
20.1. Introducci•n

Las denominadas t•cnicas moleculares de
diagn€stico se est•n incorporando al espectro de
herramientas propias de la microbiolog‚a cl‚nica, en
primer lugar como una opci€n que salva las dificul-
tades de detecci€n de microorganismos no cul-
tivables o de dif‚cil/lento desarrollo ªin vitroº, pero
adem•s, con la ventaja frente a las t•cnicas basadas
en el cultivo, de la mayor rapidez de obtenci€n de
resultados. 

Puede considerarse que el trabajo diagn€stico
con microorganismos est• definido en dos •mbitos
diferentes que manejan conceptos y herramientas
distintos: el celular y el molecular. La microscop‚a y
el cultivo son las herramientas fundamentales en el
nivel celular. Ambas continƒan siendo los pilares
fundamentales del diagn€stico microbiol€gico y son
casi las ƒnicas estandarizadas en Micolog‚a. Tras el
extenso desarrollo de la bioqu‚mica y el nacimiento
de la Inmunolog‚a en el pasado siglo XX, aparece la
posibilidad de utilizar el •mbito molecular como un
nuevo dominio para el dise„o de herramientas y
estrategias de diagn€stico. La inmunolog‚a se con-
virti€ en una inagotable fuente de recursos para la
elaboraci€n de nuevas t•cnicas diagn€sticas,
muchas de las cuales est•n estandarizadas y son
m•todos de referencia para diagn€stico. Despu•s del
manejo de anticuerpos y otras grandes mol•culas
implicadas en inmunolog‚a, el abordaje del estudio
de los •cidos nucleicos ha sido el segundo •mbito
de estudio molecular que ofrece interesantes pers-
pectivas para el desarrollo de m•todos de diagn€sti-
co. Como sucedi€ en su d‚a con las t•cnicas
inmunol€gicas, existen muchas expectativas con
respecto a estos m•todos. Hasta el momento s€lo
algunos protocolos de trabajo est•n estandarizados
pero hay un gran nƒmero de propuestas pendientes
de la adecuada consolidaci€n que se espera aporten
soluciones a problemas de creciente inter•s, como el
diagn€stico precoz de la infecci€n fƒngica invasora
(IFI) en individuos inmunodeprimidos.

El diagn€stico molecular se basa principal-
mente en dos grandes pilares: la hibridaci€n de los
•cidos nucleicos y los m•todos de amplificaci€n de
los mismos. Estos m•todos permiten aumentar la
sensibilidad y la rapidez de la detecci€n fƒngica y,
adem•s, identificar al pat€geno sin necesidad de
cultivarlo.

Las t•cnicas de biolog‚a molecular basadas
en detecci€n de •cidos nucleicos, a diferencia de las
inmunol€gicas, est•n escasamente implantadas en
los laboratorios de microbiolog‚a en general, por lo
que se dispone de pocos protocolos estandarizados
con el aval de un uso amplio y contrastado. No
obstante, algunas t•cnicas van consolid•ndose para
su aplicaci€n en el diagn€stico de rutina y, otras,
para estudios m•s especializados propios de labora-
torios de referencia. 

Adem•s, una clara ventaja de los m•todos de
detecci€n de •cidos nucleicos frente al cultivo, es la
posibilidad de detecci€n de pat€genos en muestras
de pacientes que est•n recibiendo terapia antifƒngi-
ca ya que la viabilidad del hongo no es impres-
cindible para el diagn€stico aunque, obviamente,
puede haber disminuido la carga fƒngica en la
muestra por efecto del tratamiento recibido. 

Los contenidos de este cap‚tulo se han elabo-
rado para dar respuesta a cuestiones importantes,
algunas de las cuales no est•n definitivamente
resueltas, por ejemplo: ¿qu• muestras son las que
ofrecen un mejor rendimiento para la detecci€n del
ADN fƒngico?, ¿qu• secuencia debe elegirse para su
uso en el diagn€stico rutinario?, ¿cu•l es el m•todo
€ptimo para extraer el ADN? y ¿qu• m•todos de
amplificaci€n y detecci€n son los mejores? En los
siguientes apartados se intenta contestar estas dudas,
ofreciendo un texto que pueda servir como punto de
partida a aquellos microbi€logos que empiezan a
interesarse por las herramientas de diagn€stico mol-
ecular no inmunol€gicas.

20.2. Manejo de muestras
para la detecci•n de

!cidos nucleicos f"ngicos

Como en otros procedimientos de diagn€stico
microbiol€gico, es necesario obtener las muestras
de forma apropiada, siguiendo las normas generales
de asepsia y transporte r•pido al laboratorio.
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to ya que el •cido nucleico libre se degrada r•pida-
mente y la concentraci€n de estas mol•culas es
siempre m•s baja que en sangre total. 

Sangre.En ella se pueden encontrar estruc-
turas celulares f!ngicas completas en las que el
hongo se conserva con su genoma intacto. La pres-
encia de los envoltorios celulares propios de los
hongos gener€, al comienzo, muchos problemas
para conseguir la extracci€n del ADN, pero estas
limitaciones se han ido resolviendo y, actualmente,
el problema que genera la sangre total depende
sobre todo de los componentes que interfieren con
la PCR. Por tanto, es conveniente tratar la sangre
(lisando los hemat"es) antes de procesarla para
extracci€n de •cidos nucleicos. 

Otros fluidos est!riles. Los fluidos primaria-
mente est•riles como l"quido cefalorraqu"deo, l"qui-
do sinovial, l"quido pleural, l"quido asc"tico, humor
acuoso, humor v"treo y otros, no suelen precisar
tratamiento antes de la extracci€n de •cidos nucle-
icos. En caso de que sean l"quidos hemorr•gicos hay
que hacer una lisis previa de hemat"es. Las c•lulas
de la serie blanca, muy abundantes en l"quidos puru-
lentos, pueden contener elementos f!ngicos en su
interior y son muy !tiles por conservar la mol•cula
diana. Estas c•lulas se lisar•n durante el proceso de
extracci€n del ADN. 

Muestras oculares.Las muestras de endof-
talmitis y queratitis deben ser tomadas en condicio-
nes est•riles y preferiblemente por el oftalm€logo.
En endoftalmitis, el medio extracelular debe ester-
ilizarse con soluci€n iodada de povidona 5% antes
de la extracci€n de la muestra. Siempre es preferible
dejar el fluido extra"do (v"treo o acuoso) en la
jeringuilla, transportarla al laboratorio a 4ëC y
procesarla inmediatamente en un ambiente est•ril.
En las queratitis se realiza un raspado con esp•tula
de Kimura, despu•s de instilar anest•sico t€pico, y
las c•lulas se depositan en agua destilada est•ril que
se trabajar• como muestra [3].

Muestras tisulares. Las biopsias tienen una
buena rentabilidad, aunque para conseguirlas deben
realizarse t•cnicas invasoras no indicadas en todos
los enfermos. Es importante manejarlas como mues-
tras de diagn€stico molecular desde el momento en
que se extraen del paciente, ya que el tratamiento
habitual de las mismas con fijadores como el for-
mol, las invalida como material de trabajo para las
principales t•cnicas de diagn€stico molecular. 

