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Las especies del género Aspergillustienen una dis-
tribución cosmopolita, siendo sus conidios unos de los
más ubicuos en el aire. La inhalación de los mismos por
individuos inmunocompetentes, raramente tienen un efec-
to adverso, ya que son eliminados con relativa eficiencia
por los mecanismos de inmunidad innata [1]. En los
pacientes inmunocomprometidos, la situación es diferente,
pudiendo determinar infecciones invasivas que en algunos
casos pueden ser fatales. Según describen algunos autores,
el riesgo de aspergilosis se incrementa con la duración de
neutropenia, llegando a alcanzar hasta un 70% tras cinco
semanas de neutropenia [2]. También se ha observado que
la incidencia de las aspergilosis invasivas (A.I.), varía en
función del órgano transplantado, observándose un riesgo
de hasta el 18% en los transplantes de corazón y pulmón
[3].

A nivel diagnóstico, la ausencia de sintomatología
específica así como de ensayos diagnósticos rápidos que
detecten estas infecciones, han constituido uno de las
mayores problemas en el tratamiento de estos pacientes.
De todo lo expuesto, se desprende que un reconocimiento
rápido y exacto de la infección invasiva fúngica, permitirá
una terapia antifúngica apropiada, clave para reducir la
mortalidad asociada con esta enfermedad diseminada [4].

Desgraciadamente, la identificación de los asper-
gilus basándonos en métodos morfológicos requieren de
un tiempo de incubación adecuado (5 días ó más) para
evaluar las características, tanto de las colonias como las
microscópicas; siendo necesarias unos mínimos conoci-
mientos sobre la taxonomía del género Aspergillus, el cual
comprende más de 130 especies, de las cuales, solo tres:
Aspergillus flavus, A. fumigatusy A. terreusprovocan la
mayoría de las A.I. [5].

De todo lo expuesto, se justifica la necesidad de
abordar nuevas técnicas que nos permita la detección de
Aspergillusspp. a partir de muestras ambientales y clíni-
cas [6-8]. El objetivo de la presente revisión es dar a
conocer algunas de las técnicas moleculares que se han
propuesto para esta finalidad, así como otras que nos per-
miten la tipificación a nivel de cepa y por lo tanto la reali-
zación de estudios epidemiológicos y de seguimiento
sobre el origen de un determinado brote de A.I.
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Técnicas moleculares de diagnóstico de
Aspergillusspp.

La práctica totalidad de estas técnicas, se basan en
la utilización de la PCR. Según Brenier-Pinchart et al. [9],
y en base a los procedimientos que se siguen, podemos
establecer dos grupos de técnicas diferentes. En el prime-
ro, se utilizarían cebadores específicos de A. fumigatus ó
Aspergillus spp., y mediante una posterior hibridización se
confirmaría la especificidad; en el segundo, el DNA fún-
gico es detectado mediante cebadores universales y a con-
tinuación se identificaría mediante hibridizaciones
especie-específica. Los mismos autores, han realizado un
estudio comparativo de las técnicas utilizadas hasta ese
momento, facilitando entre otros datos: las secuencias de
los cebadores, las moléculas amplificadas (mayoritaria-
mente correspondientes a genes ribosomales), la especifi-
cidad de la prueba (hongos patógenos, Aspergilllusspp.,
A. fumigatus,...), las condiciones específicas de la PCR así
como el procedimiento de detección de los productos de
PCR y finalmente la técnica de confirmación, que mayori-
tariamente es el Southern blot. En la Tabla 1, se muestran
de forma resumida, algunos de los datos facilitados de
forma más extensa por Brenier-Pinchart et al. [9].

Otras técnicas más recientes, se han basado en
poner en evidencia la diferente longitud de los amplicones
del ITS-2 de las especies de Aspergillusmediante electro-
foresis capilar [14] o la secuenciación de los dos espacia-
dores intergénicos (ITS-1 y ITS-2) del especimen
problema y la posterior comparación (BLAST) con las
secuencias depositadas en el GenBank [5]. 

Tipificación molecular de las cepas de
Aspergillusspp.

