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r e s u m e n

Durante los últimos años se ha producido un incremento constante de las infecciones fúngicas, especial-
mente en pacientes inmunocomprometidos y sometidos a terapias invasivas, en los que un diagnóstico 
precoz es importante para su tratamiento y evolución debido a la alta mortalidad ocasionada por estas in-
fecciones. Dadas las limitaciones del diagnóstico clásico, basado en la recuperación, cultivo y estudio de las 
características macroscópicas y microscópicas del hongo, se están desarrollando y aplicando nuevas técni-
cas basadas en la detección de diferentes metabolitos, antígenos y ácidos nucleicos fúngicos, así como anti-
cuerpos producidos en respuesta a la infección, que facilitan el diagnóstico rápido de estas infecciones, en 
especial cuando varias de estas técnicas se utilizan combinadas. Algunos de estos nuevos métodos, en ge-
neral dotados de buena sensibilidad y fiabilidad, requieren metodologías complejas, personal experimenta-
do y están disponibles en muy pocos laboratorios. El presente trabajo muestra una revisión de las técnicas 
disponibles y otras en desarrollo para el diagnóstico de las infecciones fúngicas, su utilidad clínica y su po-
sibilidad de utilización de forma rutinaria por los laboratorios clínicos y/o la necesidad de contar con labo-
ratorios de referencia.
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Microbiological diagnosis of fungal infections: an update

a b s t r a c t

Recent years have seen an increase in fungal infections, especially in immunocompromised patients under-
going invasive therapy. Conventional diagnosis methods based on culture are labour-intensive, time-con-
suming, have variable sensitivity, and in some cases are infeasible due to clinical factors. New assays such 
as detection of different metabolites, antigens, fungal nucleic acids and antibodies play an important role in 
the diagnosis and monitoring of response to therapy, especially when several of these techniques are used 
in combination. 

Some of these new methods with good sensitivity and reliability require complex methodologies, expe-
rienced personnel and are available in very few clinical laboratories. We present a review of the available 
techniques and other investigational platforms that have recently emerged as promising tools for the diag-
nosis of fungal infections, their clinical utility and their potential routine use in clinical laboratories and/or 
the need to rely on reference laboratories. 
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Introducción

Durante las últimas décadas, las infecciones fúngicas representan 
un papel cada vez más importante en la clínica, con un aumento 
constante en su prevalencia. 

Todos los especialistas coinciden en señalar que el mayor número 
de pacientes inmunodeprimidos y la generalización de prácticas 
diagnósticas y terapéuticas agresivas son las principales causas del 
incremento de las micosis. A esto debemos añadir que algunas espe-
cies presentan una elevada tasa de resistencia a los antifúngicos, con 
lo que estas infecciones son cada vez más graves.

Estudios realizados en Estados Unnidos y Europa indican que Can-
dida spp. se encuentra entre los microorganismos aislados más fre-
cuentemente en hemocultivos; representa un 5-10% de las sepsis 
nosocomiales y cada vez es más frecuente el aislamiento de especies 
distintas de Candida albicans. 

Los hongos miceliales que con más frecuencia causan infecciones 
pertenecen al género Aspergillus, aunque en los últimos años también 
se está detectando un notable aumento en la incidencia de infecciones 
por otros géneros como Scedosporium, Fusarium, mucorales, etc. La 
mortalidad asociada a estas infecciones es muy elevada y, aunque está 
condicionada por el tipo de la enfermedad del huésped, se asume que 
para candidemia oscila entre el 25-45%, para aspergilosis invasiva (AI), 
entre el 30-90% y para otras especies, entre el 80-90%. 

Con respecto a las infecciones fúngicas superficiales causadas fun-
damentalmente por dermatofitos, a pesar de su gran prevalencia, ge-
neran menos interés, quizá porque su diagnóstico y tratamiento no 
son muy complejos y, sobre todo, por su escasa capacidad para produ-
cir infecciones invasivas que pongan en peligro la vida del paciente. 

También es importante reseñar que cada año se describen nuevas 
especies de hongos capaces de causar infecciones en humanos, prin-
cipalmente en enfermos inmunodeprimidos. 

Por otro lado, la aparición de nuevos compuestos y el desarrollo 
de pruebas estandarizadas para la detección de su actividad antifún-
gica conllevan la posibilidad de que los pacientes puedan ser trata-
dos con varias alternativas, además de poder realizar cambios tera-
péuticos considerando la especie infectante y su sensibilidad. Otro 
punto a tener en cuenta es la identificación más precisa de las espe-
cies fúngicas debido al desarrollo y disponibilidad de técnicas mole-
culares, que han condicionado cambios taxonómicos importantes en 
los últimos años. Es el caso de algunas especies indistinguibles me-
diante métodos clásicos pero que presentan diferentes patrones de 
sensibilidad a los antifúngicos, lo que pone de manifiesto la impor-
tancia de una correcta identificación. 