Lavado broncoalveolar. Las muestras res-
piratorias tienen una especificidad menor, debido 
a los falsos positivos que genera la presencia de
Aspergillus, y otras especies f!ngicas, que colonizan
el tracto respiratorio. En el caso de utilizar lavados
broncoalveolares, muestras presuntamente est•riles,
la sensibilidad, la especificidad y los valores predic-
tivos positivo y negativo son superiores a los de
otras muestras, seg!n han demostrado algunos estu-
dios [11,12]. 

Cuando se plantea aplicar t•cnicas de ampli-
ficaci€n de •cidos nucleicos es especialmente
importante ser muy cuidadoso con la asepsia. La
mayor"a de estos m•todos tienen una alta sensibili-
dad y son capaces de detectar cantidades muy
peque#as de ADN f!ngico, por lo que una dosis
contaminante, aunque sea muy baja, puede ofrecer
un resultado positivo claro. Este aspecto es de
importancia extrema cuando se llevan a cabo m•to-
dos basados en la amplificaci€n de secuencias uni-
versales para hongos. 

De forma general, se recomienda no manipu-
lar las muestras en el mismo laboratorio en el que se
trabaja con cultivos f!ngicos. Adem•s, si es posible,
el termociclador (aparato que realiza la amplifi-
caci€n) debe estar situado en una habitaci€n o
cub"culo independiente del resto del laboratorio y sin
sistema de ventilaci€n que genere corrientes de aire.

Para el diagn€stico de las infecciones f!ngi-
cas, se puede utilizar pr•cticamente cualquier tipo
de muestra cl"nica, desde l"quidos org•nicos a tejidos.
Las muestras que han sido m•s ensayadas, hasta el
momento, son la sangre y el suero; aunque se dispone
de interesantes resultados con casi cualquier fluido
primariamente est•ril, como l"quido cefalorraqu"deo,
humor acuoso y v"treo, l"quidos de derrames, lavado
broncoalveolar y diversos tejidos [1-6].

Las posibilidades de los m•todos son en prin-
cipio muy amplias pero sin duda, el diagn€stico pre-
coz de IFI es el objetivo de mayor inter•s y en el
que se han puesto m•s expectativas en la aplicaci€n
de estas t•cnicas. En estos casos la muestra m•s
estudiada ha sido la sangre total y los pat€genos de
mayor inter•s Candiday Aspergillus[7,8].

20.2.1. Peculiaridades en el manejo de
determinadas muestras

Suero. Aunque la sangre en principio es
mejor muestra que el suero o plasma, los primeros
protocolos aplicados para la extracci€n de ADN de
estas muestras ofrec"an un bajo rendimiento, en gran
medida debido a la dificultad para romper las c•lu-
las f!ngicas y extraer con •xito suficiente cantidad
de mol•cula diana, adem•s la presencia de hemoglo-
bina puede inhibir la reacci€n en cadena de la
polimerasa (PCR). As" pues, se consider€ que la uti-
lizaci€n de suero como sustrato, ofrecer"a mejor
rendimiento ya que en el mismo se podr"an detectar
fragmentos libres de mol•culas de •cidos nucleicos.
Algunos estudios han ofrecido resultados positivos
en este sentido [9,10] pero actualmente, los proble-
mas planteados con la sangre total se van solucio-
nando y es minoritario el empleo de suero como
sustrato de estudio para detecci€n de •cidos nucle-
icos. De hecho este m•todo tiene un bajo rendimien-
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20.3. T•cnicas de extracci€n

La preparaci•n de la muestra puede tener un
impacto muy significativo en la sensibilidad y
reproducibilidad del m€todo diagn•stico. En general,
el m€todo de preparaci•n de la muestra debe liberar
el ADN intracelular, rompiendo la pared de la c€lu-
la f•ngica, la membrana celular y la membrana
nuclear. Adem‚s, debe concentrar las mol€culas
blanco del ADN que puedan estar presentes en
peque!as cantidades y debe eliminar los restos de
prote"nas, contaminantes, posibles inhibidores y
otros materiales extra!os, sin que se degrade el
‚cido nucleico [13]. 

Existe una gran diversidad de protocolos
individualizados y t€cnicas caserasde extracci•n.
Las divergencias entre ellos se centran fundamental-
mente en el m€todo de ruptura de envoltorios.
Todos los hongos no presentan las mismas necesi-
dades en este sentido, de forma que algunos se lisan
de manera sencilla con un choque osm•tico y deter-
gentes, mientras que otros precisan de la combi-
naci•n de varias estrategias para poder exponer el
genoma. En general, los mecanismos de ruptura y
lisis de pared y membranas pueden ser de tres tipos:
mec‚nico, osm•tico y enzim‚tico o bioqu"mico,
pudi€ndose combinar entre ellos. 

A pesar de tanta variedad, existen protocolos
ya estandarizados de uso muy frecuente para un
amplio n•mero de especies f•ngicas. Entre los pro-
tocolos de extracci•n comercializados, Microbial
DNA Isolation Kit (Mo Bio Laboratorios, CA,
EE.UU.) y QIAmp DNA Mini Kit (QIAGEN, CA,
EE.UU.) son fiables pero su precio es elevado; entre
los protocolos de extracci•n caseros, el publicado
por White y col. es uno de los que presenta mayores
garant"as [14].

En caso de no disponer de un protocolo
estandarizado, algunos detalles pr‚cticos pueden
ayudar a elegir entre los disponibles. Un aspecto
importante es el tipo de muestra (con o sin
inhibidores) y la cantidad de que se dispone de la
misma. En general los m€todos de biolog"a molecu-
lar no precisan de grandes cantidades de muestra, de
hecho es otra de las ventajas de estas t€cnicas, pero
en ocasiones hay que tenerlo en cuenta (muestras
oculares) para elegir m€todos con alto rendimiento
[3]. Por otra parte, es muy importante valorar la
presencia de la dianaque se va a tratar de detectar.
Algunos m€todos de extracci•n suponen una gran
p€rdida del ADN, o una diluci•n sustancial de este,
durante el procesado de la muestra. Cuando la t€cni-
ca elegida incluye la amplificaci•n de la diana, el
problema es menor que si se han elegido t€cnicas de
hibridaci•n u otras que no multiplican la secuencia
a detectar. Las dianas que est‚n presentes en un alto
n•mero de copias a lo largo del genoma del hongo
originan menos problemas en este sentido. Si

adem‚s se utilizan t€cnicas de amplificaci•n de las
mismas, el efecto de p€rdida de ADN asociado a la
extracci•n es menor. Por •ltimo, y muy importante,
es imprescindible tener en cuenta las peculiaridades
del hongo a detectar, especialmente la posible pre-
sencia de envoltoriosu otras estructuras celulares
que limiten la efectividad de la extracci•n (como la
presencia de una gruesa c‚psula). Muchos de los
primeros fracasos en la aplicaci•n de estos m€todos
en micolog"a, se debieron a la dificultad que presen-
tan la mayor"a de los hongos para la ruptura de sus
envoltorios. Algunos protocolos de extracci•n pre-
cisan combinar m‚s de un m€todo de lisis celular,
para garantizar esta ruptura. Adem‚s, con una deter-
minada muestra es posible que un protocolo permita
extraer ADN de una levadura como Candidapero
no de otra como Cryptococcus. El protocolo a
seguir se puede perfilar muy bien cuando existe una
clara sospecha diagn•stica, pero cuando se quiere
extraer ADN de cualquier hongo que pueda estar
parasitando un determinado tejido el problema es
m‚s complejo.

