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LISTA DE ABREVIATURAS 

 

2Asp: método para identificar Aspergillus mediante la amplificación de una región 

específica del 28S rRNA, por PCR en tiempo real  

4Asp: método para identificar Aspergillus mediante la amplificación, por PCR en tiempo 

real, de una región específica del 18S rRNA  

API: aspergilosis pulmonar invasora 

BDG: (1,3) ß-D-Glucano 

bp: pares de bases (siglas en inglés) 

CSP: proteína de superficie celular (siglas en inglés) 

DNA: ácido desoxirribonucleico (siglas en inglés) 

EDTA: ácido etildiaminotetraacético (siglas en inglés) 

GM: galactomanano 

ITS: espaciador transcripcional interno (siglas en inglés) 

LBA: lavado broncoalveolar 

mtDNA: DNA mitocondrial (siglas en inglés) 

PBST: amortiguador fosfato salino, pH 7.4 adicionado con tween 20 al 0.05% (siglas en 

inglés) 

PCR: reacción en cadena de la polimerasa (siglas en inglés) 

PDA: agar papa dextrosa (siglas en inglés) 

qPCR: PCR cuantitativa o PCR en tiempo real (siglas en inglés)  

RNA: ácido ribonucleico (siglas en inglés) 

rRNA: RNA ribosomal (siglas en inglés) 

TBE: amortiguador con trisaminometano, ácido bórico y EDTA (siglas en inglés) 

UFC: unidades formadoras de colonias 

YDP: extracto de levadura, peptona de caseína, dextrosa (siglas en inglés) 
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RESUMEN 

 

La aspergilosis invasora (AI) es una infección causada por hongos del género 

Aspergillus, siendo A. fumigatus el más común. La AI afecta a individuos 

inmunocomprometidos y presenta elevados índices de mortalidad como consecuencia 

de un diagnóstico erróneo o tardío que conlleva a un tratamiento farmacológico 

ineficaz. Con la finalidad de obtener un diagnóstico más preciso, se han desarrollado 

diversos ensayos de PCR para detectar marcadores moleculares (secuencias específicas 

de DNA) de A. fumigatus, como el CSP362. Este marcador es un fragmento de 362 bp 

que forma parte de la secuencia del gen CSP, el cual codifica una proteína de superficie 

celular del hongo. El marcador CSP362 es amplificado por PCR con los oligonucleótidos 

CSP362-F y CSP362-R, y discrimina A. fumigatus de especies estrechamente relacionadas 

como A. lentulus, por lo que se ha propuesto como una herramienta diagnóstica, previa 

validación en muestras clínicas. En este trabajo se determinó la sensibilidad del 

marcador CSP362, para ello se amplificaron diferentes concentraciones de DNA de A. 

fumigatus, así como el DNA obtenido de muestras de sangre total, suero y esputo, 

inoculadas con diferentes concentraciones de conidios, DNA y micelio del hongo, 

respectivamente. Asimismo, la sensibilidad se obtuvo en unidades formadoras de 

colonias (UFC), a partir del cultivo de cada concentración de conidios y micelio utilizada 

para la inoculación de las muestras.  

La sensibilidad del marcador CSP362 en muestras de DNA de A. fumigatus fue 10-5 ng/µL. 

En muestras biológicas, el marcador CSP362 presentó una sensibilidad de 10-3 

conidios/µL equivalentes a 1 UFC/µL en sangre total; 10-5 ng/µL en suero, y de 104 

ng/µL equivalentes a 4 UFC/µL en esputo.  

 

 

 

 

 

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/


 

3 
 

INTRODUCCIÓN 

 

El género Aspergillus está integrado por hongos filamentosos caracterizados por ser 

termotolerantes, ubicuos en la naturaleza y saprobios (Barnes, 2006; Segal, 2009; 

Barton, 2012). Asimismo, Aspergillus forma parte de la microbiota normal orofaríngea, 

de fosas nasales, tegumentos y del tubo gastrointestinal (Pazos-Pacheco, 2004). 

Los hongos del género Aspergillus pertenecen a la familia Trichocomaceae de la división 

Ascomycota (Species Fungourum, 2014). El número total de especies de este género 

varía dependiendo del criterio de clasificación utilizado, el cual puede basarse en el 

análisis de macro y micromorfología, perfiles de extrolitos (metabolitos secundarios) y 

polimorfismo en la secuencia de diferentes genes (β-tubulina, calmodulina, ITS, actina, 

entre otros) (Samson et al., 2006; 2007; 2009; Geiser et al., 2007). De tal manera que 

algunos autores reportan entre 132 y 250 especies de Aspergillus (Abarca, 2000; Geiser 

et al., 2007; Guarro, 2012) y otros reportan 900 especies (De-Amorim et al., 2004; Díaz-

Sánchez et al., 2004; Gurguí-Ferrer, 2010) refiriendo la publicación de Raper y Fennell 

(1988). En el “Dictionary of the Fungi” (Kirk et al., 2001) solo se reportan 181 especies, 

mientras que en la base de dato “Mycobank” (2014) se reportan aproximadamente 

1000 especies y en “Index Fungorum” (2014) 886 especies, incluyendo sinónimos y 

nombres no correctos. De estas especies, alrededor de 20 habían sido reportadas como 

causantes de enfermedades en humanos, siendo Aspergillus fumigatus la responsable 

de más del 90% de los casos, seguida por A. terreus, A. niger y A. flavus (Latgé, 2001; 

Guarro, 2003). Sin embargo, es importante destacar que en los últimos años, 

numerosos estudios taxonómicos han revelado que el número de especies de 

Aspergillus es mayor de lo que se pensaba, ya que muchas de las especies reconocidas 

anteriormente son en realidad complejos de especies, llamadas “secciones”. A la fecha, 

y de acuerdo con los criterios del “International Code of Nomenclature for algae, fungi 

and plants”, las especies del género Aspergillus han sido reclasificadas en 16 secciones: 

Aenei, Aspergillus, Bispori, Candidi, Circumdati, Clavati, Cremei, Flavi, Flavipedes, 

Fumigati, Nidulantes, Nigri, Restricti, Terrei, Usti y Zonati, de las cuales Fumigati, Flavi, 
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Nigri, Terrei, Clavati y Nidulantes incluyen especies patógenas para el humano 

(Krimitzas et al., 2013). En esta nueva clasificación, los agentes etiológicos más 

frecuentes de aspergilosis se encuentran en cuatro secciones: Fumigati (A. fumigatus), 

Nigri (A. niger), Terrei (A. terreus) y Flavi (A. flavus). La sección Fumigati contempla 25 

especies diferentes con 7 anamorfos y 18 teleomorfos (Samson et al., 2006). Dentro de 

esta sección, además de A. fumigatus, las especies A. lentulus, A. viridinutans, 

Neorsartorya fischeri, N. pseudofischeri y N. hiratsukae han sido reportadas como 

patógenas para el humano y se caracterizan por presentar patrones de susceptibilidad 

a los antifúngicos distintos a los de A. fumigatus (Samson et al., 2007; Alcazar-Fuoli et 

al., 2008; Krishnan et al., 2009; Sugui et al., 2014). La prevalencia de estas especies 

crípticas en muestras clínicas se ha estimado hasta en un 10% (Pappas et al., 2010), por 

lo que su identificación correcta es de gran relevancia en el tratamiento de los 

pacientes. 

 

Las formas clínicas ocasionadas por Aspergillus son diversas, pueden ser desde 

intoxicaciones, alergias y micosis superficiales (otitis externas, onicomicosis, 

queratomicosis, infecciones de heridas y quemaduras) hasta infecciones profundas, 

como la aspergilosis invasora (AI), siendo ésta una de las formas clínicas más 

importantes en la actualidad por el incremento en su incidencia y elevada tasa de 

mortalidad (Balajee & Marr, 2006; Geiser et al., 2007). La AI se adquiere por la 

inhalación de los conidios de Aspergillus presentes en el aire, los cuales germinan y las 

hifas se pueden dispersar rápidamente hacia los tejidos (Figura 1), particularmente en 

el caso de pacientes inmunocomprometidos (Dagenais et al., 2009; Richie et al., 2011). 
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Figura 1. Ciclo infeccioso de Aspergillus fumigatus (Dagenais et al., 2009, modificado por 

Villanueva Amador, G. S.). 

 

La forma clínica y la severidad de la enfermedad dependen del estado inmunológico del 

hospedero y de la especie involucrada, ya que como se mencionó anteriormente, 

existen especies resistentes a los antifúngicos (Latgé, 2001; Guarro, 2003). 

Los individuos inmunocomprometidos presentan mayor riesgo para desarrollar AI, 

principalmente quienes se han sometido a trasplante alogénico o autólogo de médula 

ósea, tratamiento con corticoides, trasplante de órgano sólido, quimioterapia. También 

son susceptibles quienes cursan con neutropenia prolongada (superior a dos semanas), 

leucemia aguda o linfoma, anemia aplásica, neutropenia no inducida 

farmacológicamente, enfermedad granulomatosa crónica, así como pacientes con 

aspergilosis previa sometidos a quimioterapia o trasplante de médula ósea (Torelli, 

2011; Li et al., 2013; Rogers et al., 2013). En estos individuos, la tasa de mortalidad 

alcanza hasta el 90% debido a las limitaciones para establecer un diagnóstico oportuno 

y una terapia eficaz (Meersseman, 2007; Klingspor & Loeffler, 2009; Thornton, 2010; 

Lockner & Lass-Flörl, 2013). 
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El diagnóstico convencional de la AI se realiza con base en la sospecha clínica inicial y la 

confirmación microbiológica a través de un cultivo y examen microscópico de la 

muestra. Para el cultivo micológico se utiliza agar Sabouraud-cloranfenicol y se incuba 

entre 25 y 35° C. El cultivo tiene la ventaja de permitir el aislamiento del hongo, lo cual 

es necesario para identificar la especie causal mediante sus características micro y 

macroscópicas (del Palacio et al., 2003). Sin embargo, las desventajas de los cultivos 

son el tiempo de crecimiento fúngico, ya que se requieren hasta cuatro semanas para 

observar el desarrollo del patógeno (Pontón, 2002), así como la adecuada 

interpretación cuando se obtiene un cultivo positivo a partir de muestras respiratorias, 

ya que Aspergillus es un contaminante frecuente debido a la ubicuidad de sus conidios 

(Pemán, 2003). Por tales motivos, se considera que las muestras más adecuadas para el 

diagnóstico de la AI mediante cultivo son las biopsias, los aspirados de lugares estériles 

y el lavado broncoalveolar (LBA). El aislamiento de Aspergillus a partir de este tipo de 

muestras, obtenidas de pacientes en riesgo de AI, se considera siempre como 

altamente sugestivo de infección (Pemán, 2000; Sun, 2011). 

