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Evaluación de una técnica de PCR cuantitativa 
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Assessment of a quantitative PCR method for clinical
diagnosis of imported histoplasmosis

OBJECTIVE. Evaluation of the usefulness of a quantitative
real-time polymerase chain reaction-based (RT-PCR)
technique for clinical diagnosis of histoplasmosis.
METHODS. Primers and probes were designed on the basis
of sequences from the ITS regions of ribosomal DNA of
20 clinical strains of Histoplasma capsulatum. LightCycler
procedures (Roche Applied Science) were used with
probes marked by fluorescence resonance energy transfer
(FRET). Reproducibility, sensitivity, and specificity were
analyzed. In addition, an internal control was designed to
identify false negative results by PCR inhibition. The
RT-PCR assay was tested in 22 clinical samples from
14 patients with proven histoplasmosis. In addition,
30 samples from patients with febrile neutropenia or
mycoses other than histoplasmosis, and from healthy
volunteers were analyzed as controls. 
RESULTS. The limit of detection of the assay was 1 fg of
genomic DNA per �l of sample. The PCR-based technique
was reproducible and highly specific. Positive results were
obtained in 11/14 (78.6%) patients and in 17/22 (77.3%)
clinical samples. RT-PCR was positive in 100% of
respiratory secretions and bone marrow samples, but only
70% of sera (p < 0.01). Mean fungal DNA value was
23.1 fg/�l in serum and 4.85 � 103 fg/�l in respiratory and
bone marrow samples. RT-PCR results were positive in
serum from three HIV patients for which antibody
detection by immunodiffusion was negative. Specificity
was 100%, since PCR results were negative for all the
control samples. 
CONCLUSION. Thes RT-PCR technique is a sensitive, specific
method for early diagnosis of histoplasmosis, particularly
when respiratory secretions or bone marrow samples are
analyzed. The reliability is lower in serum, but it can be
used as an additional, complementary technique to culture
and serology in HIV patients. 

Key words: Histoplasma capsulatum. Serology. HIV�.
Molecular diagnosis.

OBJETIVOS. Valoración de la utilidad de una técnica de
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) cuantitativa en
tiempo real (PCR-TR) para el diagnóstico de histoplasmosis
en muestras clínicas.
MÉTODOS. Para el diseño de los iniciadores y de las sondas
se analizaron las secuencias de las regiones ITS (internal
transcriber spacers) del ADN ribosómico de 20 cepas de
Histoplasma capsulatum. Se empleó la tecnología
LightCycler (Roche Applied Science) y la sonda fue
diseñada mediante el sistema Fluoresce Resonance Energy
Transfer (FRET). Se realizaron estudios de
reproducibilidad, sensibilidad y especificidad. Además, se
incluyó un sistema de control interno para reconocer
falsos negativos por inhibición de la reacción de PCR. Tras
ello, se testó la técnica en 22 muestras clínicas procedentes
de 14 pacientes diagnosticados de histoplasmosis
probada. Además se analizaron 30 muestras de control,
procedentes de enfermos con otras micosis, de pacientes
con neutropenia febril y de voluntarios sanos.
RESULTADOS. El límite de detección de la técnica fue de 1 fg
de ADN fúngico por �l de muestra. Así mismo fue
reproducible y muy específica. La técnica fue positiva en
11 de los 14 enfermos (78,6%) y en 17 de las 22 muestras
analizadas (77,3%). Por muestras, el 100% de las muestras
respiratorias y de los aspirados de médula ósea fueron
positivos, pero sólo el 70% de los sueros (p < 0,01). La
cantidad media de ADN detectado en suero fue de
23,1 fg/�l, mientras que en muestras respiratorias y
aspirados medulares fue de 4,85 � 103 fg/�l (p < 0,01). La
técnica de PCR-TR fue positiva en suero de 3 enfermos por
el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) positivos, en
los que la detección de anticuerpos por inmunodifusión
fue negativa. La especificidad fue del 100%, ya que
ninguna de las muestras de control dio un resultado
positivo.
CONCLUSIÓN. Esta técnica de PCR-TR es un método sensible
y específico para el diagnóstico rápido de histoplasmosis,
sobre todo en muestras respiratorias y aspirados de
médula ósea. La sensibilidad en suero es inferior, pero
puede ser complementaria al cultivo y a la serología en
enfermos VIH positivos.
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Introducción