Como conclusión de todo lo anterior queda demostrada la impor-
tancia y necesidad de la identificación específica de los hongos, tanto 
levaduriformes como filamentosos.

Diagnóstico de micosis en el laboratorio

El diagnóstico correcto de las infecciones fúngicas debe basarse 
en una estrecha relación del clínico con el laboratorio, ya que una 
muestra mal recogida, transportada y/o procesada da lugar a errores 
en el diagnóstico y retrasos en un tratamiento que puede ser esencial 
para la vida del paciente, sobre todo en infecciones profundas en en-
fermos inmunocomprometidos causadas por hongos oportunistas.

En las infecciones superficiales pueden observarse lesiones más o 
menos típicas de un determinado agente etiológico, aunque estas le-
siones también pueden indicar otra patología dermatológica y estar 
alteradas por tratamientos previos, sobre todo por corticoides.

Las micosis profundas presentan pocos signos o síntomas especí-
ficos y, a menudo, se requieren técnicas especiales, generalmente 
invasivas, para obtener muestras adecuadas, como humor vítreo en 
endoftalmitis, lavado broncoalveolar (LBA) y/o punción transtraqueal 
en infecciones pulmonares, líquido cefalorraquídeo (LCR), etc., para 
poder realizar el diagnóstico lo más rápido posible.

La función del laboratorio de micología en el diagnóstico de las in-
fecciones fúngicas consiste en detectar, recuperar e identificar co-
rrectamente el hongo, de forma que se pueda aplicar el tratamiento 
adecuado lo más rápidamente posible, ya que cuanto antes se inicie 
el tratamiento específico más favorable será el resultado. En los últi-
mos años se ha avanzado en el desarrollo de métodos rápidos y muy 
fiables que han contribuido a mejorar el manejo de la infección fún-
gica de gravedad. Los métodos clásicos de diagnóstico basados en el 
cultivo y en la observación directa del hongo en la muestra clínica, 
aunque siguen considerándose de referencia o gold standad, requie-
ren de gran experiencia, índice de sospecha y, en general, adolecen 
de baja sensibilidad y especificidad1,2, pero siguen siendo necesarios 
y de utilidad en la mayoría de los laboratorios asistenciales. 

Los nuevos métodos no basados en el cultivo, en general dotados de 
buena sensibilidad y fiabilidad, requieren metodologías complejas, per-
sonal experimentado y están disponibles en muy pocos laboratorios.

A continuación se hace una breve descripción de los métodos más 
usados para el diagnóstico micológico.

Identificación clásica o convencional

La identificación clásica persigue la detección y el reconocimiento 
de estructuras específicas del hongo directamente en la muestra clí-
nica y ahorran días o semanas en la recuperación e identificación de 
un hongo3. Los métodos utilizados para la recuperación e identifica-
ción del hongo causante de la infección se sustentan en:

•	 Recogida, transporte y almacenamiento correcto de la muestra. La 
cual siempre debería ir acompañada de la historia clínica del 
paciente (síntomas actuales, localización de la lesión, enferme-
dad de base, tratamientos con antimicrobianos, corticoides e 
inmunosupresores), incluyendo información sobre edad, sexo, 
profesión, nacionalidad, viajes y/o estancias en determinados 
países, contacto con animales, etc., ya que estos datos pueden 
sugerir la infección por determinados hongos, lo que permite 
dirigir el cultivo y las diferentes técnicas disponibles hacia ese 
grupo de hongos, facilitando su recuperación e identificación. 

Algunas muestras deben tratarse como prioritarias dada su 
importancia. Son las denominadas “muestras nobles”, como 
hemocultivos, biopsias, LBA, líquidos provenientes de broncos-
copias, punción transtraqueal, LCR, etc.

•	 Examen directo de la muestra. Realizado por personal experimen-
tado proporciona información importante para el diagnóstico y 
para sospechar si se trata de un hongo contaminante o del agen-
te etiológico. Pueden reconocerse estructuras más o menos espe-
cíficas de un hongo o grupo de hongos (formas levaduriformes 
de Histoplasma o Sporothrix en sangre y/o médula ósea, quistes 
de Pneumocistis, hifas anchas y no septadas de mucorales, hifas 
septadas y cabezas de Aspergillus). Esto permite adelantar un tra-
tamiento empírico en espera del cultivo positivo.

