REVISION

Procedimientos de diagndstico microbiolégico
de las micosis y estudios de sensibilidad a los antifiingicos

Ignacio Gadea?, Manuel Cuenca-Estrella®, Estrella Martin®, Javier Peman, José Pontén®y Juan Luis Rodriguez-Tudela®

2Departamento de Microbiologia Médica. Fundacién Jiménez Dfaz. UTE. Madrid. "Departamento de Micologia. Centro Nacional de Microbiologfa. Instituto
de Salud Carlos III. Madrid. “Servicio de Microbiologia. Hospital Universitario Nuestra Sefiora de Valme. Sevilla. %Servicio de Microbiologfa. Hospital
Universitario La Fe. Valencia. “Departamento de Inmunologia, Microbiologia y Parasitologfa. Facultad de Medicina y Odontologia. Universidad del Pais

Vasco. Bilbao. Esparia.

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 diagnésticos basados en la
deteccion de componentes genéticos, antigénicos o
metabolicos especificos de los hongos, que permiten un
diagnostico y un tratamiento dirigido precoces. Por otra
parte, se han estandarizado métodos para el estudio de

la sensibilidad de los hongos a los antiftingicos,
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 antifingicos.
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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.

Key words: Antifungal. Micoses.

Introduccion

Durante las dltimas décadas, el aumento en la preva-
lencia de las infecciones fingicas 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 subcuténeas, caracterizadas
por la agresividad local y poca tendencia a la diseminacién
a distancia, y que suelen contar con antecedentes trau-
maticos que justifican la inoculacién del hongo'2.

El cultivo sigue siendo el “patrén oro” del diagnédstico
microbioldgico, permite la identificaciéon del agente etiol6-
gico y la realizacion del estudio de sensibilidad; pero fre-
cuentemente requiere muestras obtenidas por métodos in-
vasores, no diferencia entre infeccién y colonizacién,
presenta baja sensibilidad y es un método lento. Por este
motivo se han disefiado otros métodos diagnédsticos, mas
rapidos y sensibles, basados en la deteccién de antigenos,
productos metabdlicos especificos o material genético de
los hongos. Ademas, en la ultima 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 fingicas 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 dltimos 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 prac-
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-
teccidn e identificacion del agente causal de la infeccién uni-
do a la eleccién un tratamiento adecuado como objetivos
prioritarios; pero el enfoque es diferente segun el tipo de mi-
cosis de que se trate: a) en las micosis sistémicas, el diag-
néstico micolégico 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 cutdneos?; ¢) las micosis
subcutaneas estan causadas por hongos ambientales inocu-
lados directamente en el tejido celular subcutdneo 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 microscé-
pico directo y el cultivo de las muestras, en algunas de ellas,
como la lobomicosis, el hongo causal atin 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 antifingicos 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 més 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
obtencion 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
funcion 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-
cacién, 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 més 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 organicos deben concentrarse por cen-
trifugacion o filtracion, siempre que haya suficiente canti-
dad; la orina se sembrar4 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 microscépico 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
infeccion fungica 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 tni-
ca razon para no efectuar la observacién microscépica en
beneficio del cultivo. Se utilizan montajes humedos, tin-
ciones fijas y diversas técnicas histologicas para las mues-
tras de tejidos.