La histoplasmosis es una infección fúngica sistémica
causada por el hongo dimórfico Histoplasma capsulatum,
patógeno primario que es endémico en África y América1,2.
Aunque este patógeno tiene una distribución cosmopolita,
no se han descrito casos autóctonos de histoplasmosis en
España. Sin embargo, su prevalencia está aumentando
en nuestro país debido a infecciones importadas en viaje-
ros o emigrantes procedentes de zonas endémicas. Según
el Instituto Nacional de Estadística (www.ine.es), un 35%
de la población emigrante que reside en España procede de
zonas endémicas y, además, un millón de españoles viaja
cada año a estos países.

Existen tres tipos de histoplasmosis importadas. En pri-
mer lugar, la histoplasmosis del viajero que suele ser una
infección respiratoria aguda o subaguda, en individuos
inmunocompetentes que han inhalado esporas de Histo-

plasma3-5. Es habitual que la infección afecte a varios
miembros de un grupo que viajó a una zona endémica y
realizó actividades en la naturaleza, contactando acciden-
talmente con el microorganismo6. El segundo tipo de his-
toplasmosis importada se observa en población emigrante
infectada por el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH)7-9. Estos pacientes suelen presentar una micosis di-
seminada grave, de sintomatología similar a la de otras
afecciones del sistema reticuloendotelial. Por último, el
tercer tipo es la histoplasmosis crónica, caracterizada por
alteraciones pulmonares, torácicas y mediastínicas, que se
diagnóstica con poca frecuencia en individuos proceden-
tes de áreas endémicas10. 

Las tres formas de histoplasmosis importadas no son fá-
ciles de diagnosticar y debe recordarse, que sin tratamien-
to antifúngico, la forma diseminada de esta micosis suele
ser mortal10,11. La detección de anticuerpos y la prueba de
la histoplasmina no tienen apenas valor diagnóstico en la
población emigrante. En viajeros, ambas pruebas tienen
una mayor utilidad, aunque sus valores predictivos son
bajos y se necesitan varias semanas para la seroconver-
sión, por lo que el diagnóstico suele ser retrospectivo12.

Por ello, la técnica de referencia es el cultivo e identifi-
cación del hongo, que también es un método lento, pues se
necesitan de 3 a 4 semanas para confirmar la especie. Ade-
más, esta técnica tiene una sensibilidad discreta y debe
realizarse en instalaciones que cumplan con los criterios
de bioseguridad para manejo de patógenos del grupo 3,
instalaciones que no están disponibles en muchos labora-
torios asistenciales13.

Para intentar superar estos problemas se han desarro-
llado varios métodos diagnósticos alternativos. Entre éstos
destaca la detección de antígeno en orina y en suero, una
técnica desarrollada en Estados Unidos para la detección
de H. capsulatum en enfermos VIH positivos, cuyas espe-
cificidad y sensibilidad se sitúan por encima del 85%. Sin
embargo, esta técnica no se ha comercializado y sólo se en-
cuentra disponible en centros de referencia de Estados
Unidos14,15.

En los últimos años, se han diseñado otros métodos al-
ternativos basados en la detección de ácidos nucleicos, de-
mostrando una sensibilidad y una especificidad variables.
Se han descrito procedimientos no cuantitativos basados
en la amplificación de ADN por técnicas de reacción en
cadena de la polimerasa (PCR), dirigidos al ADN ribosó-

mico o a genes específicos como el que codifica el antígeno
M o la proteína de 100 kDa de H. capsulatum16-20.