Por lo tanto, la eficacia diagn•stica de los
distintos m€todos moleculares depender‚ en gran
medida de la t€cnica de extracci•n utilizada. En t€r-
minos generales, los m€todos de extracci•n deben
seguir protocolos universales y, si es posible, deben
estar comercializados. Adem‚s, se debe intentar
mejorar su capacidad de concentraci•n y purifi-
caci•n de los ‚cidos nucleicos mediante procesos de
automatizaci•n o mediante tratamientos espec"ficos
(sonicaci•n, congelaci•n, etc.). 

As" pues, cuando no existe un protocolo
estandarizado es necesario valorar una serie de
requisitos: 

· Tipo de muestra:con o sin posibles inhibidores
de la polimerasa.

· Cantidad de muestra: en general se precisan
cantidades bajas. 

· Diana a detectar: De bajo o alto n•mero de
copias en el genoma.

· Envoltorios celulares: Presencia de c‚psula u
otros.

Habitualmente, la ruptura de los envoltorios
celulares f•ngicos se realiza mediante diferentes
m€todos:

· Mec!nicos: sonicaci•n, congelaci•n, agitaci•n
con perlas de vidrio o ªtipsº.

· Qu"micos: detergentes o agentes qu"micos (urea,
SDS).

· Enzim!ticos: proteinasa K, novozima, zimolasa.

Adem‚s de la ruptura de la pared y otras
estructuras, todos los protocolos deben incluir
agentes que precipiten y ªlimpienº de restos celu-
lares la muestra. Para ello lo m‚s frecuente, es
aplicar la denominada ªextracci•n fen•licaº que,
despu€s del sistema que corresponda de ruptura de
envoltorios, permite obtener una muestra de ‚cido
nucleico limpia y en cantidad suficiente.
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ribos•micos. De un modo pr€ctico, pueden conside-
rarse las dianas ribos•micas y las no ribos•micas
como dos categor•as diferenciadas para valorar los
distintos m‚todos de detecci•n de hongos. 

20.4.1 Dianas no ribos•micas

Entre las dianas no ribos•micas se incluyen
las secuencias que codifican a) prote•nas de tipo
funcional, como el citocromo P450 de Candida[16],
implicadas en funciones vitales para el g‚nero o la
especie o en funciones caracter•sticas del grupo y
b) prote•nas de tipo estructural (gen de la actina o pro-
te•nas del ribosoma) [17]. Tambi‚n se han utilizado
como dianas secuencias que amplifican tel•meros
de genes mitocondriales [18] y secuencias no espec•-
ficas y arbitrarias que se utilizan para hibridaci•n y
amplificaci•n al azar por PCR (AP-PCR) [19].

20.4.2 Dianas ribos•micas

La regi•n gen•mica m€s frecuentemente uti-
lizada para detectar ADN f!ngico e identificar
especies, es la que incluye el complejo ribosomal
(genes 18S, 5.8S y 28S). Estos genes contienen
secuencias conservadas comunes a todos los hongos
y tambi‚n, dominios variables y regiones espaciado-
ras internas (ITS), altamente variables. Las secuen-
cias conservadas se pueden utilizar para detectar la
infecci•n f!ngica, mientras que las variables se
pueden emplear para la identificaci•n de las
especies implicadas. Esta regi•n adem€s, se encuen-
tra en el genoma en un alto n!mero de copias. En
levaduras concretamente, se estiman unas 150
repeticiones en tandem de los genes ribos•micos
[20] lo que garantiza la sensibilidad del m‚todo de
detecci•n. De hecho, se han obtenido magn•ficos
resultados en este sentido con dichas secuencias

En laTabla 20.1se exponen los resultados de
un estudio recientemente publicado [15] que analiza
algunos de los m‚todos utilizados en la extracci•n
de ADN a partir de Candida(proteinasa K-fenol-
cloroformo ±PKFC-; Lisis por calor y tiocianato de
guanidinio ±LCTG-; QIAmp DNA; HighPure PCR
template y DNAzol). Estos resultados muestran una
amplia variaci•n en los l•mites de detecci•n, el
tiempo de procesamiento y el coste, en funci•n del
protocolo de extracci•n utilizado. 

20.4. Selecci•n de la mol!cula diana

Las mol‚culas utilizadas como blanco de
detecci•n en las pruebas desarrolladas para el diag-
n•stico de las micosis incluyen tanto genes mito-
condriales como nucleares, de una o m!ltiples
copias (Tablas 20.2, 20.3, 20.4 y 20.5)[13]. En gen-
eral, los m‚todos diagn•stico moleculares que uti-
lizan genes multicopia ofrecen mejores resultados
que aquellos que emplean genes con una sola copia.
La diana multicopia m€s utilizada son los genes
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Un consejo...

· Para garantizar un buen resultado en la tŽcnica de
amplif icaci—n  de ADN de la muestra, es
importante que esta sea lo m‡s limpia posible, de
modo que, en la medida que se pueda, se debe
eliminar todo material acompa–ante que no estŽ
relacionado con el genoma fœngico que se quiere
detectar. Si la muestra presenta muchos restos
celulares (aparece una interfase sucia durante
la fenolizaci—n), se debe repetir la extracci—n fen—-
lica. Esto produce una pŽrdida de ADN en cada
procesado, pero es preferible menos cantidad de
ADN y que este estŽ limpio a mayor concentraci—n
de ADN pero con inhibidores en la muestra.

Tabla 20.1. Comparaci•n entre distintos m!todos de extracci•n de ADN en sangre inoculada con Candida .

MŽtodo Rango de Pureza L’mite de detecci—n Tiempo Costo/muestra
ADN* (UFC/ml)** (h)*** (¸ )

PKFC 1,13 (1,12-1,6) 1.000 2,75 0,6
LCTG 1,75 (1,3-1,8) 10 2,50 0,5
QIAmp DNA 1,66 (1,02-1,7) 10 0,5 3,8
HighPure PCR 1,02 (1,0-1,12) 100 0,75 5,5
DNAzol 1,02 (0,96-1,1) 10.000 1 1,7

* La pureza media del ADN se determin— mediante espectrofotometr’a.
** El l’mite de detecci—n fue el nœmero m’nimo de UFCs, con el que se detect— una se–al positiva de PCR en 5 repeticiones.
***Tiempo medio de extracci—n de ADN en seis muestras distintas.



ribos•micas [3,21,22]. La organizaci•n de
este complejo en los hongos, representada en la
Figura 20.1, permite dise!ar sondas y cebadores que
hibriden y detecten tanto secuencias muy conser-
vadas e inespec"ficas, como variables y muy espec"-
ficas, dependiendo del objetivo del m#todo. 