Además sugieren al laboratorio la utilización de medios es-
peciales para favorecer la recuperación del hongo.

•	 Cultivo e identificación del hongo aislado. Permiten aislar el hon-
go para su posterior identificación y estudio de sensibilidad a 
antifúngicos. En general se usan medios básicos con y sin anti-
bacterianos y varios especiales elegidos según el origen de la 
muestra y/o la sospecha clínica, con algunas diferencias según 
se sospeche levadura o filamentoso.

Para los hongos levaduriformes es útil emplear un medio cro-
mogénico que colorea las colonias y sugiere algunas especies, lo 
que permite sobre todo detectar cultivos mixtos (representan 
un 30%) y ofrece además una identificación presuntiva rápida. 
Por ejemplo, en Chrom-agar®, C. albicans presenta colonias ver-
des y Candida tropicalis, colonias azules4. 

Su identificación clásica/convencional se basa en evaluar la 
capacidad del hongo para asimilar y transformar diferentes 
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sustratos como hidratos de carbono, fermentación de azúcares, 
etc. Estas pruebas bioquímicas están al alcance de casi todos los 
laboratorios asistenciales, ya que existen métodos comerciales, 
como ID 32C y API 20C AUX (BioMerieux), Auxacolor (BioRad), 
Fungicrom, etc. La mayoría de ellos están disponibles en forma-
tos automatizados (VITEK2 de BioMérieux, Rapid Yeast Identi-
fication Panel MicroScan de Beckman-Coulter, etc.) y son fia-
bles y bastante rápidos.

Siempre deben complementarse con un agar que permita el 
estudio morfológico (agar harina de maíz o agar arroz) median-
te la visualización de las estructuras características, forma y 
tamaño de las blastoconidias, hifas, seudohifas, clamidosporas, 
artroconidias, ascosporas, etc.

Ante la sospecha de Cryptococcus se utiliza la tinción con tin-
ta china, que permite visualizar la cápsula (detecta la presencia 
del polisacárido capsular) y es particularmente útil en el diag-
nóstico de Cryptococcus neoformans en LCR. La presencia de le-
vaduras encapsuladas es indicador de meningitis criptocócica. 

Para el cultivo de hongos filamentosos se suele utilizar tam-
bién agar extracto de malta (MEA), que favorece la esporulación, 
y agar Czapek Dox (CZP), específico para crecimiento y descrip-
ción de Aspergillus spp.

Dado que la identificación se realiza sobre la base de la forma 
y tipo de esporulación, se utilizan medios que la favorecen como 
agar patata dextrosa (APD), agar agua (AA), agar oat meal (OMA), 
etc. También es útil el microcultivo, que mejora la visualización 
de las estructuras características del hongo y su forma de espo-
rulación (hifas, fialides, esporas). Se incuban a 28-30 °C durante 
un mínimo de 3 semanas, a diferencia de las levaduras, que cre-
cen en 2 o 3 días, incluso para algunos como Histoplama, Tricho-
phyton tonsurans, Exophiala o Alternaria pueden ser necesarias 
hasta 6 semanas. Una vez obtenido un crecimiento adecuado de 
las colonias se realiza el examen microscópico, con el fin de ob-
servar estructuras características del hongo.

Su identificación clásica/convencional descansa en la observa-
ción de las características macroscópicas de la colonia y de las 
características microscópicas, es decir, la visualización de las 
estructuras características de reproducción sexual, asexual y 
morfología especial de las hifas, descritas en múltiples atlas mi-
cológicos5. Por tanto, la experiencia y formación del observador 
es fundamental e imprescindible.

Las preparaciones se realizan con lactofucsina, azul de lacto-
fenol o agua destilada estéril. Existen 2 métodos que pueden 
usarse indistintamente, la toma con aguja de inoculación (para 
muestras cultivadas en tubos) es rápida y sencilla, pero deterio-
ra las estructuras del hongo y puede dificultar la identificación, 
o la técnica de papel celofán (método Pelikan Roll Fix o su mo-
dificación utilizando Print Roller-adhesivo transparente)6.

Se puede asociar una serie de pruebas complementarias, 
con utilidad no claramente definida, que, basándose en la utili-
zación de diversos compuestos, agar para dermatofitos (DTM), 
perforación de pelo, desdoblamiento de urea, utilización de 
agares trichophyton, crecimiento en medio de arroz, etc., ayu-
dan a la identificación, fundamentalmente de los dermatofitos. 
Todas estas pruebas requieren lecturas entre 5 días y 2 sema-
nas, lo que dificulta la identificación rápida del hongo.

