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Resumen: La incidencia de las infecciones flngicas ha aumentado en las Gltimas décadas como
consecuencia del incremento en el nimero de pacientes con factores predisponentes. Tanto el diag-
néstico como el tratamiento de estas infecciones continlian siendo un reto para el personal de la
salud. Aunque las especies de los géneros Candida, Aspergillus y Cryptococcus continian siendo las
mas frecuentes, es notoria la emergencia de especies que no se habian reconocido anteriormente
como patdgenas para el hombre. Ante este panorama, el diagnéstico adecuado y oportuno de estas
infecciones es de gran relevancia para la instauracién de un tratamiento eficaz y, de esta manera,
para impactar en la morbilidad y mortalidad que suelen causar algunas micosis, principalmente en
los individuos inmunocomprometidos. Con esta revision se pretende mostrar de manera general as-
pectos clihicos, epidemiolbgicos y, principalmente, relacionados con el diagnéstico de las infecciones
fangicas mas frecuentes, partiendo de los métodos convencionales hasta las técnicas moleculares
que actualmente se tratan de implementar en busca de un la prueba estandar de referencia que
pueda superar la sensibilidad, la especificidad, la rapidez y el costo-efectividad de los métodos que
se han utilizado hasta ahora en el diagnostico micolégico.
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Abstract: Fungal infections incidence has risen in recent decades due to the increase of many pre-
disposing factors. The diagnosis and treatment of such infections continue to be a challenge for
clinicians. Although some species of the genus Candida, Aspergillus and Cryptococcus remain as the
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most frequent, have emerged more fungal species not formerly recognized as pathogenic. Therefore,
there is an increasing need for an appropriate and quick diagnosis of such infections in order to start
an effective treatment and thus to impact on morbidity in the majority of patients and on mortality
in the immunosuppressed. This review focuses in clinical and epidemiological features, but also in the
diagnostic of most common fungal infections, based on conventional methods and new molecular
techniques to search an standard test that be to more sensitive and specific, faster and cost-effective.

Key words: Mycoses, clinical laboratory techniques, molecular diagnostic techniques, epidemiology.
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a incidencia de las infecciones fUngicas ha aumentado significativamente en las Gftimas dé-
Ladas y actualmente representan un importante problema de salud para los humanos. Este
incremento se ha producido principalmente por el creciente nUmero de pacientes sometidos a
tratamientos con inmunosupresores para trasplantes, que reciben quimio o radioterapia, neu-
tropénicos, enfermos que han sufrido cirugia grave (principalmente abdominal) o inmunocom-
prometidos, especialmente por la infeccion causada por el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH). Existen otros factores que contribuyen a la aparicion de nuevos casos de infecciones fun-
gicas y hacen a los pacientes mas vulnerables, como el uso de antibi6ticos de amplio espectro, la
hospitalizacion prolongada, la nutricion parenteral, la edad avanzada y la diabetes [|-4].

La presentacion de las infecciones fUngicas puede variar desde formas superficiales (piel y
mucosas) a invasivas o diseminadas, estas (ltimas asociadas a altas tasas de morbilidad y mor-
talidad, a pesar de la disponibilidad de antifingicos con diferente espectro de actividad para su
tratamiento [5]. La epidemiologia de las infecciones flngicas ha cambiado de manera importan-
te en los Ultimos afhos Y, aunque las especies de los géneros Candida, Aspergillus y Cryptococcus
continlian siendo las mas frecuentes, es notoria la aparicion de nuevas especies, algunas de
ellas con baja sensibilidad o resistentes a los principales antifingicos de uso clinico [2,6]. En esta
revision presentamos de manera general diferentes aspectos de las infecciones flngicas mas
frecuentes, con énfasis en los métodos diagnosticos mas utilizados, asi como la tendencia actual
en este topico.

Importancia de los hongos en la salud humana

Los hongos son microorganismos de distribucion mundial con una diversidad que puede oscilar
entre 600.000 y 700.000 especies en la naturaleza [7,8], de las cuales aproximadamente 200,
y con tendencia a aumentar, pueden producir enfermedades en el hombre [9-11]. Las infec-
ciones causadas por hongos comprenden desde micosis superficiales, las cuales son comunes
y relativamente faciles de curar, hasta sistémicas e invasivas, que pueden amenazar la vida de
las personas [12] debido, principalmente, a las condiciones de las poblaciones que afectan y a
las dificultades para realizar el diagnostico. Lo anterior, puede impedir la instauracion de una
terapia oportuna y eficaz. Ademas, el incremento de la resistencia antimicotica de diferentes
especies, asi como la emergencia de otras menos sensibles o resistentes, es una situacion que
ha ido complicando el panorama de las micosis [ | 3].
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Aunque existen diversos estudios sobre la frecuencia, la incidencia y la prevalencia de las in-
fecciones flngicas en algunos paises, la mayoria de estos estan localizados geograficamente,
lo que impide que la dimension mundial del impacto sobre la salud humana se conozca com-
pletamente. Ademas, estas infecciones no son reconocidas por la Organizacion Mundial de la
Salud u otros organismos de salud pUblica en el mundo como un motivo de estudio y manejo
prioritario, por lo que actualmente no se cuenta con programas de vigilancia y notificacion de
enfermedades micbticas instaurados, a excepcion de la coccidioidomicosis, la cual debe ser
notificada a los Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) de los Estados
Unidos [12].

La incidencia de las micosis es mayor en las zonas tropicales v subtropicales, donde proba-
blemente la temperatura y la humedad faciliten el crecimiento y la transmision de los agentes
causales [ 14]. Estas infecciones afectan personas de cualquier condicion social, etaria y género;
no obstante, las alteraciones en el sistema inmune, la edad avanzada, los tratamientos con
corticosteroides, la quimioterapia para el cancer, la diabetes y la infeccion con el VIH/SIDA
representan las principales condiciones de riesgo para padecerias [12].

Las micosis superficiales son tal vez las mas estudiadas y de las que mas datos se disponen
a nivel mundial. En América Latina, por ejemplo, en paises como Brasil, Chile y Venezuela
se registran aproximadamente entre 500 y 1.500 casos de micosis superficiales anualmente
[15-17]. Por su parte, las infecciones fUngicas invasivas y diseminadas tienen una incidencia
mucho mas baja que las superficiales; sin embargo, presentan tasas de mortalidad mas eleva-
das, llegando a superar el 50% de los casos, a pesar de la disponibilidad de diversos agentes
antimicoticos en el mercado. Se estima que anualmente pueden morir cerca de un millon y
medio de personas por infecciones fingicas invasivas, superando las cifras de mortalidad por
tuberculosis o malaria [12].

La frecuencia de las infecciones flngicas invasivas por hongos filamentosos ha aumentado du-
rante la Gltima década, debido, en parte, al incremento en el nimero de pacientes con factores
de riesgo. Dentro de estas infecciones, la aspergilosis y la fusariosis son las mas frecuentes e
importantes por las altas tasas de morbilidad y mortalidad que causan en pacientes neutropéni-
cos o trasplantados (de 6rganos sélidos o de progenitores hematopoyéticos) [18,19]. Nucci y
colaboradores (2010) [20], en una revision sistematica sobre la epidemiologia de las infecciones
invasivas en América Latina reportadas de 1990 a 2008, registraron entre 86 y 924 casos de
candidemia en Brasil, |16 en México, entre 25 y 265 en Argentina, entre 50 y 130 en Chile y
I 10 en Costa Rica,, Por otro lado, una evaluacion de la incidencia de la criptococosis, llevada a
cabo por el Grupo de Estudio Iberoamericano de criptococosis (2003) [21], registro un total
de 266 aislamientos clinicos de Cryptococcus neoformans en Argentina, Brasil, Chile, Colombia,
México, Per(l, Venezuela, Guatemala y Espaia.

En Colombia no existen estudios poblacionales sobre la incidencia o la prevalencia de las
diferentes micosis, en parte por no tratarse de enfermedades de notificacion obligatoria. Sin
embargo, se han publicado diferentes estudios institucionales que dan idea de la situacion de
las diferentes micosis desde el punto de vista clinico, epidemiolégico y de diagnostico. Con
respecto a las infecciones superficiales, en un centro hospitalario de la ciudad de Medellin, se
demostro que son la sexta causa de consulta dermatologica [22]. Entre éstas infecciones, las
dermatofitomicosis y la onicomicosis se han registrado como las mas prevalentes [23,24].
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En cuanto a las micosis subcutaneas, la esporotricosis es la mas importante en Colombia [25].
Un estudio retrospectivo de | | ahos llevado a cabo en un centro dermatologico de referencia
nacional registré 60 casos de esporotricosis en personas provenientes de diferentes regiones
del pais [25]. Asimismo, otros autores, en un estudio retrospectivo de || ahos encontraron
142 (27%) casos de esporotricos, confirmados por aislamiento del agente etiologico, en 512
pacientes remitidos por sospecha de la enfermedad [26].

Otras infecciones importantes en Colombia y otros paises de América Latina son las conocidas
micosis endémicas como la histoplasmosis y la paracoccidioidomicosis [27-29]. De acuerdo a
una encuesta realizada en diferentes departamentos del pais, durante |6 ahos, se notificaron
434 casos de histoplasmosis, de los cuales los pacientes infectados con el VIH fueron los méas
afectados [30]. Ademas, esta poblacion también padece con frecuencia otra micosis importante
en nuestro pais, la criptococosis [31].

La epidemiologia de las infecciones fUngicas invasivas y diseminadas es aln mas desconocida
en Colombia. Estudios aislados en diferentes instituciones muestran la importancia de algunas
de estas micosis, como es el caso de la candidemia con cifras considerables en la incidencia y la
prevalencia (2,3 casos/1.000 pacientes y |,4%, respectivamente) [32]. Un estudio mas reciente
registrd una mortalidad del 39,5% por candidemia en pacientes criticos no neutropénicos [33].
A pesar del impacto en la salud humana de la aspergilosis y de la fusariosis, en Colombia se
carecen de estudios epidemiolbgicos sobre estas infecciones.