Gen de la subunidad 18S.Los primeros
estudios que utilizaron el complejo ribosomal como
diana, se concentraron en el gen 18S del ADN. La
comparaci•n de las secuencias nucleot"dicas dentro
de esta regi•n ha sido un m#todo muy $til para taxo-
nom"a de base filogen#tica. Sin embargo, su uso en
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Tabla 20.2. Genes empleados para la detecci•n de fu ngemia por Candida y/o evidencia histopatol•gica de
candidiasis.

Gen MŽtodo ¡C de N¼ de Detecci—n Muestra N¼ positivos / N¼ pacientes (%)
hibridaci—n* ciclos*

Pacientes
Controles

candidiasis invasiva

Actina PCRe 55 30 Hibridaci—n sonda Suero 11/14 (78!6) 0/29 (0)
radioactiva

Sintetasa PCRe 54 30 Southern blotting Sangre 15/16 (93!4) 0/34 (0)
quitina

P450 PCRa 55/45 35/35 Bromuro Etidio Suero 16/18 (88!9) 0/6 (0)

ITS PCRe 55 40 Enzimoinmunoan‡lisis Suero 28/28 (100) 3/31 (9!7)

18S ARNr PCRe 62 35 Southern blotting Sangre 8/8 (100) 3/100 (3)

P450 PCRe 59 40 Restricci—n con Sangre 13/14 (92!9) 18/58 (31)
endonucleasas

PCRe: PCR est‡ndar; PCRa: PCR anidada.
*: Valores de temperatura de hibridaci—n y nœmero de ciclos de la primera y segunda PCR.

Tabla 20.3. Detecci•n de !cidos nucleicos en pacien tes con histolog•a y/o aspergilosis invasora probad a.

Gen MŽtodo ¡C de N¼ de Detecci—n Muestra N¼ positivos / N¼ pacientes (%)
hibridaci—n* ciclos*

Pacientes 
Controles**

aspergilosis probada

Proteasa PCRe 63 42 BrEt/S.B. BAL 4/4 (100) 6/46 (13)
alcalina

26S ITS PCRe 56 32 BrEt/S.B. Respiratorias 3/3 (100) 4/17 (23,5)

18S ADNr PCRe 62 40 BrEt/S.B. BAL 4/4 (100) 0/14 (0)

Mitocondrial PCRc 60 40 BrEt/Hib. BAL 3/3 (100) 12/49 (24,5)

18S ADNr PCRa 50/65 30/30 BrEt/S.B. Suero 14/20 (70) 0/20 (0)

Micocondrial PCRc 55 45 ELISA BAL 2/6 (33.3) 0/19 (0)

Mitocondrial PCRe 58 40 ELISA BAL 3/3 (100) 0/57 (0)

18S ADNr PCRa 50/65 30/30 BrEt Suero 4/4 (100) ND

18S ADNr PCRe 62 35 ELISA Sangre 7/7 (100) 0/10 (0)

18S ADNr PCRa 57/60 40/30 BrEt Suero 4/4 (100) ND

18S ADNr PCRa 65/65 23/35 BrEt Sangre 6/6 (100) 1/188 (0,53)

18S ADNr PCRa 65/65 23/35 BrEt BAL 6/6 (100) 4/188 (2,1)

ARNr grande PCRa 58/58 31/31 BrEt Suero 6/6 (100) 4/19 (21,1)

28S ADNr PCR 60 45 Fluorescencia Suero 6/6 (100) 0/39 (0)

ARNt PCR 60 40 FRET Sangre 6/7 (86) 4/50 (8)

PCRe: PCR est‡ndar; PCRa: PCR anidada; PCRc: PCR competitiva; BAL: Lavado broncoalveolar; BrEt: tinci—n con bromuro de etidio; 
S.B: Southern blotting; ELISA: Enzimo Inmunoan‡lisis; ND: no determinado.
*: Valores de temperatura de hibridaci—n y nœmero de ciclos de la primera y segunda PCR.
**: Incluye personas sanas y/o pacientes colonizados y/o pacientes con otras infecciones.



diagn•stico que analizan esta regi•n mediante
amplificaci•n por PCR y/o hibridaci•n. De hecho
existen sondas espec€ficas y cebadores para detectar
Candida [23], Aspergillus [24,25,27], Trichophyton,
Microsporum, Saccharomyces, Cryptococcus,
Malassezia, Histoplasma y Penicillium [7,26]. 

identificaci•n tiene limitaciones. Por una parte, la
gran homolog€a de secuencia dentro de los hongos
no permite en muchos casos diferenciar especies y
por otra, la gran longitud del gen exige comparar
largas secuencias nucleot€dicas. No obstante,
pueden encontrarse diversas t!cnicas moleculares de

©
2007 R

evista Iberoam
ericana de M

icolog’a - IS
B

N
: 978-84-611-877

6-8

Diagn•stico micol•gico mediante t€cnicas de biolog• a molecular20-6

Tabla 20.4. Marcadores moleculares utilizados en la  detecci•n de criptococosis y otras micosis end€mic as.

Organismo MŽtodo Detecci—n Blanco Tama–o amplic—n ¡C de N¼ ciclos
amplificaci—n (pb) hibridaci—n*

Blastomyces dermatitidis PCRe Sonda 28S ADNr 315 50 50
PCRe BrEt-FCES ITS 55 30

Coccidioides immitis PCRe Sonda 28S ADNr 200 50 50

Cryptococcus neoformans PCRa BrEt ADNr 183 66 31
PCRe Sonda 28S ADNr 197 50 50
PCRe SSPC 18S ARNr 343 55 31
PCRe S.B. 18S ADNr 345 62 50
PCRa S.B. Gen URA5 345 y 236 63 36
PCRa BrEt ITS 415 55/55 20/30
PCRe BrEt-FCES ITS 315 55 30

Histoplasma capsulatum PCRe Sonda 28S ADNr 299 50 50
PCRe BrEt-FCES ITS 55 30

Penicillium marneffei PCRe BrEt-FCES ITS 280-283 55 30

Paracoccidioides spp. PCRe Sonda 28S ARNr 220 55 38

PCRe: PCR est‡ndar; PCRa: PCR anidada; BrEt: tinci—n con bromuro de etidio; S.B: Southern blotting; FCES: Sistema electroforesis capilar fluores-
cente; SSCP: Polimorfismo conformaci—n cadena sencilla.
*: Valores de temperatura de hibridaci—n y nœmero de ciclos de la primera y segunda PCR.

Tabla 20.5. Valores m•nimos de detecci•n de los m€t odos de detecci•n en el
diagn•stico de candidiasis invasoras.

