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    En pacientes inmunocompro-

me�dos la enfermedad fúngica invasora 

provocada por hongos filamentosos es causa 

de morbi-mortalidad, por lo que es funda-

mental su diagnós�co y tratamiento precoz. 

En el siguiente trabajo el Dr. Rodrigo Cruz de 

la Cátedra de Micología de la Universidad de 

Valparaíso de Chile nos presenta una guía 

con recomendaciones para op�mizar las 

condiciones de transporte, procesamiento 

de las muestras, así como las �nciones y los 

medios de cul�vos a u�lizar. Nos describe 

además, claves para el diagnós�co de los 

principales géneros y especies de Asper-

gillus.
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Resumen

 La enfermedad fúngica invasora 

(EFI) por hongos filamentosos es causa de 

morbi-mortalidad en pacientes inmuno-

comprome�dos, por lo que es fundamental 

el diagnos�co precoz y su tratamiento 

oportuno. Las manifestaciones clínicas de las 

EFIs son inespecíficas, razón por la cual las 

imágenes (TAC), el examen microscópico 

directo, �nciones y cul�vos de las muestras 

obtenidas y la determinación de galacto-

manano en sangre o en LBA �enen un rol 

fundamental. Esta guía �ene por obje�vo 

recomendar las óp�mas condiciones de 

transporte, procesamiento de las muestras, 

así como las �nciones y los medios de 

cul�vos a u�lizar. Se describen, además, 

claves para el diagnós�co de los principales 

géneros y especies de Aspergillus.

Palabras clave: Enfermedad fúngica inva-

sora, aspergilosis, diagnós�co, claves.

Introducción

 La enfermedad fúngica invasora 

(EFI) por hongos filamentosos es una causa 

frecuente de morbimortalidad en pacientes 

inmunocomprome�dos(1-3). Estas infeccio-

nes son más frecuentes en pacientes onco-

hematologicos que cursan con neutropenia, 

en especial aquellos con leucemia mieloide 

aguda; sin embargo, existen otros grupos de 

riesgo (pacientes some�dos a trasplante de 

órganos sólidos o de precursores hemato-

poyé�cos, enfermedad injerto contra 

hospedero, enfermedad granulomatosa, 

S I D A ,  etc . )  donde también pueden 

diagnos�carse(3-5).

 La EFI por hongos filamentosos es 

provocada principalmente por el género 

Aspergillus, y si bien A. fumigatus predomina 

ampliamente, otras especies de este género 

(A. flavus, A. niger, A. terreus y A. nidulans), 

Fusarium, Scedosporium y taxas pertene-

cientes a los mucormycetes se diagnos�can 

con cierta frecuencia(5-7). 

 Las principales localizaciones de 

estas infecciones son pulmonares y senos 

paranasales; sin embargo, también pueden 

presentarse en piel, sistema nervioso central 

y formas diseminadas(8,9). 

 El diagnós�co debe ser realizado 

con un bajo margen de error y con la mayor 

rapidez posible para iniciar precozmente el 

tratamiento, y así mejorar el pronós�co de 

los pacientes(10,11). 

 Las manifestaciones clínicas son 

inespecíficas, coincidiendo con otros agen-

tes, por lo que no son de mayor u�lidad en el 

d i a g n ó s � c o ( 1 2 ) .  L a  i m a g e n o l o g í a 

convencional es de poca u�lidad por la 

aparición tardía e inespecífica de las 

imágenes, razón por la cual la tomogra�a 

axial computada (TAC) debe ser indicada 

precozmente por su alto valor predictor 

posi�vo(13). El signo del halo se presenta 

precozmente en micosis pulmonar con un 

alto valor, tanto en la sensibilidad como en la 

especificidad; no obstante, también puede 

ocurrir en infecciones por mucormycetesb 

(signo del halo inverso), Fusarium spp, 

Scedosporium spp y P. aeruginosa. El signo 

del aire creciente generalmente se presenta 

tardíamente, cuando el paciente se recupera 

de la neutropenia(13,14).

 La detección del an�geno galacto-

Guía para el diagnós�co de laboratorio 
de enfermedad fúngica invasora por hongos filamentosos
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manano de la pared de Aspergillus en sangre 

o en lavado broncoalveolar (LBA) es un 

examen con una alta sensibilidad y especi-

ficidad en pacientes onco-hematológicos, 

tanto adultos como en niños, por lo que se 

recomienda realizar en todos aquellos 

pac ientes  en  que se  sospecha una 

aspergilosis invasora(15-17). Su u�lidad en 

otros grupos de pacientes inmunocom-

prome�dos no ha sido bien demostrada(18).

