
furano, como es el caso de pacientes con fibrosis quística
y aislamiento de A. fumigatus de muestras respiratorias,
en los que se ha detectado este compuesto orgánico volá-
til específico10.

Detección de anticuerpos
La experiencia en este campo también es muy limitada.

En pacientes gravemente inmunodeprimidos, mediante
la utilización de antígenos recombinantes de Aspergillus,
Sarfati et al54 han detectado anticuerpos en el 50% de los
pacientes con AI, incluso en pacientes con neutropenia
grave.

Biochips

Una de estas estrategias, que ya se está utilizando en
campos diferentes de la medicina, es la aplicación de bio-
chips. Éstos se basan en la hibridación de fragmentos de
ácidos nucleicos, presentes en la muestra clínica, con oli-
gonucleótidos fijados en un soporte de vidrio. Entre los
oligonucleótidos pueden encontrarse secuencias específi-
cas para la identificación de hongos patógenos, para la
detección de mutaciones que confieran resistencia o de
factores de virulencia55. Por el momento, se trata de téc-
nicas de investigación pero, dada su gran versatilidad,
podrían constituir una valiosa herramienta diagnóstica
futura.

Otras técnicas genómicas
La aplicación de las técnicas genómicas representa uno

de los avances más excitantes en el campo de la micología
en los últimos años. La secuenciación de diversos genomas
fúngicos y la utilización de técnicas posgenómicas prome-
ten revolucionar los estudios de patogenia en las infeccio-
nes fúngicas y desarrollar técnicas diagnósticas56.
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