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Las infecciones fungicas constituyen un problema
diagnostico y terapéutico de interés creciente debido,
ante todo, al incremento y gravedad de las infecciones
diseminadas en pacientes inmunodeprimidos. Los
métodos diagnosticos basados en el cultivo son lentos

y con sensibilidad insuficiente, por lo que se estan
desarrollando métodos diagnosticos basados en la
deteccion de componentes genéticos, antigénicos o
metabolicos especificos de los hongos, que permiten un
diagnéstico y un tratamiento dirigido precoces. Por otra
parte, se han estandarizado métodos para el estudio de

la sensibilidad de los hongos a los antifungicos,
reproducibles y adaptables a un laboratorio asistencial,
que permiten la deteccion de resistencias in vitro que se
correlacionan con peor evolucion clinica. En este trabajo
revisamos los principales procedimientos microbiolégicos
para el diagnéstico de las infecciones causadas por hongos
y los métodos desarrollados para los estudios de
sensibilidad a los antifungicos.
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Microbiological procedures for diagnosing mycoses
and for antifungal susceptibility testing

Fungal infections are a diagnostic and therapeutic problem
of increasing concern due to the frequency and severity of
disseminated infection in immunocompromised patients.
Culture-based methods are characteristically slow and
have poor sensitivity; hence, other methods, based on the
detection of fungus-specific genetic, antigenic and
metabolic components are being developed to enable
early diagnosis and specific treatment. Moreover,
reproducible antifungal susceptibility methods that can be
adapted for use in clinical laboratories have been
standardized to allow in vitro detection of resistance,
which correlates with a less favorable clinical outcome. In
this paper we review the main microbiological procedures
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available for the diagnosis of fungal infections and for
antifungal susceptibility testing.
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Introduccion

Durante las dltimas décadas, el aumento en la preva-
lencia de las infecciones fuingicas ha sido constante, coe-
xisten micosis invasoras oportunistas con otras causadas
por hongos muy adaptados para la supervivencia en los te-
jidos infectados, las llamadas micosis primarias, unas en-
démicas que se comportan como micosis profundas y otras
ubicuas, que afectan a piel y mucosas. Con menos frecuen-
cia, se encuentran las micosis subcutdneas, caracterizadas
por la agresividad local y poca tendencia a la diseminaciéon
a distancia, y que suelen contar con antecedentes trau-
maticos que justifican la inoculacién del hongo'2.

El cultivo sigue siendo el “patréon oro” del diagnéstico
microbioldgico, permite la identificacién del agente etiolo-
gico y la realizacion del estudio de sensibilidad; pero fre-
cuentemente requiere muestras obtenidas por métodos in-
vasores, no diferencia entre infeccién y colonizacion,
presenta baja sensibilidad y es un método lento. Por este
motivo se han disefiado otros métodos diagndsticos, mas
rapidos y sensibles, basados en la deteccién de antigenos,
productos metabdlicos especificos o material genético de
los hongos. Ademaés, en la tltima década se han desarro-
llado varios métodos para realizar pruebas de sensibilidad
in vitro a los antifingicos, con buena reproducibilidad in-
ter-laboratorio y cierta capacidad para detectar la resis-
tencia a estos farmacos?®.

Consideraciones clinicas

Las infecciones fungicas pueden causar un gran nimero
de entidades clinicas, con manifestaciones variadas que
dependen del lugar de infeccién y del tipo de paciente. De
ellas, las micosis profundas oportunistas son las que han
adquirido un protagonismo especial en los ultimos tiempos
debido, entre otros motivos, al aumento de incidencia, a su
gravedad y a la trascendencia del diagnéstico precoz. Sin
tratamiento adecuado, la mortalidad de las infecciones
fingicas sistémicas es muy alta, lo que unido a los costes
de hospitalizacién que este tipo de infecciones genera, las
convierten en entidades de gran trascendencia en la préc-
tica diaria en el medio hospitalario.
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El papel del laboratorio de microbiologia para el diagnés-
tico de las micosis es de una gran importancia, con la de-
teccion e identificacion del agente causal de la infeccién uni-
do a la eleccion un tratamiento adecuado como objetivos
prioritarios; pero el enfoque es diferente segtn el tipo de mi-
cosis de que se trate: @) en las micosis sistémicas, el diag-
nostico micoldgico basado en el cultivo se caracteriza por su
lentitud y su baja sensibilidad; requiriendo, por tanto, nue-
vos métodos complementarios que mejoren la sensibilidad y
el tiempo de respuesta; b) las micosis superficiales y cuta-
neas se diagnostican mediante el examen directo y cultivo
de las muestras de piel y anejos cutdaneos?; ¢) las micosis
subcutdneas estdn causadas por hongos ambientales inocu-
lados directamente en el tejido celular subcutaneo median-
te un traumatismo, incluyen la cromoblastomicosis, esporo-
tricosis, micetomas y una serie de cuadros poco frecuentes:
rinosporidiosis, entomphtoromicosis y lobomicosis?; y se
diagnostican fundamentalmente por el examen microsco-
pico directo y el cultivo de las muestras, en algunas de ellas,
como la lobomicosis, el hongo causal atn no ha podido ser
cultivado?, y d) existen otras micosis oportunistas que estan
causadas por hongos que se aislan con poca frecuencia, y
que constituyen un grupo muy heterogéneo de enfermeda-
des que tienen en comun la situacién del paciente, la gra-
vedad y la relativa dificultad de diagnéstico. Por otra par-
te, el diagnéstico etiolégico es muy importante, pues la
respuesta a los distintos antifiingicos varia con las especies
implicadas. En este grupo se incluyen: neumocistosis, fusa-
riosis, penicilinosis, zigomicosis, pseudalescheriasis, pitio-
sis, infecciones por Dipodascus capitatus, trichosporonosis,
infecciones por Scedosporium prolificans y otras*S.