Dado el incremento de las diferentes micosis, asi como la morbilidad y mortalidad asociada, la
prevencion, el diagnoéstico y el tratamiento oportuno de este tipo de infecciones es una con-
ducta ineludible; y, aunque se han desarrollado nuevos métodos de diagnbstico y diferentes
farmacos antiflngicos, continlan siendo un reto para el clinico.

Las principales infecciones fungicas y su etiologia

Los hongos de los géneros Candida, Aspergillus y Cryptococcus continlian siendo los principales
agentes etiologico de las micosis invasivas y diseminadas. Sin embargo, especies de otros géne-
ros han ido ganado importancia dentro de la micologia médica debido a la incidencia y mortali-
dad que causan o a la baja sensibilidad o resistencia que presentan a uno o varios antifingicos.
En la tabla | se indican los principales agentes causales de las micosis mas importantes, asl
como las formas infecciosas del hongo, el mecanismo de infeccion, los principal(es) 6rgano(s)
blanco, las estructuras que ayudan al diagnostico y el tiempo que puede tardar la observacion
del hongo en el cultivo.

Micosis superficiales

Las micosis superficiales, es decir, aquellas que afectan la piel y anexos (pelo y las uhas), vy las
mucosas, son las mas frecuentes y son causadas principalmente por los hongos del género
Malassezia y del grupo de los dermatofitos (tifas). Dentro de éstas, las infecciones de las uhas
(onicomicosis) son las mas comunes Y, aunque se presentan en cualquier region del mundo,
afectando aproximadamente el 25% de la poblacion, la mayoria de los casos se registran en
regiones tropicales [ 12].
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Tabla I. Principales hongos patogenos humanos

Hongo

Aspergillus
spp.
Candida spp.

Cryptococcus
neoformans

Histoplasma
capsulatum

Paracoccidioides
brasiliensis

Complejo
Sporothrix
schenkii

Dermatofitos

Malassezia
spp.

Fusarium spp.

Mucorales

Fuente de la
infeccién

Ambiente

Microbiota
endogena

Suelos con-
taminados
con heces
de aves
(palomas)

Suelos con-
taminados
con heces
de murcié-
lagos

y de aves

Suelo

Suelo 'y
plantas

Hombres
y animales
infectados,
suelo

Microbiota
endbgena

Suelo y
plantas

Suelo y
plantas

Principal forma
infecciosa

Conidias

Blastoconidias

Levaduras
sin capsula y
basidiosporas

Microconidias

Conidias y
fragmentos de
hifas

Conidias y
fragmentos de
hifas

Conidias
(artroconidias)
e hifas

Blastoconidias
e hifas

Conidias y
fragmentos de
hifas

Esporangios-
poras

Modo de
adquirir la
infeccion

Inhalacion

Invasion
directa/
Disemina-
cion

Inhalacion

Inhalacion

Inhalacién/
trauma

Trauma

Contacto
directo o
con fomites
infectados

Directa a
partir de la
microbiota

Inhalacion/
trauma, di-
seminacion
a partir de
infeccion en
piel o uhas

Inhalacion

o contami-
nacion de
heridas o
quemaduras

Sitio de infeccion
mas comin

Pulmones, ojos,
ufas, oldo

Mucosas intes-
tinal, vaginal y
oral, uhas, sangre

Meninges, pul-
mon y piel (por
diseminacion)

Pulmon, médula
oOsea sangre, piel
0 mucosas (por
diseminacion)

Pulmon, piel o
mucosas (por
diseminacién
Piel o tejido ce-
lular subcutaneo,
articulaciones,
pulmones y
meninges

Piel, cabello y
uhas

Piel, cuero cabe-
lludo, oido

Pulmén, ojos,
uhas y sangre

Pulmon, piel,
senos paranasa-
les, ojos, oidos,
sangre y piel
(en pacientes
quemados)

Principal
estructura que
se observa en el
examen directo
a partir de las
muestras clinica

Hifas dicbtomas

Blastoconidias,
pseudohifas e
hifas

Blastoconidias
encapsuladas

Blastoconidias

Blastoconidias
multigemantes

En algunos
casos blastoco-
nidias

Hifas

Blastoconidias
e hifas

Hifas (en
algunos casos
pueden ser
dicbtomas)

Hifas aseptadas
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Tiempo
aproximado
de incubacion
del cultivo
(dias)

[-6

10-30

10-45

3-7

2-6

Los agentes causales de micosis superficiales més importantes son los dermatofitos Trichophy-
ton rubrum 'y Trichophyton interdigitale (antes conocido como Trichophyton mentagrophytes), las
levaduras del género Candida y algunos hongos filamentosos no dermatofitos, involucrados prin-
cipalmente en casos de onicomicosis, como Fusarium spp., Neoscytalidium (antes denominado
Scytalidium) dimidiatum, Aspergillus spp., Penicilium spp., Scopulariopsis spp. y Acremonium spp.
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[35]. Estos Gltimos han mostrado un incremento importante y suelen ser resistentes a los trata-
mientos antifingicos sistémicos, por lo que frecuentemente se asocian con falla terapéutica [36].

Micosis subcutaneas

Las micosis subcutaneas comprometen principalmente la piel y el tejido celular subcutaneo. En
situaciones de inmunosupresion se pueden presentar casos de diseminacion. La mayor inciden-
cia se presenta en regiones tropicales. La espotrotricosis (causada por especies del complejo
Sporothrix schenckii), la cromoblastomicosis (causada por diversos agentes dematiaceos como
Fonsecaea pedrosoi, Phialophora verrucosa y Cladophialophora carrionii), los eumicetomas (causa-
da por una variedad de hongos filamentosos, siendo Madurella mycetomatis, Madurella grisea,
Pseudallescheria boydii y Leptosphaeria senegalensis los responsables de aproximadamente el
90% de los casos) y la lobomicosis (causada por Lacazia loboi), son las micosis subcutaneas mas
importantes [37-40].

Infecciones por levaduras

Las principales levaduras patogenas pertenecen a los géneros Candida y Cryptococcus. Dentro
del género Candida se ha descrito un nimero importante de especies patogenas, a pesar de
que forman parte de la microbiota de las mucosas y se pueden encontrar transitoriamente en
la piel. En contraste, las especies de Cryptococcus spp., son levaduras ambientales y la infeccion
se adquiere por inhalacion. Ademas, en los Ultimos ahos, aungue en menor proporcion, han
aumentado los casos de infecciones por otras levaduras.

Candidiasis

El espectro de la candidiasis es amplio y abarca desde infecciones superficiales (orofaringeas,
vaginales y de la piel) hasta formas mas severas como la candidiasis sistémica [2,3,41]. La
candidiasis orofaringea afecta el paladar duro y blando, la faringe, la lengua y la mucosa oral.
Generalmente es uno de los primeros signos clinicos de la infeccion causada por el VIH [42].
La candidiasis vulvovaginal supone una de las enfermedades fUngicas mas frecuentes y se esti-
ma que alrededor del 75% de las mujeres presentan al menos un episodio durante su vida. El
incremento en la incidencia de este tipo de candidiasis se ha asociado al uso de antibioticos de
amplio espectro y al aumento de pacientes inmunocomprometidos [43].

La mayorfa de las infecciones diseminadas e invasivas (70% al 90%) estan causadas por levadu-
ras del género Candida [41]. La candidemia tiene una mortalidad asociada de alrededor del 40%
al 50% dependiendo de la poblacion afectada y de la especie implicada [3,41,44]. Globalmente,
el Complejo Candida albicans (Candida albicans, Candida dubliniensis y Candida africana) es el de
mayor importancia clinica, ya que es el que se aisla con mayor frecuencia en los casos de candi-
diasis (45% al 50%) [45]. Generalmente, las infecciones superficiales causadas por esta levadura
no son letales; sin embargo, en pacientes inmunocomprometidos la diseminacion se asocia a
una alta mortalidad [6]. Los factores de riesgo mas importantes para la candidiasis diseminada
por Candida albicans son las alteraciones en la mucosa gastrointestinal, la presencia de catéteres
venosos vy el uso de antibibticos de amplio espectro [46].

En los Ultimos ahos, las especies de Candida no-albicans han aumentado su incidencia significa-

tivamente v suponen aproximadamente el 50% de todos los episodios de candidemia [44,47].
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Entre estas especies se encuentran principalmente las del Complejo Candida glabrata (Candida
nivariensis y Candida bracarensis) y aquellas del Complejo Candida parapsilosis (Candida parap-
silosis, Candida orthopsilosis y Candida metapsilosis) y, en menor proporcion, Candida tropicalis
y Candida krusei. Aunque la mayoria de estas levaduras suelen ser menos virulentas que el
Complejo Candida albicans, algunas son mas resistentes a uno o varios antifingicos o presentan
tendencia a desarrollarla rapidamente [4,48].

Criptococosis

Las especies del género Cryptococcus son los agentes etiologicos de la criptococosis, una infec-
cion de distribucion mundial que se adquiere por la inhalacion de basidiosporas del ambiente.
Las especies mas frecuentes son Cryptococcus neoformans y Cryptococcus gattii, las cuales se
diferencian en la epidemiologia y los cuadros clinicos que producen. El habitat natural de Cryp-
tococcus neoformans es el suelo o la materia organica contaminada con guano de aves, mientras
que el de Cryptococcus gattii se encuentra asociado con arboles de eucalipto [49]. A diferencia
de Cryptococcus neoformans, que afecta especialmente individuos inmunocomprometidos, la
infeccion por Cryptococcus gattii es mas frecuente en individuos inmunocompetentes [50].

Otras levaduras y hongos levaduriformes

Levaduras menos frecuentes como Rhodotorula spp., Pichia spp. y Saccharomyces cerevisiae, asl
como hongos denominados levaduriformes (en inglés, yeast-like) como Geotrichum capitatum
y Trichosporon spp., también tienen impacto en la salud humana. En concreto, las especies de
Trichosporon forman parte de la microbiota de diferentes zonas del cuerpo humano vy, aunque
el porcentaje de casos de infeccion invasiva que producen no es muy elevado, son la segunda o
tercer causa de fungemia, después de la producida por Candida spp. Los individuos mas suscep-
tibles a infecciones por Trichosporon spp., son los pacientes leucémicos, en los que se registra
una tasa de mortalidad que oscila entre el 60% vy el 80 %. El tratamiento de estas infecciones
representa un reto terapéutico debido a su reducida sensibilidad a los principales antifingicos
de uso clinico [13,51].