Seleccion de medios y condiciones
de incubacion

Aunque se pueden utilizar medios no selectivos, la utili-
zacién de medios selectivos es el procedimiento mas habi-
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tual; para ello, se anaden antibidticos a los medios para in-
hibir el crecimiento bacteriano y, en diversas situaciones,
el crecimiento de determinados hongos considerados con-
taminantes. Los agentes selectivos més utilizados son an-
tibacterianos (cloranfenicol, gentamicina), y también inhi-
bidores de hongos como la cicloheximida (actidiona), que
es especialmente ttil en las muestras cutdneas y respira-
torias de micosis sistémicas endémicas. El medio més ca-
racteristico y cldsico es el agar glucosado de Sabouraud
(AGS), que es el medio m4s utilizado para la descripcién
de las caracteristicas de la mayoria de los hongos. Se uti-
lizan medios enriquecidos para las micosis sistémicas en-
démicas (histoplasmosis, blastomicosis). Otros medios, de-
nominados diferenciales, permiten la identificacién del
hongo basada en la apariencia de éste en dicho medio,
merced a la adicién de determinados componentes como,
por ejemplo, sustancias cromégenas, o indicadores de pH.
Otros contienen algin componente (p. €j., acido cafeico)
destinado a aislar un agente concreto (Cryptococcus neo-
formans), favorecer la identificacién de ciertas especies
(p. ¢j., medio de Czapeck), u obtener estructuras de repro-
duccién sexual (p. €j., agar acetato, agar patata-zanaho-
ria). La buena calidad de los medios es indispensable para
conseguir el aislamiento y la identificacién de los hongos
y debe ser evaluada utilizando las cepas de control ade-
cuadas para cada medio. El soporte habitual para los me-
dios de cultivo en micologia suele ser tubos de cristal o pla-
cas de Petri (90 mm). Los tubos tienen la ventaja de
soportar incubaciones prolongadas y aumentan la seguri-
dad en el caso de sospecha de micosis endémicas, pero
debe asegurarse el intercambio de aire a través del tapon.
La temperatura 6ptima de crecimiento de la mayoria de
los hongos patégenos es 30 °C y no ofrece ninguna ventaja
la incubacién simultdnea a 30 y a 37 °C. La temperatura
de 37 °C debe reservarse para los hongos dimérficos o al-
guin hongo que se desarrolle mejor a esta temperatura.
Una estufa a 37 °C es también necesaria para verificar la
tolerancia a esta temperatura. Los cultivos de hongos de-
ben incubarse durante 3-4 semanas antes de ser desecha-
dos; sin embargo, hay muestras que se pueden eliminar
antes (p. €j., exudado vaginal).

Identificacion

A diferencia de la identificacién bacteriana, la identifi-
cacién de los hongos requiere de la obtencién de datos mor-
fol6gicos mediante la observacién microscépica de los ais-
lamientos, mucho mas minuciosa en el caso de los hongos
filamentosos, que comprendera el tipo de talo, la morfolo-
gia de las estructuras vegetativas, la forma de las células
conididgenas, la descripcion de las conidias, de las estruc-
turas de reproduccion sexual, etc. Para la identificacién de
las levaduras es muy 1til la utilizacién de medios cro-
moégenos que se complementard con la observacion de la
morfologia desarrollada en agares morfolégicos y por las
pruebas de asimilaciéon de compuestos carbonados y ni-
trogenados, mediante galerias comerciales o métodos ca-
seros. En ocasiones puede ser necesaria la realizacién de
pruebas de fermentacion. La identificacion molecular
de los aislamientos fingicos esté todavia limitada a de-
terminados laboratorios especializados, se basa en los ma-
pas de restriccién de fragmentos del operén ribosomal, di-
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geridos con un panel de enzimas de restriccion, que permi-
te la elaboracion de 4rboles filogenéticos®.

Informe de los resultados

El diagnéstico micolégico se completa cuando la infor-
macién llega al conocimiento del médico responsable del
paciente. La observacién microscépica debe ser informada
inmediatamente ya que aporta una importante ayuda al
clinico; sus pacientes pueden salir de la consulta de der-
matologia con un diagnéstico presuntivo (dermatofitosis),
que habra que confirmar con el cultivo, o definitivo (piti-
riasis versicolor). Otras observaciones positivas permiten
una orientacién terapéutica (mucormicosis, aspergilosis,
etc.). Los cultivos negativos son informados, habitualmen-
te, a las 4 semanas de incubacién, aunque la prolongacién
de la incubacién después de 3 semanas aporta poca infor-
macién adicional. Los cultivos positivos se informaran en
el momento en el que se disponga del crecimiento. Cuan-
do el significado del aislamiento del hongo sea dudoso o se
requieran aislamientos sucesivos, debe hacerse constar asi
en el informe. En los aislamientos poco habituales, un pe-
queno resumen de las caracteristicas del hongo puede ser
fundamental para el manejo clinico.