ADN blanco MŽtodo Detecci—n L’mite de detecci—n

Actina PCRe Sonda radioactiva 0 cel/0!1 ml
HSP PCRe BrEt 100 UFC/ml
ADN mitocondrial PCRe S.B. 3 cel/0!1 ml
ADNr PCRe REA 15 cel/0!1 ml
Sintetasa quitina PCRe S.B. 10 UFC/0!1 ml
P450 PCRa BrEt 1 pg de ADN
P450 PCRe S.B. 10-20 cel/0!1 ml
5S ADNr + NTS PCRe BrEt 15 UFC/ml
5!8S ADNr + ITS PCRe EIA 2 cel/0!2 ml
18S ADNr PCRe S.B. 10-15 UFC/0!1 ml
18S ADNr PCRe BrEt-S.B. 10-100 cel/ml
18S ADNr ISH Ñ 2-3 cel/0!5 ml
18S ADNr PCRe S.B. 1 UFC/ml
18S ADNr PCRe ELISA 5 UFC/ml

Abreviaturas: NTS: espaciadores no transcritos; HSP: Prote’na choque tŽrmico; PCRe: PCR est‡ndar; PCRa: PCR
anidada; ISH: Hibridaci—n Òin situÓ; BrEt: tinci—n con bromuro de etidio; S.B: Southern blotting; REA: an‡lisis de
restricci—n por endonucleasa.



Gen de la subunidad 28S. Ha sido utilizado
principalmente para estudios filogen•ticos. Presenta
regiones variables pero su tama€o es superior al del
gen 18S. Resulta una regi•n v‚lida para diferen-
ciaci•n en niveles taxon•micos altos (por encima de
especie). Existen trabajos que utilizan esta regi•n
para detectar infecci•n fƒngica por amplificaci•n
mediante PCR, pero centr‚ndose en las regiones
variables [2]. 

Regi!n de los espaciadores.Esta regi•n
incluye los espaciadores interg•nicos ITS1 e ITS2 y
el gen de la subunidad 5.8S. Actualmente, este es el
fragmento m‚s utilizado como diana para la detec-
ci•n e identificaci•n de hongos. El fragmento com-
pleto tiene una longitud aproximada de 600 pares de
bases (su tama€o varia segƒn la especie). El gen
5.8S no es v‚lido para filogenia ni identificaci•n,
pero es una excelente diana para uni•n de cebadores
universales puesto que la secuencia est‚ muy
conservada y es de peque€o tama€o. Las regiones
espaciadoras tienen secuencias con variabilidad
interespecie (con algunas excepciones). En conjunto
ofrecen una magn!fica diana puesto que las regiones
conservadas facilitan el dise€o de cebadores que se
unen en todos los hongos; adem‚s, el fragmento que
flanquean posee secuencias variables para las dife-
rentes especies de un g•nero. Por otra parte, el
peque€o tama€o del segmento facilita el estudio y
comparaci•n de la secuencia. La mayor!a de las
t•cnicas moleculares se centran en el estudio de esta
regi•n [3,28,29].

El hallazgo de zonas variables, como los
fragmentos ITS 1 y 2 del ADN ribos•mico (ADNr)
o las zonas D1/D2 del 28S de ADNr, est‚n despla-
zando las pruebas basadas en la detecci•n del 18S. 
Para seleccionar la diana m‚s adecuada en cada
caso primero hay que preguntarse ¿qu• se busca?
Obviamente, se busca ADN fƒngico pero es impor-
tante definir una de las dos estrategias posibles: 

1. Inespec•fica (m€todos no orientados): Detecta
cualquier hongo que se encuentre en la muestra. 

2. Espec•fica (m€todos orientados): Detecta hongos
de una especie determinada, por ejemplo
Candida albicans,o de un g•nero concreto
(Candida, Aspergillus, etc.).

Para cada uno de los planteamientos se
combinar‚ una diana determinada y un m•todo de
detecci•n. Se pueden detectar dianas diferentes
aunque se trabaje en la misma regi•n del genoma
(ADN ribos•mico) y, dependiendo de la
metodolog!a utilizada, desarrollar una estrategia de
tipo espec!fico o inespec!fico. 

20.5. M•todos de amplificaci€n
y detecci€n

La reacci•n en cadena de la polimerasa (PCR
± Polymerase Chain Reaction) ha sobrepasado a
otras t•cnicas de diagn•stico basadas en los ‚cidos
nucleicos, como el Southern Blot, debido a su
simplicidad, sensibilidad, rapidez y especificidad.
La PCR permite la amplificaci•n de la regi•n del
genoma seleccionada para an‚lisis, en un tiempo
m!nimo (aproximadamente 31/2 h). No obstante, los
m•todos de hibridaci•n siguen teniendo cierto lugar
en diagn•stico, por lo que se comentan brevemente.
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Asociaci!n Espa"ola de Micolog•a

Figura 20.1 . Estructura del ADN ribos—mico, con los fragmentos ITS (Internal Transcriber Spacers). La amplificaci—n de estas zonas de ADNr
utilizando los iniciadores ITS-1 e ITS-4 y posterior secuenciaci—n de los fragmentos amplificados, permite diferenciar entre la mayor’a de las
especies fœngicas. La tŽcnica de PCR en tiempo real permite automatizar el proceso y cuantificar la detecci—n. 



caci•n de €cidos nucleicos. La hibridaci•n in situ
y revelado mediante la observaci•n microsc•pica
de fluorescencia, se ha aplicado tambi!n para la
identificaci•n de Candida spp. y algunos hongos
filamentosos directamente en muestras cl"nicas.
Habitualmente, la diana empleada es el fragmento
18S del RNA ribos•mico, que tiene una especifici-
dad limitada, con abundantes falsos positivos.

20.5.2. T•cnicas de amplificaci€n

Adem€s de la PCR convencional #ltima-
mente ya est€n apareciendo trabajos para la detec-
ci•n de ADN f#ngico mediante PCR a tiempo real.
La PCR consiste b€sicamente en la localizaci•n de
secuencias espec"ficas por complementariedad de
bases, como en la hibridaci•n; pero una vez
halladas, la PCR las copia m#ltiples veces amplifi-
cando su presencia y por tanto su se$al mientras que
la hibridaci•n simplemente las marca. En la hibri-
daci•n suelen utilizarse compuestos que emiten una
se$al fluorescente para marcar las secuencias diana.
El producto (amplic•n) generado en la PCR cl!sica
se suele detectar mediante electroforesis en gel de
agarosa, te$ido con bromuro de etidio. 

20.5.1. T•cnicas de hibridaci€n

Emplean sondas de ADN para detectar la
presencia de un organismo determinado. La sonda
es una cadena #nica de ADN que se ha sintetizado
para que sea complementaria a la secuencia que se
quiere detectar y que va marcada para poder identi-
ficarla despu!s de la hibridaci•n. Las t!cnicas m€s
extendidas dentro de este grupo son las que detectan
ADN ribos•mico de Histoplasma capsulatum,
Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis,
Penicillium marneffei y Cryptococcus neoformans.
Algunas de estas t!cnicas se han llegado a comer-
cializar empleando quimioluminiscencia como
sistema de revelado (AccuProbe: Gen-Probe,
San Diego, EE.UU.). Se parte de una peque$a
porci•n de la colonia a identificar, se extrae el RNA
y luego se permite que hibride con sondas marcadas
con !steres de acridina, capt€ndose la luz emitida
por medio de un lumin•metro [7].