El examen microscópico consiste en la observación directa de las muestras clínicas 

(examen en fresco) con solución KOH; o con blanco de calcoflúor en un microscopio de 

fluorescencia. El examen en fresco tiene la ventaja de ser rápido y sensible, pero 

también tiene ciertas desventajas ya que depende de la experiencia del analista para 

identificar las estructuras fúngicas, en algunas ocasiones los elementos fúngicos 

pueden confundirse con las fibras de colágeno o de hisopos, gotas de grasa, o con otros 

patógenos que presentan una morfología similar, como Fusarium o Scedosporium. En la 

mayoría de los casos no es posible identificar la especie fúngica por examen 

microscópico, y en la actualidad es más complicado debido a la cantidad de especies 

crípticas descritas. La sensibilidad global del examen microscópico es alrededor del 

50%, es decir que un resultado negativo no siempre descarta una infección fúngica. La 

sensibilidad de la técnica puede depender del lugar anatómico y tipo de tinción 

(Pemán, 2003; 2013; Llovo & Pontón, 2007). 

Por otro lado, el diagnóstico serológico de la AI se realiza con base en la detección de 
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antígenos circulantes de Aspergillus en suero, orina, LBA, etc. Los antígenos que se 

identifican principalmente son el galactomanano (GM), el (1,3) ß-D-Glucano (BDG) y 

otros diferentes antígenos de 29, 18 y 11 kDa (Pemán, 2000). El GM es un componente 

de la pared celular fúngica y es el primer polisacárido detectado en pacientes con AI 

(Pemán, 2000). Se han desarrollado dos sistemas comerciales que usan los mismos 

anticuerpos monoclonales para detectar al GM en muestras clínicas: 1) Pastorex 

Aspergillus (Sanofi Diagnostics Pasteur, Marnes-La-Coquette, FR), que se lleva a cabo 

con base en la aglutinación de partículas de látex recubiertas con anticuerpos 

monoclonales que reaccionan con el GM y presenta una sensibilidad de 15 ng/mL; 2) 

Platelia Aspergillus (Sanofi Diagnostics Pasteur, FR) y Platelia ®Aspergillus (Bio-Rad 

Laboratories, Marnes-la-Coquette, FR), que utilizan el mismo anticuerpo monoclonal 

para detectar GM por ELISA indirecto. El primero, es capaz de detectar hasta 1 ng/mL 

de GM en suero (Pemán, 2000) y el segundo entre 0,5-1 ng/mL (del Palacio et al., 

2003). El sistema Platelia Aspergillus es el más empleado por su sensibilidad, mientras 

que Pastorex Aspergillus dejó de utilizarse por su baja sensibilidad (del Palacio et al., 

2003). Varios estudios han demostrado que, además de contribuir al diagnóstico precoz 

de la AI, Platelia Aspergillus (Sanofi Diagnostics) presenta una adecuada 

reproducibilidad intra e interlaboratorio, siempre y cuando se entienda como resultado 

positivo la existencia de dos muestras consecutivas positivas (del Palacio et al., 2003). 

Es importante mencionar que el GM es detectable por ELISA antes de la aparición de 

signos o síntomas de infección fúngica, y 2-3 semanas antes de la detección por 

aglutinación de partículas de látex, por lo que es una herramienta útil para la 

instauración temprana del tratamiento y la monitorización del mismo. La muestra de 

suero es la más utilizada para la detección del GM, mientras que las muestras de orina 

y LBA se emplean comúnmente para corroborar los resultados obtenidos en suero 

(Pemán, 2000; del Palacio et al., 2003). Sin embargo, recientemente se ha reportado 

que la detección de GM en LBA es más sensible que en suero, pero en éste la 

especificidad es mayor (Buess et al., 2012). 
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El antígeno BDG es un componente de la pared celular de hongos como Aspergillus, 

Candida, Pneumocystis, Fusarium, Trichosporon, Saccharomyces y Acremonium, que se 

puede detectar en suero mediante un método colorimétrico (Fungitell; Associates of 

Cape Cod, MA, EUA) (Alexander et al., 2010). La evaluación se realiza con base en la 

prueba del Limulus. Esta prueba consiste en que el BDG se activa por el factor G, una 

serin proteasa zimogénica del lisado del amebocito del Limulus, el cual es extraído de 

los amebocitos de especies de cangrejos herradura. A su vez, el factor G, activa una 

cascada de coagulación. La actividad de esta reacción puede ser medida por 

colorimetría o turbidimetría. Su especificidad es del 85%, su sensibilidad del 77%, 

además existe gran heterogeneidad entre los estudios y los ensayos comerciales 

existentes (Karageorgopoulos et al., 2011). 

 
En los últimos años, se ha planteado la detección directa del DNA de Aspergillus spp. en 

muestras clínicas como una alternativa rápida, específica y sensible para el diagnóstico 

de la AI. La detección del patógeno se realiza amplificando una secuencia del DNA 

(marcador molecular) del patógeno, mediante la reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR), en cualquiera de sus diferentes modalidades: anidada, simplex, multiplex, punto 

final y tiempo real. Asimismo, la hibridación de sondas de DNA específicas ha sido 

utilizada para detectar el material genético de Aspergillus spp. (Tabla 1). 
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Tabla 1. Marcadores moleculares para identificar Aspergillus fumigatus. 

Marcador 
molecular 

Metodología Especificidad Sensibilidad Muestra Referencia 

Secuencia  
del mtDNA 
y  
del gen 
que 
codifica 
para una 
proteasa 
alcalina 

PCR y 
Southern 
blot 

Aspergillus 
spp. 

5 pg de DNA por 
PCR y 500 fg de 
DNA por 
Southern blot 

LBA de pacientes con 
cáncer y neumonía 
sugestiva 

Tang, 1993 
 

Secuencia 
del gen 
18S rRNA 

PCR género 
o especie 
específica  

Aspergillus 
spp. y 
Candida spp. 

Para C. krusei 
fue 1 pg de DNA 
equivalente a 1 
UCF/mL. Para A. 
fumigatus 100 
fg de DNA 

Sangre total de 
pacientes 
neutropénicos y con 
infección micótica 
invasora 

Einsele et 
al., 1997 

Secuencia 
del gen 
18S rRNA 

PCR anidada Aspergillus 
spp. 

10 fg DNA 
equivalentes a 
1-5 UFC/mL de 
sangre total 

Sangre total y LBA de 
pacientes 
inmunocomprometidos 
(neoplasias 
hematológicas) e 
inmunocompetentes 
(neumonía y sospecha 
de tumores) 

Skladny et 
al., 1999 

Secuencia 
del gen 
18S rRNA 

PCR 
panfúngica 

Aspergillus 
spp. 

100% de 
sensibilidad y 
73% de 
especificidad 

Sangre total de 
pacientes en inducción 
o en consolidación de 
quimioterapia por 
leucemia o en altas 
dosis de terapia 
seguidos del trasplante 
de células madre  

Herbart et 
al., 2000 

Secuencia 
del gen 
18S rRNA 

qPCR con 
Light Cycler 

A. fumigatus 5 UFC/mL Sangre total de 
individuos 
inmunocompetentes y 
pocas muestras de 
pacientes con 
deficiencias 
hematológicas 

Loeffler et 
al., 2000 

Secuencia 
del gen 
18S rRNA 

PCR 
panfúngica  
y anidada 

Fusarium 
solani 
C. albicans 

50 fg de DNA 
para F. solani y 
C. albicans; y 

Fluido vítreo de 
pacientes con sospecha 
de endoftalmitis 

Jaeger et 
al., 2000 
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Marcador 
molecular 

Metodología Especificidad Sensibilidad Muestra Referencia 

A. fumigatus 100 fg de DNA 
para A. 
fumigatus 

Secuencia 
del gen 
18S rRNA 

PCR Aspergillus 
spp. 

10 UFC/mL Plasma y sangre total 
de individuos 
inmunocompetentes e 
inmunocomprometidos  
(trasplantados 
alogénicos de médula 
ósea) 

Loeffler et 
al., 2000 

Secuencia 
del gen 
18S rRNA 

qPCR  Aspergillus 
spp. 

20 número de 
copias/mL 

Plasma y sangre total 
de pacientes en 
quimioterapia por 
deficiencias 
hematológicas o 
anemia aplástica 
severa 

Kami et al., 
2001 

Secuencia 
del gen 
18S rRNA 

PCR anidada  Aspergillus 
spp. 