 El diagnós�co con microscopia 

directa y cul�vo en agar Sabouraud (AS) 

�ene una sensibilidad que va desde 11% 

hasta 80%, dependiendo del �po de 

muestra, enfermedad de base y momento 

del diagnós�co de la infección; sin embargo, 

no siempre es posible tomar muestras 

invasoras (lavado broncoalveolar o biopsias) 

a estos pacientes, debido a las condiciones 

basales y complicaciones que presen-

tan(16,19,20).

 El obje�vo de la presente guía es 

describir las técnicas con que deben contar 

los laboratorios clínicos para el diagnós�co 

de EFI por hongos filamentosos, además de 

entregar algunas claves para la iden�ficación 

de los géneros más comunes y las principales 

especies de Aspergillus.

Observación microscópica directa y cul�vo 

micológico

 Si un paciente �ene factores de 

riesgo para E F I  y presenta lesiones 

pulmonares, sinusales o en otra localización, 

se debe intentar obtener una muestra, ya 

sea por lavado bronco-alveolar, aspirado 

traqueal,  esputo inducido o biopsia 

pulmonar o de la mucosa nasosinusal. Las 

condiciones de almacenamiento, transporte 

y procesamiento son fundamentales para 

obtener un mejor rendimiento de las 

dis�ntas muestras.

Lavado broncoalveolar 

Obje�vo: Obtener un lavado del compar-

�miento alveolar para la observación de 

hifas en el examen microscópico directo y 

desarrollo de las dis�ntas especies en el 

cul�vo.

Obtención de la muestra: Mediante fibro-

broncoscopio impactado en un bronquio 

subsegmentario, se ins�la solución salina 

(NaCl 9‰ estéril) entre 50 y 100 ml (en 

pediatría 1-2 ml/kg de peso, máximo 20-30 

ml) y luego se aspira hasta obtener el 

máximo de volumen l íquido posible 

(aproximadamente el 50% de lo ins�lado). 

Las muestras deben ser recolectadas en 

tubos estériles con tapa rosca. No agregar 

ningún líquido fijador.

Condiciones de almacenamiento y trans-

porte: Si su traslado no es posible de efectuar 

al momento, conservar a 4 ºC hasta 2 a 4 h. 

Debe ser enviada al laboratorio con unidad 
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refrigerante.

Procesamiento: Centrifugar a 5.000 rpm 

durante 5 min, eliminar el sobrenadante y 

del pellet realizar visión microscópica directa 

con lactofenol con azul de algodón, KOH 20% 

o calcofluor y sembrar dos tubos con AS a 

37ºC por 7 días.

Aspirado traqueal (AT) o esputo inducido (EI) 

Obje�vo: Observación de hifas en el examen 

microscópico directo y desarrollo de las 

dis�ntas especies en el cul�vo.

Obtención de la muestra: En el AT se debe 

introducir un catéter de aspiración, estéril, a 

través del tubo endotraqueal o de la 

traqueostomía y se aspiran las secreciones 

respiratorias en can�dad de 3-5 cc como 

mínimo.

 EI se ob�ene tras realizarle al 

paciente nebulizaciones de 10-20 ml de 

solución salina hipertónica estéril. Debe 

hacerse con una me�culosa técnica de aseo 

bucal y de recogida para minimizar la 

contaminación.

Condiciones de almacenamiento y trans-

porte: Si su traslado no es posible de efectuar 

inmediatamente, conservar a 4 ºC hasta 2 a 4 
́h. Deberá ser remi�da al laboratorio con 

unidad refrigerante.

Procesamiento: No centrifugar ni diluir la 

muestra, realizar visión microscópica directa 

con KOH 20% y sembrarla en dos tubos de AS 

a 37ºC por 7 días.

Biopsias

Obje�vo: Observación de hifas en los tejidos 

teñidos y desarrollo de las dis�ntas especies 

en el cul�vo.

Obtención de la muestra: Una vez obtenida 

la muestra (según protocolos del laboratorio 
́de origen), ésta deberá depositarse en un 

frasco estéril con tapa rosca conteniendo 

solución salina estéril. En ningún caso con 

líquidos fijadores (por ejemplo formalina).

Condiciones de almacenamiento y trans-

porte: si su traslado no es posible de efectuar 

inmediatamente, conservar a 4 ºC hasta 2 a 4 

h. Deberá ser remi�da al laboratorio con 

unidad refrigerante.

Procesamiento: un trozo de la muestra sin 

fijar se cul�vará en uno o dos tubos de AS a 

37ºC durante 7 días, sin macerar o moler el 

tejido, ya que puede afectar el desarrollo de 

los dis�ntos hongos filamentosos. El otro 

trozo se enviará a anatomía patológica con 

fijador para �nción con Gomori-Groco� (G-

G), hematoxilina eosina (HE) y/o ácido 

peryódico de Schiff (PAS).