Las pruebas de hibridaci•n in situ se han
empleado para localizar €cidos nucleicos de los
microorganismos en tejidos. Esta t!cnica ha sido
usada para la identificaci•n de Candida spp. y
Aspergillus spp. Aunque el proceso es r€pido y
sencillo de realizar, la sensibilidad de la prueba es
frecuentemente m€s baja que las pruebas de amplifi-
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Figura 20.2. Representaci—n del proceso de amplificaci—n de fragmentos de ‡cido nucleico medinte la tŽcnica de la Reacci—n en Cadena de la
Polimerasa (PCR). Lo tres pasos que se repiten representan un ciclo completo, con las fases de desnaturalizaci—n (separaci—n de cadenas),
uni—n de los cebadores a cada hebra y s’ntesis de la copia del fragmento diana. El proceso se repite tantos ciclos como se programe, obteniŽn-
dose un elevado nœmero de copias idŽnticas de la diana.



20.5.3. Combinaciones de ambas t•cnicas

Existen otras t•cnicas en las que b€sicamente
se utiliza la PCR para obtener una gran cantidad de
fragmento diana y, posteriormente, la hibridaci•n
como m•todo para detectar la presencia de dicha
secuencia. Estas t•cnicas pueden combinarse con
m•todos moleculares inmunol•gicos que general-
mente aportan el sistema de marcado de secuencias
espec‚ficas. De esta forma, puede plantearse la
hibridaci•n con una sonda complementaria del
amplic•n y la detecci•n mediante inmunoan€lisis
(EIA), que proporciona una lectura colorim•trica o
fluorescente automatizada. 

20.5.4. Principales t•cnicas de detecci!n e
identificaci!n de ADN f"ngico

basadas en la PCR

La PCR amplifica una regi•n espec‚fica del
genoma mediante unos cebadores(Figura 20.2).
Diferenci€ndose entre las que usan cebadores
espec‚ficos (b!squeda orientada) y aquellas que
usan cebadores universales para detectar cualquier
tipo de ADN f!ngico en la muestra. En el primer
caso, un resultado positivo en la PCR ya indica el
g•nero o especie f!ngica; en el segundo, solo indica
la presencia de un hongo en la muestra pero sin

conocer su especie. Posteriormente, para identificar
la especie se puede elegir entre una amplia gama de
t•cnicas moleculares, cada una de ellas con sus
ventajas e inconvenientes.

Identificaci!n orientada: b"squeda espec#fica

Estas t•cnicas permiten la identificaci•n de
hongos en el €mbito del g•nero o de la especie, en
base a la utilizaci•n de sondas o cebadores dise"a-
dos espec‚ficamente para detectar una secuencia
conocida de un hongo concreto. 

PCR simple. Amplificaci•n mediante una
pareja de cebadores espec‚ficos de g•nero o especie,
dependiendo del objetivo planteado (Figura 20.2). 

PCR anidada. Se incorpora una segunda
pareja de cebadores para una segunda amplificaci•n
en la que se utiliza como diana el producto amplifi-
cado en la primera PCR. Esta t•cnica tiene tambi•n
una modificaci•n llamada ªPCR-semianidadaº
(snPCR) en la que la segunda PCR mantiene uno de
los cebadores de la primera y a"ade uno nuevo que
acorta la regi•n amplificada y detecta fragmentos
m€s espec‚ficos, generalmente especie-espec‚ficos.
Se ha comprobado una alta efectividad en la detec-
ci•n de especies pat•genas de Candida(C. albicans,
C. tropicalis, C. glabratay C. parapsilosis)
(Figura 20.3).
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Asociaci!n Espa"ola de Micolog#a

Figura 20.3. Obtenci—n de fragmentos espec’ficos de ‡cido nucleico mediante la tŽcnica de la PCR anidada. Se parte del producto de la
primera PCR (Figura 20.1) y se somete a una nueva amplificaci—n que puede ser: con cebadores nuevos que hibriden en regiones comprendi-
das en la primera diana (PCR Anidada o Nested PCR); o con un cebador igual a la primera amplificaci—n junto con uno nuevo que hibrida
dentro de la regi—n amplificada (PCR Semianidada o Seminested PCR).



mente, se analiza la migraci•n que hacen las hebras
simples de ADN del fragmento amplificado por
PCR. Las diferencias en el desplazamiento en el gel
permiten su identificaci•n [24]. Esta t€cnica no
valora el orden en que aparecen los nucle•tidos en
el fragmento. 

PCR y secuenciaci•n del ADN. Este m•todo
aporta la m€xima informaci•n puesto que valora el
tama‚o, la composici•n nucleotƒdica y el orden
de las bases en el fragmento de ADN en estudio.
Las secuencias de las zonas ITS y de las D1/D2 se
emplean en la identificaci•n de la mayorƒa de
especies f„ngicas. Las secuencias se introducen en
programas inform€ticos, que comparan la cepa
problema con las secuencias de cepas control, cono-
cidas por bases de datos de referencia, como el Gen
Bank (http: //www.ncbi.nlm.nih.gov/ genbank/
index.html) o el EMBL (http: //www.ebi.ac.uk/).
Las comparaciones deben realizarse con cepas cuya
identificaci•n no ofrezca dudas y que provengan de
centros de referencia acreditados.

Este planteamiento ofrece nuevas posibili-
dades a la microbiologƒa asistencial, pues pueden
identificarse y distinguirse la pr€ctica totalidad de
las especies f„ngicas. De esta forma, si la secuen-
ciaci•n de los fragmentos antes se‚alados no
permite distinguir entre especies, pueden emplearse
otras dianas como factores de elongaci•n, la beta-
tubulina, etc.

PCR a tiempo real (Real Time PCR).
Con esta t•cnica, la recolecci•n y el an€lisis de
datos se producen al mismo tiempo que la reacci•n
de amplificaci•n de dianas. Para ello, al mismo tubo
de reacci•n se a‚aden marcadores de ADN o sondas
fluorescentes; de esta forma, durante la amplifi-
caci•n se mide la aparici•n de ciertos componentes
y asƒ es posible recoger y analizar los datos al
mismo tiempo(Figura 20.4). Por lo tanto, con esta
t•cnica no hay transferencia de muestras, no se
a‚aden nuevos reactivos ni tampoco se utiliza el gel
de agarosa para ver los resultados. Con todo ello se
consigue minimizar el problema de la contami-
naci•n denominada ªcarry overº que proviene
de los mismos amplicones obtenidos en PCRs ante-
riores. La cantidad de ADN diana inicial determina
el incremento de fluorescencia que se va obteniendo
en cada ciclo. 

El sistema m€s utilizado en los laboratorios
asistenciales es el LightCycler (Roche Diagnostics,
Mannheim, Alemania). Esta tecnologƒa combina la
amplificaci•n r€pida en capilares mediante aire
caliente, junto a la detecci•n simult€nea del
amplic•n, mediante un sistema de marcado con
fluorocromos. El sistema de detecci•n se basa en la
transferencia por resonancia de energƒa fluorescente
con dos sondas especƒficas distintas. La primera
sonda de hibridaci•n marcada con fluoresceƒna y
una segunda sonda de hibridaci•n marcada con el
fluor•foro LightCycler Red 640. Ambas sondas

PCR m!ltiple. Varias parejas de cebadores
se utilizan en una misma PCR. Este m•todo ha sido
ensayado en identificaci•n de hongos filamentosos
[30] y diferentes especies de Candida[1,31]. 