Identificación molecular de la cepa aislada

La identificación clásica o convencional de levaduras y hongos fi-
lamentosos no permite una identificación precisa ni con la suficiente 
rapidez para el tratamiento adecuado en algunas especies (diferente 
sensibilidad a los antifúngicos de las distintas especies dentro de un 
mismo género). El importante avance que han experimentado las 
técnicas de biología molecular en los últimos años ha condicionado 
el desarrollo de nuevas técnicas con sensibilidad y especificidad ele-

vadas, que permiten una identificación más precisa de los hongos 
patógenos. Además, basándose en estas técnicas moleculares se han 
realizado estudios taxonómicos que han ocasionado cambios en 
la clasificación de los hongos patógenos humanos con una continua 
reclasificación de especies, algunas de las cuales son indistinguibles 
por métodos clásicos, pero presentan diferentes patrones de sensibi-
lidad a los antifúngicos.

Estas técnicas se basan en la amplificación (mediante la técnica 
de la reacción en cadena de la polimerasa o PCR) y secuenciación de 
diversos fragmentos de ADN, que corresponden a genes adecuados 
para la identificación de género y especie de los hongos. Preferente-
mente se amplifican fragmentos localizados en la región del ADN 
ribosomal (genes 5.8S, 18S y 28S). Estas secuencias tienen la particu-
laridad de encontrarse repetidas n veces en el genoma fúngico (ge-
nes multicopia), lo que permite obtener buenos niveles de sensibili-
dad, así como mostrar gran variabilidad intraespecie, lo que favorece 
su especificidad. 

Los métodos moleculares son de aplicación universal y contribuyen 
a la caracterización de especies fúngicas de forma exacta y rápida.

La técnica admite la posibilidad de realizar una reacción de PCR 
directa a partir de una colonia de la levadura problema aislada en 
medio de cultivo apropiado (habitualmente Sabouraud) y preparan-
do una suspensión densa en agua estéril, de la que se añade la canti-
dad adecuada en el tubo de PCR. El mismo protocolo de PCR, con una 
fase inicial de desnaturalización a elevada temperatura, es suficiente 
para la ruptura de la pared de la célula levaduriforme y la liberación 
del material genético para su posterior amplificación de forma casi 
inmediata. Este “método directo” de amplificación de ADN no es, sin 
embargo, un método universal, y existen algunas especies de levadu-
ras que requieren métodos alternativos con procesos de extracción 
de ADN más laboriosos, que necesitan varios pasos sucesivos para 
favorecer la ruptura de la pared y optimizar la recuperación del ma-
terial genético de forma específica7.

Para las levaduras se amplifica la región del ADNr con la combina-
ción de iniciadores ITS-1 + ITS-4, y si no hay amplificación se procede 
a la amplificación con las combinaciones: ITS-1 + ITS-2, ITS-3 + ITS-4, 
ITS-5 + ITS-4 y/o D1/D2. 

En algunos casos particulares es muy útil amplificar además el 
fragmento IGS1, que proporciona información adicional sobre los ge-
notipos circulantes y permite clasificar mejor algunas especies como 
Trichosporon y Cryptococcus8. 

Para los hongos filamentosos, aunque se puede emplear este méto-
do rápido de extracción de ADN, habitualmente se utiliza el método 
clásico, en el que, a partir de una siembra de esporas en un medio 
apropiado, se incuba hasta que el micelio se desarrolle y forme un 
césped, al que se somete a un proceso de ruptura mecánica de la 
pared celular para la liberación del material genético y amplificación 
mediante PCR.

Además de la diana general, ITS, se utilizan otras dianas específi-
cas de género:

•	 b-tubulina para Aspergillus y Neosartoria.
•	 Tubulina para Scedosporium spp.
•	 Factor de elongación EF1a para Fusarium .
•	 Microsatélites para Trichophyton y Microsporum.
•	 D1-D2, citocromo B, etc.

Tras la amplificación, se purifica el producto de PCR, se secuencia 
y se analiza la secuencia comparándola con bases de datos de refe-
rencia (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

Identificación mediante espectrometría de masas 

Se trata de una técnica rápida y fiable para la identificación de 
microorganismos, basada en el perfil de proteínas (específico de cada 
especie) o en el análisis de ácidos nucleicos. 
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Es una técnica de ionización suave de la muestra, MALDI (matrix-
assisted laser desorption/ionization; desorción/ionización por láser 
asistida por matriz) que permite el análisis de proteínas mediante un 
sistema TOF (time of flight; tiempo de vuelo). Los iones generados se 
separan en función de su relación masa/carga, y según esto se genera 
un espectro. Este espectro es específico de especie, por lo que cada 
microorganismo presenta siempre un espectro característico. Los es-
pectros se incluyen en una base de datos, con la que se compara el 
espectro obtenido para identificar el microorganismo con un rango 
de concordancia9.