10 fg de DNA 
correspondiente 
a 5 UFC/mL 

LBA de pacientes con 
riesgo de contraer 
aspergilosis invasora 

Buchheidt 
et al., 2001 

Secuencia 
de las 
proteasas 
alcalinas 
de A. 
fumigatus 

PCR anidada Aspergillus 
spp., A. 
fumigatus y 
A. flavus 

25 fg de DNA 
genómico de A. 
fumigatus y 10 
pg de DNA de A. 
flavus 
La técnica no 
distingue entre 
infección y 
colonización 

LBA de pacientes 
inmunosuprimidos 
(enfermedad pulmonar 
obstructiva crónica, 
neoplasias 
hematológicas, 
trasplante de órganos, 
SIDA o cáncer) e 
inmunocompetentes 

Hayette et 
al., 2001 

Secuencia 
del gen 
18S rRNA 

PCR-ELISA, y 
PCR 
cuantitativa 
(LightCycler, 
Roche 
Diagnostics) 

A. fumigatus 100 fg de DNA, 
equivalentes a 
10 UFC/mL de 
sangre total Por 
PCR-ELISA. 101-
102 UFC/mL de 
sangre total, por 
qPCR 

Sangre total y biopsia 
de tejidos de ratones y 
conejos 
inmunosuprimidos 
 

Loeffler et 
al., 2001 

Secuencia  
del mtDNA 

qPCR  A. fumigatus, 
A. flavus 

≤30 fg/mL en 
suero 

Diferentes fracciones 
de sangre total: suero, 
plasma y células 
blancas de pacientes 
en riesgo de AI 

Costa et al., 
2002 

Continuación de Tabla 1 
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Marcador 
molecular 

Metodología Especificidad Sensibilidad Muestra Referencia 

Secuencia 
del gen 
18S rRNA 

PCR A. fumigatus > 1.0 UFC/mL Sangre total y LBA de 
individuos 
inmunocompetentes 

Loeffler et 
al., 2002 

Región 5.8 
del rRNA 

qPCR Aspergillus 
sp., Fusarium 
sp. 

200 fg-20 ng de 
DNA fúngico 

Suero de pacientes 
clasificados con 
infección fúngica 
invasora posible, 
probable o probada 

Pham et al., 
2003 

Secuencia 
del mtDNA 

qPCR A. fumigatus  
y Neosartorya 
spp. 

20 pg de DNA LBA y biopsias de 
pacientes en riesgo de 
AIP 

Rantakokko-
Jalava et al., 
2003 

Secuencia 
del gen 
18S rRNA 

qPCR Aspergillus 
sp. 

Sensibilidad de 
90% y 
especificidad 
del 100% 

LBA de pacientes con 
deficiencias 
hematológicas 

Sanguinetti 
et al., 2003 

Secuencia 
de una 
región del 
18S rRNA 

PCR anidada 
cualitativa y 
qPCR 
anidada  

Aspergillus 
sp.  

10 UFC/mL de 
sangre total 
para ambas PCR 

Tejido, sangre total, 
líquido 
cefalorraquídeo, 
líquido ascítico, LBA de 
pacientes 
hematológicos con 
riesgo de AI 

Halliday et 
al., 2005 

Secuencia 
del mtDNA 

qPCR A. fumigatus <2.5 fg/µL Suero de pacientes con 
enfermedad 
hematológica 

Millon et 
al., 2005 
 

Secuencia 
de una 
región del 
18S rRNA 
y 
secuencia 
de  
una región 
ITS1 e ITS2 

qPCR para la 
región 18S y 
PCR 
panfúngica 
para la 
región ITS 

A. fumigatus 27 fg de DNA 
por qPCR y 0.5 
pg por PCR 
panfúngica 

Sangre total, suero, 
pulmón y cerebro. 
Modelo de conejo con 
AI 

Gómez-
López et al., 
2006 

Secuencia 
de una 
región del 
18S rRNA 
y  
28S rRNA 

qPCR Aspergillus 
sp.  

10 conidios/mL 
para 2Asp y 500 
conidios/mL 
para 4Asp 

Sangre total y agua. 
Inoculación 
experimental de sangre 
total de individuos 
inmunocompetentes 

White et al., 
2006 

Secuencia 
del mtDNA 

PCR-ELISA A. fumigatus 
y A. flavus 

63.6% de 
sensibilidad y 

Suero de pacientes con 
deficiencias 

Florent et 
al., 2006 

Continuación de Tabla 1 
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Marcador 
molecular 

Metodología Especificidad Sensibilidad Muestra Referencia 

89.7% de 
especificidad 

hematológicas 

Secuencia 
de una 
región del  
28S rRNA 

qPCR 
anidada 

Aspergillus 
sp.  

10 UFC/mL Sangre total de 
pacientes en riesgo de 
infección fúngica 
invasora 

White et al., 
2006 

Secuencia 
de una 
región del  
18S rRNA 

qPCR  Aspergillus 
sp.  

13 fg de DNA LBA de pacientes en 
alto riesgo de AI 

Khot et al., 
2008 

Secuencia 
de  
una región 
ITS1  

qPCR Aspergillus 
sp.  

91.6% de 
sensibilidad. 
Presenta 
aplicación 
diagnóstica 
cuando se 
combina con la 
detección de 
GM 

Sangre total y suero de 
pacientes febriles con 
neutropenia 

Cuenca- 
Estrella et 
al., 2009 

Secuencias 
parciales 
de β-
tubulina y 
Rodlet A. 

PCR 
multiplex 

A. fumigatus  Perfiles 
electroforéticos 
distintivos en 
aislados de A. 
fumigatus  

Aislados clínicos  Serrano et 
al., 2011 

Secuencia  
del mtDNA 
y rDNA 

qPCR A. fumigatus 30 fg de DNA Suero de pacientes con 
riesgo de AI 

Millon et 
al., 2011 

Secuencia 
de una 
región del 
18S rRNA 

qPCR Aspergillus 
spp.  

≤50 copias del 
18S rRNA, 
equivalentes a 1 
genoma de A. 
fumigatus  

LBA de pacientes de las 
unidades de cuidados 
intensivos y 
hematología 

Torelli et al., 
2011 

Secuencia 
de una 
región 
ITS1 y 18S 
rRNA 

qPCR y PAN-
Aspergillus 

Género y 
especie 
específico de 
A. fumigatus, 
A. niger y A. 
terreus 

5 copias del 
genoma de 
Aspergillus sp. 

LBA, pulmón de 
conejos 
experimentalmente 
inmunosuprimidos 

Walsh et al., 
2011 

Secuencia 
de una 
región 
ITS del 

PCR anidada 
para ITS, y 
qPCR para β-
tubulina 

A. fumigatus 
y A. flavus 

40 copias del 
genoma de A. 
flavus y 35  
copias de 

LBA de pacientes con 
incidencia de API 

Zarrinfar et 
al., 2013 

Continuación de Tabla 1 
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Marcador 
molecular 

Metodología Especificidad Sensibilidad Muestra Referencia 

rDNA y la 
secuencia 
de β-
tubulina  

genoma de A. 
fumigatus 

Región del 
gen 28S 
del rDNA 
y la 
secuencia 
de una 
región 
ITS1 a 5.8S 
del operón 
ribosomal 
multicopia 

qPCR 
anidada para 
28S y qPCR 
para ITS1 
 

Aspergillus 
sp. 

10 conidios/mL Sangre total y suero de 
pacientes receptores 
de trasplante de 
células madre 

Rogers et 
al., 2013 

Secuencia 
parcial del 
28S e ITS2 
rRNA 

qPCR  Aspergillus 
spp. 

1 copia/mL del 
genoma  

Sangre total y plasma 
de pacientes 
hematológicos febriles 

Li et al., 
2013 

2Asp: método para identificar Aspergillus por amplificación de una región específica del 28S rRNA; 4Asp: 
método para identificar Aspergillus por la amplificación de una región específica del 18S rRNA; API: 
aspergilosis pulmonar invasora; GM: galactomanano; ITS: espaciador transcripcional interno; mtDNA: 
DNA mitocondrial; qPCR: PCR cuantitativa o en tiempo real; rRNA: RNA ribosomal; UFC: unidades 
formadoras de colonia. 
 

No obstante que, como se muestra en la tabla 1, se han reportado varios ensayos para 

la detección del DNA de Aspergillus spp., todos presentan diferentes inconvenientes 

que limitan su uso generalizado como método diagnóstico de la AI, como son la falta de 

estandarización en cuanto a la selección y manipulación de los especímenes clínicos, el 

método de extracción del DNA, la baja sensibilidad en la detección del DNA y la baja 

reproducibilidad inter-laboratorio (White et al., 2010). La inespecificidad, es otra de las 

limitaciones que presentan los marcadores reportados para la detección de A. 

fumigatus, la cual se debe a la gran variabilidad genética que existe entre los aislados 

del hongo procedentes de diferentes regiones geográficas (Duarte-Escalante et al., 

2009; Frías De León et al., 2014), por lo que es importante considerar que el marcador 

molecular empleado para el diagnóstico debe ser obtenido a partir de aislados 

autóctonos, para evitar resultados falsos negativos. Con base en lo anterior, Zavala-

Continuación de Tabla 1 
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Ramírez (2011) analizó el polimorfismo entre secuencias parciales del gen CSP 

(Proteína de Superficie Celular), utilizando aislados de A. fumigatus procedentes de 

México, Argentina, Francia y Perú. El gen CSP codifica para una proteína putativa de 

superficie, la cual está involucrada en procesos de adherencia a la matriz extracelular y 

la germinación de conidios, se localiza en el cromosoma 3 del genoma de A. fumigatus 

y contiene dos regiones repetitivas, una de 12 bp y otra de 18 bp, por lo que es 

utilizado en la tipificación y el estudio de relaciones filogenéticas entre aislados del 

hongo (Klaassen et al., 2009). A partir del análisis de secuencias, Zalava-Ramírez (2011) 

eligió una región compartida por todas las secuencias, para el diseño de un par de 

oligonucleótidos que amplifican una región de 362 bp que es específica de A. fumigatus 

(marcador molecular CSP362), verificando en la base de datos GenBank que, 

efectivamente, no compartiera secuencias con otros hongos para evitar resultados 

falsos positivos. El marcador CSP362 mostró ser específico para aislados de A. fumigatus 

ya que no se observó amplificación cuando se probó el DNA de otros hongos 

patógenos, además logró discriminar A. fumigatus del resto de especies patógenas 

dentro de su género, así como A. lentulus que es resistente a los antifúngicos y 

morfológicamente indistinguible de A. fumigatus (Balajee et al., 2005). Por lo que 

Zavala-Ramírez (2011) postuló que el marcador molecular CSP362 puede funcionar 

como herramienta diagnóstica. Sin embargo, primero debe determinarse su 

sensibilidad en la detección del patógeno en muestras biológicas y posteriormente 

validarlo con muestras clínicas, para poder utilizarlo de manera rutinaria en el 

diagnóstico de la aspergilosis. 