Así mismo se ha descrito un método basado en PCR
cuantitativa para la detección del hongo a partir de culti-
vos, que también ha demostrado su utilidad como método
de diagnóstico clínico en 3 enfermos con histoplasmosis21.
Las técnicas cuantitativas permiten automatizar la ex-
tracción y detección de los ácidos nucleicos, además de po-
der evaluar la carga fúngica y la respuesta al tratamiento.
Una de estas técnicas es la denominada PCR en tiempo
real (PCR-TR), que utiliza la detección de fluorescencia
como técnica de cuantificación. 

El objetivo de este trabajo ha sido la valoración de la uti-
lidad de una técnica de PCR-TR para la detección y cuan-
tificación de H. capsulatum a partir de muestras clínicas.

Material y métodos

Microorganismos
Para el desarrollo de la técnica se utilizaron 20 cepas clínicas de

H. capsulatum pertenecientes a la colección del Servicio de Micología
del Centro Nacional de Microbiología. En el estudio de especificidad se
utilizaron 12 cepas pertenecientes a otras especies fúngicas. Estas
especies eran: Coccidioides immitis, Paracoccidioides brasiliensis,
Blastomyces dermatitidis, Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus,
Aspergillus terreus, Fusarium solani, Fusarium verticillioides, Fusa-

rium oxysporum, Scedosporium prolificans, Scedosporium apiosper-

mum y Candida albicans. Además se incluyeron en los experimentos
ADN genómico humano y de ratón (Promega, Madrid, Spain). Una vez
diseñados los iniciadores y las sondas se realizó una búsqueda de tipo
BLAST en la base de datos GenBank (http://www.ncbi.nih.gov/Gen-
bank/) para estar seguros de que las sondas diseñadas no presentaban
homología con otros microorganismos. Adicionalmente, se comprobó la
especificidad de la sonda y de los iniciadores diseñados mediante aná-
lisis filogenéticos de sus secuencias. Para estos análisis se utilizó la
base de datos de secuencias del Servicio de Micología, que dispone de
1.800 cepas pertenecientes a 250 especies fúngicas y el programa in-
formático Fingerprinting II informatix, versión 3.0 (BIORAD, Madrid,
España).

Extracción de ADN
La extracción de ácidos nucleicos se realizó siguiendo procedimien-

tos habituales22. En el caso de H. capsulatum y otros patógenos pri-
marios, la extracción se realizó en un laboratorio de bioseguridad para
patógenos del grupo 3, cumpliendo las normas establecidas (Real De-
creto 664/1997). Las cepas se cultivaron en 10 ml de medio GYEP (2%
glucosa, 0,3% extracto de levadura, 1% peptona, Oxoid, Madrid, Es-
paña), durante una semana. Tras ello, se recogió el micelio, se dejó
secar y se introdujo en un tubo Falcon (Becton Dickinson, LabCenter,
Madrid, España) con 6 bolitas de vidrio de 4 mm ∅ (Sigma-Aldrich
Química, Madrid, Spain). Se aplicaron dos ciclos de congelación con
nitrógeno líquido, tras lo que se agitó en vórtex durante 30 s, a
2.000 rpm (MS 1 Minishaker, IFA, Cultek, Madrid, España), hasta
transformar dicho micelio en un polvo fino. Posteriormente, se empleó
el método comercial Dneasy Plant Mini Kit (Qiagen, Izasa, Madrid,
España), para extraer el ADN, siguiendo las recomendaciones del fa-
bricante. 

Diseño de los iniciadores y de las sondas
Para el diseño de los iniciadores y de las sondas se analizaron las

secuencias de la regiones ITS (internal transcriber spacers) del ADN
ribosómico de las 20 cepas de H. capsulatum. Se empleó el programa
de diseño de sondas LightCycler Probe Design Software 1.0 (Roche
Applied Science, Madrid, España), eligiéndose fragmentos pertene-
cientes a la zona ITS-1. El diseño se completó mediante análisis en las
bases de datos de secuencias del GenBank y del Servicio de Micología. 
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El iniciador directo era 5’-CCACCCTTGTCTACC-3’ (iniciador
Hcits1-1) y el inverso 5’-GGAACCAAGAGATCCGT-3’ (Hcits1-2). La
longitud del fragmento amplificado era de 182 bp. Las sondas diseña-
das fueron del tipo fluoresce resonance energy transfer (FRET), con
una estructura HC1-Fluos 5’GTCGGTGAACGATTGGCGT3’-LCFluo-
rescein y HC1-Red 5’LCRED640-GAGCATGAGAGCGATAATAATC-
CAGT3’-(Tibmolbiol) (Roche Applied Science). 