Se utilizan fundamentalmente 2 sistemas disponibles comercial-
mente, MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Alemania) y Axima® MAL-
DI-TOF/MS, actualmente VITEK-MS (Shimadzu-Biomerieux). 

La técnica puede realizarse a partir de un cultivo puro del hongo 
o a partir de una muestra clínica. La duración del proceso varía según 
el método y el equipo utilizado, reduciendo el tiempo de identifica-
ción en 5-7 días dependiendo del hongo.

Los rangos de identificación también son diferentes según el sis-
tema utilizado, el sistema Bruker utiliza valores entre 0 y 3 (≥ 2 fiable 
a nivel de especie, entre 1,7-2 fiable a nivel de género y < 1,7 no fia-
ble), mientras que el sistema Shimadzu-Biomerieux utiliza porcenta-
jes (≥ 70% fiable a nivel de especie, entre 70-40% fiable a nivel de 
género y < 40% no fiable).

Diversos trabajos demuestran que esta técnica presenta una co-
rrelación con los métodos clásicos > 95% para las levaduras más ha-
bituales y > 80% para las infrecuentes. Además, permite diferenciar 
especies indistinguibles por métodos convencionales, como las in-
cluidas en los complejos Candida glabrata/bracarensis o Candida pa-
rapsilosis/orthopsilosis/metapsilosis10,11.

En cuanto a hongos filamentosos, la correlación también es bue-
na, consiguiéndose una identificación correcta a nivel de especie > 
90% para especies como Aspergillus, Fusarium, Penicillium y mucora-
les12,13 . 

La correlación está claramente influenciada por los espectros in-
cluidos en la base de datos del sistema pero, dado que los sistemas 
disponibles permiten incorporar nuevos espectros, es de esperar que 
mejore en un futuro próximo14.

Esta metodología también puede utilizarse para estudios de tipi-
ficación de brotes y de resistencia a antifúngicos15. Cada vez son más 
numerosos los laboratorios clínicos dotados de esta metodología, a 
pesar del elevado coste. 

Métodos independientes del cultivo 

Los métodos independientes del cultivo se basan en detectar an-
tígenos (Ag), metabolitos y componentes fúngicos, anticuerpos (Ac) 
producidos frente al hongo o ADN directamente en la muestra clíni-
ca. Con ellos se intenta realizar un diagnóstico rápido para la instau-
ración precoz del tratamiento antifúngico más efectivo, pero no per-
miten diferenciar entre colonización e infección. 

Hay que tener en cuenta que las técnicas de detección de Ac están 
muy influenciadas por la patología del paciente y en enfermos inmu-
nocomprometidos su producción está afectada, lo que dificulta su 
detección y origina falsos negativos. A pesar de esto, se dispone de 
varias técnicas de utilidad16. 

Detección de antígeno capsular de Cryptococcus

Se dispone de una técnica de EIA (enzimoinmunoanálisis) y una 
técnica de aglutinación con partículas de látex, que es la más utiliza-
da. En ella los Ac mono- o policlonales frente al polisacárido capsular 
(glucuroxilomanano) se fijan a las partículas de látex, las cuales reac-
cionan con la muestra y originan una precipitación. Es una técnica 
fácilmente utilizable en cualquier laboratorio, muy rápida (15-20 
min) y su sensibilidad es del 99% en LCR para meningitis criptocóci-
cas en paciente positivos al virus de la inmunodeficiencia humana. 

La sensibilidad disminuye a un 75-80% en otros grupos de pacientes 
y en infecciones pulmonares17. 

Además de en LCR, puede realizarse en otros líquidos orgánicos y 
en suero. Permite la titulación del Ag mediante diluciones seriadas 
para facilitar el seguimiento de la infección y evaluar la efectividad 
del tratamiento (semicuantitativa).

Es una de las técnicas independientes del cultivo más útiles y rá-
pidas para diagnosticar criptococosis, pero puede dar falsos positivos 
en presencia de factor reumatoide, infección por Trichosporon y algu-
nas neoplasias.

Una técnica recientemente desarrollada es el dispositivo de flujo 
lateral (LFD, lateral flow device), que ofrece fácil manejo, gran versa-
tilidad y proporciona un diagnóstico rápido. Es una inmunocromato-
grafía que utiliza una combinación de 2 Ac monoclonales, uno de 
ellos reacciona con Ag de los serotipos A, B y C, y el otro con Ag de los 
serotipos A y D, lo que permite identificar todos los serotipos y supo-
ne una ventaja en comparación con la aglutinación con látex o EIA, 
presentando una concordancia con dichas técnicas superior al 90%.