Infecciones por hongos filamentosos

Actualmente los hongos filamentosos de los géneros Aspergillus, Fusarium, Scedosporium, Penici-
llium y algunos del orden Mucorales (Rhizopus oryzae, Mucor circinelloides, Rhizomucor pusillus y
Lichteimia (antes Absidia) corymbifera, son una causa importante de infecciones en el humano,
principalmente del tipo invasivas, que si bien son menos frecuentes respecto a las producidas
por levaduras, la mortalidad asociada suele ser mayor [52-54].

Aspergilosis

Las aspergilosis corresponde a la infeccion causada por las especies del género Aspergillus, que
comprende desde cuadros alérgicos, como la aspergilosis broncopulmonar alérgica (ABPA) o
los aspergilomas (crecimiento del hongo dentro de una cavidad preexistente), hasta formas
mas graves, como la infeccion pulmonar o la aspergilosis invasiva [55]. Aspergillus fumigatus
causa aproximadamente el 90% de los casos y es el agente causal mas importante de enferme-
dad flngica invasora por hongos filamentosos en pacientes neutropénicos v trasplantados (de
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organos solidos o de progenitores hematopoyéticos). Otras especies como Aspergillus terreus,
Aspergillus flavus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger y Aspergillus lentulus muestran una inciden-
cia creciente en pacientes con factores predisponentes [55-59].

Otros hongos filamentosos

Las infecciones causadas por Fusarium spp. y Scedosporium spp. son menos frecuentes que las
causadas por Aspergillus spp., pero suelen llegar a ser mas graves por el tipo de pacientes que
afectan vy la baja sensibilidad o multirresistencia a los antifingicos disponibles, lo que se correla-
ciona con la falta de respuesta clinica al tratamiento. Algunas especies del género Fusarium cau-
san infecciones leves como la onicomicosis que pueden afectar cualquier individuo o severas y
diseminadas que se presentan en pacientes con trastornos hematologicos, que reciben terapia
citotoxica o trasplantados en tratamiento con corticosteroides [60]. Las especies de Fusarium
suelen ser resistentes o poco sensibles a varios antimicoticos [61,62]. Algunas especies del or-
den Mucorales representan otro grupo de agentes de importancia clinica por la alta mortalidad
que causan en pacientes con factores predisponentes como cancer hematologico, neutropenia
y monocitopenia, en tratamientos con altas dosis de corticosteroides, con hiperglicemias no
controladas, diabetes, entre otros [63].

Micosis endéemicas

Las micosis endémicas, aquellas que ocurren generalmente en regiones localizadas geografi-
camente, son producidas por los hongos dimorficos Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides
brasiliensis, Blastomyces dermatitidis y Coccidioides immitis/posadassi [64-66], siendo los dos pri-
meros de importancia en Colombia.

Finalmente, es importante referimos a Pneumocystis jirovecii, un hongo con caracteristicas par-
ticulares que lo diferencian de los antes descritos. Este es un microorganismo oportunista con
capacidad de causar neumonia en pacientes inmunocomprometidos, principalmente con el
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) [67].

Diagnostico clinico de las infecciones fungicas

El diagnostico adecuado de las infecciones flngicas inicia por la sospecha clinica. Los sintomas vy
los signos de estas infecciones son variados y dependen del agente etiologico, la localizacion de
la misma vy el estado inmune del hospedero. En escasas ocasiones la historia personal y los ha-
llazgos del examen fisico son suficientes para establecer el diagnostico de una infeccion fungica
[10,68]; no obstante, las infecciones fungicas suelen confundirse con las producidas por bacte-
rias, por lo que establecer el contexto en que se producen es lo que permite sospecharlas [68].

Una serie de datos clinicos, epidemiologicos y terapéuticos como el motivo de consulta, los
antecedentes médicos y quirrgicos, el uso de medicamentos, la procedencia vy la historia de
viajes a zonas endémicas de algunas enfermedades micbticas, pueden orientar al médico sobre
una posible infeccion flngica y a establecer un adecuado diagnostico. Otros factores como
la tenencia de mascotas o exposicion a otros animales, la ocupacion (p. ej. agricultura, caza,
arqueologia, espeleologa, jardineria, construcciones, entre otros), a pesar de ser considerados
menos importantes, son de ayuda, especialmente en los casos de micosis endémicas [68].
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La presencia de enfermedades subyacentes como la diabetes mellitus descompensada, las neo-
plasias hematologicas, la fibrosis pulmonar, la enfermedad granulomatosa cronica y la infeccion
por el VIH, al igual que la historia reciente de trasplante alogénico o tratamiento para la enfer-
medad injerto contra huésped y el tratamiento con agentes inmunosupresores como los cor-
ticosteroides, los agentes quimioterapéuticos para la terapia contra el cancer y los antibioticos
de amplio espectro, constituyen algunos de los principales factores de riesgo de la infeccion
por hongos [12,63,69].

Durante el examen fisico es importante realizar la exploracion de la piel, los ojos, la nariz, la
boca y la garganta, entre otras, en bsqueda de las lesiones referidas por el paciente o aquellas
que puedan no haber sido notadas por éste previamente. De igual manera, se debe determi-
nar si existen signos de presion intracraneal o neumonitis, y realizar la evaluacion cardiaca y
abdominal. Estos hallazgos si bien no son especificos pueden dar indicios de que se trata de
una infeccion fingica. No obstante, en la mayoria de los casos se requiere de exdmenes de
laboratorio que ayuden a establecer el diagnostico [68].

Diagnostico por el laboratorio
de las infecciones fungicas

La identificacion precisa de los agentes causales es de fundamental importancia en el diagnosti-
co de una infeccion micotica desde el punto de vista ecologico, epidemiologico y terapéutico,
dado que las rutas de infeccion, las diferencias en los regimenes terapéuticos y la susceptibilidad
pueden variar entre las diferentes especies. Es por ello que disponer de pruebas diagnosticas
especfficas, sensibles, rapidas y confiables es una permanente preocupacion en el campo de la
micologia médica [70,71].

El diagnostico por imaginologia, la observacion de las estructuras micoticas (blastoconidias,
hifas y pseudohifas) en muestras biologicas de los pacientes infectados y el cultivo de éstas en
busca del aislamiento del agente causal y de su identificacion, continlan siendo el estandar de
referencia en el diagnostico micologico a pesar de su limitada sensibilidad y especificidad, y de
los avances en el desarrollo de técnicas rapidas con las que se pretende identificar el agente
etiologico directamente de muestras clinicas [72].

El diagnostico micologico por métodos convencionales no es facil ya que depende del hospe-
dero, la calidad de la muestra, el microorganismo vy la experiencia de quien hace el diagnostico.
Muchos de los pacientes que padecen infecciones fingicas se encuentran en serias condiciones
de salud por lo que la obtencion de las muestras, principalmente mediante procedimientos
invasivos, puede estar contraindicada. De ahr’ que actualmente exista una tendencia al desarro-
llo y aplicacidbn de métodos no invasivos y cultivo-independientes, entre los que se incluyen la
deteccion de antigenos, anticuerpos y ADN flngico por técnicas de biologia molecular [72,73].

Tipo de muestras

El éxito en el aislamiento de los agentes etiologicos de las micosis puede depender de la recoleccion,
el transporte, el procesamiento rapido y correcto de las muestras y de la inoculacion en el medio
de cultivo vy a la temperatura de incubacion adecuados. Las muestras para el diagnostico micologi-
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co deben estar correctamente identificadas y ser tomadas en condiciones asépticas, previo a la
instauracion de cualquier tratamiento antimicrobiano y luego de la suspension de antifingicos to-
picos o sistémicos mihimo una semana previa a la toma de la muestra, evitando la contaminacion
ambiental o con la microbiota. Ademas, es indispensable que la recoleccion y el almacenaje de
las muestras se haga en los recipientes estériles correspondientes seglin el tipo de muestra [74].

El tipo de muestra para el diagndstico micolbgico se elige acuerdo a la sintomatologia, el tipo
de lesion y la sospecha clinica [| 1]. Para las lesiones en el cuero cabelludo se recomienda raspar
escamas de piel y tomar trozos de pelo con raiz del sitio de la lesion utilizando pinzas estériles
[75]. A partir de las lesiones con sospecha de onicomicosis se toman escamas de la parte mas
profunda de las zonas decoloradas o distroficas, y tanto de la superficie como de la base, la
region subungueal v los bordes laterales de la uha [75].

En el caso de las lesiones en piel, se toman escamas del borde activo de la lesion, costras,
vesiculas o pUstulas, utilizando un bistur’. De la misma manera se procede ante la sospecha de
una micosis profunda con manifestaciones en piel o mucosas (Ulceras, descarga sinusal, nbdulos
VEIrrugosos o costrosos). En algunos casos es necesario acudir a la obtencion de la muestra
por biopsia. La citologia, los hisopados o las biopsias son Utiles para el diagnostico de infeccio-
nes en la cavidad oral o mucosa vaginal. Por otro lado, las muestras de sangre, esputo, lavado
broncoalveolar, liquido cefalorraquideo, exudados de tejidos y orina son fundamentales, prin-
cipalmente en el diagnostico de las infecciones fungicas invasivas, pulmonares y meningitis [76].

Los espécimen deben ser transportados y procesados, preferiblemente dentro de las dos horas
después de la recoleccion. Los fragmentos de pelo y las escamas de piel pueden ser recogi-
dos, almacenados y transportados en una hoja de papel doblada a temperatura ambiente. Los
hisopados de mucosa se recogen en medios de transporte adecuados (p. €j. medio de Stuart
o solucion fisiologica estéril) cuando se sospecha una infeccion por Candida spp. Los demas es-
pecimenes pueden ser transportados en medios como caldo de infusion de cerebro y corazon
(BHI; del inglés Brain Heart Infusion). El uso de contenedores estériles a prueba de vertidos es
recomendado para el transporte de las muestras [74,76].