Descripción de la técnica de PCR-TR
Las PCR-TR se realizaron con el sistema LightCycler 2.0 (Roche

Applied Science), empleando el kit LightCycler Fast Start DNA Mas-
ter Hybridization Probes (Roche Applied Science) y los capilares
LightCycler Capillaries, 20 �l (Roche), siguiendo las recomendacio-
nes del fabricante. Las reacciones de PCR-TR contenían un volu-
men final de 20 �l, con 3 mM de Cl2Mg, 0,3 �M de cada iniciador y
0,2 �M de cada sonda FRET, se añadieron 2 �l de ADN a la mezcla
de PCR. Respecto a las condiciones de PCR, se realizó una preincu-
bación a 95 °C seguida de 45 ciclos de desnaturalización (10 s a
95 °C), anillamiento (10 s a 52 °C), y extensión (30 s a 72 °C). Por
último, el protocolo incluía un ciclo para conocer la temperatura de
fusión de la doble cadena de ADN del producto amplificado (curva
de melting). Este ciclo se realizó en el intervalo de temperaturas 47 a
95 °C. 

Una vez realizadas las reacciones de PCR, se recogió el producto
amplificado, mediante la inclusión del capilar en posición invertida en
un tubo de plástico estéril (Eppendorf AG, Labcenter, Madrid, Espa-
ña), y centrifugación a 2.000 rpm, durante 1 min. Se comprobó la pre-
sencia del amplicón que se quería detectar, así como el tamaño de éste
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% (Pronadisa, Madrid,
España), siguiendo los protocolos de Sambrook23. Los fragmentos
amplificados se secuenciaron en el sistema ABI Prism 377 DNA se-
quencer (Applied Biosystem, Madrid, España) y sus secuencias se
compararon con las bases de datos disponibles en el laboratorio. En
cada experimento se incluyeron controles negativos. Como control po-
sitivo se utilizó ADN de la cepa de H. capsulatum CNM-CM-2721 (Co-
lección de hongos filamentosos del Servicio de Micología del Centro
Nacional de Microbiología).

El estudio de reproducibilidad de la técnica, así como la cuantifica-
ción del ADN amplificado se realizaron mediante la construcción de
rectas de regresión con los resultados de ocho repeticiones de diferen-
tes diluciones de ADN del H. capsulatum CNM-CM-2721 (desde 10 ng
a 1 fg ADN/�l). Las rectas de regresión se realizaron entre los logarit-
mos de las concentraciones de ADN y el ciclo de la reacción de PCR
en el que se empezaba a detectar la fluorescencia (crossing point, CP).

La reproducibilidad se obtuvo mediante el cálculo de los coeficientes
de variación de los CP para cada una de las concentraciones de ADN
utilizadas. 

Diseño de un control interno 

de la técnica de PCR
Una de los principales limitaciones de las técnicas de PCR como

método de diagnóstico clínico es la posibilidad de inhibición de la reac-
ción de amplificación, por parte de sustancias que están presentes en
la muestra. Para evitar estos falsos negativos, se diseñó un control
interno para la técnica de PCR-TR. El control interno se elaboró según
el método descrito por Burggraf et al24, que consiste en incluir otro oli-
gonucleótido en la reacción, con secuencia complementaria a la de los
iniciadores y la sonda, pero con algunos cambios puntuales en la se-
cuencia. Estos cambios permiten que se produzca una hibridación
con los iniciadores, pero no con la sonda FRET. De esta forma se pro-
duce una amplificación sin producción de fluorescencia y, además, el
producto amplificado es diferente al que se produce si se amplifica
ADN de Histoplasma, lo que puede detectarse mediante el análisis de
las curvas de temperatura de fusión de los productos amplificados.
De esta forma, en caso de inhibición de la PCR, también se inhibirá
la hibridación con el control interno. Se determinó el número mínimo
de copias del control interno que era necesario incluir, para minimizar
la competición con el ADN diana y no reducir la sensibilidad de la
técnica. Tras ello, se incluyeron 200 copias de control interno en cada
PCR-TR en las muestras clínicas.