 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Las micosis invasoras, entre ellas la AI, han emergido en los últimos años como 

problema de salud importante a nivel mundial, debido a su elevada morbimortalidad 

(Meersseman et al., 2007; Klingspor et al., 2009; Thornton, 2010; Lockner & Lass-Flörl, 

2013); por lo que en las últimas décadas ha crecido el interés por buscar mejores 
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herramientas diagnósticas. El uso de la PCR es una alternativa muy útil, no sólo para el 

diagnóstico sino también para monitorear la respuesta a la terapia antifúngica o 

detectar resistencia a los antifúngicos (Barton, 2012). En la literatura se han descrito 

muchos ensayos de PCR para detectar marcadores moleculares específicos (fragmentos 

del DNA) de A. fumigatus (Tabla 1); sin embargo, su aplicación clínica es limitada 

porque aún no han sido validados ni estandarizados. Además, para utilizar la PCR como 

prueba diagnóstica de la AI, es necesario que sea específica y sensible para detectar al 

patógeno en muestras clínicas, lo que depende en gran medida del marcador 

molecular. Una limitante importante que impide utilizar los marcadores moleculares 

reportados en la literatura (Tabla 1), es la gran diversidad genética que existe entre los 

aislados de A. fumigatus procedentes de distintos orígenes geográficos (Duarte-

Escalante et al., 2009; Zavala-Ramírez, 2011), ya que es probable que los marcadores 

moleculares obtenidos a partir de aislados de otros países presenten resultados 

negativos cuando se utilicen con aislados procedentes de México. Con base en lo 

anterior, Zavala-Ramírez (2011) obtuvo un marcador denominado CSP362, a partir del 

análisis de la región microsatélite CSP de aislados de A. fumigatus procedentes de 

distintos países, incluyendo México. El marcador CSP362 discrimina A. fumigatus del 

resto de las especies patógenas del género Aspergillus, incluso de las especies que se 

encuentran dentro de la sección Fumigati, y por ello ha sido propuesto como marcador 

idóneo para el diagnóstico de la AI en nuestro país. Sin embargo, es necesario 

determinar la sensibilidad del marcador CSP362 para detectar al hongo en diferentes 

muestras biológicas, ya que a la fecha se desconoce cuál es la muestra biológica más 

adecuada  para el diagnóstico de la AI por PCR (Hope et al., 2005). Por lo que en este 

trabajo se plantea evaluar la sensibilidad del marcador en muestras biológicas no 

invasivas (suero, sangre total y esputo) inoculadas con A. fumigatus. 
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JUSTIFICACIÓN 

 

A nivel mundial, el incremento en la incidencia de la AI representa un grave problema 

debido a su elevada tasa de mortalidad, la cual ha sido atribuida en gran parte a 

deficiencias en las pruebas diagnósticas utilizadas, lo que conlleva a un mal manejo 

terapéutico de los pacientes (Patterson, 2005; Meersseman et al., 2007; Klingspor & 

Loeffler, 2009; Thornton, 2010; Lockner et al., 2013). En México, el diagnóstico de la AI 

se realiza con base en el resultado de estudios de gabinete y de laboratorio, de éstos 

últimos destacan los microbiológicos (examen directo, cultivo) y los inmunológicos 

(detección de GM), que presentan sensibilidad y especificidad variables, lo que limita el 

establecimiento de un diagnóstico oportuno y certero (Patterson, 2005; Arza et al., 

2006). Para mejorar tanto la sensibilidad como la especificidad en el diagnóstico, se ha 

propuesto la PCR como prueba alternativa o confirmatoria, utilizando marcadores 

moleculares de DNA específicos de A. fumigatus (Patterson, 2005; Arza et al., 2006; 

Cuervo-Maldonado et al., 2010). Aunque son muchos los marcadores moleculares que 

se han reportado en la literatura (Tabla 1), en México no está implementado su uso en 

los laboratorios clínicos, debido a que no han sido validados ni estandarizados para 

garantizar la reproducibilidad de los resultados a nivel interlaboratorio (Cuervo-

Maldonado et al., 2010; Frías De León et al., 2014). Además, considerando que entre 

los aislados de A. fumigatus existe variabilidad genética con respecto al origen 

geográfico (Duarte-Escalante et al., 2009), es indispensable utilizar marcadores 

obtenidos a partir de aislados autóctonos, como es el caso del marcador CSP362 (Zavala-

Ramírez, 2011). Este marcador es específico, ya que discrimina A. fumigatus de otras 

especies de hongos patógenos, dentro y fuera del género Aspergillus, además ha sido 

probado con DNA de aislados procedentes de México y otros países, por lo que el 

CSP362 se ha propuesto como candidato para emplearse en el diagnóstico de la AI 

(Zavala-Ramírez, 2011). No obstante, se requiere evaluar la sensibilidad de este 

marcador para detectar A. fumigatus en muestras biológicas poco invasivas, con la 

finalidad de ofrecer una herramienta confiable en el diagnóstico de la AI a los 
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laboratorios intrahospitalarios de nuestro país, con lo que se espera disminuir la tasa 

de mortalidad asociada a esta micosis. Cabe mencionar que la importancia de evaluar 

la sensibilidad del marcador CSP362, en lugar de evaluar cualquier otro marcador 

reportado en la literatura, se debe a que ninguno de éstos ha sido obtenido 

considerando los cambios taxonómicos que se han dado dentro del género Aspergillus 

(Samson, 2006), por lo que no discriminan especies dentro de las secciones, lo cual es 

indispensable para el tratamiento. El único reporte de marcadores obtenidos para 

diferenciar especies dentro de la sección Fumigati se basa en un análisis de secuencias 

in silico y no ha sido validado probando DNA de otros organismos causantes de 

infecciones invasoras y menos aún en muestras clínicas (Serrano et al., 2011). 

 

OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar la sensibilidad del marcador molecular CSP362 para identificar A. fumigatus en 

muestras biológicas (sangre total, suero y esputo). 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

 

1. Determinar la sensibilidad del marcador CSP362 utilizando diferentes 

concentraciones de DNA de A. fumigatus. 

2. Determinar la sensibilidad del marcador CSP362 en muestras de sangre total 

inoculadas con diferentes concentraciones conidios de A. fumigatus. 

3. Determinar la sensibilidad del marcador CSP362 en muestras de esputo 

inoculadas con diferentes concentraciones de micelio de A. fumigatus. 

4. Determinar la sensibilidad del marcador CSP362 en muestras de suero inoculadas 

con diferentes concentraciones de DNA de A. fumigatus. 

5. Correlacionar los resultados de sensibilidad del PCR marcador CSP362 con las 

UFC desarrolladas a partir de las diferentes concentraciones de conidios y 

micelio. 
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HIPÓTESIS 

 

Si el marcador molecular CSP362 es sensible entonces se detectará el DNA de A. 

fumigatus en muestras de sangre total, suero y esputo, aun cuando se encuentre en 

bajas concentraciones. 

 

DISEÑO EXPERIMENTAL 

 

Para determinar la sensibilidad del marcador CSP362, el trabajo se dividió en cuatro 

etapas, como se observa en la figura 2. En la primera etapa se cultivaron diferentes 

aislados de A. fumigatus para obtener el material fúngico (conidios y micelio) necesario 

tanto para la extracción de DNA como para la inoculación de muestras biológicas y la 

determinación de UFC.  

En la segunda etapa, se extrajo el DNA de los aislados de A. fumigatus, se cuantificó por 

electroforesis, se ajustaron a 10 ng/µL. Durante esta etapa, también se prepararon 

diferentes diluciones de DNA, conidios y micelio, con las que se inocularon las muestras 

de suero, sangre total, y esputo, respectivamente. Al mismo tiempo, se sembraron 

cada una de las diluciones de conidios y micelio, y se determinó el número de UFC 

correspondientes. Se extrajo el DNA de las muestras biológicas inoculadas con material 

fúngico y se verificó su calidad por espectrofotometría. 

En la tercera etapa, se realizaron las amplificaciones del marcador CSP362 utilizando los 

DNAs obtenidos de los aislados de A. fumigatus y de las muestras biológicas inoculadas 

con diferentes concentraciones de DNA, conidios y micelio del hongo. Las 

amplificaciones se realizaron por triplicado y se visualizaron por electroforesis en gel de 

agarosa para determinar la sensibilidad o límite de detección del marcador en cada tipo 

de muestra (DNA, sangre total, suero y esputo). 

En la cuarta etapa, se correlacionaron los resultados de sensibilidad del marcador 

CSP362 en las muestras de sangre total y esputo con las UFC determinadas para cada 

concentración de conidios y micelio utilizada en la inoculación de dichas muestras 
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biológicas.  

 

La inoculación de las muestras biológicas se realizó de acuerdo con las guías 

protocolarias de la Iniciativa de PCR Europea de Aspergillus (Duval et al., 2008). En 

éstas, se indica que el tipo y la cantidad del material fúngico a inocular en una muestra 

biológica deben ser conocidos de manera exacta para mantenerse tras la extracción de 

DNA. De tal manera que se puedan determinar los límites de detección (sensibilidad) 

en cada muestra biológica con el respectivo material fúngico. Los autores de la 

Iniciativa recomiendan el uso de conidios en sangre total, ya que a pesar de que no se 

encuentran esporas de A. fumigatus a nivel de torrente sanguíneo, es un método 

cuantificable de inoculación (Duval et al., 2008; White et al., 2010; Loeffler et al., 2012). 