Otros líquidos o secreciones

 En caso de obtener muestra de 

líquido pleural, peritoneal, lesiones de piel u 

otras para examen microscópico directo y 

cul�vos, las condiciones de almacena-

miento, transporte y procesamiento deben 

ser similares a las muestras descritas 

previamente.

Interpretación e informe

 Informe del examen microscópico 

directo de LBA, aspirado traqueal, esputo y 

microscópico de las biopsias. Se deberá 

describir la presencia de hifas, su diámetro, 

ramificación, la presencia de septos o su 

ausencia, si el micelio es hialino o dema-

�áceo. De ninguna manera se podrá 

informar género o especie con estos datos. 

Aspergillus en general producen hifas 

tabicadas hialinas de 2 a 4 mm de diámetro 

que se ramifican dicotómicamente en 45º 

(Figura 1), al igual que Fusarium, cedos-

porium, entre otros géneros. La presencia de 

otras estructuras fúngicas como coni-

dióforos, vesículas, fialides o conidios, se 

observan muy raramente en las muestras y 

pueden ser vistas en algunas lesiones 

cavitadas que comunican directamente con 

el árbol traqueo-bronquial (Figura 2).

 Los hongos inferiores (Rhizopus 

spp, Lichtheimia spp, Mucor spp) producen 

hifas no septadas, de pared gruesa, algunas 

de las cuales pueden mostrar ramificaciones 

en 90° (Figura 3). Se debe tener en cuenta 

que en tejidos la morfología �pica de los 

hongos se puede perder, razón por la cual el 

c u l � v o  r e s u l t a  f u n d a m e n t a l  e n  l a 

iden�ficación del género y especie.

Figura 1. Hifas septadas en ángulo dico-

tómico en 45º en lavado broco-alveolar. 

Tinción de G-G. 100X.

Figura 2. Aspergillus monoseriado estricto 

en bola fúngica pulmonar. Tinción PAS. 

100X.

Figura 3. Hifas anchas y sin septos de hongo 

inferior en aspirado traqueal. Tinción G-

G.100X.

Informe de cul�vos

 Siempre se debe diferenciar entre 
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hongos superiores e inferiores. Los hongos 

superiores presentan en el micelio septos en 

forma regular y éste puede ser hialino o 

dema�áceo. Dentro de los hongos hialinos 

los géneros más frecuentes son Aspergillus y 

Fusarium (Figura 4). Entre los dema�áceos 

destacan Alternaria (Figura 5), Curvularia y 

Scedosporium.

Figura 4. Hifas septadas con fialides y 

macroconidios falcados de Fusarium 

oxysporum. Cul�vo en agar clavel. Tinción de 

lactofenol con azul de algodón. 100X.

Figura 5. Dic�oconidios café oscuros en 

cadenas de Alternaria alternata. Cul�vo en 

agar harina de maíz. Tinción de lactofenol 

con azul de algodón. 100X.

 Por su parte los hongos inferiores 

(mucormycetes) se diferencian del resto de 

hongos filamentosos por presentar hifas 

anchas, ramificadas, generalmente no 

septadas y esporas sexuales denominadas 

zigosporas. Dentro de este grupo destacan 

los géneros Rhizopus, Lichtheimia y Mucor. 

Rhizopus se caracteriza por presentar un 

esporangio y esporangioforo que nacen de 

un rizoide, los cuales se unen por estolones. 

Lichtheimia se caracteriza por tener espo-

rangioforos desarrollándose a par�r de los 

estolones y entre los rizoides, solitarios o en 

grupos, de hasta 450 μm de longitud, 

generalmente ramificados, con apofísis de 

forma cónica (Figura 6). Mucor presenta un 

esporangio sin apofisis, con esporangioforos 

que nacen directamente del sustrato y no 

presenta rizoides ni estolones. 

Figura 6. Esporangio y esporangioforo con 

apófisis de forma cónica de Lichtheimia 

corymbifera. Cul�vo en AS. Tinción de 

lactofenol con azul de algodón. 100X.

Iden�ficación de las especies más comunes 

del género Aspergillus

 Para poder iden�ficar el género y 

especies se debe contar con lupa estereos-

cópica, microscopio de luz con regla o 

micrómetro ocular y cámaras de cul�vos.

 Una vez logrado el desarrollo de la 

especie en AS, traspasar la cepa a agar 

extracto de Malta (MEA) y en agar Czapek 

Levadura (CYA) (Anexo 1) durante 7 días. 