Estudios de sensibilidad

Todo el proceso de recogida de muestras, transporte y
conservacion de las cepas/muestras destinadas a la reali-
zacién de un estudio de sensibilidad a los antifingicos
sigue los procedimientos habituales en el laboratorio de
microbiologia. Las especies fingicas en las que se reali-
zan estudios de sensibilidad estén clasificadas en el gru-
po 2 desde el punto de vista de la bioseguridad, por lo que
no deben manejarse en condiciones especiales. Si las prue-
bas de sensibilidad se hacen para conocer la mejor alter-
nativa terapéutica en un enfermo concreto, deberian reali-
zarse de forma réapida, intentando ofrecer una informacién
util para el manejo del enfermo. Esta capacidad de res-
puesta rapida sélo suelen tenerla las instituciones sani-
tarias que hacen las pruebas de forma habitual. Para los
estudios epidemioldgicos diferidos, las cepas deben conser-
varse siguiendo procedimientos habituales: 8 semanas a
4 °C en un subcultivo en medios para hongos como agar
Sabouraud o agar patata glucosado, o bien la congelacién o
liofilizacién si se van a diferir mas tiempo®. El envio de
muestras o cepas a un laboratorio de referencia, debe uti-
lizarse un sistema de envio homologado, que cumpla la
normativa europea sobre transporte de muestras y cepas
clinicas. Para la preparacion de los inéculos debe partirse
siempre de un subcultivo fresco de las cepas?®.

Seleccion de medios y condiciones
de incubacion. Cultivos

En general se utilizan medios sintéticos definidos, como
el RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute) con o
sin glucosa. Se deben hacer pruebas de esterilidad del
medio asi como de pH, que debe situarse alrededor de
7,0 £ 0,3. En caso contrario, los antifingicos pueden per-
der parte de su capacidad inhibitoria. Los antifungicos
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deben obtenerse en forma de sustancia valorada solicitan-
dolo al laboratorio que los fabrica o en aquellos casos en
los que sea posible, comprandolos a un distribuidor acre-
ditado. Debe conocerse el namero de lote, potencia, fecha
de caducidad y condiciones de conservacién. Las prepara-
ciones clinicas no deben emplearse.

Los métodos de referencia describen con precisién todo el
proceso de preparacion de soluciones madre de los antimi-
crobianos, de las placas o tubos con concentraciones decre-
cientes, del inéculo, de la forma de inoculacién y de lectura.
Si se decide utilizar un método comercial deben seguirse
fielmente las instrucciones del fabricante®!2. Las condicio-
nes de incubacién no son especiales. Generalmente se cul-
tivan en atmoésfera normal, a 30 o 35 °C, durante 24-72 h,
dependiendo del método y de las especies fingicas.

Criterios para la interpretacion
de los resultados

La finalidad de los estudios de sensibilidad in vitro es la
deteccién de las resistencias de los microorganismos a los
antimicrobianos y, de esta forma, poder predecir la resis-
tencia clinica. Sin embargo, la correlacién entre las prue-
bas de sensibilidad in vitro a los antifingicos y la respues-
ta al tratamiento de los enfermos con micosis no es muy
elevada, por lo que no existen unos criterios claros para
su interpretacion.

El Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) esta-
dounidense ha establecido puntos de corte para interpretar
los resultados de estas pruebas con fluconazol, itracona-
zol, fluorocitosina y voriconazol (tabla 1). Estos puntos de
corte sélo son aplicables en infecciones por levaduras y tie-
nen una utilidad clinica limitada. Respecto a los hongos fi-
lamentosos debe sefialarse que no existen puntos de corte
para interpretar las pruebas de sensibilidad. No obstante,
en los dltimos afnos se han comunicado fallos terapéuticos
con itraconazol en infecciones producidas por cepas de
Aspergillus con concentracién inhibitoria minima (CIM)
= 8 mg/l. Para anfotericina B, algunos autores han com-
probado que cepas de Aspergillus spp. y de Rhizopus spp.
se comportan como resistentes en modelos animales, cuan-
do tienen una CIM de anfotericina B = 2 mg/1'3.