En el caso de la muestra de suero, se recomienda la utilización de DNA, debido a que se 

ha demostrado la presencia de éste en muestras de pacientes con AI (Costa et al., 

2001; White et al., 2011; Barton, 2012). Las muestras respiratorias como el esputo y el 

LBA se han utilizado ampliamente, sobretodo el LBA donde se ha demostrado la 

presencia de alto contenido celular del hongo (hifas y conidios). El esputo es una 

muestra que se obtiene por métodos no invasivos y se ha utilizado para cultivos en 

pacientes con AI confirmada (Zmeili & Soubani, 2007; Barton, 2012; Shrimali et al., 

2013), por lo que en el presente trabajo se usó esputo y no LBA. Finalmente, entre 

recomendaciones de las guías protocolarias está la adición de pasos de rompimiento 

físico o enzimático del material fúngico, para aumentar la cantidad y calidad del DNA 

que se extrae (Duval et al., 2008; Barton, 2012). 
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Muestras 
biológicas

Donador 
inmunocompetente

Sangre    Suero    Esputo

Obtención 
de DNA

Obtención 
de conidios

Obtención 
de micelio

Desarrollo UFC

Alícuotas 
de 30 µL

PDA

Inoculación de 
muestras

Sangre+
conidios

Esputo+micelio

Suero+DNA

Extracción de DNA
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Figura 2. Diseño experimental para evaluar la sensibilidad del marcador CSP362. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Aislados de A. fumigatus 

Se utilizaron tres aislados clínicos (MM-6, MM-15 y MM-81) de A. fumigatus, obtenidos 

de la colección de cepas del Laboratorio de Micología Molecular, Unidad de Micología, 

Facultad de Medicina, UNAM. Estos aislados fueron ubicados taxonómicamente con 

base en sus características fenotípicas: macro y micromorfología, tamaño de conidios, 

tamaño de vesículas, termotolerancia y microscopia electrónica de barrido (Zavala-

Ramírez, 2011). 

 

Muestras biológicas 

Las muestras de sangre total, suero y esputo empleadas en este estudio se obtuvieron 

de un donador humano inmunocompetente. 

 

Cultivo de aislados de A. fumigatus 

Los aislados de A. fumigatus se sembraron en tubos estériles de 15 mL conteniendo 4 

mL de agar papa dextrosa (PDA) (Bioxón, MX) y se incubaron a 37 °C durante 4 días, o 

hasta observar crecimiento. Después se preparó una suspensión de conidios con 1 mL 

de PBST (amortiguador fosfato salino, pH 7.4, adicionado con tween 20 al 0.05%) y se 

inoculó en 50 mL de medio líquido YPD (1% extracto de levadura, 1% peptona de 

caseína, 2% dextrosa). El cultivo se incubó a 37 °C con agitación, hasta observar 

crecimiento micelial. 

 

Extracción de DNA de aislados de A. fumigatus 

La biomasa micelial de cada aislado se cosechó individualmente por filtración al vacío, 

utilizando papel filtro estéril. El micelio se lavó con agua milli-Q (Merck KGaA, HE, GE) 

para eliminar residuos del medio de cultivo y se secó con papel filtro. A partir del 

micelio seco de cada aislado, se extrajo el DNA utilizando el DNeasy Plant Mini Kit 

(Qiagen, TX, EUA) de la siguiente manera: se depositaron 100 mg de masa micelial seca 
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en tubos de 1.5 mL que contenían 0.2 g de perlas de vidrio (400-455 µm de diámetro) 

estériles y se agregaron 400 µL del amortiguador AP1. Los tubos se procesaron en el 

equipo FastPrep (Thermo Savant Instruments, NY, EUA) durante 4 periodos de 40 s a 

4.0 m/s con 2 min de enfriamiento en hielo entre cada periodo (Zavala-Ramírez, 2011). 

A continuación, se adicionaron 4 µL de RNAsa A (100 mg/mL), se agitó vigorosamente 

en vórtex (Daigger vortex Genie 2 Scientific Industries, Inc, NY, EUA) y se incubó por 10 

min a 65 °C, durante este periodo se mezcló por inversión de 2 a 3 veces. Después de la 

incubación, se adicionaron 130 µL del amortiguador AP2, se colocaron los tubos en 

hielo durante 5 min y se centrifugó a 14 000 rpm por 5 min. El sobrenadante se 

transfirió a la columna lila QIAshredder mini spin colocada en un tubo colector de 2 mL 

y se centrifugó a 14 000 rpm por 2 min. El sobrenadante (100 µL) obtenido en el tubo 

colector se transfirió a un tubo nuevo, se le adicionaron 1.5 volúmenes del 

amortiguador AP3/E y se mezcló rápidamente con ayuda de una micropipeta. Se 

transfirieron 650 µL de la mezcla anterior a la columna DNeasy mini spin colocada en 

un tubo colector y se centrifugó a 8 000 rpm por 1 min, desechando el sobrenadante 

obtenido, este paso se repitió hasta acabar con el volumen. Posteriormente, se cambió 

el tubo colector y se realizaron dos lavados con 500 µL del amortiguador AW, en el 

primer lavado se centrifugó a 8 000 rpm por 1 min y el segundo a 14 000 rpm por 2 

min. Por último, para eluir el DNA, la columna se transfirió a un tubo nuevo de 1.5 mL, 

adicionando 50 µL de agua milli-Q sobre la membrana, se incubó por 5 min a 

temperatura ambiente y se centrifugó a 8000 rpm por 1 min. La concentración de los 

DNAs obtenidos se determinó por electroforesis en gel de agarosa al 1.0%, teñido con 

0.6 µL de GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain, 10 000X (Biotium, CA, EUA), comparando 

contra diferentes concentraciones (20, 50 y 100 ng/µL) de fago λ sin digerir (GIBCO 

BRL®, NY, EUA). Antes de cargar cada una de las muestras en el gel, se mezclaron con 2 

µL de amortiguador de carga 6X (0,25% p/v azul de bromofenol, 0,25% p/v xilene cianol 

FF, 30% v/v glicerol). El corrimiento electroforético se llevó a cabo a 100 V en 

amortiguador TBE 0.5X (Tris-Base 45 mM, ácido bórico 45 mM, EDTA 1 mM). La imagen 

del gel se capturó en un fotodocumentador GelDoc™ XR Imaging System (Bio-Rad, MX). 
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Los DNAs se conservaron a 4 °C hasta su uso. 

 

Inoculación de A. fumigatus en muestras biológicas  

Inoculación de muestras de sangre total con conidios de A. fumigatus 

Siete alícuotas de 500 µL de sangre total fueron inoculadas con 102, 101, 100, 10-1, 10-2, 

10-3, 10-4 conidios/µL, como se describe a continuación. A partir del cultivo del aislado 

MM-15 en PDA, se preparó una suspensión de conidios con 1 000 µL de solución salina 

isotónica-tween 20 al 0.05%, se tomaron 10 µL de esta suspensión y se colocaron sobre 

una cámara de Neubauer. El conteo de conidios (Figura 3) se realizó de acuerdo con los 

siguientes criterios: 

1. Se contaron los conidios localizados en el cuadrante central 

2. Se contaron los conidios localizados en las partes superior y a la izquierda 

3. Los conidios que se encontraban en las partes inferior y a la derecha no se 

tomaron en cuenta  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Esquema que ilustra los criterios considerados para el conteo de conidios en cámara 
de Neubauer. La imagen fue tomada de insilico.ehu.es y modificada por Villanueva Amador, G. 
S. 
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Una vez cuantificados los conidios, se ajustó a una concentración de 103 conidios/µL y 

se realizaron diluciones seriadas con solución salina isotónica para obtener: 102, 101, 

100, 10-1, 10-2, 10-3, 10-4 conidios/µL. De cada concentración de conidios se tomaron 30 

µL, se inocularon en cada alícuota de sangre total y se mezcló con ayuda de la 

micropipeta. Como testigo negativo, se utilizó una alícuota de 500 µL de sangre total 

sin el inóculo. Las muestras inoculadas y testigo se conservaron a -20 °C hasta su uso. 

 

Inoculación de muestras de suero con DNA de A. fumigatus 

Se tomaron nueve alícuotas de 500 µL de suero para inocularse con diferentes 

concentraciones de DNA obtenido del aislado MM-81 de A. fumigatus. Para ello, la 

concentración del DNA se ajustó a 103 ng/µL y se realizaron diluciones seriadas con 

agua milli-Q para obtener: 102, 101, 100, 10-1 10-2, 10-3, 10-4 10-5, 10-6 ng/µL. 

Posteriormente se tomaron 30 µL de cada concentración de DNA y se adicionaron a las 

alícuotas de suero, agitando vigorosamente. Como testigo negativo, se utilizó una 

alícuota de 500 µL de suero sin el inóculo. Las muestras inoculadas y testigo se 

conservaron a -20 °C hasta su uso. 

 

Inoculación de muestras de esputo con micelio de A. fumigatus 

Siete alícuotas de 500 µL de esputo fueron inoculadas con diferentes concentraciones 

de micelio obtenido, como se describió con anterioridad, del aislado MM-15 de A. 

fumigatus. A 100 mg de micelio se le agregó 1 mL de solución salina isotónica, se 

mezcló vigorosamente y se transfirió a un tubo de 2 mL conteniendo 0.2 g de perlas de 

vidrio estériles (400 a 455 µm de diámetro lavadas previamente con ácido clorhídrico), 

para posteriormente disgregar el micelio en el FastPrep (Thermo Savant Instruments) 

durante 1 periodo de 40 s a 4.0 m/s. Para uniformizar unidades, los 100 mg/mL se 

expresaron como 105 ng/µL. A partir de esta concentración de micelio, se realizaron 

diluciones seriadas con agua milli-Q para obtener 105, 104, 103, 102, 101, 100, 10-1  ng de 

micelio/µL. Posteriormente, se tomaron 30 µL de cada dilución para inocular las 

alícuotas de 500 µL de esputo, agitando vigorosamente. Como testigo negativo, se 
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utilizó una alícuota de 500 µL de esputo sin el inóculo. Las muestras inoculadas y 

testigo se conservaron a -20 °C hasta su uso.  

 

Determinación de unidades formadoras de colonias (UFC) 

Se tomaron 30 µL de cada una de las concentraciones de conidios y micelio, empleadas 

para la inoculación de sangre total y esputo, respectivamente, y se sembraron en PDA 

por el método de extendido en placa. Las placas se sembraron por triplicado, se 

incubaron a 28 °C durante 3 días y se contaron las UFC desarrolladas. Se calculó el 

promedio de UFC de las tres placas sembradas por cada concentración de conidios y 

micelio, así como la desviación estándar (σ). 