Puede realizarse en suero, plasma y LCR, con una sensibilidad y 
especificidad > 99%18,19.

Detección de antígenos y anticuerpos de Candida 

Son técnicas útiles para el diagnóstico de candidiasis invasivas, ya 
que en ellas el hemocultivo solo aparece positivo en un 50% casos.

Para la detección de Ag se dispone de técnicas de aglutinación con 
partículas de látex y de detección de manano mediante ELISA (Plate-
lia Candida Ag®, BioRad), esta última bastante más sensible y especí-
fica. Detecta la presencia de manano en suero utilizando un Ac mo-
noclonal, EBCA1, que reconoce residuos b-1-5 manano de C. albicans, 
C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis y Candida guilliermondii. 

Respecto los Ac, las técnicas disponibles detectan Ac antimanano 
y antimicelio de C. albicans. 

La detección de Ac antimanano se realiza en suero mediante una 
técnica de ELISA (Platelia Candida Ab/Ac/Ak®, BioRad). La técnica 
puede ser cuantitativa realizando diluciones seriadas, lo que permite 
titular la cantidad de Ac y relacionarlos con la evolución clínica y/o 
microbiológica del paciente20-22.

La sensibilidad de estas técnicas mejora realizando la detección 
simultánea de Ag y Ac, para lo que disponemos de una técnica com-
binada (Platelia Ag Plus y Ab Plus®, BioRad) que presenta una sensi-
bilidad del 80% y una especificidad del 85%.

Se recomienda realizar determinaciones en muestras seriadas 2 
veces por semana en pacientes de riesgo. 

La técnica antimicelio o antitubos germinales de C. albicans es una 
técnica de inmunofluorescencia indirecta (Invasive Candidiasis 
[CAGTA] IFA IgG® Vircell S.L.), que detecta Ac específicos de tipo IgG 
frente a Ag de la fase micelial. 

Aunque la utilidad de la detección de Ac frente al CAGTA para el 
diagnóstico y monitorización terapéutica de la candidiasis invasiva 
es clara, y un título ≥ 1/160 es sugestivo de infección por C. albicans, 
es más útil su detección seriada en pacientes de riesgo23.

Se realiza en suero y se evalúa la fluorescencia mediante micros-
copia según su localización en distintas zonas de los tubos germina-
les, siguiendo las indicaciones del fabricante. En general, las levadu-
ras (blastoconidias) no presentan fluorescencia. La sensibilidad y la 
especificidad se estiman en el 84 y el 94%, respectivamente. Permite 
discriminar entre infección y colonización, ya que estos Ac única-
mente se producen frente a los Ag de la pared celular de Candida 
cuando la levadura está infectando.

Detección de antígenos y anticuerpos de Aspergillus 

El principal Ag utilizado para el diagnóstico de AI es el galactoma-
nano (GM); es un polisacárido presente en la pared de la mayoría de 
especies de hifomicetos hialinos, fundamentalmente de Aspergillus, 
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el cual se libera durante la infección al producirse el crecimiento de 
las hifas y la invasión del tejido. 

Su detección se realiza mediante técnica de ELISA en suero utili-
zando el Ac monoclonal EBA-2, que reconoce fundamentalmente 
Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger y Aspergillus flavus (Platelia 
Aspergillus EIA®, BioRad). Se recomienda realizar mediciones seria-
das 2 veces por semana24,25.

Pruebas positivas permitirían iniciar el tratamiento cuando la in-
fección es aún subclínica y evaluar la respuesta al tratamiento, ya que 
la detección de un incremento significativo debe hacer pensar en 
fallo terapéutico26.

Puede determinarse en otras muestras como LBA, LCR para diag-
nóstico de AI cerebral, orina o plasma, pero en general la sensibilidad 
es menor que en el suero25,27,28. 

En términos generales, la sensibilidad y la especificidad son bue-
nas, > 85 y 90%, respectivamente, con un valor límite de positividad 
≥ 0,7 ng/ml en suero, pero se elevan al 96 y 98% si se considera un 
punto de corte dinámico de 2 muestras positivas separadas 3-4 días 
con cifras > 0,5 ng/ml. En AI puede aparecer positivo antes de que se 
observen signos clínicos y radiológicos, lo que permite el tratamien-
to precoz. 

Las determinaciones seriadas 2 por semana son útiles para eva-
luar la respuesta al tratamiento y la evolución de la infección, ya que 
la cantidad de GM está relacionada con la carga fúngica y su eleva-
ción sugiere fallo terapéutico.