Cuando se supone un retraso en el transporte o procesamiento de la muestra o la posible con-
taminacion bacteriana se puede adicionar penicilina (20 U/mL), estreptomicina (1.000.000 pg/
mL) o cloranfenicol (0,2 mg/mL) y almacenar bajo refrigeracion a 4 °C méaximo por 24 horas;
a excepcion de la sangre, la cual se debe mantener a temperatura ambiente o incubar a 35 °C.
En el caso del liquido cefalorraquideo el transporte debe ser a temperatura ambiente para que
la viabilidad de microorganismos como Cryptococcus neoformans e Histoplasma capsulatum no
se vea afectada [74,76].

Metodos convencionales
para el diagnostico de infecciones fungicas

Evaluacion microscopica directa de muestras biologicas

El examen directo de muestras biol6gicas es un procedimiento diagnostico valioso que permite
la observacion de estructuras micoticas que sugieren una infeccion [76]. Las preparaciones para
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el examen directo en fresco se realizan en un portaobjetos mediante la mezcla de una pequeha
cantidad de muestra con solucion salina, principalmente para muestra vaginales, o hidroxido de
potasio (KOH) al 10%, el cual aclara la muestra permitiendo una mejorar visualizacion de las
estructuras fUngicas; sin embargo, requiere de la experiencia del observador, ya que en ocasio-
nes pueden ser confundidas con artefactos [34]. La sensibilidad del examen directo se puede
incrementar usando fluorocromos como el blanco de calcofllor, el cual se une a la pared ce-
lular de los hongos emitiendo fluorescencia que puede ser detectada con un microscopio de
fluorescencia [76,77] (véase figura I).
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Figura |. Métodos de evaluacion microscopica directa de hongos a partir de muestras biologicas. A. Examen directo
con KOH. B. Tincion con blanco de calcofltior. C. Tincion de Gram. D. Examen directo con tinta china. E. Tincion con
plata metenamina. F. Tincion de Wright. Cortesia de la Escuela de Microbiologfa, Universidad de Antioquia. Medellin,
Colombia (A, C, Ey F) y de las Dras. Cristina Rueda Hermandez y Nuria Tevijano Contador, Instituto de Salud Carlos
Il Espana (B y D).
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En los exdmenes directos las blastoconidias se observan como estructuras esféricas de dife-
rentes tamahos y tipo de gemacion. Por ejemplo, las blastoconidias de Candida spp. tienen un
tamafo de 5 pm a 10 ym de diametro y son unigemantes, mientras que las de Paracoccidioides
brasiliensis varian entre 5 um y 60 pm de diametro y pueden ser multigemantes, en ocasiones
tomando una forma descrita como «timoén de barco» [34]. Las levaduras también pueden ser
encapsuladas como las de Cryptococcus spp. (véase figura | D).

Las hifas se observan como estructuras alargadas, ramificadas o no ramificadas, con presencia
de abundantes septos (septadas) o con septos esporadicos (aseptadas), hialinas o dematiaceas
(oscuras) segln el tipo de hongo filamentoso involucrado en la infeccion [74]. Por ejemplo la
observacion de hifas septadas delgadas con ramificaciones dicotbmica en angulo de 45° sugiere
la infeccion por Aspergillus spp., mientras que la presencia de hifas amplias, irregulares, sin septos
o con septos esporadico, en forma de cinta y con ramificaciones en angulo de 90 ° alude la
posibilidad de una infeccion por un hongo del orden Mucorales [34,76,77]. En algunas situacio-
nes es factible la observacion de blastoconidias e hifas o pseudohifas en la misma muestra, que
sugieren la infeccion por Candida albicans [34,76]. Algunos de los principales hallazgos en los
examenes directos que sugieren la infeccion micética se presentan en la tabla 2.

Estructura Hongo Tamaho Descripcion
(diametro, um)

Blastoconidias  Histoplasma capsulatum 2-5 Células pequenas, de tamaho uniforme, oval o
redondeada, con gemacion Unica. Pueden formar
acimulos dentro de los macrofagos

Complejo Sporothrix 2-6 Cuando se pueden observar son pequehas, ovales
schenckii o redondas, delgadas (en forma de cigarros), con
gemacion Unica y ocasionalmente mdltiple

Cryptococcus spp. 2-15 Células de tamaho variable, esféricas con gemacion Uni-
cao mittiple e indlusiones citoplasmaticas. Generalmen-
te la cdpsula es evidente o se insin(a desde el directo

Malassezia furfur 3-8 (blastoconidias)  Hifas cortas y blastoconidias redondas que forman
(en infecciones superficiales) ~ 2,5-4 (hifas) acmulos
Paracoccidioides brasiliensis 8-15 De tamaho variable, gemacion muiltiple, con las

nuevas células mas pequenas (2-5 pm) rodeando
la células madre en la periferia, adquiriendo una
forma semejante a un «timén de barco»

Candida spp. 5-10 Células redondeadas, con gemacion Unica, en
ocasiones con pseudohifas o hifas dependiendo
de la especie

Hifas Hongos del orden 10-30 Hifas largas, irregulares, en forma de cinta, a
aseptadas Mucorales menudo dobladas, pueden encontrarse septos
ocasionales

Hifas Dermatofitos (en piel y uhas)  3-15 Hifas septadas hialinas, algunas ramificadas, en

septadas ocasiones con cadenas de artroconidias

LS Dermatofitos (en cabello)  3-15 Infeccion ectétrix: artroconidias empaquetadas en
la periferia del pelo
Infeccion endbtrix: artroconidias formadas por la
fragmentacion de las hifas en el tallo del cabello

Aspergillus spp. 3-12 Hifas septadas, de tamaho regular, con ramificacion
dicotomica en angulo de 45°

Fusarium spp. 3-12 Hifas septadas, de tamaho regular. En ocasiones
se pueden observar hifas dicotomas
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Hifas septadas  Bipolaris spp. 2-6 Hifas dematiaceas polimorficas
dematiaceas  Cladophialophora spp.

Curvularia spp.

Exophiala spp.

Phialophora spp.

Hortaea werneckii

Cuerpos Cladophialophora carrionii 5-20 Estructuras color marron, redondeadas o polimor-

escleroticos Fonsecaea pedrosoi ficas, de pared gruesa con septos transversales, que
Fonsecaea compacta contienen dos planos de fision que forman una
Phialophora verrucosa tétrada de células (células escleroticas de Medlar)
Rhinocladiella aquaspersa

Granulos Acremonium spp. 200-300 Granulos suaves de color blanco

(micetoma) Curvularia geniculata 65-160

Curvularia lunata

Fusarium moniliforme 200-500

Fusarium solani 300-600

Aspergillus nidulans 500-1000 Granulos duros de color negro

Exophiala jeanselmei 200-300 Granulos suaves de color negro con vacuolas,
formado por hifas oscuras

Madurella grisea 350-500 Granulos duros de color marron a negro

Madurella mycetomatis 200-900

Pseudallescheria boydii 200-300 Granulos suaves de color blanco, compuestos por

hifas y células hinchadas en la periferia

Tomado y modificado de Overview of Fungal Identification Methods and Strategies (p.g/ 9-720) en: Bailey & Scott's Diagnostic
Microbiology, por PM. Tille, 2014, Misuri, Estados Unidos: Elsevier Mosby. Copyright~ 2014 por Mosby, Inc. [34].

Las preparaciones también pueden ser tehidas con las coloraciones de Wright, Giemsa o Gram
dependiendo del tipo de muestra; por ejemplo, la tincion de Gram, utilizada comUnmente para
la deteccion de bacterias, es de ayuda diagnostica en las infecciones micoticas de las mucosas
oral o vaginal, donde los hongos se observan generalmente Gram positivos. Asimismo, las
tinciones de Giemsa o Wright pueden facilitar la observacion de levaduras intracelulares de
Histoplasma capsulatum en extendidos de sangre, médula 6sea o esputo [34,76]. El tratamiento
con tinta china o nigrosina de las muestras de pacientes con sospecha de criptococosis, princi-
palmente liquido cefalorraquideo, facilitan la observacion de las levaduras encapsuladas [76,77]
(véase figura |).

Por su parte, las preparaciones histopatologicas apoyan el diagnostico de las infecciones
flngicas invasivas. Especificamente, la tinciobn con hematoxilina-eosina, ademas de permitir
la identificacion de levaduras y hongos filamentosos en tejido, ayuda a identificar la reaccion
inflamatoria en el hospedero como presencia de células gigantes multinucleadas, material
necrotico, hemorragia y el fenbmeno de Splendore-Hoeppli. La plata metenamina (Gomori-
Grocott) se considera de gran utilidad para la deteccion de hongos en tejido debido a que
resalta la pared flngica en color café o negro en medio del tejido que toma un color verde.
Finalmente, el 4cido peryddico de Schiff (PAS), dada la afinidad que tiene por los polisacari-
dos de la pared de los hongos, permite distinguir las hifas y las blastoconidias del tejido. Otras
coloraciones mas especificas como la de Fontana-Masson y la mucicarmin de Mayer son
Gtiles en la identificacion de melanina en la pared fUngica y de mucopolisacaridos capsulares,
respectivamente [34,78].
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La sensibilidad de la microscopia para el diagnostico de la infeccion por hongos es baja y varia
seglin el agente causal y la cantidad en que se encuentre, el tipo v la calidad de la muestra, y la
preparacion y experiencia del profesional del laboratorio encargado del andlisis [79,80]. Por tal
razon, es importante considerar que un examen microscopico negativo no excluye la infeccion
micbtica. Por otro lado, este examen no es especifico debido a que algunas estructuras o arte-
factos pueden confundirse faciimente con elementos flngicos. Ademas, con estos métodos no
es factible la identificacion del agente causal [74].

Pruebas inmunologicas

Considerando la baja sensibilidad y especificidad de las técnicas convencionales (directos y
cultivo) en el diagndstico micologico, la deteccion de antigenos y anticuerpos se han incluido
en la bateria de pruebas para el diagnostico de diferentes micosis.