Existe una cierta controversia sobre la utilidad clinica
de las pruebas de sensibilidad a los antifingicos. La ma-
yoria de los expertos coinciden en sefialar que los estudios
de sensibilidad no son necesarios en todos los enfermos, ya
que la informacién epidemiolégica establece cudl puede
ser el tratamiento empirico mas adecuado. Otros especia-
listas opinan que estas pruebas deberian realizarse en to-
dos los aislamientos procedentes de infecciones profundas,
particularmente cuando se aislan en hemocultivos o en
muestras tisulares, quiza deberian hacerse habitualmente
en cepas procedentes de enfermos en los que se ha produ-
cido un fracaso terapéutico, pacientes que han recibido
profilaxis o tratamiento antifingico previo, y en aisla-
mientos pertenecientes a especies poco frecuentes, de las
que se desconoce su espectro de sensibilidad in vitro®”.

Recogida de la muestra

La recogida de la muestra es uno de los eslabones fun-
damentales para la realizacién de un diagnéstico mi-
crobiolégico adecuado, pero las normas de recogida no di-
fieren grandemente de las normas utilizadas para la
obtencién de patégenos bacterianos, con los que habitual-
mente debe realizarse en diagnéstico diferencial.

Transporte

Todas las muestras deben enviarse al laboratorio rapi-
damente, sin conservantes. Las muestras deben ser trans-
portadas en un recipiente estéril, humidificado y a prue-
ba de vertidos; sin embargo, las muestras dermatolégicas

es mejor transportarlas en recipientes secos (placa de Pe-
tri, papel de fotografia negro, entre dos portas o en conte-
nedor estéril).

Manejo de las muestras en el laboratorio

Todas las muestras deben manejarse como si tuvieran
microorganismos potencialmente peligrosos. Hay pocos es-
tudios sobre el descenso de la viabilidad de los hongos en
funcién de los tiempos de demora y de los métodos de trans-
porte de las muestras. Es conocida la dificultad de recupe-
rar Rhizopus arrhizus en muestras demoradas y, también,
la pérdida de viabilidad de algunos hongos por la dese-
cacion, temperatura elevada (> 37 °C) o baja (< 10 °C), so-
brecrecimiento bacteriano, presencia leucocitos, etc. La re-
frigeracion puede comprometer el aislamiento de hongos
dermatofitos, Malassezia spp. e Histoplasma capsulatum.

Procesamiento de la muestra

En términos generales, los procedimientos utilizados en
el laboratorio de bacteriologia son adecuados para el cul-
tivo de hongos, pero hay que tener en cuenta que, habi-
tualmente, la carga microbiana es inferior en el caso de los
hongos con respecto a las bacterias y ello obliga a recoger
mayor cantidad de muestra para obtener un rendimiento
6ptimo. Durante el procesamiento, deben seguirse todas
las medidas de seguridad necesarias, tanto para el perso-
nal como para la muestra, y sera realizado cuanto antes,
utilizando el medio de cultivo y la temperatura de incuba-
cién mas adecuada. El tipo de procesamiento y los medios
utilizados dependen de las caracteristicas de cada mues-
tra. De este modo, las muestras tisulares deben ser trocea-
das, no trituradas, e inoculadas en pequenos trozos en el
medio de cultivo; las secreciones respiratorias claramente
purulentas, hematicas o caseificadas pueden sembrarse
directamente en los medios de cultivo, las muestras flui-
das y los liquidos orgéanicos deben concentrarse por cen-
trifugacion o filtracién, siempre que haya suficiente canti-
dad; la orina se sembrara para recuento, aunque no esta
claro qué recuento de levaduras en orina es significativo.

Siempre que sea posible, las muestras deben ser someti-
das a examen microscopico directo. Este examen puede
aportar, en ocasiones, un diagnéstico definitivo (pitiriasis
versicolor) y en otras, un diagnéstico de sospecha previo a
la confirmacién definitiva por cultivo, todo ello en pocos
minutos y con métodos muy sencillos. En algunos casos,
el diagnéstico microscépico puede ser la tnica evidencia de
infeccién fingica y, en otros, su negatividad puede sus-
tentar la interpretacion de aislamientos como contami-
nantes. La escasez de la muestra es, en la practica, la ani-
ca raz6n para no efectuar la observacién microscépica en
beneficio del cultivo. Se utilizan montajes humedos, tin-
ciones fijas y diversas técnicas histolégicas para las mues-
tras de tejidos.

Seleccion de medios y condiciones
de incubacion

Aunque se pueden utilizar medios no selectivos, la utili-
zacion de medios selectivos es el procedimiento mas habi-
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