Realización de la técnica de PCR 

en muestras clínicas
Para validar la técnica de PCR-TR en muestras clínicas, se em-

plearon muestras de 14 pacientes, en los que previamente se había
confirmado el diagnóstico de histoplasmosis mediante cultivo, exa-
men histológico o serología positiva más cuadro clínico y antece-
dentes epidemiológicos compatibles. Las muestras fueron recibidas
en el Servicio de Micología entre 2004 y 2005. La tabla 1 muestra
algunas de las características clínicas de los pacientes. Debe desta-
carse que 10 de 14 (71,4%) eran VIH positivos y que 13 enfermos
procedían de Centroamérica y Sudamérica y uno del continente afri-
cano.

Se analizó la especificidad de la técnica en muestras clínicas con
sueros procedentes de 30 personas. Se testaron un total de 30 mues-
tras, 10 de pacientes con otra infección fúngica invasora (8 aspergilo-
sis, una mucormicosis y una paracoccidioidomicosis), 10 de enfermos
con neutropenia febril sin infección fúngica probada o probable y 10 de
voluntarios sanos (5 españoles y 5 sudamericanos procedentes de zo-
nas endémicas). 

La extracción de ADN de las muestras sanguíneas se realizó me-
diante el NucleoSpinBlood Kit (Macherey-Nalgen, Cultek, Madrid,
Spain). Para los aspirados medulares y las secreciones respiratorias
se utilizó el QiAamp DNA Mini Kit (Qiagen). Se emplearon 2 �l del
ADN extraído de cada muestra para cada reacción de PCR-TR. La
única excepción fueron las muestras de suero en los que se verificó que
el empleo de 4 �l mejoraba la sensibilidad del ensayo. La cuantifica-
ción del ADN en muestras clínicas se calculó mediante la recta de re-
gresión antes descrita. En todos los casos se secuenciaron los produc-
tos de amplificación y se compararon con las bases de datos. Los
experimentos fueron repetidos en dos ocasiones.

En las muestras de suero disponibles, también se determinó la pre-
sencia de anticuerpos para H. capsulatum, mediante una técnica de
inmunodifusión (ID Fungal Antibody System, Immuno-Mycologics,
Leti Laboratorios, Madrid, España). 

Análisis de los resultados
Los resultados de la técnica de PCR fueron analizados con ayuda

del programa SPSS 13.0 (SPSS SL, Madrid, España). Se realizó un
análisis descriptivo y un análisis comparativo mediante tablas de con-
tingencia y comparación de medias. El nivel de significación estadís-
tica aceptado fue de p < 0,01. 
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TABLA 1. Características de los enfermos con histoplasmosis

Paciente
Zona de 

procedencia
VIH Diagnóstico de histoplasmosis

1 Centroamérica – Detección de anticuerpos*
2 Centroamérica – Detección de anticuerpos*
3 Centroamérica + Cultivo
4 Centroamérica – Detección de anticuerpos*
5 Centroamérica – Detección de anticuerpos*
6 Sudamérica + Cultivo
7 Sudamérica + Cultivo
8 Sudamérica + Cultivo y detección de anticuerpos
9 Sudamérica + Cultivo

10 Sudamérica + Cultivo
11 Sudamérica + Cultivo
12 Sudamérica + Cultivo
13 Sudamérica + Cultivo y detección de anticuerpos
14 África + Examen histológico*

*El diagnóstico se realizó en enfermos con cuadro clínico y antecedentes
epidemiológicos compatibles con histoplasmosis.
VIH: virus de la inmunodeficiencia humana.