Deteccion de anticuerpos

Historicamente las pruebas mas utilizadas en el laboratorio de rutina para la deteccion de
anticuerpos son la inmunodifusion doble de Ouchterlony, la fijacion de complemento y los
inmunoensayos enzimaticos (ELISA; del inglés, Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) [81].
La prueba de inmunodifusion se basa en la difusion radial de los inmunoreactantes (anti-
genos y anticuerpos) en un gel de agar que, al encontrarse, forman un complejo antigeno-
anticuerpo que se precipita en el gel y se visualiza como una linea blanquecina. Esta técnica
se ha utilizado para el diagnostico del aspergiloma, la aspergilosis pulmonar crénica, la as-
pergilosis broncopulmonar alérgica, la histoplasmosis, la paracoccidioidomicosis y la espo-
rotricosis. Ademas, se ha empleado de forma exitosa en estudios epidemiologicos [82-84].

Por su parte, la prueba de fijacion de complemento se basa en la capacidad del com-
plemento para unirse a los complejos antigeno-anticuerpo, determinada por la lisis de
eritrocitos. Esta prueba ha sido de utilidad en la deteccion de anticuerpos contra Histo-
plasma capsulatum y Paracoccidioides brasiliensis; sin embargo, su uso de rutina es poco
practico debido a que es una técnica laboriosa. Una de las pruebas comerciales formato
ELISA mas conocida para la deteccion de anticuerpos es Platelia™ Candida Ab (Bio-Rad
Laboratories, California, Estados Unidos), la cual detecta anticuerpos circulantes contra
el manano de Candida spp. y es de ayuda en el diagnostico de la candidemia y de la
candidiasis invasiva [85,86].

La sensibilidad y especificidad de las pruebas que detectan anticuerpos son variables y la
interpretacion de los resultados se debe hacer con cuidado. Con el fin de mejorar estas
pruebas se ha tratado de desarrollar otras con formato ELISA que utilizan antigenos purifica-
dos o recombinantes flngicos para la deteccion de anticuerpos circulantes en el paciente, lo
que puede disminuir o eliminar las reacciones cruzadas de las técnicas anteriores [82,87,88].
Otras desventaja de la deteccidon de anticuerpos es que suele ser (til en pacientes inmuno-
competentes, mas no en los inmunocomprometidos [78,82,87,89].

Deteccion de antigenos (biomarcadores)

La deteccion y cuantificacion de biomarcadores como el galactomanano, el cual hace parte de
la pared celular fUngica principalmente de las especies de Aspergillus, y del |,3-B-D-glucano,
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presente en varios hongos patdgenos (panfingica) apoyan el diagnostico de algunas infecciones
flngicas invasivas. Estos antigenos se pueden detectar en muestras clinicas como suero y lavado
broncoalveolar [90]. Entre los estuches comerciales en el formato ELISA disponibles para la
deteccion de estos antigenos se encuentran Platelia™ Aspergillus EIA (Bio-Rad Laboratories,
California, Estados Unidos), Fungitell® B-D-Glucan Assay (Associates of Cape Cod Inc, Massa-
chusetts, Estados Unidos) y Fungitec G Test MK (Seikagaku Biobusiness, Tokio, Japon). También
se puede detectar el manano, un componente de la pared celular de Candida spp. (Platelia™
Candida Ag, Bio-Rad Laboratories) como ayuda en el diagnostico de candidemia y candidiasis
invasiva [85,86].

La sensibilidad y especificidad de estas pruebas son variables, presentan falsos positivos y re-
quieren determinaciones seriadas, en algunos casos, para mejorar la sensibilidad [91,92]. Inclu-
so, alin existen controversias con respecto a la utilidad diagnostica de estas pruebas [72,93].
La deteccion del polisacarido de la capsula de Cryptococcus neoformans por aglutinacion con
particulas de latex es una prueba ampliamente utilizada en el diagnostico de la criptococosis,
debido a su sensibilidad y especificidad tanto en muestras de liquido cefalorraquideo como de
suero (>90%) [94,95].

Recientemente se ha desarrollado una técnica para detectar antigenos de las especies de
Aspergillus en suero y lavado broncoalveolar de pacientes con aspergilosis invasiva, el Lateral
Flow devices, el cual corresponde a una inmunocromatografia en la que se utiliza un anticuer-
po especifico dirigido contra una glicoproteina extracelular, secretada por el hongo durante
el crecimiento activo de la hifa [96]. Esta es una técnica rapida y sensible por lo que se le
atribuye un alto valor diagnéstico, principalmente en los pacientes inmunocomprometidos
con riesgo de desarrollar aspergilosis invasiva [97]. Ademas, se considera una técnica sencilla,
de facil manejo en el laboratorio de rutina, que no requiere personal especializado y con la
que se obtienen resultados rapidos [98]. De igual manera, se han disehado variaciones de
esta técnica para la deteccion de un antigeno capsular de Cryptococcus neoformans en suero
y liquido cefalorraquideo [81].

La deteccion de compuestos organicos volatiles (metabolitos secundarios) de Aspergillus spp.,
en el aire exhalado de los pacientes infectados, se plantea como una opcion para el diagnostico
de la aspergilosis pulmonar. Los metabolitos se detectan usando la técnica de cromatografia
de gases acoplada con espectrometria de masas o las narices electronicas (del inglés, electronic
noses). La sensibilidad y especificidad de las pruebas se calculd entre el 83,3% vy el 100%, vy
entre el 94% vy el 93,3%, respectivamente [99,100]. A pesar de lo prometedor que parecen
ser los resultados de las técnicas, es necesario llevar a cabo estudios posteriores con el fin de
evaluar la influencia que pueden tener factores como el tratamiento con antimicoticos u otros
medicamentos, o la presencia de otros microorganismos en los resultados para definir el valor
diagnostico real de las mismas. Ademas, es importante analizar el costo-efectividad de esta
prueba [93,101].

Identificacion del agente causal

La identificacion precisa del agente causal de una infeccion micbtica (en lo posible hasta gé-
nero y especie) tiene gran importancia en términos de la prediccion del curso de la infeccion,
el brgano blanco y la susceptibilidad antifingica [72]. El método convencional y de referencia,
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hasta el momento, para la identificacion flngica se basa en el aislamiento del hongo in vitro a
partir de muestras biologicas [80]. Otros criterios bioquimicos v fisiologicos, asi como la ter-
motolerancia y el dimorfismo, suelen complementar la identificacion [34,76]. A continuacion
se hara alusion al procedimiento bésico a seguir para el cultivo de muestras de pacientes con
sospecha de una micosis.

Cultivo de muestras biologicas
para el aislamiento de hongos patogenos

Dado que los requerimientos de cada hongo para su crecimiento son diferentes, las mues-
tras clinicas deben ser cultivadas en varios medios solidos. Los mas utilizados son el Agar
Sabouraud Dextrosa y el Agar Papa Dextrosa (PDA), los cuales permiten la recuperacion
primaria de hongos patogenos no exigentes y favorecen la esporulacion. Otro medio
utilizado es el Agar Micosel, el cual contiene cicloheximida y cloranfenicol para inhibir el
crecimiento de hongos ambientales y de bacterias, respectivamente. El agar infusion de ce-
rebro y corazon (BHI), al ser un medio no selectivo, permite el crecimiento de la mayoria
de los hongos clinicamente relevantes [76]. En el caso de sospecha de enfermedad fUngica
invasiva es comUn el uso de hemocultivos en botellas bifasicas con BHI para los cuales se
cuenta actualmente con sistemas automatizados, principalmente para la deteccion de le-
vaduras, como el sistema BACTECTM (Becton Dickinson, Nueva Jersey, Estados Unidos),
BacT/ALERT® (BioMérieux, Marcy-I'Etoile, Francia) y VersaTREK® (Thermo Scientific, Mas-
sachusetts, Estados Unidos).

Otros medios, como los agares cromogénicos diferenciales permiten, ademas del aisla-
miento de las levaduras, la identificacion presuntiva de algunas de las especies de Candida
y de otras levaduras, que se pueden encontrar Unicas o de forma simultanea en una misma
muestra. El fundamento de estos medios se basa en la inclusion de sustratos que, ante la
presencia de una actividad enzimatica especifica, produce un color determinado depen-
diendo de la levadura aislada. En la practica clinica estos medios se utilizan principalmente
para identificar la presencia de levaduras en muestras de orina [34,72,74], siendo el méas
utilizado de ellos el CHROMagar™ (BD, Carolina del Norte, Estados Unidos). En ciertas
situaciones, puede estar indicada la utilizacion de medios especificos para el aislamiento
de determinados hongos como Malassezia spp. (p. €j. agar Dixon), Cryptococcus spp.(p. €j.
Agar con L-Dopa o Agar semilla de girasol) u hongos dimorficos patbgenos primarios (p.
ej. BHI), al igual que medios de cultivo diferenciales o que induzcan la esporulacion (p. ej.
agar arroz o el PDA) [34,74].

Para la realizacion del cultivo a partir de muestras superficiales se recomienda realizar entre
ochoy 12 sitios de siembra con un bisturi o un asa micologica haciendo incisiones sobre el agar.
Las muestras de tejido deben ser procesadas (maceradas, cortadas o digeridas) y las de liquidos
estériles concentradas por centrifugacion antes de ser cultivadas; luego, se adiciona al menos
| mL de la muestra y se esparce por toda la superficie del medio de cultivo. Las muestras de
médula 6sea se depositan directamente en el medio de cultivo. Las muestras de orina deben
ser procesadas y cultivadas inmediatamente después de la recoleccion (se suele cultivar el se-
dimento obtenido por centrifugacion) [34]. Las muestras procedentes del sistema respiratorio
(esputo o lavado broncoalveolar) deben ser digeridas para eliminar los detritus [ 1]y proce-
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der a cultivarlas por siembra bacteriologica o
siembra cuantitativa, como se indica para las
muestras de orina.