 

Extracción de DNA de muestras biológicas 

El DNA de las muestras de sangre total, suero y esputo inoculadas experimentalmente 

con A. fumigatus, así como de las muestras testigo, se extrajo utilizando el DNeasy 

Blood & Tissue kit (Qiagen), de acuerdo con el siguiente procedimiento: se tomaron 

150 µL de muestra (sangre total, suero o esputo) y se colocaron en tubos de 2 mL 

conteniendo 0.2 g de perlas de vidrio estériles y se agregaron 20 µL de proteinasa K (20 

mg/mL). Las muestras se procesaron en el FastPrep (Thermo Savant Instruments) por 4 

periodos de 40 s a 4.0 m/s con 2 min de enfriamiento en hielo entre cada periodo. 

Posteriormente, se añadieron 200 µL de amortiguador AL, se mezcló vigorosamente 

con ayuda de la micropipeta para lograr una solución homogénea y se incubó a 56 °C 

por 10 min. Después del periodo de incubación, se adicionaron 200 µL de etanol (96-

100%) a cada muestra y se mezcló hasta obtener una solución homogénea. Las mezclas 

se vertieron a una columna spin de 2 mL, colocada dentro de un tubo colector y se 

centrifugó a 8 000 rpm por 1 min. Se desechó el filtrado y el tubo colector, las columnas 

spin se colocaron dentro de tubos colectores nuevos y se les agregaron 500 µL del 

amortiguador AW1, se centrifugó durante 1 min a 8 000 rpm, para después desechar el 

filtrado y el tubo colector. Las columnas spin se pasaron a tubos colectores nuevos, se 

les añadieron 500 µL de amortiguador AW2 y se centrifugaron por 3 min a 14 000 rpm, 
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para secar la membrana. Por último, el filtrado y el tubo colector se desecharon y la 

columna spin se transfirió a un tubo Eppendorf de 2 mL, evitando el contacto con el 

etanol del filtrado. Se agregaron 200 µL de agua milli-Q en el centro de la membrana de 

la columna spin, se incubó a temperatura ambiente por 1 min y se centrifugó a 8 000 

rpm durante 1 min para eluir el DNA. Este último paso se repitió agregando 200 µL de 

agua milli-Q a la membrana y centrifugando a 8 000 rpm durante 1 min, utilizando el 

mismo tubo recolector. Todas los DNAs obtenidos se homogeneizaron en vortex 

(Daigger vortex Genie 2 Scientific Industries) y se centrifugaron por 30 s a 500 rpm. La 

calidad de los DNAs obtenidos se determinó por espectrofotometría (DS-11 

spectrophotometer, DeNovix Inc., DE, EUA) mediante el cociente de lecturas de 

absorbancia a 260 y 280 nm.  

 

Evaluación de la sensibilidad del marcador CSP362 en DNA A. fumigatus 

Para determinar la sensibilidad del marcador CSP362 en muestras de DNA de A. 

fumigatus, se amplificaron diferentes concentraciones (3x101, 2x101, 101, 100, 10-1, 10-2, 

10-3, 10-4, 10-5, 10-6 ng/µL) del DNA del aislado MM-6, con los oligonucleótidos CSP362-F 

(5'-GACGAGGTATGCGTAGCCCGC-3') y CSP362-R (5'-CAGTGGGCACGACCACTCGAG-3'), 

que amplifican un fragmento de 362 bp (Zavala-Ramírez, 2011). La amplificación de las 

diferentes concentraciones de DNA se realizó en un termociclador (Bio-Rad, Hercules, 

CA, EUA) con las siguientes condiciones: 100 pmol/µL de cada oligonucleótido (SIGMA-

ALDRICH, Texas, EUA), 1.2 mM de MgCl2, 1x de amortiguador con KCl (Fermentas Life 

Sciences, EUA), 200 µM de dNTPs (Fermentas Life Sciences), 1 U Taq DNA polimerasa 

recombinante (Fermentas Life Sciences). Como testigo positivo se usaron 10 ng/µL de 

DNA del aislado MM-6 y como testigo negativo se utilizó 1 µL de agua milli-Q. El 

programa de amplificación consistió de un ciclo de 5 min a 94 °C, seguido de 30 ciclos 

de 30 s a 94 °C, 30 s a 55 °C, 1 min a 72 °C, con una extensión final de 5 min a 72 °C. La 

amplificación de cada concentración de DNA se realizó por triplicado. Los amplicones 

se visualizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, teñido con 0.6 µL de 

GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain, 10 000X (Biotium). El corrimiento electroforético se 

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/


 

27 
 

llevó a cabo como se describió anteriormente. Como marcador de tamaño molecular, 

se usó el GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder, ready-to-use (Fermentas Life Sciences).  

 

Evaluación de la sensibilidad del marcador CSP362 en muestras biológicas inoculadas 

con A. fumigatus 

Para evaluar la sensibilidad del marcador CSP362 en muestras biológicas, se amplificaron 

los DNAs obtenidos a partir de cada muestra biológica inoculada con A. fumigatus 

(Tabla 2). Las amplificaciones y la visualización de los amplicones se llevaron a cabo 

siguiendo las condiciones descritas anteriormente. 

 

Tabla 2. Muestras biológicas inoculadas con A. fumigatus para la evaluación, por PCR, de la 

sensibilidad del marcador CSP362. 

Muestra 
biológica 

Aislado  Concentración del inóculo Testigo negativo 

Sangre 

total 

MM-15 102, 101, 100, 10-1, 10-2, 10-3, 10-4 

conidios/µL 

Sangre total sin 

inóculo 

Suero MM-81 102, 101, 100, 10-1, 10-2, 10-3, 10-4,10-5, 

10-6 ng DNA/µL  

Suero sin inóculo 

Esputo  MM-15 105, 104, 103, 102, 101, 100, 10-1  ng 

micelio/µL  

Esputo sin 

inóculo 

 

 

Correlación de la sensibilidad del marcador CSP362 determinada por PCR con las UFC 

de A. fumigatus 

Dado que en la literatura la sensibilidad de muchos marcadores moleculares se reporta 

en UFC (Skladny et al., 1999; Loeffler et al., 2000; 2001; 2002; Buchheidt et al., 2001; 

Halliday et al., 2005; White et al., 2006), se hizo la correlación entre la sensibilidad del 

marcador CSP362 obtenida por PCR en muestras de sangre total y esputo inoculadas con 

diferentes concentraciones de conidios y micelio, respectivamente, y los valores de UFC 

obtenidos de cada concentración de inóculo. 
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RESULTADOS 

 

Extracción de DNA de aislados de A. fumigatus 

La concentración de los DNAs de los aislados de A. fumigatus (MM-6, MM-15 y MM-81) 

se obtuvo en el rango de 50-100 ng/µL (Tabla 5), la cual fue una cantidad adecuada 

para llevar a cabo los ensayos de PCR.  

 

Tabla 3. Concentración de DNA obtenida de aislados de Aspergillus fumigatus.  

Aislado  Concentración  
MM-6 50 ng/µL 

MM-15 70 ng/µL 

MM-81 100 ng/µL 

 

Asimismo, se pudo comprobar por electroforesis que la calidad de los DNAs fue 

adecuada, ya que se observó una sola banda correspondiente a un DNA íntegro y sin 

residuos de RNA o proteínas (Figura 4). 

Después de determinar la concentración de los DNAs y verificar la calidad de los 

mismos, se realizaron las diluciones pertinentes para obtener las concentraciones 

requeridas para los ensayos de PCR. 

 

 

Figura 4. DNA obtenido de aislados de Aspergillus fumigatus. Los carriles finales (1-3) 
corresponden a 20, 50 y 100 ng/µL del fago λ (GIBCO BRL®), respectivamente. 
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Determinación de unidades formadoras de colonias (UFC) 

UFC desarrolladas a partir de las diferentes concentraciones de conidios de A. 

fumigatus 

En el número de UFC desarrolladas a partir de las diferentes concentraciones de 

conidios (Figura 5), utilizadas como inóculo en las muestras de sangre total, se observó 

una disminución escalonada, de manera paralela a la concentración de conidios, como 

se reporta en la tabla 3. La desviación estándar del conteo de UFC fue mayor en el 

conteo de las UFC desarrolladas a partir de las concentraciones más altas de conidios. 

 

 

Figura 5. Unidades formadoras de colonias (UFC) desarrolladas en PDA, a 28 °C, a partir de la 
concentración de 10-4 conidios/µL de Aspergillus fumigatus.  
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Tabla 4. Número de UFC desarrolladas en PDA a partir de las diferentes concentraciones de 

conidios de Aspergillus fumigatus inoculadas en muestras de sangre total. 

 

Conidios/µL UFC/µL promedio ± σ 
102 24 ± 55.64 
101 18 ± 155.70 
100 6 ± 31.48 
10-1 5 ± 49.30 
10-2 2 ± 19.39 
10-3 1 ± 5.71 
10-4 1 ± 16.049 

σ: desviación estándar 
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UFC desarrolladas a partir de las diferentes concentraciones de micelio de A. 

fumigatus 

En las UFC desarrolladas a partir de cada concentración de micelio empleado con las 

muestras de esputo se observó una reducción gradual y paralela con la disminución de 

la concentración de micelio (Figura 6), excepto entre las concentraciones 103 y 102, 

como se muestra en la tabla 4. La desviación estándar fue alta en las dos 

concentraciones mayores (105 y 104). 

 

 

Figura 6. Unidades formadoras de colonias (UFC) desarrolladas, en PDA a 28 °C, a partir de 100 
ng/µL de micelio de A. fumigatus. 
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Tabla 5. Número de UFC desarrolladas en PDA a partir de las diferentes concentraciones de 

micelio de Aspergillus fumigatus inoculadas en las muestras de esputo. 