Informacion de los resultados

Los resultados de los estudios de sensibilidad a los anti-
fingicos deben informarse como los de otros antibiogra-
mas, indicando el valor de la CIM. En caso de utilizar el
método del CLSI, podria informarse como sensible o resis-
tente, siguiendo los puntos de corte recogidos en la tabla 1.
Sin embargo, dadas las limitaciones antes expuestas sobre
la correlacién de estas pruebas con la clinica, se aconseja
que los laboratorios que hagan estas pruebas de sensibili-
dad mantengan una relacién estrecha con los médicos que
las solicitan, individualizando cada caso y colaborando en
la toma de decisiones terapéuticas.

En caso de realizar estudios epidemiolégicos periédicos,
se deberia informar a toda la institucién sanitaria sobre
la distribucién de especies y el perfil de sensibilidad, lo
que ayudaria a elegir los tratamientos empiricos méas ade-
cuados.

TABLA 1. Puntos de corte para interpretar las pruebas
de sensibilidad en levaduras, segin el CLSI estadounidense

Sensible
Antifingico | Sensible | dependiente | Intermedio | Resistente
de la dosis
Fluconazol =8 16-32 - =64
Itraconazol =0,125 0,25-0,5 - =1
Voriconazol =1 2 - =4
Flucitosina =4 - 8-16 = 32

Datos en mg/l.
CLSI: Clinical Laboratory Standards Institute.

Métodos rapidos aceptados para
la determinacion de la sensibilidad
a antifiingicos

La determinacién de la CIM por técnicas de dilucién en
caldo no es un método aplicable para laboratorios clinicos
que deben hacer estudios de sensibilidad a diario, que su-
fren la presion asistencial y que deben ofrecer informacién
rapida para que tenga utilidad terapéutica. Por ello se han
desarrollado técnicas de difusién en agar, como la M44-A
del CLSI estadounidense, validado para fluconazol y vori-
conazol, y métodos comerciales con la intencién de ofrecer
una alternativa rdpida, practica y barata para realizar
estudios de sensibilidad a los antifingicos'.

Existen varios métodos comerciales que han demostrado
una buena correlacién con los estandares de referencia.
Esta correlacién es aun mas apreciable con los azoles, far-
macos para los que se han descrito la mayor parte de las
resistencias. Por tanto, los laboratorios asistenciales pue-
den emplear estos métodos para detectar con fiabilidad y
rapidez la resistencia a los azoles, sobre todo la resistencia
in vitro a fluconazol en levaduras'*. Entre los métodos co-
merciales que pueden emplearse en un laboratorio clinico
destacan las técnicas de difusién en agar con discos o ta-
bletas de antifingicos como el NeoSensitabs® (A/S Rosco),
o el E-test® (AB Biodisk). Otras técnicas incorporan una
adaptacion de la microdilucién en caldo con o sin coloran-
tes como el Sensititre YeastOne® (TREK Diagnostic Sys-
tems Ltd.), el Fungitest® (Bio-Rad) y el ATB Fungus 2®
(BioMérieux). Todas ellas han mostrado una fiabilidad
elevada para detectar la resistencia a fluconazol. Por ulti-
mo, un enfoque novedoso consiste en automatizar la lec-
tura de las placas de microdilucién mediante una cdmara
de video y un programa informatico. Esta técnica es la que
incorpora el sistema WIDER I® (Soria Melguizo), que tam-
bién ha mostrado una gran fiabilidad en la deteccion de re-
sistencias en levaduras.