En la tabla 3 se indican los hongos patoge-
nos mas frecuentemente aislados de los di-
ferentes tipos de muestras clinicas

Teniendo en cuenta la variacion en la tempe-
ratura Optima de crecimiento de los hongos
patogenos se recomienda incubar los cultivos
a 25 °C-30 °Cy a 37 °C durante varias se-
manas (generalmente entre cuatro y seis, in-
cluso hasta por 12) [I 1,76]. Los cultivos no se
deben descartar sin completar el periodo de
incubacion, aun cuando Yya se haya aislado un
posible patogeno, ya que puede tratarse de
un contaminante que impide el crecimiento
del verdadero agente causal. La interpreta-
cion del resultado de los cultivos siempre se
debe basar en el cuadro clinico del paciente.
El aislamiento de un hongo patbgeno pri-
mario en muestras estériles (p. ej. biopsias,
liquido cefalorraquideo y otros liquidos bio-
l6gicos) se considera siempre de valor diag-
nostico. Por el contrario, el aislamiento en
muestras de esputo y lavado broncoalveolar
siempre plantea una gran dificuttad de inter-
pretacion debido a la afta contaminacion de
la muestra, por ejemplo, Candida spp., al ser
parte de la microbiota del tracto respiratorio
se considera que no es el agente causal de
infecciones respiratorias a pesar de ser aislada
en el cultivo [34,74].

La mayorfa de los hongos oportunistas son
ubicuos, por tanto, la interpretacion de un
cultivo positivo debe considerar la posible

Muestra

Sangre

Liquido
cefalorraquideo

Tracto
genito-urinario

Tracto
respiratorio

Piel superficial
y anexos (uhas
y pelo)

Piel y tejido ce-
lular subcutaneo

Hongos

Complejo Candida albicans
Candida tropicalis

Complejo Candida parapsilosis
Cryptococcus spp.

Histoplasma capsulatum
Candida lusitaniae

Candida kefyr

Cryptococcus neoformans

Complejo Candida albicans
Complejo Candida glabrata
Candida tropicalis

Candida krusei
Cryptococcus spp.
Saccharomyces spp.
Histoplasma capsulatum

Paracoccidioides brasiliensis
Histoplasma capsulatum
Aspergillus spp.
Cladophialophora spp.
Fusarium spp.

Mucorales (poco frecuente)

Trichophyton rubrum
Trichophyton interdigitale (mentagro-
phytes)

Complejo Candida albicans
Epydermophyton floccosum
Candida parapsilosis
Malassezia spp.
Microsporum canis
Microsporum gypseum
Aspergillus spp.

Fusarium spp.
Neoscytalidium dimidiatum

Complejo Sporothrix schenckii
Fonsecaea pedrosoi
Alternaria spp.

Acremonium spp.
Phialophora spp.
Basidiobolus spp.
Conidiobolus spp.

Curvularia spp.

Exophiala spp.
Pseudallescheria boydii
Rhinocladiella aquaspersa
Mucorales (poco frecuente)

Tomado y modificado de Overview of Fungal Identification
Methods and Strategies (p. 726) en: Bailey & Scott’s Diagnos-
tic Microbiology, por PM. Tille, 2014, Misuri, Estados Unidos:
Elsevier Mosby. Copyright~ 2014 por Mosby, Inc. [34]

contaminacion en el sitio de la toma de
las muestras, durante el transporte de las
muestras o debido a la manipulacion de la
muestra en el laboratorio de microbiologfa.
Por esto, la presencia de hifas en el examen directo de la muestra, el crecimiento de colonias
con las mismas caracteristicas en diferentes medios, en los sitos de inoculacion y a partir de
muestras del mismo paciente tomadas en diferentes momentos, asi como el crecimiento del
microorganismo a 35 °C - 37 °C (si la sospecha es de una infeccion invasiva o diseminada),
sugiere una infeccion fungica [77].
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La identificacion del hongo se realiza mediante la determinacion de las caracteristicas macros-
copicas de las colonias en el cultivo como es el color (del anverso v el reverso), la forma (p. €j.
rugosa o lisa) v la textura (p. ej. algodonosa, aterciopelada, glabra, cremosa, viscosa o pastosa)
(véase figura 2) [34]. El tiempo de crecimiento es un factor que puede dar indicios del tipo de
hongo aislado. Por ejemplo, un crecimiento entre 24 h y 48 h de incubacion probablemen-
te corresponde a una levadura. Entretanto, el tiempo de crecimiento y esporulacion de los
hongos filamentosos es variable y puede comprender desde uno o dos dias, tal como sucede
con los del orden Mucorales, hasta dos semanas en el caso de los dermatofitos, otros hongos
hialinos y los hongos dematiaceos, o hasta cuatro como sucede con Histoplasma capsulatum y
Paracoccidioides brasiliensis [34,76] (véase tabla 4).

Figura 2. Apariencia de las colonias de un cultivo de Fusarium spp. en el anverso (A) y el reverso (B). Obsérvese la
textura, la forma y el pigmento de la colonia. Cortesia de la Escuela de Microbiologia, Universidad de Antioquia. Me-
dellin, Colombia.

Posterior al crecimiento visible del hongo en el cultivo se determinan sus caracteristicas micros-
copicas. Para esto, se realizan preparaciones en un portaobjetos mezclando una gota de azul de
lactofenol con una porcion de las colonias tomada con cinta transparente o mediante pequehos
cortes con bistur’ o asa micologica en el borde de crecimiento de las colonias [34]. La observa-
cibn microscopica permite la identificacion del hongo mediante la deteccion de las estructuras
caracteristicas como blastoconidias, hifas, pseudonhifas, artroconidias, algunas estructuras espe-
cializadas como conidias (macro y micro), células conididégenas, clamidoconidias, esporangias y
esporangioforos, ascas, ascosporas y picnidios [ | 1,34,102] (véanse tabla 4 vy figura 3).

La identificacion a partir de un cultivo puede complementarse evaluando la termotolerancia, definida
como la capacidad de un microorganismo para crecer a temperaturas mayores de 35 °C, lo que
representa una ventaja selectiva para adaptarse al ambiente del hospedero y causar infeccion
[103-106]. Para confirmar la termotolerancia de un hongo se realizan varios cultivos que se
incuban a diferentes temperaturas (p. gj. 25 °C, 30 °C, 35 °C, 37 °C y 42 °C) y se va obser-
vando peribédicamente su crecimiento, el cual en caso de presentarse indica la capacidad de
adaptacion del hongo y de soportar la temperatura fisiologica humana o superior, como en los
casos de fiebre vy, por lo tanto, de ser patdbgeno.
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Morfologia de la colonia Morfologia Posible hongo
microscopica (género)

Colonias de aspecto liso, cremoso, viscoso o Blastoconidias Candida
pastoso y pseudohifas

Blastoconidias solas Candida
(principalmente
Candida glabrata)
Cryptococcus
Malassezia
Saccharomyces

Hifas y artroconidias Geotrichum
Trichosporon

Colonias de superficie blanco, crema o gris claro, Microconidias con o sin macroconidias Dermatofitos

reverso no pigmentado Epidermophyton
Microsporum
Trichophyton
Ambientales
Acremonium
Fusarium
Pseudasllescheria
Sepedonium

Con esporangias o esporangiolas Rhizopus
Mucor
Absidia
Cunninghamella
Rhizomucor
Syncephalastrum

Con artroconidias Geotrichum
Coccidiodes

Hifas con clamidoconidias Dermatofitos:
Epidermophyton
Microsporum
Trichophyton

Colonias de superficie blanca, crema, beige o gris  Hifas y conidias Dermatofitos:

claro y reverso amarillo, naranja o rojizo Microsporum
Trichophyton
Ambientales:
Acremonium

Colonias de superficie crema, blanco, beige o Hifas y conidias Dermatofitos:

gris claro, con reverso rojo y violeta Microsporum
Trichophyton
Ambientales:
Penicillium

Colonias de superficie crema, blanco, beige o Hifas y conidias Dermatofitos:

gris claro, con reverso marron Microsporum
Trichophyton
Ambientales:
Madurella
Scopulariopsis

Colonias de superficie crema, blanco, beige o Hifas y conidias Ambientales:

gris claro, con reverso negro Nigrospora
Phoma
Pseudallescheria
Scedosporium
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Colonias de superficie marron

Colonias de superficie amarilla a naranja

Colonias de superficie rosa a violeta

Colonias de superficie verde y reverso claro

Colonias de superficie gris a negra, reverso claro

Microconidias

Macronidias

Esporangias

Hifas y conidias

Hifas y conidias

Hifas y conidias

Hifas y conidias

Dermatofitos:
Trichophyton
Ambientales:
Aspergillus
Cladophialophora
Phialophora

Dermatofitos:
Epidermophyton
Microsporum
Trichophyton
Ambientales:
Alternaria
Bipolaris

Botrytis
Curvularia

Rhizomucor
Rhizopus

Dermatofitos:
Epidermophyton
Microsporum
Trichophyton
Ambientales:
Aspergillus
Penicillium
Sepedonium
Verticillium

Dermatofitos:
Microsporum
Trichophyton
Ambientales:
Acremonium
Aspergillus
Fusarium
Paecilomyces
Verticillium

Ambientales:
Aspergillus
Penicillium
Trichoderma
(contaminante)
Verticillium

Aspergillus

Esporangioforos con merosporangias
alrededor de la vesicula

Syncephalastrum

Colonias de superficie verde, gris oscuro o
Negro; reverso oscuro

Conidias pequenas Cladosporium/
Cladophialophora
Exophiala
Fonsecaea
Phialophora
Pseudallescheria
Scedosporium

Conidias grandes Bipolaris
Curvularia
Nigrospora
Ulocladium

Solo hifas con o sin clamidoconidias Hortaea
Madurella
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Colonias blancas, de crecimiento lento y micelio  Hifas, microconidias y macroconidias Histoplasma
corto tuberculadas
Microconidias Paracoccidioides

pedunculadas

Colonias con aspecto arrugado blancas, crema, Hifas delgadas y conidias ovoides emer- Sporothrix
marron, negras o combinadas giendo de forma simpodial alrededor del

extremo de un conidiéforo (semejando

una margarita)

Tomado y modificado de Overview of Fungal Identification Methods and Strategies (p. g ['1-712) en: Bailey & Scott's Diagnostic
Microbiology, por PM. Tille, 2014, Misuri, Estados Unidos: Elsevier Mosby. Copyright = 2014 por Mosby, Inc. [34].