 

Micelio ng/µL UFC/µL promedio ± σ 
105 

13 ± 129.38 
104  8 ± 80.68 
103  4 ± 10.42 
102  5 ± 8.06 
101  2 ± 5.79 
100  1 ± 0.5 
10-1  1 ± 0 

σ: desviación estándar 
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Extracción de DNA de muestras biológicas 

En este caso, la concentración de los DNAs no fue determinada, solo fue necesario 

garantizar una buena calidad del material genético para la amplificación. La calidad de 

los DNAs obtenidos a partir de las muestras de sangre total, suero y esputo inoculadas 

con A. fumigatus, resultó adecuada para llevar a cabo los ensayos de PCR. Los cocientes 

de lectura de absorbancia (A260/280) estuvieron en el rango de 1.5-2.0 (Tablas 6-8), 

indicando la ausencia de contaminación del DNA con proteínas o RNA. 

 

Tabla 6. Calidad del DNA total obtenido de las muestras de sangre total inoculadas con 

diferentes concentraciones de conidios de Aspergillus fumigatus. 

 

Conidios/µL A 260/A 280 

102 1.49 

101 1.45 

100 1.42 

10-1 1.29 

10-2 1.63 

10-3 1.46 

10-4 1.74 

Sangre total sin inocular 1.38 
A 260/A 280: Cociente de lecturas de absorbancia a 260 y 280 nm. 
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Tabla 7. Calidad del DNA total obtenido a partir de muestras de suero inoculadas con 

diferentes concentraciones de DNA de Aspergillus fumigatus. 

 

DNA (ng/µL) A 260/A 280 

102 1.88 

101 2.22 

100 2.69 

10-1 2.12 

10-2 3.53 

10-3 2.96 

10-4 2.16 

10-5 2.49 

10-6 1.55 

Suero sin inocular 2.46 
                                          A 260/A 280: Cociente de lecturas de absorbancia a 260 y 280 nm. 
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Tabla 8. Calidad del DNA total obtenido a partir de muestras de esputo inoculadas con 

diferentes concentraciones de micelio de Aspergillus fumigatus.  

 

Micelio (ng/µL) A 260/A 280 

105 1.87 

104 1.865 

103 1.87 

102 1.9 

101 1.86 

100 1.865 

10-1 1.84 

Esputo sin inocular 1.88 
A 260/A 280: Cociente de lecturas de absorbancia a 260 y 280 nm. 
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Evaluación de la sensibilidad del marcador CSP362 en DNA de A. fumigatus 

Se amplificaron, por PCR, diferentes concentraciones de DNA del aislado de A. 

fumigatus (MM-6). En todas las concentraciones probadas, desde 3x101 hasta 10-6 

ng/µL se observó el amplicón esperado de 362 bp en la electroforesis, además se 

visualizó una disminución escalonada en la intensidad de las bandas, como se muestra 

en la figura 7. Por lo que la sensibilidad del marcador CSP362 fue de 10-6 ng/µL. 

 

 
Figura 7. Amplificación variando la concentración de templado de DNA del aislado MM-6 de 
Aspergillus fumigatus con los oligonucleótidos CSP362-F y CSP362-R. 100 bp: marcador de tamaño 
molecular. La concentración mínima detectable con el marcador CSP362 fue de 10-6 ng/µL.  
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Evaluación de la sensibilidad del marcador CSP362 en muestras biológicas inoculadas 

con A. fumigatus 

Sensibilidad del marcador CSP362 en sangre total inoculada con conidios de A. 

fumigatus 

Cuando se amplificaron los DNAs obtenidos de las muestras de sangre total inoculadas 

con conidios del aislado MM-15 de A. fumigatus, se pudo observar nítidamente, por 

electroforesis, la banda esperada de 362 bp desde la concentración de 102 hasta a 10-3 

conidios/µL; sin embargo, en la concentración 10-3 también se observa aunque muy 

tenue  (Figura 8). Por lo que la sensibilidad del marcador CSP362 en sangre total fue 10-3 

conidios/µL. Este resultado fue reproducible al realizar por triplicado el ensayo y no se 

registró, en ninguno de los casos, inhibición de la PCR por algún componente de la 

sangre. 

 

 

Figura 8. Amplificación del DNA obtenido de sangre total inoculada con diferentes 
concentraciones de conidios de Aspergillus fumigatus, utilizando los oligonucleótidos CSP362-F y 
CSP362-R. 100 bp: marcador de tamaño molecular. Testigos negativos: sangre (-) y milli-Q. 
Testigo positivo: MM-6. La concentración mínima detectable por electroforesis con el marcador 
CSP362 fue 10-3 conidios/µL. 
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Sensibilidad del marcador CSP362 en suero inoculado con DNA de A. fumigatus 

Los amplicones de 362 bp obtenidos al amplificar los DNAs obtenidos de suero, 

inoculado con diferentes concentraciones de DNA de A. fumigatus, fueron observados 

nítidamente desde 102 hasta 10-5 ng/µL; mientras que en la concentración 10-6 ng/µL se 

puede visualizar una banda más tenue (Figura 9). Por lo que la sensibilidad del 

marcador CSP362 en muestras de suero resultó de 10-5 ng/µL de DNA. Es importante 

destacar que en esta concentración fue donde se alcanzó a observar el amplicón por 

electroforesis; sin embargo, puede ser que a menor concentración todavía haya 

amplificación no detectable por electroforesis. 

 

 
Figura 9. Amplificación, con los oligonucleótidos CSP362-F y CSP362-R, del DNA extraído de suero 
inoculado con diferentes concentraciones de DNA de Aspergillus fumigatus. Testigo positivo: 
MM-6. Testigos negativos: suero (-) y milli-Q. 100 bp: marcador de tamaño molecular. La 
concentración mínima detectable del marcador CSP362 en muestras de suero mediante 
electroforesis es fiable hasta 10-5 ng/µL. 

  

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/


 

39 
 

Sensibilidad del marcador CSP362 en esputo inoculado con micelio de A. fumigatus 

Al amplificar el DNA obtenido de las muestras de esputo inoculadas con diferentes 

concentraciones de micelio, se observó claramente el amplicón esperado de 362 bp en 

las muestras inoculadas 105, 104 y 103 ng/µL de micelio. Sin embargo, en las muestras 

inoculadas con 102 a 10-1 ng/µL de micelio se observó un amplicón con menor 

intensidad (Figura 10). Por lo que la sensibilidad del marcador CSP362 en muestras de 

esputo es de 103 ng/µL de micelio.  

 

Figura 10. Amplificación, con los oligonucleótidos CSP362-F y CSP362-R, del DNA extraído de 
esputo inoculado con diferentes concentraciones de micelio de Aspergillus fumigatus. 100 bp: 
marcador de tamaño molecular. Testigos negativos: esputo (-) y milli-Q. Testigo positivo: MM-
6. El límite de detección del marcador CSP362 en muestras de esputo mediante electroforesis es 
fiable hasta 103 ng/µL. 
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Correlación de la sensibilidad del marcador CSP362 determinada por PCR con las UFC 

de A. fumigatus 

La correlación de los resultados obtenidos de la amplificación del DNA de las muestras 

de sangre total y esputo inoculadas con diferentes concentraciones de conidios y 

micelio de A. fumigatus y las UFC obtenidas a partir de las mismas concentraciones de 

inóculo reveló que en sangre total la sensibilidad del marcador CSP362 corresponde a 

10-3 conidios/µL equivalente a 1 UFC/µL de A. fumigatus (Tabla 9), mientras que en 

muestras de esputo la sensibilidad fue de 103 ng/µL de micelio equivalentes a 4 UFC/µL 

del hongo (Tabla 10). 

 

Tabla 9. Correlación entre los resultados de la PCR en muestras de sangre total inoculadas con 

diferentes concentraciones de conidios de Aspergillus fumigatus y las UFC. 

Conidios/µL UFC/µL PCR 

102 24 + 

101 18 + 

100 6 + 

10-1 5 + 

10-2 2 + 

10-3 1 + 

10-4 1 - 
(+): Presencia del fragmento de 362 bp, (-): ausencia del fragmento de 362 bp de la observación de la 
banda de 362 bp en electroforesis. 
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Tabla 10. Correlación entre los resultados de la PCR en muestras de esputo inoculadas con 
diferentes concentraciones de micelio de Aspergillus fumigatus y las UFC. 

Micelio ng/µL UFC/µL PCR 

105 13 + 

104 8 + 

103 4 + 

102 2 + 

101 1 + 

100 1 + 

10-1   1 + 
(+): Presencia del fragmento de 362 bp, (-): ausencia del fragmento de 362 bp de la observación de la 
banda de 362 bp en electroforesis. 
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DISCUSIÓN 

 

Dentro de la sección Fumigati, se encuentran las especies A. lentulus, A. viridinutans, N. 

pseudofischeri y N. udagawae, las cuales han sido reportadas como patógenas en casos 

severos de AI (Balajee et al., 2005; Guarro et al., 2003), con una prevalencia de hasta el 

10% (Pappas et al. 2010). Estas especies pueden confundirse con A. fumigatus, ya que 

morfológicamente son indistinguibles, pero resistentes a los antifúngicos azólicos o 

anfotericina B, mientras que A. fumigatus es generalmente susceptible a los 

antifúngicos disponibles para el tratamiento (Guarro et al., 2003; Alcázar-Fuoli et al., 

2008), por lo que la caracterización molecular es esencial para la identificación correcta 

de las especies dentro de la sección Fumigati. Al respecto, en la literatura se han 

reportado diversos marcadores moleculares para identificar Aspergillus a nivel de 

género o a nivel de sección (Tabla 1); sin embargo, solo existen dos reportes sobre 

marcadores que diferencian entre las especies pertenecientes a la sección Fumigati 

(Zavala-Ramírez, 2011; Serrano et al., 2011). Los marcadores reportados por Serrano et 

al. (2011) fueron obtenidos in silico a partir del análisis del polimorfismo de secuencias 

parciales de los genes βtub (β tubulina) y rodA (rodlet A) depositadas en las bases de 

datos GenBank y EMBL-Bank, por lo que una de sus principal limitantes es que la 

especificidad depende de la calidad de las secuencias. Mientras que el marcador CSP362, 

reportado por Zavala-Ramírez (2011) se obtuvo del análisis del polimorfismo de la 

región microsatélite del gen CSP de A. fumigatus y además consideró la variabilidad 

genética asociada al origen geográfico, ya que en su estudio involucró aislados de A. 

fumigatus procedentes de distintos países. Cabe destacar que ambos marcadores 

fueron propuestos por sus autores como herramienta diagnóstica, pero ninguno ha 

sido evaluado en la detección del patógeno en muestras biológicas para su aplicación 

rutinaria en el diagnóstico. Por lo que en este trabajo se planteó evaluar la sensibilidad 

del marcador CSP362, utilizando DNA de A. fumigatus, así como DNA obtenido de 

muestras de sangre total, suero y esputo inoculadas experimentalmente con conidios, 

DNA y micelio del hongo, respectivamente. Cuando se amplificaron las diferentes 
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concentraciones de DNA de A. fumigatus, se observó una sensibilidad de 1 fg/µL de 

DNA, esta sensibilidad fue mayor que la reportada por Tang (1993), quien únicamente 

logró amplificar hasta 5 pg de DNA de de A. fumigatus por PCR simplex. Incluso, la 

sensibilidad del CSP362 resultó mayor que la del ensayo de PCR anidada donde 

amplifican hasta 25 fg de DNA (Hayette et al., 2001). Cabe destacar que este último 

ensayo es uno de los más sensibles que se han reportado para A. fumigatus (Tabla 1). 