Tal y como indica Latgé [1], las técnicas de RAPD
(Randomly amplified polymorphic DNA) son las más utili-
zadas en la tipificación de las cepas de A. fumigatus[15-
25]. Esta técnica se basa en la utilización de cebadores de

PCR con un reducido número de nucleótidos (10-12) y
una baja temperatura de hibridación, generando bastantes
fragmentos en una sola amplificación. El cebador que ha
mostrado una mayor capacidad de discriminación es el
R108 (gTATTgCCCT) [16]; otros autores han recurrido a
los cebadores de enterobacteriaceas (ERIC-1 y ERIC-2)
en el estudio de un brote nosocomial de A.I. provocada
por A. fumigatusy A.flavus[26]. Las críticas más genera-
lizadas contra esta técnica, se centran en la falta de repro-
ducibilidad observada en algun caso; ello es debido al
fundamento mismo de la técnica, ya que la sustitución de
un solo nucleótido puede ser determinante en la amplifica-
ción o no de un fragmento concreto, por lo que no nos ha
de extrañar que pequeñas diferencias en algunos aspectos
de la PCR tengan el mismo efecto [27].

Otra técnica que también utiliza la PCR es la del
análisis de microsatélites, pequeñas secuencias de dos a
seis nucleótidos, repetidas en tandem y con un elevado
polimorfismo. Dicha variabilidad puede ser evaluada por
PCR, aunque el análisis preciso del tamaño de los alelos
requiere el marcaje con fluorescencia de los cebadores y
un secuenciador automático [28]. Esta técnica es rápida,
extremadamente sensible y a diferencia de la RAPD, alta-
mente reproducible.

Una técnica no basada en el uso de la PCR y que
ha demostrado ser muy eficiente en el tipado de A. fumi-
gatus, consiste en la hibridización de fragmentos prove-
nientes de una digestión con enzimas de restricción y
secuencias de DNA moderadamente repetitivo, en este
caso concreto con la secuencia repetitiva Afut1 [29,30].
Este fragmento codifica para secuencias de aminoácidos
homólogas de la transcriptasa inversa, RNasa H y una
endonucleasa codificados por el gen pol de los retrovirus
[1]. La eficiencia de esta técnica quedó palpable en un
estudio en el que se tiparon 800 aislados ambientales y
clínicos de A. fumigatusresultando la mitad de los mis-
mos de genotipos diferentes [30].

Tabla 1. Técnicas de PCR aplicadas en la detección de Aspergillus spp. (Extraída a partir de los datos de Brenier-Pinchart et al. (1999) p.18 [9]).
______________________________________________________________________________________________________________________________

Autores (año) Objetivo de la PCR Especificidad Condiciones específicas Técnica de
de la PCR y detección de confirmación
los productos de la PCR

______________________________________________________________________________________________________________________________

Spreadbury  et al. (1993) [10] Región espaciadora A. fumigatus Electroforesis en gel de Southern blot
intergénica del rRNA 26s agarosa (EGA) (Sb)

Tang et al. (1993) [11] Genes de las proteasas A. fumigatus EGA Sb
alcalinas de A. fumigatus A. flavus
y A. flavus

Reddy et al. (1993) [12] Cebadores basados en A. fumigatus EGA Sb
la secuencia de la A. restrictus
proteina Aspf 1 de
A. fumigatus

Melchers et al. (1994) [13] Gen del rRNA 18S Aspergillus spp. Hot-start PCR. EGA Sb y posterior
de Aspergillus spp. RFLP

Bretagne et al. (1995) [6] DNA mitocondrial A. fumigatus PCR competitiva Sb

Yamakami et al. (1996) [8] Gen del rRNA 18S Aspergillus spp. Nested-PCR. EGA Sb
de A. fumigatus

Einsele et al. (1997) [7] Gen del rRNA 18S Hongos patógenos EGA Sb
de diferentes hongos
patógenos

Bretagne et al. (1998) [6] DNA mitocondrial A. fumigatus PCR enzyme-linked Electroforesis en
de A. fumigatus y A. flavus immunosorbent assay geles de acrilamida
A. flavus urea. Secuenciación

______________________________________________________________________________________________________________________________
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