Para la iden�ficación morfo-fisiológica se 

recomienda  seguir  las  claves  dicotómicas

descritas por Piontelli E(21); sin embargo, a 

con�nuación se describen algunas claves 

para la iden�ficación de las principales 

especies involucradas en EFI en humanos.

 Aspergillus fumigatus: colonias en 

CYA con diámetro entre 45 y 75 mm, de color 

turquesa o verde oscuro, de textura atercio-

pelada a flocosas, planas o radialmente 

surcadas, cleistotecios ausentes; cabezas 

conidiales columnares, con vesículas 

clavadas; es�pe incoloro a gris cerca del 

ápice; vesículas uniseriadas estrictas con 

fiálides que cubren la mitad o la tercera parte 

de esta, dispuestas en forma paralela con el 

eje del es�pe; conidios globosos o elip-

soides, lisos a finamente rugosos, de 2-3 μm 

en diámetro (Figura 7).

Figura 7. Cabezas conidiales monoseriadas 

estrictas de Aspergillus fumigatus en MEA. 

Tinción de lactofenol con azul de algo-

dón.100X.

Aspergillus flavus: Colonias de color oliva 

verde a verde amarillento en CYA, diámetro 

de éstas, en todos los medios y tempe-

raturas, mayores de 50 mm, esclerocios 

generalmente presentes, redondos de 
́colores café,  violeta a negros;  cabezas coni-
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diales radiadas a columnares laxas; es�pe 
́rugoso, incoloro, a veces en tonos café 

pálidos; vesículas biseriadas generalmente 

en 20%, pero variable, en MEA a veces 

enteramente uniseriadas, con métulas/ 

fiálides que cubren los 3⁄4 de la vesícula; 

conidios globosos a elipsoides 3- 6 μm 

(Figura 8).

Figura 8. Cabezas conidiales monoseriadas 

de Aspergillus flavus en MEA. Tinción de 

lactofenol con azul de algodón.100X.

Aspergillus niger: Colonias de color café 

oscuro, con diámetro en CYA entre 50 y 70 

mm; cabezas conidiales café oscuras a 

negras, biseriadas; conidios globosos, 

irregularmente rugosos a finamente rugo-

sos, con crestas y surcos de 3,5-5 μm de 

diámetro (Figura 9).

Aspergillus nidulans: Colonias verde oscuro, 

crecimiento en CYA entre 40 y 60 mm y MEA 

53 a 65 mm, cleistotecios de Emericella a 

menudo presentes, globosos, de paredes de 

color rojo oscuras al madurar, recubiertas 

por células de Hülle de color amarillo. 

Ascosporas (maduran a las dos semanas), 

redondas a len�culares en vista lateral, rojo 

púrpura, lisas, 4-6 x 3-4 μm con dos rebordes 

finos longitudinales de cerca de 1 μm (Figura 

10); conidióforos cortos de color café; 

cabezas conidiales biseriados con métulas 

que cubren la mitad superior de la vesícula; 

conidios esféricos, lisos a finamente rugosos 

de 3-4 μm (Figura 11).

Figura 9. Cabeza conidial con microconidios 

café oscuros y rugosos de Aspergillus niger 

en MEA. Tinción de lactofenol con azul de 

algodón.100X.

Figura 10. Ascosporas redondas a len�cu-

lares de color rojo púrpura de Emericella 

nidulans en MEA. Tinción de lactofenol con 

azul de algodón.100X.

Figura 11. Conidioforos cortos de color café y 

cabezas conidiales biseriados con métulas 

que cubren la mitad superior de la vesícula 

de Aspergillus nidulans en MEA. Tinción de 

lactofenol con azul de algodón.100X.

Aspergillus terreus: Colonias color canela-

café a café rosado, con diámetro en CYA 

entre 60 y 70 mm. Cabezas conidiales 

columnares, a menudo biseriadas, métulas 

angostas compactadas (2-2,5 μm) que 

cubren las 3/4 partes de la vesícula; conidios 

globosos a elipsoides, lisos con diámetro 

entre 2-2,5 μm (Figura 12). Ceĺ ulas globosas 

hia l inas  (a leuroconidios)  adheridos 

lateralmente en las hifas sumergidas, 

usualmente presentes.

Deteccion de galactomanano

 La detección del exo-an�geno 

galactomanano liberado de la pared de las 

dis�ntas especies de Aspergillus durante la 

angioinvasión se realiza por ensayo inmuno-

enzimá�co �po sandwich en microplacas, ya 

sea en suero o en LBA, tanto en niños como 

en adultos. Las condiciones de almacena-

miento, transporte y procesamiento son 

fundamentales en los resultados de este 
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examen.