Se debe tener en cuenta que la sensibilidad y, en menor propor-
ción, la especificidad están influenciadas por otros factores como: 
tipo de aspergilosis (posible, probable o probada), especie de Asper-
gillus (infecciones por A. fumigatus en pacientes oncohematológicos 
presentan concentraciones menores que las causadas por otras espe-
cies)29, inmunidad del paciente, tratamientos antifúngicos previos 
(azoles), edad del paciente (la sensibilidad en niños es menor), tras-
plantes de órgano sólido y hemodiálisis (pueden aparecer valores 
elevados por acumulación al no filtrarse). Dependiendo de estos fac-
tores, la sensibilidad puede oscilar entre el 30 y el 99%.

Otro dato a tener en cuenta son las posibles reacciones cruzadas 
con otros hongos como Penicillium, Alternaria, Fusarium, Acremonium 
y Cryptococcus. Destaca también el bajo valor predictivo positivo en 
algunos grupos de pacientes. Recientes estudios muestran eviden-
cias de la falta de utilidad en pacientes en profilaxis30-32.

Recientemente se ha desarrollado un nuevo LDF, LFD-Asp, útil, 
fácil de manejar y que proporciona un diagnóstico rápido de la AI. 
Se trata de una técnica inmunocromatográfica, que mediante un Ac 
monoclonal detecta una glucoproteína antigénica segregada por 
Aspergillus durante su crecimiento. Su unión sobre una membrana 
de nitrocelulosa origina una banda de precipitación visible (Asper-
gillus-Lateral-Flow Device, OLM diagnostics®). El Ac es muy especí-
fico para Aspergillus spp. y no se han descrito reacciones cruza-
das con Candida, mucorales y Fusarium. Es una técnica rápida 
(15 min), con escasa necesidad de equipamiento y de manipulación 
de la muestra. Esto permitiría utilizarla como ensayo point-of-care. 
Puede realizarse tanto en suero como en LBA, en ambos presenta 
una elevada especificidad y sensibilidad33,34. 

Ha mostrado resultados alentadores en pacientes inmunocom-
prometidos con riesgo de desarrollar AI. Un metaanálisis incluyó 7 
estudios entre 2008 y 2014 que mostraron alta sensibilidad (el 86 
frente al 68%) y especificidad (el 93 frente al 87%) cuando se realiza-
ron en muestras de LBA y suero. Otros estudios que la comparan con 
PCR-TR mostraron una especificidad similar, > 96%, y una sensibili-
dad menor, el 81 frente al 95%35.

Referente a la detección de Ac en suero para el diagnóstico de as-
pergilosis, hay varias técnicas comercializadas; la más utilizada es la 
inmunodifusión doble o de Ouchterlony, con la que se visualizan 
bandas de precipitación formadas en la reacción Ag-Ac. La técnica 
puede acelerarse mediante la aplicación de un campo eléctrico, in-
munoelectroforesis o contrainmunoelectroforesis. Son de gran utili-

dad en el diagnóstico de aspergiloma y de aspergilosis broncopulmo-
nar alérgica.

Detección de metabolitos y otros componentes fúngicos 

Existen otros componentes que se liberan durante la infección y 
son útiles para el diagnóstico, aunque algunos se encuentran en fase 
de desarrollo.

Detección de 1-3 b-D-glucano

El 1-3 b-D-glucano (BG) es un componente polisacárido de la pa-
red de casi todos los hongos excepto de zigomicetos y muy escaso en 
criptococo. Se libera durante la infección y aparece en sangre y líqui-
dos biológicos, y puede utilizarse como marcador de infección fúngi-
ca invasiva. Se trata de una técnica colorimétrica basada en la capa-
cidad del BG de estimular el factor G de la vía de la coagulación en 
los amebocitos de cangrejo Limulus polyphemus, y que se pone de 
manifiesto mediante un sustrato cromogénico y una reacción diazo 
originando un compuesto coloreado medible (Fungitell® Associated 
of Cape Cod Incorporate). 

La sensibilidad y especificidad son buenas, > 70 y 85%, respectiva-
mente, aunque pueden existir falsos positivos en infecciones bacte-
rianas concomitantes, tratamientos con inmunoglobulinas, sulfami-
das, albúmina, cirrosis y hemodiálisis con membrana de acetato de 
celulosa. También se dan falsos positivos con la ingestión de algunos 
cereales como avena o cebada y sueros hemolizados. 

Los límites de detección de la técnica oscilan entre 30 y 500 pg/ml. 
Se considera positivo un cutt off de 80 pg/ml, si se realizan determi-
naciones seriadas se recomienda un cutt off de 60 pg/ml.