Resultados

Puesta a punto de la técnica

El límite de detección de la técnica se estableció en 1 fg
por �l de muestra analizada. La recta de regresión cons-
truida entre las concentraciones conocidas de ADN y los
CP tenía un coeficiente de determinación (r2) de 0,99
(p < 0,01). La reproducibilidad del ensayo fue muy elevada
para los seis primeros puntos de la recta (de 20 ng a
200 fg), con coeficientes de variación inferiores al 3% entre
las ocho repeticiones que se efectuaron para estandarizar
la técnica. Para las concentraciones de ADN más bajas, los
coeficientes de variación fueron más elevados, siendo del
35% para la concentración de 10 fg y del 37,5% para la de
1 fg. Por debajo de 10 fg la regresión perdió linealidad. La
media de la eficiencia de la amplificación fue de 1,8.

En cuanto a la especificidad del ensayo, no se detectó se-
ñal de amplificación cuando se incluyeron ácidos nucleicos
de otras especies fúngicas, ni cuando se analizó ADN hu-
mano o de ratón.

En la figura 1 se representan las temperaturas de fu-
sión (curvas de melting) del producto amplificado. En la
figura 1A se representa el resultado de una muestra ne-
gativa para H. capsulatum, en el que puede observarse
la curva de fusión de un producto amplificado que co-
rresponde al control interno. En la figura 1B se obser-
van las curvas de una muestra positiva, con la curva de
fusión del ADN fúngico y del control interno. En la figu-
ra 1C se muestra una muestra en la que se inhibió la
reacción de PCR. Este resultado confirmó la posibilidad
de detectar falsos negativos por inhibición de la reacción
de PCR. 
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Figura 1. Representación de las
curvas de temperatura de fusión
(curvas de melting) de los productos
amplificados (reproducción de la imá-
genes del LigthCycler Probe Design
Software 1.0). A) Curva de la tempe-
ratura de fusión de una muestra ne-
gativa. El pico representa la amplifi-
cación del control interno. Muestra
de suero del paciente 1. B) Curva de
la temperatura de fusión de una
muestra positiva. Las curvas repre-
sentan la amplificación del control
interno y del ADN fúngico. Aspirado
medular del paciente 10. C) Inhibi-
ción de la reacción de PCR en la
muestra de orina del paciente 12.
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Resultados en las muestras clínicas

En la tabla 2 se resumen las muestras recibidas de cada
enfermo. No se recibieron el mismo tipo y número de
muestras de cada paciente, por lo que no se pudo hacer
un análisis detallado por tipo de muestra. La PCR se rea-
lizó en 22 muestras. Se recibieron 10 sueros, 3 lavados
broncoalveolares, 3 aspirados de médula ósea, 2 secrecio-
nes bronquiales, un plasma, una sangre, una orina y un
esputo.

La técnica de PCR fue positiva en 11 de los 14 enfermos
analizados, lo que le otorga una sensibilidad total de
78,6%. Por muestras, el resultado fue positivo en 17 de las
22 analizadas (77,3%). En 4 muestras, el resultado fue
negativo y en una, la única muestra de orina analizada,
se inhibió la PCR. Esta inhibición no logró evitarse ni re-
pitiendo las reacciones ni con ningún método de purifica-
ción de ADN.

Al analizar los resultados por tipo de muestra se obtu-
vieron diferencias significativas. De los 10 sueros recibidos
sólo 7 (70%) fueron positivos. En contraste, todas las
muestras respiratorias analizadas (esputo, secreciones
bronquiales y lavados broncoalveolares), así como los 3 as-
pirados de médula ósea fueron positivos por la técnica de
PCR-TR (p < 0,01). Sólo se recibieron una muestra de san-
gre y otra de plasma, lo que impide realizar análisis esta-
dísticos.