Figura 3. Caracteristicas microscopicas observadas en
preparaciones con azul de lactofenol a partir de colonias
de dermatofitos. A. Microconidias, hifas, hifas en espiral
(flecha punteada)y macroconidias (flecha solida) B. Hifas,
macro y microconidias. C. Hifas y macroconidias, y ausen-
cia de microconidias. Cortesia de la Escuela de Microbio-
logfa, Universidad de Antioquia.

Otro factor que puede ayudar en la identificacion de un hongo es el dimorfismo. Este es un fac-
tor de virulencia presente en algunos hongos, que consiste en la capacidad de transformarse de
una forma micelial a la de levadura en respuesta a cambios de temperatura, nutrientes o con-
centracion de didbxido de carbono, lo que facilita la supervivencia en los tejidos del hospedero.
Algunas de las especies fUngicas que tienen esta cualidad son Blastomyces dermatitidis, Histo-
plasma capsulatum, Paracoccidioides blasiliensis v las especies del complejo Sporothrix schenckii.
Estos hongos se encuentran en el ambiente en su forma micelial y pueden ser aislados en esta
misma forma en cultivos incubados a una temperatura entre 25 °Cy 30 °C. La reversion a la
forma de levadura ocurre, generalmente, en cultivos incubados a una temperatura de 35 °C,
en medios como el agar infusion de cerebro y corazon (BHI) o el agar sangre, en presencia de
CO,, condiciones que pueden semejarse a las encontradas en el hospedero [107].

Las pruebas bioquimicas como la asimilacion de carbono o de nitroégeno vy la fermentacion
de carbohidratos también pueden apoyar la informacion de un microorganismo aislado. La
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capacidad de un microorganismo para utilizar o no un sustrato es revelada por el cambio de
color en el medio, por la produccion de gas o por turbidez [108]. Estas pruebas se encuen-
tran disponibles como estuches comerciales (p. ej. el APl 20 C de BioMérieux, Marcy-I'Etoile,
Francia) o en dispositivos automatizados (p. ej. sistema VITEK®, BioMérieux) para evaluar las
propiedades mencionadas en levaduras [72]. Otras pruebas como la induccion de la formacion
del tubo germinal y la formacion de clamidosporas en agar arroz ayudan a la identificacion de
algunas especies de Candida [72].

No obstante, las caracteristicas fenotipicas referidas pueden verse afectadas por factores in-
herentes a cada hongo como es el crecimiento lento de algunos de ellos, los requerimientos
nutricionales que impiden el crecimiento en los medios convencionales y la termotolerancia,
entre otros. En algunos casos no se logra facilmente la observacion de las estructuras caracte-
risticas debido a la dificultad para lograr la esporulacion del hongo. Ademas, entre especies o
incluso entre géneros de algunos hongos existe una estrecha similitud morfologica que hace
dificil su identificacion. Un ejemplo de ello se presenta con el hongo patbgeno Histoplasma cap-
sulatum que comparte caracteristicas macroscopicas y microscopicas con hongos ambientales
que, ademas de ser contaminantes, pueden ser patbgenos, como es el caso de Chrysosporium
spp. Y Sepedonium spp. [102].

Un inconveniente adicional en la identificacion de hongos de importancia médica es el cambio
en el panorama epidemiologico de estas infecciones, puesto que han emergido hongos que
no se hablan reconocido como patogenos humanos [109]. Ademas, a la fecha, algunos hongos
como Lacazia loboi 'y Pneumocystis jirovecii no se han logrado cultivar en el laboratorio [ 10,11 1].

Metodos moleculares para la identificacion
de hongos de importancia medica

En la lucha contra las enfermedades infecciosas, la microbiologfa clinica ha requerido op-
timizar a nivel de especificidad, sensibilidad, rapidez y confianza las pruebas diagnosticas
para contribuir a la prevencion, el control y al tratamiento de estas enfermedades. Con
el fin de obviar las limitaciones de los examenes directos, las coloraciones y las pruebas
antigénicas, y como alternativa a la identificacion de aislamientos fUngicos por caracteris-
ticas fenotipicas, se han desarrollado diferentes métodos moleculares que han permitido
el acceso a secuencias de ADN vy a los perfiles proteicos del hongo, siendo posiblemente
mas promisorias en cuanto a sensibilidad y especificidad.

Entre las técnicas moleculares utilizadas en la identificacion de hongos se han descrito: el
analisis de la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP; del inglés, Restriction Fragment
Length Polymorphism), la electroforesis de enzimas multilocus (MLEE; del inglés, Multilocus
Enzyme Electrophoresis), el uso de sondas de hibridacion marcadas para la identificacion de
un fragmento especifico de ADN (hibridacion Southern o Southern blot) y la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR, del inglés, Polymerase Chain Reaction) y sus modificaciones,
para la amplificacion de diferentes fragmentos de ADN especificos [ 12,113].

La amplificacion de dianas acoplada a la secuenciacion de los productos amplificados ha
permitido una identificacion mas precisa de diferentes hongos, tanto directamente de
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muestras clinicas como a partir de cultivos [| 14] En la Ultima década, diferentes trabajos
han mostrado la utilidad del MALDI-TOF (del inglés, Matrix-Assisted Laser Desorption/
lonization-Time-of-Flight) para la identificacion de hongos a partir de muestras clinicas y
de cultivos [ 15]. A continuacion nos referiremos brevemente a las técnicas moleculares
mas utilizadas en el diagnostico micologico como son las basadas en el formato PCR y la
tecnologia MALDI-TOF.

Deteccion del ADN flngico
por reaccion en cadena de la polimerasa

Entre las nuevas aplicaciones para la identificacion de hongos a partir de muestras cliicas se
encuentran la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Inicialmente se utilizd el formato
convencional de esta técnica para amplificar un solo fragmento especifico de ADN. Las dia-
nas mas utilizadas con este proposito corresponden a secuencias o fragmentos de genes que
codifican para la actina, la calmoduling, la B-tubuling, los genes ribosomales 5.8S, 18S y 28S, el
factor de elongacion |-a y las regiones no codificantes ITS| e ITS2 (del inglés, Internal Transcri-
bed Spacer) del ADN ribosomal. Estas técnicas sirven tanto para identificar hongos a partir de
muestras clinicas (suero, sangre o muestra de tejido embebidas en parafina) como de cultivos
[53,112,116,117]. En la figura 4 se muestra el producto de la amplificacion de las secuencias TS
de cuatro hongos filamentosos separados por electroforesis en un gel de agarosa.

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa en
el que se observan los productos de ampli-
ficacion de secuencias ITS obtenidas a partir
del ADN de cuatro hongos filamentosos
(Carriles 2, 3,4 y 5). Marcador de peso mo-
lecular (Carril 1). Cortesia del Laboratorio
de Micologfa, Instituto de Salud Carlos Il
Espana.

La reaccion en cadena de la polimerasa a pesar de ser sensible presenta desventajas para su
implementacion en la practica clihica debido a los falsos positivos, a que no es una técnica
cuantitativa y a que la obtencion del ADN a partir de las muestras clinicas es complicada y el
rendimiento es variable [| 18]. Tratando de superar a la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) convencional diferentes variaciones han sido introducidas dando como resultado técni-
cas como la PCR-ELISA, la PCR anidada y la PCR cuantitativa, conocida también como PCR en
tiempo real. En esta Gltima variacion la cuantificacion de la fluorescencia emitida durante cada
ciclo es proporcional a la cantidad de ADN que se esta amplificando, el cual es indicativo de la
carga fUngica [ | 18]. En numerosos estudios se ha utilizado este método con fines diagnosticos
de las infecciones fUngicas a partir de diferentes muestras clinicas [ | 18-123]. La PCR en tiempo
real es mas robusta, especifica y sensible que la PCR convencional; ademas, demanda menos
cantidad de ADN en las muestras [ 18,121].

Una variacion de la reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa es la PCR en tiempo real
multiplex, la cual puede detectar de forma simultanea miltiples fragmentos de ADN en una
sola reaccion, reduciendo el tiempo de obtencion de resultados vy los costos. Ademas, la varia-
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cion de secuencias dentro de los productos amplificados puede permitir la identificacion precisa
de los hongos a nivel de especie [| 18,124]. Esta prueba ha sido utilizada para la deteccion de
varios hongos en muestras de sangre y suero [| 18,125]. Recientemente se ha desarrollado un
nuevo método automatizado para la identificacion de hongos patogenos a partir de diferentes
muestras biologicas basado en la tecnologia Luminex® xMAP® (Luminex Corporation, Texas,
Estados Unidos), utilizando perlas de microesferas recubiertas en su superficie con diferentes
sondas de hibridacion especfficas de hongos que van a capturar el ADN con la secuencia com-
plementaria de interés y va a ser detectado mediante fluorescencia. Esta tecnologia permite el
andlisis de mas de 100 secuencias dianas diferentes en cada pozo de reaccion, a partir de una
sola muestra y en un solo ensayo [126].

Aunque el diagnostico basado en la PCR supera las limitaciones de otros métodos diagnosticos,
alin presenta algunos inconvenientes que evitan que sea implementada en los laboratorios de diag-
nostico micologico de rutina. La principal desventaja sefalada es la falta de estandarizacion de las
metodologias, lo que explica la vanacion de los resultados entre los laboratorios, afectando la repro-
ducibilidad de los mismos. Ademas, se carece de pruebas comerciales estandar para su uso [72,127].

Secuenciacion de acidos nucleicos fungicos

El creciente progreso en la tecnologia y la disponibilidad de las secuencias del genoma comple-
to de muchos hongos ha facilitado que métodos basados en las secuencias del ADN tengan
aplicacion tanto en investigacion como en el campo de la microbiologia clinica para la identifi-
cacion de diferentes microorganismos. La identificacion se logra comparando la secuencia del
producto de amplificacion obtenida a partir de la muestra o cultivo con una base de datos de
secuencias de especies conocidas. La secuenciacion es un método rapido (puede lograrse con
24 horas de crecimiento del hongo), econdmico y especifico, por lo que se considera candidato
para convertirse en el estandar de referencia para la identificacion de hongos [128,129].