La amplificación del DNA obtenido de muestras de sangre total inoculadas con 

diferentes concentraciones de conidios de A. fumigatus, mostró que la sensibilidad del 

marcador CSP362 es de 10-3 conidios/µL, equivalente a 1 UFC/µL. En la literatura, solo se 

encontró un ensayo similar, donde se inocularon experimentalmente muestras de 

sangre total con conidios del hongo y obtuvieron el mismo resultado pero en un ensayo 

de qPCR amplificando una región de un gen multicopia (White et al., 2006). Esto nos 

indica que el CSP362 tiene la suficiente sensibilidad para detectar al hongo en muestras 

de sangre total. Un aspecto muy importante es que durante la PCR no se observó 

inhibición de la DNA polimerasa por el grupo hemo, como se ha reportado en la 

literatura al manipular muestras de sangre total (Poma et al., 2012). Esto nos revela, 

indirectamente, que el método empleado para la extracción del DNA de las muestras 

biológicas fue adecuado, ya el DNA se obtuvo libre de otros componentes de la sangre 

que pudieran contaminar el DNA e impedir la amplificación. 

En suero, la sensibilidad fue de 1 fg/µL de DNA de A. fumigatus. Esta sensibilidad es 

mayor en comparación con la sensibilidad de los marcadores encontrados en la 

literatura, donde reportan entre 30 y <2.5 fg de DNA obtenido de muestras de 

pacientes en quienes se desconoce la carga fúngica (Costa et al., 2002; Pham et al., 

2003; Millon et al., 2005; 2011; Gómez-López et al., 2006). Cabe señalar que los 

marcadores con los que se hace esta comparación son detectados por qPCR, lo que nos 

demuestra que el CSP362 es altamente sensible. 

En esputo, la sensibilidad fue de 10-1 ng/µL de micelio, equivalente a 1 UFC/µL. Este 

resultado no pudo compararse con trabajos reportados en la literatura, ya que 

ordinariamente el esputo no es utilizado para el diagnóstico de la AI. Sin embargo, 
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Stevens et al. (2000) determinaron que los cultivos de esputo, positivos para 

Aspergillus, tienen impacto según los grupos de riesgo para desarrollar aspergilosis 

pulmonar invasora. Por ejemplo, en pacientes de alto riesgo (pacientes sometidos a 

trasplante de médula ósea o los pacientes hematológicos), el cultivo se interpreta 

como infección, mientras que en pacientes de menor riesgo (pacientes sometidos a 

trasplante de órgano sólido o con tratamiento esteroideo), el cultivo positivo se 

interpreta como colonización. Por lo que consideramos que en estos casos, la PCR en 

muestras de esputo puede ser de utilidad para reemplazar a los cultivos, ya que éstos 

son más susceptibles de contaminación asociada a los conidios de A. fumigatus 

encontrados en el ambiente. 

Por otro lado, comparando la sensibilidad del marcador con respecto al tipo de  

muestra biológica utilizada, observamos que en sangre total es mayor sensibilidad del 

marcador CSP362 que en esputo; sin embargo, esto puede no ser un resultado 

contundente puesto que las desviaciones estándar en la determinación de las UFC 

fueron altas, particularmente en las concentraciones mayores de inóculo. Esta 

dispersión de los datos nos hace sugerir, para ensayos futuros, la cuantificación de 

estructuras fúngicas para la inoculación experimental de muestras sea mediante 

métodos ópticos, como la turbidimetría, con el fin de tener uniformidad del inóculo. En 

cuanto a las muestras de suero y DNA puro del hongo, la sensibilidad del marcador fue 

la misma (1 fg/µL de DNA). 

Finalmente, es necesario destacar que, aunque se pretende en algún momento 

proporcionar el marcador CSP362 a los laboratorios clínicos para el diagnóstico de la AI, 

el presente trabajo sólo representa el inicio de la validación del método, ya que existen 

muchas limitaciones que, incluso a nivel internacional, aún no han sido superadas. Por 

ejemplo, la procedencia del DNA en muestras de sangre y derivados se desconoce, pero 

se considera que su presencia está asociada a procesos inmunológicos del hospedero, a 

la terapia antifúngica, a la autolisis y posible crecimiento exponencial del hongo (White 

et al., 2011; Barton, 2012). En el caso de muestras respiratorias (broncoaspirado, 

esputo y LBA), se conoce la presencia de micelio y fragmentos de hifas; sin embargo, 
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este tipo de muestras sólo tiene importancia clínica en pacientes con AI confirmada 

(Stevens et al., 2000). Por lo que, sería conveniente que en futuros ensayos, todas las 

muestras biológicas se inoculen con los tres componentes fúngicos (DNA, conidios y 

micelio), con el fin de garantizar que el hongo podrá ser detectado con el marcador 

CSP362. 

 
CONCLUSIONES 

 

El marcador CSP362 es altamente sensible, ya que su límite de detección es de 10-5 ng/µL 

de DNA de A. fumigatus; 10-3conidios/µL o 1 UFC/µL en sangre total; 10-5 ng/µL en 

suero, y 103 ng/µL de micelio o 4 UFC/µL en esputo. La sensibilidad del marcador CSP362 

resultó similar o mayor que la sensibilidad de otros marcadores moleculares reportados 

en la literatura, incluyendo aquellos que son detectados mediante técnicas 

teóricamente más sensibles, como la PCR anidada o en tiempo real. 

 

PERSPECTIVAS 

 

La alta sensibilidad del marcador CSP362 encontrada en este estudio, aunada a su 

especificidad reportada, nos impulsa a continuar la validación del marcador con DNA 

de especímenes clínicos procedentes de pacientes inmunocompetentes con AI 

confirmada y de pacientes con sospecha de enfermedad. 

Además, con el fin de incrementar la sensibilidad del marcador CSP362, y a su vez su 

potencial como marcador en el diagnóstico de la AI, se plantea cambiar la modalidad 

de PCR simplex a PCR anidada o qPCR. 

Asimismo, por el gran potencial de identificación y detección de DNA de A. fumigatus, 

se considera que el marcador CSP362 podría proponerse como marcador en el proyecto 

Código de Barras Genético aplicable a los hongos, por lo que se verificará la 

especificidad del marcador CSP362 en bases de datos especializados 

(http://www.aspergillusgenome.org/; http://fungidb.org/fungidb/). 
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GLOSARIO 

 

Clasificación de linajes: es el proceso mediante el cual, la separación de dos especies, 

la ancestría de cada gene converge en el total de la filogenia de las especies. 

 

Especie biológica: población cuyos miembros son capaces de reproducirse 

naturalmente, ya que pertenecen a la misma especie. Requiere que los miembros de la 

misma especie sean sexualmente fértiles y cuya progenie de las cruzas sean viables y 

fértiles. En hongos, sólo puede aplicarse a las especies heterotálicas. 

 

Especie críptica: es una especie en cualquiera de sus acepciones no morfológicas 

posibles de este término, pero que a nivel práctico son indistinguibles por su 

apariencia, que antes de acudir a los marcadores moleculares, se suelen considerar 

como una sola especie y en realidad no se tiene la seguridad de su posición taxonómica 

sea correcta. A pesar de ser identificadas por un especialista como una misma especie 

por sus caracteres morfológicos o químicos, son biológica y genéticamente distintas 

puesto que pertenecen a linajes filogenéticos independientes. 

 

Especie filogenética: corresponde a un grupo monofilético compuesto de la agrupación 

más pequeña derivado de organismos individuales dentro del cual hay un patrón de 

ancestría y de descendencia. Evita la subjetividad de determinar los límites de especies 

apoyándose en la concordancia de más de un gen por genealogía, basado en la 

coalescencia y clasificación de linajes. 

 

Especie morfológica o fenotípica: se basa en la similitud de caracteres morfológicos 

observables o usualmente fisiológicos. Puede incluir tamaño de espora, forma o 

características de cultivo para los hongos. 

 

Especificidad: en el presente trabajo se denota como especificidad analítica, la cual se 
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refiere a la capacidad de un ensayo para medir un organismo o sustancia particular 

sobre otras en una muestra biológica. Los dichos organismos o sustancias pueden ser 

“similares” pero son distintas a la que busca el ensayo. Por lo que tiene la capacidad de 

reconocer e identificar siempre al mismo organismo. 

 

Morbilidad: proporción de personas que enferman en un sitio y tiempo determinado. 

 

Mortalidad: número de muertos en una población especificada y en un periodo de 

tiempo determinado. 

 

Sensibilidad: en el presente trabajo se denota como sensibilidad analítica, la cual 

representa la mínima cantidad de sustancia (por ej. DNA) que puede medirse en una 

muestra biológica de forma precisa por un ensayo (por ej. PCR). Se entiende como 

sinónimo de límite de detección o mínima concentración detectable. 
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