En cuanto a la cantidad de ADN detectado, en las mues-
tras hematológicas positivas (7 sueros y un plasma), la media
de la cuantificación del ADN de Histoplasma amplificado
fue de 23,1 fg/�l. En el caso de las 6 muestras respirato-
rias, la media de ADN detectado fue de 4,9 × 103 fg/�l, y

en los aspirados de médula ósea fue de 4,8 × 103 fg/�l. Por
tanto, la cantidad de ADN detectado en las muestras
de suero y plasma fueron significativamente inferiores
(p < 0,01), que las detectadas en las otras muestras.

En la tabla 2 también se recogen los resultados de la
detección de anticuerpos por medio de inmunodifusión. De
las 10 muestras de suero analizadas, el resultado fue po-
sitivo en 6 casos (60%). Debe destacarse que la serología
fue positiva en los 4 casos VIH negativos. Sin embargo,
en los 6 sueros procedentes de enfermos VIH positivos, la
serología fue positiva sólo en 2 casos (33,3%).

No se realizaron otros análisis por zona endémica de
procedencia o por presencia del VIH, ya que los grupos no
eran comparables (p > 0,01), pues no se dispuso del mis-
mo tipo y número de muestra de todos los enfermos. 

Respecto al estudio de especificidad, ninguna de las
30 muestras analizadas procedentes de enfermos con mi-
cosis, de pacientes con neutropenia febril y de voluntarios
sanos resultó positiva para la técnica de PCR-TR, por lo
que su especificidad fue del 100%. 

Discusión

Las micosis primarias importadas continúan siendo in-
frecuentes en los países desarrollados del hemisferio occi-
dental25. Sin embargo, los movimientos migratorios que se
han producido en los últimos años están modificando esta
situación epidemiológica26,27. Los últimos datos españoles
revelan que en nuestro país reside entre un millón y un
millón y medio de emigrantes procedentes de zonas donde
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TABLA 2. Muestras recibidas por paciente con histoplasmosis y resultados de la técnica de PCR en tiempo real. La tabla incluye también,
los resultados de la detección de anticuerpos en aquellos pacientes con histoplasmosis de los que se dispuso de muestras de suero

Paciente Muestras recibidas Resultado de PCR
Cuantificación del ADN Resultado de Resultado de

fúngico en fg/�l la secuenciación la inmunodifusión*

1 Suero Negativo ** ** Positivo
2 Suero Negativo ** ** Positivo
3 Suero Negativo ** ** Negativo

Sangre Negativo ** ** **
4 Suero Positivo 3,3 H. capsulatum Positivo

5 Suero Positivo 2,2 H. capsulatum Positivo
6 Suero Positivo 24,5 H. capsulatum Negativo
7 Suero Positivo 16,2 H. capsulatum Negativo
8 Suero Positivo 62,2 H. capsulatum Positivo
9 Suero Positivo 20,5 H. capsulatum Negativo

10 Secreción bronquial Positivo 2,3 × 103 H. capsulatum **
Lavado broncoalveolar Positivo 5,1 × 102 H. capsulatum **
Médula ósea Positivo 65,2 H. capsulatum **

11 Médula ósea Positivo 1,1 × 104 H. capsulatum **
12 Esputo Positivo 1,8 × 104 H. capsulatum **

Lavado broncoalveolar Positivo 6,1 × 102 H. capsulatum **
Orina Inhibición ** ** **

13 Suero Positivo 3,05 H. capsulatum Positivo
Secreción bronquial Positivo 5,1 × 102 H. capsulatum **
Lavado broncoalveolar Positivo 7,5 × 103 H. capsulatum **
Médula ósea Positivo 3,3 × 103 H. capsulatum **

14 Plasma Positivo 53,1 H. capsulatum **

*Detección de anticuerpos de H. capsulatum mediante inmunodifusión. **No realizado.
PCR: reacción en cadena de la polimerasa.



la histoplasmosis, la paracoccidioidomicosis, la coccidioi-
domicosis y la blastomicosis son infecciones endémicas. En
los últimos años, el Servicio de Micología del Centro Na-
cional de Microbiología ha recibido un número creciente de
peticiones para diagnosticar micosis importadas y no es
arriesgado suponer, que esta demanda se incrementará en
el futuro.