Es útil en AI, candidiasis invasiva y neumonía por Pneumocistis 
jirovecci, donde se detecta antes de la aparición de síntomas clínicos, 
lo que permite iniciar precozmente el tratamiento.

Como ocurre con otras técnicas similares, las determinaciones se-
riadas elevan su sensibilidad a más de 80% y adelantan la detección 
mediante hemocultivo en varios días36,37.

Es una prueba útil para monitorizar y evaluar la efectividad del tra-
tamiento, ya que sus valores disminuyen en respuesta al antifúngico38.

Detección de ácidos nucleicos 

La detección de ácido nucleico procedente del hongo directamen-
te en la muestra clínica mediante diferentes técnicas (hibridación o 
amplificación) ha supuesto un importante avance en el diagnóstico 
micológico. 

Hoy en día, gracias al desarrollo a gran escala de las técnicas ge-
nómicas, ya disponemos de una amplia variedad de procedimientos 
basados en la amplificación, mediante la PCR, para la detección de 
ácido nucleico de origen fúngico. La versatilidad de esta técnica, con 
diferentes formatos de detección en tiempo real (monoplex, dúplex, 
tríplex), permite la cuantificación e identificación de la presencia del 
hongo directamente en las muestras clínicas sin necesidad de culti-
vo, de forma rápida, sensible y específica, convirtiéndose en una de 
las técnicas más utilizadas para el diagnóstico de micosis.

A pesar de sus grandes ventajas, uno de los principales problemas 
asociados a la utilización de la PCR en el diagnóstico micológico es la 
falta de estandarización de los procedimientos de extracción del áci-
do nucleico desde la muestra clínica, el tipo de dianas (específicas o 
universales) a amplificar y el formato de detección. La variedad de 
diseños ha reportado en ocasiones resultados contradictorios y, por 
tanto, de difícil aplicación. 

Considerando estas dificultades existe una iniciativa europea (Eu-
ropean Aspergillus PCR Initiative, EAPCRI) potenciada por diferentes 
expertos para establecer guías y recomendaciones a seguir por todos 
los laboratorios y aumentar la reproducibilidad de estas técnicas, que 
inicialmente se ha dirigido a la técnica de PCR para Aspergillus y, de 
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esta manera, favorecer su utilización en el diagnóstico de la AI39. En 
el futuro, estas recomendaciones se harán extensivas a otras especies 
fúngicas y contribuirán a estandarizar estos procedimientos de modo 
que sea una técnica más incluida en los criterios de la EORTC/MSG 
para el diagnóstico de micosis.

Es importante destacar que ya se dispone de algunas técnicas 
comerciales de qPCR para el diagnóstico de Aspergillus y Candida 
con buenos resultados: SeptiFast (Roche), MagicPlex Sepsis (Izasa), 
FilmArray (BioFireDx), MycAssay Aspergillus (Mycosnostica). Los 
ensayos comerciales de PCR tienen la ventaja de proporcionar una 
metodología estandarizada y un aseguramiento de la calidad (pro-
cedimientos establecidos por el fabricante). La mayoría de las prue-
bas de PCR comerciales utilizan tecnología en tiempo real, propor-
cionando resultados rápidos, aunque en algunos casos la necesidad 
de incluir diferentes dianas en el formato multiplex (bacterias, hon-
gos) limita la sensibilidad del ensayo y, en definitiva, su utilidad.

En el año 2014, la Food and Drug Administration americana apro-
bó el uso de una nueva metodología basada en la amplificación de 
ácidos nucleicos y su posterior detección mediante resonancia mag-
nética (T2Candida), que permite el diagnóstico de candidemia en un 
tiempo estimado de 6 h a partir de una única muestra de sangre40. 

Otros formatos de detección basados en PCR también están dando 
resultados interesantes, como la detección de producto amplificado 
mediante espectrometría de masas41,42.

Estás técnicas, aún en desarrollo y solo disponibles en unidades 
de investigación y centros de referencia, ofrecen prometedoras pers-
pectivas en cuanto a que permitirán establecer un diagnóstico rápido 
y específico de las micosis.

Conclusión

Los nuevos retos asociados con el diagnóstico rápido y confiable 
de las micosis han permitido que técnicas moleculares como la PCR 
desempeñen un papel fundamental, junto con las técnicas clásicas 
de cultivo e identificación, en el diagnóstico y la monitorización de la 
respuesta a la terapia. Otros enfoques como la inmunocromatografía, 
la espectrometría de masas y la resonancia magnética han surgido 
recientemente como herramientas prometedoras para el diagnóstico 
de micosis invasivas, pero aún requieren estandarización y valida-
ción antes de que su uso pueda extenderse en la práctica clínica.
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