En la figura 5 se presenta el cromatograma de la secuencia de un fragmento de [TS fUngico.
Los picos del cromatograma son el resultado de la deteccion vy el registro de la fluorescencia
indicativo de la presencia de cada nuclebtido.

Deteccion de proteinas fungicas por MALDI-TOF

En la Gltima década la espectrometnia de masas MALDI-TOF ha sido introducida en el campo
de la microbiologia para la identificacion de diferentes microorganismos. Esta técnica permite la
obtencion de una huella peptidica, resultado de la ionizacidn suave de las proteinas ribosoma-
les. Los iones se separan en funcion de su relacion masa-carga tras ser acelerados en un campo
eléctrico, dando como resultado un espectro que se puede comparar con una base de datos
de espectros de referencia para lograr la identificacion [130] (véase figura 6). La identificacion
puede hacerse directamente a partir de las muestras clinicas o de los aislamientos fungicos in
vitro. La técnica es calificada por diferentes investigadores como una técnica de facil implemen-
tacion, confiable, rapida, precisa y costo-efectiva para la identificacion de levaduras y hongos
filamentosos de importancia médica [131-135].

La comparacion de la identificacion de diferentes hongos filamentosos por cultivo y por MAL-
DI-TOF ha demostrado que mientras el método convencional puede identificar correctamente
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Figura 5. Cromatograma de la secuencia de un fragmento de ITS de Histoplasma capsulatum. Cada pico y color corres-
ponde a un nuclebtido: timina (rojo), adenina (verde), citosina (azul), guanina (negro). En la parte superior se especifica

la secuencia que posteriormente se compara con las depositadas en un banco de datos de secuencias (GenBank) para la
identificacion del microorganismo de interés. Cortesia de la Dra. Mania José Buitrago, Instituto de Salud Carlos ll. Espaha.
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Figura 6. Espectro de proteinas de la forma micelial de Histoplasma capsulatum obtenido por MALDI-TOF. Cortesia
de la Dra. Maria José Buitrago, Instituto de Salud Carlos Ill. Espana.

el 61,5% de los aislamientos con el MALDI-TOF se pueden identificar hasta el 89% [136]. Por
otro lado, se ha demostrado que existe una diferencia importante en el tiempo que toma iden-
tificar levaduras utilizando los métodos tradicionales (aproximadamente 48 h) en comparacion
con la espectrometria de masas MALDI-TOF (menos de | h). Ademas, se ha calculado que el
costo de la identificacion por espectrometria de masas MALDI-TOF esta por debajo de 1,35 €
(aproximadamente $ 5. 000 COP) [137],

Consideraciones finales

Finalmente, con la tabla 5y la figura 7 pretendemos resaltar la informacion més relevante pre-
sentada en esta revision. En la tabla 5 se presentan los principales métodos disponibles actual-
mente para el diagnostico por el laboratorio de las infecciones fUngicas, incluyendo los métodos
convencionales y las nuevas alternativas. Asimismo, en la figura / se presenta de manera gene-
ral, la conducta a seguir en el laboratorio para el diagnostico de una infeccion micética a partir
de diferentes muestras clinicas y los principales métodos empleados en cada caso.
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Método

Ejemplo

Evaluacion microscopica directa

Frescos

Tinciones

Cultivo

Medios de
aislamiento

Medios
especializados

236

Solucion salina

Hidroxido de potasio (KOH) al
10%

Gram

Wright/Giemsa

Tinta China

Blanco de calcofltor

Hematoxilina-Eosina

Acido peryddico de Schiff (PAS)/
Plata metenamina de Gomori-
Grocott

Fontana-Masson

Mucicarmin de Mayer

Agar Sabouraud dextrosa

Agar Micosel

Infusion de cerebro y corazon
(BHI)

Medio bifasico con BHI (hemo-
cultivos)

Agar cromogénico

Agar arroz/Agar Papa Dextrosa
(PDA)

Agar Dixon

Agar con L-Dopa o Agar semilla
de girasol

Agar urea

Principal uso

Observacion de blastoconidias, hifas o pseudohifas en flujo
vaginal

Observacion de blastoconidias, pseudohifas, hifas septadas,
aseptadas, hialinas o dematiaceas, blastoconidias multigemantes
de Paracoccidioides spp., células escleréticas de Medlar

Observacion de blastoconidias, hifas o pseudohifas de Candida
spp., principalmente en orina, flujo vaginal y mucosa oral

Observacion de blastoconidias, hifas o pseudohifas, princi-
palmente en sangre periférica y médula 6sea. Ampliamente
utilizada para observar levaduras intracelulares de Histoplasma
capsulatum

Deteccion levaduras capsuladas de Cryptococcus neoformans,
principalmente en liquido cefalorraquideo

Deteccion de blastoconidias, hifas o pseudohifas por micros-
copia de fluorescencia

Observacion de hifas, pseudohifas, blastoconidias y cuerpos
asteroides en tejido asi como la respuesta inflamatoria del
hospedero

Diferenciacion de hifas, pseudohifas y blastoconidias en tejido

Deteccion de melanina o pigmentos similares principalmente
en hongos dematiaceos y Cryptococcus spp.

Deteccion de mucopolisacaridos capsulares p. ej. en Crypto-
coccus neoformans

Aislamiento primario de hongos ambientales y patogenos a
partir de muestras clinicas

Aislamiento primario de hongos patogenos, principalmente
dermatofitos, a partir de muestras clinicas. Inhibe el crecimiento
de bacterias y hongos ambientales contaminantes

Medio rico utilizado principalmente para la recuperacion prima-
ria de hongos ambientales y patogenos de dificil crecimiento.
Ademas, para confirmar dimorfismo en hongos del complejo
Sporothrix schenckii o Histoplasma capsulatum

Recuperacion primaria de hongos en sangre, principalmente
levaduras

Identificacion presuntiva de levaduras principalmente del
género Candida

Induccion de esporulacion y produccion de pigmentos para
identificacion fenotipica de hongos

Medio que contiene acidos grasos que favorecen el crecimiento
y aislamiento de hongos lipofilicos como Malassezia spp.

Aislamiento de Cryptococcus neoformans, evidenciado por la
produccion de un pigmento marréon en el agar, producto del
metabolismo de &cido cafeico

Identificacion de hongos que producen ureasa como Crypto-
coccus spp., Trichosporon spp., Rhodotorula spp. y Trichophyton
interdigitale. La ureasa genera un cambio en el pH, que es
evidenciado por el cambio de color del medio a rosado-fucsia
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Pruebas inmunologicas

Deteccion Inmunodifusion Deteccion de anticuerpos principalmente contra Aspergillus
de anticuer- fumigatus, Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis
pos y Sporothrix schenkii
Fijacion del complemento Deteccion de anticuerpos contra Histoplasma capsulatum y
Paracoccidioides brasiliensis
Inmunoensayo enzimatico Deteccion de anticuerpos contra Candida spp. y Aspergillus spp.
(ELISA)
Deteccion Aglutinacion con particulas de Deteccion del antigeno capsular de Crypotococcus neoformans

de antigenos

latex
ELISA para |,3-B-D-glucano
ELISA para Mananos

ELISA para Galactomananos

Lateral Flow para antigenos secre-
tados o capsulares

Cromatografia de gases acoplada

Deteccion del polisacarido de diferentes hongos (panfingica)
Deteccion del polisacarido de la pared de especies de Candida

Deteccion del polisacarido principalmente de la pared de
Aspergillus spp.

Deteccion de antigenos de Aspergillus fumigatus y Cryptococcus
neoformans por inmunocromatografia (Lateral Flow)

Deteccion de compuestos volatiles. De utilidad en el diagnos-

a masas para la deteccion de tico de infecciones pulmonares por Aspergillus spp.

compuestos volatiles

Pruebas moleculares

Ampli- Técnicas basas en la reaccion en  Identificacion de diferentes hongos tanto de muestras biologicas
ficacion cadena de la polimerasa (PCR) como de cultivos por la amplificacion de diferentes dianas de
de acidos ADN flngico

nucleicos

Secuencia- Secuenciacion de Sanger o piro- Permiten la identificacion de hongos a partir de muestras clinicas
cion secuenciacion o de cultivos por secuenciacion de dianas especificas
|dentificacion  MALDI-TOF Identificacion de diferentes hongos por la huella peptidica a
de perfiles partir de muestras clinicas y de cultivos

proteicos

Tomado y modificado de Laboratory diagnostics of invasive fungal infections: an overvgw with emphasis on molecular ap-
proach por L. Baskova & V. Buchta, 2012, Folia Microbiologica, 57, p. 423. Copyright~ 2012 por Institute of Microbiology,
Academy of Sciences of the Czech Republic [72]

Conclusiones

A pesar de la amenaza que representan las infecciones fUngicas para la salud humana, en
particular las invasivas y las diseminadas, debido a las altas tasas de morbilidad y mortalidad
que causan, aln no se tiene la suficiente conciencia sobre la magnitud del problema, por
lo que continlian siendo un desafio en lo que al control, el diagnostico vy el tratamiento se
refiere.

Hasta ahora se han logrado importantes avances en el desarrollado de técnicas de laboratorio
que apoyan el diagnostico micolbgico. Aunque algunas han contribuido a mejorar el diagnés-
tico, existen limitaciones para su implementacion en los laboratorios dedicado al diagnostico
microbioldgico de rutina por la falta de estandarizacion, la baja sensibilidad o especificidad, y
por el costo de algunas de ellas. Por lo tanto, la blsqueda de una prueba sencilla, que supere
en tiempo, sensibilidad y especificidad al examen directo y al cultivo, considerado actualmente
el estandar de referencia, continla siendo una tarea pendiente.
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Figura 7. Algoritmo general a seguir en el procesamiento de las principales muestras biologicas en el laboratorio para
el diagnostico micologico. Tomado y modificado de The Fungi of Medical Importance (p. 671) en: Foundations in Micro-
biology por K.P. Talaro & B. Chess, 2015, Nueva York, Estados Unidos: McGraw-Hill Education. Copyright® 2015 por

McGraw-Hill Education [ 1].
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