En el caso de la histoplasmosis, el Servicio de Micología
realizaba el diagnóstico microbiológico mediante el culti-
vo e identificación de las cepas, así como con la detección
de anticuerpos. Estas técnicas tienen una sensibilidad dis-
creta y suelen requerir varias semanas para confirmar el
diagnóstico, por lo que su utilidad clínica puede conside-
rarse limitada12. Por ello, se ha desarrollado una técnica
de diagnóstico molecular basada en métodos de amplifica-
ción de ácidos nucleicos. 

Hasta la fecha, se han diseñado otros métodos para de-
tectar ADN de H. capsulatum en muestras clínicas16-20. La
mayoría de ellos se han basado en técnicas de PCR con-
vencional, dirigidas a distintos genes de este microorga-
nismo. La diana más utilizada ha sido el ADN ribosómico
y, concretamente, fragmentos de la región 18S. La sensibi-
lidad y especificidad de estas técnicas fueron buenas, pero
no se han extendido por laboratorios asistenciales debido a
su complejidad, escasa automatización y falta de protoco-
los estandarizados.

Por ello, se han elaborado técnicas de PCR cuantitati-
va, como la PCR-TR, que permiten automatizar la extrac-
ción, utilizar protocolos normalizados y, quizá, su im-
plantación en laboratorios asistenciales. En el caso de la
histoplasmosis, Martagón-Villamil et al21 publicaron en
2003 el diseño de una PCR-TR dirigida a la región ITS-1
del ADN ribosómico. El método se aplicó en la identifica-
ción de colonias de especies fúngicas, para posteriormente
utilizarlo con éxito en el diagnóstico de 3 enfermos con his-
toplasmosis.

La técnica de PCR-TR diseñada por el Servicio de Mico-
logía también está dirigida a la región ITS-1, pues es la
zona que resultaba más adecuada tras el estudio de las se-
cuencias de Histoplasma, así como la de otras especies.
Tras su puesta a punto, se procedió a evaluarla en mues-
tras clínicas, procedentes de 14 enfermos diagnosticados
de esta micosis. La sensibilidad total fue buena, situándo-
se en el 78,6% (11 de 14 enfermos) y su especificad fue del
100%. No obstante debe destacarse, que la sensibilidad fue
del 100% en los enfermos en los que se analizaron mues-
tras respiratorias o aspirados medulares y que descendió
al 70% en las muestras de suero. Además, la cantidad de
ADN en suero fue significativamente más baja que la
de las secreciones respiratorias y los aspirados medulares,
situándose en algunos casos cerca del límite de detección,
que era de 1 fg/�l. Una cantidad tan baja de ADN fúngico
explica porqué la técnica tuvo una sensibilidad más baja
en las muestras de suero.

Por último cabe destacar, que la PCR-TR resultó negati-
va en el suero de 2 casos de histoplasmosis en enfermos
VIH negativo, que fueron positivos con la técnica de inmu-
nodifusión para detectar anticuerpo. Por el contrario, la
PCR-TR fue positiva y la serología negativa en 3 casos en
enfermos VIH positivos. En otros 3 casos, tanto la serolo-
gía como la PCR-TR fueron positivas. 

Estos datos permiten concluir que esta técnica de
PCR-TR es un método sensible para el diagnóstico rápido

de histoplasmosis. La técnica debe realizarse en muestras
respiratorias y aspirados de médula ósea, donde muestra
una sensibilidad del 100%. La sensibilidad en suero es in-
ferior, pero puede ser un método complementario al culti-
vo y a la serología, sobre todo en enfermos VIH positivos.
Este método cuantitativo automatizado podría implan-
tarse en los laboratorios asistenciales con capacidad de
realizar técnicas de PCR-TR y, de esta forma, ayudar a
obtener un diagnóstico más rápido y fiable de la histoplas-
mosis. No obstante, debería evaluarse en un mayor nú-
mero de enfermos, así como su utilización en el segui-
miento de la respuesta al tratamiento.
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