Figura 12. Cabezas conidiales columnares, 

biseriadas, con métulas angostas compac-

tadas que cubren las 3/4 de la vesícula de 

Aspergillus terreus en MEA. Tinción de 

lactofenol con azul de algodón.100X.

Tipos de muestras, condiciones de alma-

cenamiento, transporte y procesamiento

Sangre

Obje�vo: Detección del exo-an�geno 

galactomanano de la pared de las especies 

de Aspergillus.

Obtención de la muestra: tomar una muestra 

de sangre de aproximadamente 5 cc, en 

tubos con gel y tapón hermé�co (tapa 

amarilla).

Condiciones de almacenamiento y trans-

porte: Los tubos con la muestra pueden ser 

almacenados sin ser abiertos entre 2 y 8 ºC 

hasta 5 días antes del estudio y deben ser 

transportados con cadena de frío hasta el 

laboratorio. Opcionalmente puede ser 

enviado centrifugado a 3.000 rpm por 10 

min. 

Procesamiento: Si no fue centrifugado 

anteriormente, hacerlo a 3.000 rpm por 10 

min. Se debe contar con el equipamiento 

necesario para procesar ELISA (incubadora 

de microplacas, centrifuga de microtubos 

que alcance los 10.000 rpm, baño de 

flotación a 100°C y lector de microplacas con 

filtro entre 450 y 620 nm). Los resultados no 

se afectan en muestras que con�enen 20 

mg/L de bilirrubina, muestras lipémicas con 

2 g/L de trioleía (triglicérido) o hemolizadas 

que contengan 165 mg/L de hemoglobina. 

No requiere eliminar el complemento de los 

sueros.

Lavado bronco-alveolar

Obje�vo: Detección del exo-an�geno 

galactomanano de la pared de las especies 

de Aspergillus.

Toma de la muestra: Mediante fibro-

broncoscopio impactado en un bronquio 

sub-segmentario, se ins�la solución salina 

(NaCl 9‰ estéril) entre 50 y 100 ml. Las 

muestras deben ser recolectadas en tubos 

estériles con tapa rosca. No agregar líquido 

fijador alguno.

Condiciones de almacenamiento y trans-

porte: Si su traslado no es posible de efectuar 

en el momento, conservarla a 4 ºC hasta 24 

h, debido a que aumenta el riesgo de 

crecimiento de otros hongos y bacterias 

contaminantes. Para conservación más 

prolongada (hasta 5 meses) se puede 

congelar a -20 ºC. Debe ser enviada al 

laboratorio con unidad refrigerante. 

Procesamiento: Si no fue centrifugado 

anteriormente, hacerlo a 3.000 rpm durante 

10 min. Se ocupa el sobrenadante del 

centrifugado, a diferencia del cul�vo donde 

se trabaja con el pellet. Se debe contar con el 

mismo equipamiento descrito anterior-

mente para el procesamiento de sangre.

Interpretación del informe

 En sangre se considerará como 

posi�vo un índice mayor de 0,515. En el caso 

de realizarlo en LBA se considerará posi�vo 

un índice mayor de 116. Sin embargo, es 

necesario considerar los valores del examen 

en el �empo con al menos dos pruebas 

semanales, más que un solo valor aislado.

Falsos nega�vos: Pacientes con enfermedad 

granulomatosa crónica o enfermedad de 

Job, aspergilosis localizadas como traqueo-

bronqui�s, profilaxis o uso empírico de 

an�fungicos ac�vos contra Aspergillus e 

infecciones por especies menos reac�vas 

como A. fumigatus, por lo que valores limites 

deben ser interpretados según las señas 

clínicas y otros exámenes complemen-

tarios(22,23).

Falsos posi�vos: Neonatos colonizados con 

Bifidobacterium spp, infección por otros 

hongos filamentosos de los géneros Peni-

cillium, Alternaria, Histoplasma o Geotri-

chum, uso concomitante de piperacilina/ta-

zobactam y consumo de productos lácteos o 

cereales con galactofuranosa(22,23).

Comentario final

 El diagnós�co de EFI por años ha 

sido dificultoso y tardío; no obstante, tal 

como lo describe esta guía, en la actualidad 

contamos con la detección de galactoma-

nano por ensayo inmunoenzima�co, lo que 

sumado a la op�mización del examen 

microscópico directo, cul�vos y biopsias, nos 

dan la oportunidad de realizar un diag-

nós�co oportuno y así poder indicar un 

tratamiento precoz, con el fin de mejorar la 

sobrevida de nuestros pacientes. 
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