PCR con posterior hibridaci•n con sondas
espec"ficas. PCR con cebadores universales seguida
de hibridaci•n con sondas oligonucleotƒdicas
especƒficas de especie. Este m•todo ha sido utilizado
en la identificaci•n de muchas levaduras y hongos
filamentosos pat•genos [32]. Los trabajos desarro-
llados para detectar candidemias o aspergilosis con
PCR-EIA han demostrado una elevada efectividad,
adem€s de aumentar el n„mero de muestras
analizables y realizar la semi-cuantificaci•n de las
mismas.

Identificaci•n no orientada: b€squeda
inespec•fica

PCR y polimorfismos de tama#o.Este
m•todo consiste en diferenciar individuos en fun-
ci•n del tama‚o de una diana determinada, tras su
amplificaci•n por PCR y separaci•n en gel de
agarosa. Dependiendo de la variabilidad de tama‚o
de la regi•n amplificada se podr€ aplicar a la identi-
ficaci•n en diferentes niveles taxon•micos. Hay
trabajos en los que se ha aplicado este m•todo
a la identificaci•n de levaduras (Candida y
no±Candida), de hongos filamentosos, como
Aspergillus, y de ciertos dermatofitos. Algunos de
estos estudios comparan el tama‚o de la regi•n
ITS2 tras su amplificaci•n por PCR [28,33].

PCR-RFLP. PCR y polimorfismo de tama‚o
de fragmentos de restricci•n (RFLP: Restriction
Fragment Length Polymorphism). Este m•todo
amplifica la diana seleccionada y analiza la secuen-
cia del fragmento obtenido a trav•s del resultado
que ofrece la digesti•n del mismo con diferentes
enzimas de restricci•n. Cada enzima de restricci•n
tiene una secuencia especƒfica que es su se‚al para
cortar el ADN. El resultado de la digesti•n de un
fragmento con una determinada enzima, depende
directamente de la secuencia de nucle•tidos de ese
fragmento. Cuanto m€s se asemejen en secuencia
dos fragmentos, m€s similar ser€ el patr•n de
restricci•n obtenido. La t•cnica se ha utilizado en
numerosas experiencias para identificaci•n de
levaduras mediante digesti•n de la regi•n del gen
5.8S y sus espaciadores [34]. 

PCR-SSCP. PCR y polimorfismo de confor-
maci•n de hebra simple (SSCP: Single Strand
Conformational Polymorphism). Adem€s de la iden-
tificaci•n basada en el tama‚o del fragmento ampli-
ficado, esta t•cnica tiene en cuenta la composici•n
nucleotƒdica para identificar especies. Para hebras
del mismo tama‚o, la migraci•n ser€ diferente
seg„n su composici•n en nucle•tidos; posterior-
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hibridan con el amplic•n en posici•n cabeza-cola,
es decir que el marcador fluorescente y el fluor•foro
quedan muy pr•ximos. En esa posici•n se produce
una transferencia de energ!a entre ambos, lo que
determina la emisi•n de fluorescencia que es medi-
da por el sistema, siendo proporcional a la cantidad
de ADN generado durante el proceso de PCR. A d!a
de hoy, la fluorescencia con SYBR Green I es el
indicador de elecci•n para la PCR a tiempo real,
pero existen variantes dependiendo del marcador y
la t"cnica utilizada [5,15,35]. 

Esta tecnolog!a presenta ventajas evidentes:
la amplificaci•n y detecci•n se realizan en los mis-
mos tubos cerrados o capilares (lo que minimiza la
contaminaci•n), es un proceso r#pido (<2 h),
automatizable y, adem#s, permite la comparaci•n de
resultados entre laboratorios.

Hasta la fecha, se han publicado varios estu-
dios sobre la utilidad de la PCR-tr en el diagn•stico
directo de las infecciones f$ngicas. Sobretodo, en la
detecci•n de Aspergillus en enfermos de alto riesgo.
Aunque se han empleado diferentes t"cnicas y
amplificado diversas dianas, el ADN ribos•mico y
el ADN mitocondrial han sido los m#s utilizados,
especialmente secuencias de la zona 18S • 28S del
ADN ribos•mico. Para la amplificaci•n de estas
zonas se han utilizado sondas marcadas del tipo
Taqman, FRET (Fluorescence Resonance Energy
Transfer) o iniciadores espec!ficos y fluorocromos
del tipo SYBRGreen. Los resultados de estos traba-
jos han sido variables, dependiendo del grupo de
pacientes, de las muestras utilizadas y de las com-
paraciones utilizadas. En t"rminos generales, las
t"cnicas de PCR-tr detectan con eficacia Aspergillus
spp. en muestras respiratorias, mostrando una
rentabilidad superior a la de los cultivos tradi-

cionales. Sin embargo, la rentabilidad desciende en
muestras sangu!neas. En algunos centros con gran
cantidad de pacientes oncohematol•gicos, la PCR-tr
se utiliza como prueba complementaria de la detec-
ci•n de galactomanano y de la tomograf!a axial
computarizada de alta resoluci•n.

20.6. M•todos de
tipado intraespecie

Las t"cnicas de tipado de las especies f$ngi-
cas se desarrollaron a partir de las utilizadas para la
clasificaci•n de las bacterias. En los $ltimos a%os,
se est#n aplicando varias t"cnicas que han demostra-
do su capacidad para el tipado aunque la utilidad de
las mismas depende de la especie en cuesti•n.
Adem#s, no todos los m"todos tienen las mismas
aplicaciones, ya que algunos ayudan a tipificar
brotes de infecci•n, con cepas relacionadas tempo-
ral y espacialmente, y otros sirven para realizar estu-
dios de gen"tica de poblaciones.

En la tabla 20.6 se incluyen las t"cnicas uti-
lizadas en la tipificaci•n de las especies f$ngicas.
Hist•ricamente, el primer m"todo empleado en
micolog!a fue el an#lisis con enzimas de restricci•n
o RFLP de genoma total, pero su escaso poder de
discriminaci•n hizo que fuera reemplazado por
otros m"todos [36]. De esta forma, una de las posi-
bilidades es complementar el an#lisis de enzimas de
restricci•n con m"todos de ADN fingerprinting,
procedimiento que sirve para simplificar el patr•n
de bandas a analizar tras la electroforesis. Esta t"c-
nica se ha convertido en la t"cnica de referencia
para tipificar muchas levaduras, como C. albicans.
Para tipar cepas de esta especie se emplean sondas
del tipo 27A y Ca3, con m$ltiples copias, o repeated
DNA sequences (RDS), algunas de las cuales han
sido incluidas en sistemas semi-comerciales.
Tambi"n se ha utilizado el m"todo de fingerprinting
con peque%os fragmentos u oligonucle•tidos, general-
mente con los llamados mini y microsat"lites. 

Otra de las t"cnicas desarrolladas en los $lti-
mos a%os es la electroforesis en campo pulsante,
m"todo empleado para separar cromosomas o frag-
mentos grandes de ADN. Es un m"todo tedioso,
caro y, adem#s, su capacidad de diferenciaci•n no
es muy elevada para la mayor!a de las especies.