Métodos de diagndstico rapido.
Técnicas no convencionales

Basados en la deteccién de antigenos, sustancias produ-
cidas por los hongos, técnicas serolégicas novedosas y de-
teccién de material genético. En general persiguen un au-
mento de la sensibilidad y especificidad diagnéstica y una
mayor rapidez en la emisién de los resultados. La detec-
cién de antigeno capsular de C. neoformans ya es una téc-
nica clésica, a la que se han afiadido recientemente la de-
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teccion de diferentes antigenos de Candida, Aspergillus,
deteccién de glucano, deteccion de anticuerpos frente a la
fase micelial de las levaduras y otras. La deteccion, me-
diante un andlisis inmunoenzimatico (ELISA) comerciali-
zado (Platelia Aspergillus de Bio-Rad), de galactomanano,
un antigeno especifico del género Aspergillus, permite, en
poblaciones seleccionadas, el diagnéstico de la aspergilosis
invasora con elevada especificidad y sensibilidad?®.

Para el diagnéstico de la candidosis invasora no existe
una prueba aceptada universalmente. Los resultados ob-
tenidos con la deteccion de manano por ELISA y los anti-
cuerpos antimanano no son muy esperanzadores, siendo
globalmente inferiores a los del cultivo. Las pruebas co-
mercializadas actualmente detectan anticuerpos contra el
manano (Bio-Rad) y la enolasa (Biomerica) y los antigenos
del micelio de Candida albicans (Laboratorios Vircell). Es-
tas pruebas deben utilizarse para estudiar muestras se-
riadas del paciente, lo que permite analizar la evolucién de
los titulos de anticuerpo y su correlacién con los datos cli-
nicos y microbioldgicos. La deteccién simultdnea de mana-
no y anticuerpos antimanano (Bio-Rad) puede mejorar la
sensibilidad y especificidad en el diagnéstico de candidia-
sis invasoral®1°,

La deteccién de (1 — 3)-B-D-glucano en plasma es otra
posibilidad diagnéstica en las micosis producidas por Can-
dida, Aspergillus, Pneumocystis y otros hongos. No es efi-
caz para la deteccién de C. neoformans, mucorales, Tri-
chosporon y basidiomicetos en general. El ser humano
carece de glucanasas para digerir (1 — 3)-B-D-glucano y
por tanto su eliminacién es lenta. Existen varias pruebas
comercializadas para la deteccién (1 — 3)-B-D-glucano,
siendo el Fungitell® (anteriormente denominada Gluca-
tell® [Associates of Cape Cod]) la mas recientemente co-
mercializada y la que puede obtenerse en Espana. Las
pruebas para detectar (1 — 3)-B-D-glucano pueden pre-
sentar falsos positivos en pacientes sometidos a hemodia-
lisis con aparatos que tengan membranas de acetato de ce-
lulosa, o en tratamiento con albumina, inmunoglobulinas,
algunos agentes anticancerosos y sulfamidas.

La aparicion de nuevas técnicas moleculares abre un
nuevo camino en el diagnéstico de la infeccién fungica: la
deteccién de acidos nucleicos. Se utilizan métodos de hi-
bridacién y amplificacién convencionales junto a nuevos
sistemas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en
tiempo real (Light Cycler, Roche). El inconveniente funda-
mental de dichas técnicas es el elevado coste, la necesidad
de personal especializado, falta de pruebas normalizadas
comerciales y la falta de estudios que demuestren qué tipo
de muestra y procedimiento es el mas indicado.

Procedimientos no aceptables

Deben considerarse como inaceptables todos los resulta-
dos obtenidos mediante modificaciones no validadas de las
técnicas de referencia. En el caso de los estudios de sensi-
bilidad, es inaceptable que no se incluyan cepas control, y
no podrian validarse los resultados si las CIM de las ce-
pas control no coinciden con los recogidos por los estdnda-
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res. Por dltimo, si se va a utilizar un método comercial,
para diagnéstico rapido, identificacién o estudio de sensi-
bilidad, deben seguirse estrictamente las recomendaciones
del fabricante. Variaciones en el protocolo pueden alterar
significativamente los resultados de la prueba, reduciendo
su aplicabilidad clinica.
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