Tambi"n se han utilizado t"cnicas que no uti-
lizan el ADN como diana, este es el caso de las
isoenzimas o electroforesis de enzimas multilocus.
Este m"todo detecta sustituciones de amino#cidos y
se ha utilizado para realizar gen"tica de poblaciones.
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Figura 20.4. Representaci—n del sistema de amplificaci—n y lectura
de PCR a tiempo real (real time PCR). La uni—n de SYBR¨ Green I
a la doble cadena de ADN durante su s’ntesis va acompa–ada de
la emisi—n de una se–al que permite detectar en cada momento la
presencia del fragmento diana y extrapolar la cantidad de la misma
en la muestra inicial.



20.7. Utilidad de las t•cnicas
de biolog€a molecular en el

diagn!stico microbiol!gico directo

Las t•cnicas moleculares diagn€sticas
se incluyen dentro de los m•todos alternativos al
cultivo, desarrollados en los •ltimos a‚os, con la
intenci€n de mejorar la rentabilidad de las pruebas
microbiol€gicas. Estas t•cnicas se aplican, general-
mente, en el diagn€stico de infecciones oportunistas
en pacientes inmunodeprimidos, para los que el
diagn€stico tradicional es poco sensible y, ademƒs,
tard„o.

En micolog„a m•dica, las t•cnicas alternati-
vas al cultivo se han desarrollado como m•todos de
diagn€stico precoz de las micosis invasoras en
enfermos inmunodeprimidos. La rentabilidad actual
de estas t•cnicas no es muy elevada, aunque en
algunas instituciones sanitarias, la detecci€n de
componentes f•ngicos, como el galactomanano y el
beta-glucano, se incluye rutinariamente entre las
pruebas diagn€sticas que se realizan en enfermos
oncohematol€gicos con alto riesgo de micosis inva-
soras, particularmente de aspergilosis y de candidiasis.

Hasta ahora, los m•todos moleculares basados
en la detecci€n de ƒcidos nucleicos de las especies
f•ngicas, apenas se han implantado en los laborato-
rios asistenciales. Esto se debe, principalmente,
a que no se han desarrollado m•todos comerciales
reproducibles, por lo que s€lo aquellos laboratorios
que cuentan con el personal y los equipos necesarios
han desarrollado y adaptado t•cnicas caseras, que
precisan de consolidaci€n y estandarizaci€n para su
aplicaci€n en otros centros.

En la literatura cient„fica sobre este asunto
pueden encontrarse todo tipo de t•cnicas de detec-
ci€n de especies, como ya se ha explicado en los
apartados anteriores. No obstante, la amplificaci€n
de ƒcidos nucleicos mediante la PCR es el m•todo
mƒs extendido para el diagn€stico directo en mues-
tras cl„nicas [13].

Las contaminaciones y los falsos positivos
son frecuentes, particularmente con especies f•ngi-
cas que causan infecciones oportunistas y que son
contaminantes habituales de laboratorio, como
Aspergillus, Fusariumo Acremonium. Por ello,
las t•cnicas de amplificaci€n cuantitativas, como la
PCR en tiempo real (PCR-tr), estƒn desplazando
a los m•todos basados en la PCR convencional.
La PCR-tr presenta varias ventajas entre las que
destacan, la posibilidad de introducir puntos de
corte a la hora de interpretar los resultados, aumen-
tando la especificidad de la t•cnica, as„ como la
automatizaci€n de la amplificaci€n, visualizaci€n e
interpretaci€n de los resultados. 

Como en el caso de la micolog„a diagn€stica,
las t•cnicas de tipado intraespecie se han ido adap-
tando a los m•todos basados en la amplificaci€n de
fragmentos mediante PCR. Este es el caso del
RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA),
del SSDP (Sequence-Specific DNA Primers), del
PMM (Polymorphic Microsatellite Markers) y del
MLST (Multilocus Sequencing Typing) [37]. Hasta
la fecha, los resultados mƒs abundantes se deben a
la t•cnica de RAPD, con algunos cebadores como el
R108 y el R151 que sirven para tipar cepas de
Aspergillus; pero existen problemas de inter-
pretaci€n y de reproducibilidad debido a las condi-
ciones que suelen emplearse para realizar la PCR
(bajas temperaturas de anneling y cebadores
demasiado cortos). Por eso, la mayor„a de los exper-
tos recomiendan utilizar dos t•cnicas de tipificaci€n
o dos cebadores diferentes a la hora de tipar cepas
relacionadas. Entre otras, se proponen el uso de
secuencias microsat•lites como el fago M13 y mini-
sat•lites como el (GACA)4, para clasificar varias
especies f•ngicas; as„ como, la PCR-RFLP del gen
URA5, especialmente •til en el tipado intraespecie
del complejo Cryptococcus neoformans[38,39].
En cuanto al MLST, se han desarrollado varios
protocolos para C. albicansy parece la t•cnica de
futuro para realizar gen•tica de poblaciones. 
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Tabla 20.6. T•cnicas utilizadas en la tipificaci!n de
las especies f"ngicas.

1. An‡lisis con enzimas de restricci—n (RFLP, Restriction
Fragments Length Polymorphism)

2. An‡lisis de enzimas de restricci—n con mŽtodos de
simplificaci—n de ADN fingerprinting

3. An‡lisis de enzimas de restricci—n con mŽtodos de
amplificaci—n con microsatŽlites

4. Electroforesis en campo pulsante
5. Electroforesis de enzimas multiloculares
6. TŽcnicas de PCR:

· RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA)
· SSDP (Sequence-Specific DNA Primers)
· PMM (Polymorphic Microsatellite Markers)
· MLST (Multilocus Sequencing Typing)



20.8. Conclusiones

La aparici•n de m€todos basados en la PCR,
as• como la difusi•n de las t€cnicas de cuantifi-
caci•n de ‚cidos nucleicos, como la PCR en tiempo
real, pueden ayudar a la implantaci•n del diagn•sti-
co molecular en la pr‚ctica microbiol•gica asisten-
cial. Estas t€cnicas est‚n automatizadas, parcial o
totalmente, y aportan sistemas comerciales de
extracci•n, purificaci•n, amplificaci•n y detecci•n
de ‚cidos nucleicos, por lo que existe la posibilidad
de elaborar protocolos estandarizados, aplicables a
los laboratorios cl•nicos, con fiabilidad metodol•gi-
ca y, quiz‚, rentabilidad diagn•stica.

Actualmente, algunos centros con experien-
cia, como algunos hospitales terciarios y centros de
referencia, utilizan m€todos basados en la biolog•a
molecular, como complemento de las t€cnicas cl‚si-
cas en el diagn•stico de las IFI. Estas micosis no
son frecuentes en muchos de los centros de nuestro
Sistema Nacional de Salud, ya que atienden a pocos
enfermos con riesgo de este tipo de infecci•n.
Por ello, ante una sospecha de IFI se recomienda
contactar con alguno de los centros con experiencia
y valorar la posibilidad de emplear un m€todo de
diagn•stico molecular.
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