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patógenos que un laboratorio de microbiología debe ser
capaz de identificar, lo cual complica los procedimientos de
laboratorio1-3.

Asimismo, la aparición de especies patógenas con
resistencia intrínseca a los antifúngicos y de cepas con
resistencia secundaria ha determinado la necesidad de
desarrollar y estandarizar las pruebas de sensibilidad a
los antifúngicos. En los últimos años se han estandarizado
varias técnicas para la detección de resistencias in vitro,
que muestran cierta correlación con la evolución clínica de
los enfermos. Por eso, parece cada vez más importante
conocer el perfil de sensibilidad de las cepas clínicas y el
espectro de acción de los antifúngicos.

En el presente documento se incluyen una serie de
recomendaciones sobre las técnicas diagnósticas en
micología médica, clasificadas por motivos prácticos en
convencionales (microscopia directa y cultivos) y en no
convencionales (detección de antígenos, anticuerpos, ácidos
nucleicos). En la segunda parte de estas recomendaciones
se hace una revisión breve de las técnicas de referencia, así
como de los métodos comerciales para la detección de
resistencias a los antifúngicos.

En la tabla 1 se especifican los criterios que se han
utilizado para realizar las recomendaciones diagnósticas,
según la potencia estadística de las evidencias que apoyan
el uso de las diferentes técnicas de diagnóstico micológico4.
Debe indicarse que el grado de recomendación es de
especial interés en lo que se refiere a los métodos
diagnósticos no convencionales, ya que son técnicas que
no se encuentran disponibles en muchos laboratorios
asistenciales, por lo que algunos microbiólogos no están
familiarizados con ellas.

Métodos de diagnóstico micológico

Métodos diagnósticos convencionales

Los métodos diagnósticos convencionales están basados
en la observación microscópica y en el cultivo de las
muestras clínicas. El cultivo sigue siendo el método
estándar para el diagnóstico de las micosis, por lo que no
parece oportuno realizar una revisión exhaustiva sobre
los métodos tradicionales de diagnóstico. En el año 2001, la
Asociación Española de Micología ha publicado una guía
donde se detallan las principales técnicas de diagnóstico
micológico y de estudio de sensibilidad a los antifúngicos.
La guía incluye información para desarrollar estas
técnicas en los laboratorios asistenciales5.

En términos generales, la recogida y el transporte de la
muestra no requiere medidas especiales, aunque debe ser
enviada al laboratorio con rapidez o conservar refrigerada
si no es procesada en menos de una hora. El examen
microscópico directo es de gran utilidad para la
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Introducción

Durante las tres últimas décadas, la relevancia clínica
de las infecciones causadas por hongos ha ido
aumentando. Las razones son varias, pero entre ellas
destacan el aumento de pacientes inmunodeprimidos y el
incremento de la agresividad de las técnicas diagnósticas
y terapéuticas, que han hecho crecer la población
susceptible de sufrir una micosis invasiva.

Como en toda la patología infecciosa, un diagnóstico
etiológico correcto y precoz es imprescindible para
instaurar el tratamiento adecuado y, de esta forma,
mejorar el pronóstico del enfermo. Sin embargo, esto no
es sencillo en las infecciones fúngicas. Algunos hongos
crecen lentamente o infectan tejidos poco accesibles, por
los que el diagnóstico por los métodos tradicionales
–observación directa y cultivo– puede ser tardío o tener
una sensibilidad muy baja. A esta situación hay que
añadir el aumento constante de la lista de hongos
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identificación de estructuras fúngicas (levaduras o
filamentos), por lo que debe realizarse siempre que sea
posible. En los exámenes en fresco se utilizan contrastes
que ayudan a identificar los hongos, como la tinta (Parker)
o el azul de lactofenol. También puede emplearse el
microscopio de fluorescencia aplicando como contraste
fluorescente el blanco de calcoflúor. Además, existe la
posibilidad de realizar tinciones como la de Gram, Giemsa,
azul de metileno o argénticas6.

Tras el examen microscópico, las muestras deben
sembrarse en varios medios de cultivo. Aunque la mayoría
de los hongos crece en medios habituales como el agar
sangre y el agar chocolate, también deben utilizarse
medios específicos para hongos como el agar glucosado de
Sabouraud. En las muestras en las que pueda existir una
infección polimicrobiana o flora bacteriana comensal
deben emplearse medios selectivos, como el agar
Sabouraud con cloranfenicol con o sin gentamicina. En el
caso de los hemocultivos, las técnicas basadas en el
método de lisis-centrifugación pueden mejorar la
sensibilidad de los cultivos tradicionales (bifásicos) y de
los sistemas automatizados, por lo que debe valorarse su
utilización en enfermos con alto riesgo de padecer micosis
invasivas.

Además de lo anterior, pueden hacerse algunas
recomendaciones sobre puntos específicos del diagnóstico:

Hay que realizar un esfuerzo para identificar

las especies de levaduras y hongos filamentosos

Es conocida la diferente sensibilidad a los antifúngicos
de las distintas especies de Candida y, sin duda, es
previsible que algo parecido ocurra entre diferentes
especies de hongos filamentosos. Por ejemplo, existen
datos sobre la menor actividad de anfotericina B frente a
Aspergillus terreus que frente a otras especies de
Aspergillus7-9; por otra parte, Scedosporium apiospermum
es sensible a varios antifúngicos, mientras que S.
prolificans es prácticamente intratable10-12. La
identificación de la mayoría de las levaduras que se
aíslan de pacientes está al alcance de casi todos los
laboratorios asistenciales, ya que existen métodos
comerciales de identificación, como API ID 32C,
API 20C AUX, Auxacolor, Candifast, Fungicrom, etc., que
tienen una fiabilidad alta, aunque siempre deban

complementarse con un agar que permita el estudio
morfológico (agar harina de maíz o agar arroz)13. Para
identificar algunas especies poco frecuentes en muestras
clínicas es necesario recurrir a pruebas adicionales, como
la fermentación de azúcares, el crecimiento a diferentes
temperaturas, la presencia de ureasa, etc. Más difícil
puede ser la identificación de la especie aislada de moho u
hongo filamentoso, que en bastantes casos puede requerir
el concurso de un centro de referencia, ya que no existen
métodos comerciales de identificación para estos hongos.
Debe ponerse de manifiesto que la identificación no puede
realizarse por el aspecto microscópico de las hifas en las
muestras clínicas, sino a través de las características
macroscópicas y microscópicas de los cultivos realizados
en medios específicos.

Hay que incluir técnicas que ayuden a distinguir

C. albicans de C. dubliniensis

Una de las técnicas más conocidas y utilizadas en la
identificación micológica es la incubación de las levaduras
en suero durante 90-180 min, a 37 °C. Esta técnica se
utiliza para detectar la producción de tubos germinales
por parte de los organismos levaduriformes, capacidad que
sólo había sido descrita en C. albicans y que por tanto ha
servido para identificar esta especie. Sin embargo, existen
cepas de C. albicans que no producen tubos germinales
(5-10%) y, además, en los últimos años se ha descrito una
nueva especie de Candida, C. dubliniensis, que puede
producir tubos germinales en suero. Varios autores han
señalado que C. dubliniensis puede ser un patógeno
frecuente y que hasta ahora ha sido subestimado por su
similitud con C. albicans. Además, C. dubliniensis
presenta una mayor facilidad para desarrollar resistencia
a los azoles14, por lo que su identificación puede suponer
decisiones terapéuticas. Por tanto, los laboratorios deben
intentar diferenciar estas dos especies; algunos sistemas
comerciales (ID 32C, Vitek 2) distinguen ambas especies,
pero C. dubliniensis tiene un perfil bioquímico muy
parecido a C. albicans, por lo que no todos los sistemas
comerciales de identificación las distinguen. Si se utilizan
medios comerciales que no contemplan esta especie en su
base de datos, deben realizarse pruebas complementarias
entre las que destaca el cultivo a 42-45 °C, temperaturas a
la que C. dubliniensis no suele crecer15. Sin embargo, hay
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TABLA 1. Categorías según el grado de evidencia que permiten hacer recomendaciones sobre la utilidad de un determinado
procedimiento diagnóstico o terapéutico

Grados sobre la cualidad científica de la evidencia Categorías indicando la potencia estadística de la recomendación

I0Evidencias apoyadas en al menos un estudio aleatorizado A0Evidencia de potencia estadística elevada apoyando 
y controlado la utilización

II0Evidencias apoyadas en al menos un estudio bien diseñado B0Evidencia de potencia estadística moderada apoyando 
aunque sin aleatorización (casos-controles, cohortes), la utilización
en estudios de series temporales o en pequeños estudios 
sin controlar, pero cuyos resultados puedan ser de vital 
importancia 

III0Opiniones de expertos, experiencia clínica, estudios C0Pocas evidencias para apoyar o desaconsejar la utilización
00descriptivos o informes de comités

D0Evidencia de potencia estadística moderada desaconsejando
la utilización

E Evidencia de potencia estadística elevada desaconsejando
la utilización

De McGowan, 1992.



que tener en cuenta que algunas cepas de C. dubliniensis
crecen a 42 °C y que un número pequeño de aislamientos
de C. albicans no crecen a 45 °C, por lo que puede ser
necesario emplear otras pruebas para su diferenciación.

Empleo de medios de cultivo diferenciales

En el diagnóstico micológico se emplean medios
diferenciales cromogénicos que permiten reconocer varias
especies de levaduras por el color de la colonia. Estos
medios son de gran utilidad para distinguir las
infecciones mixtas, micosis que según algunos datos son
más habituales de lo que se cree13,16. Ante la presencia de
levaduras en una muestra clínica procedente de un
enfermo con una micosis invasiva, debería añadirse un
medio de cultivo cromógeno. Además, algunos medios
diferenciales cromógenos permiten el diagnóstico
presuntivo de infecciones por C. krusei o C. glabrata, lo
cual presenta repercusiones terapéuticas. La adición de
un medio diferencial cromógeno para levaduras a todas
las muestras nobles (estériles en condiciones normales),
permitiría adelantar entre 24 y 48 h el diagnóstico de
infección mixta y, sobre todo, la presencia de levaduras
resistentes al fluconazol. Esta práctica elevaría de
manera considerable el coste del diagnóstico, por lo que
los laboratorios asistenciales deben decidir sobre su
utilización rutinaria basándose en la prevalencia en el
centro de especies resistentes al fluconazol17.

¿Medios en placa o en tubo?

El cultivo de las muestras en medios dispensados en
tubos puede ser necesario para el diagnóstico de hongos de
crecimiento lento, ya que se evita la contaminación y la
desecación del agar. Además, la probabilidad de que se
aísle Histoplasma u otro patógeno endémico es cada vez
mayor, y el cultivo en tubo disminuye el riesgo de
contaminación en el laboratorio. Es importante recordar
que los cultivos sospechosos de contener un hongo
patógeno primario deben manejarse en instalaciones que
cumplan las condiciones de bioseguridad GR-3.

Es imprescindible la buena comunicación

entre el laboratorio y el clínico que permita

la elección de los medios de cultivo, temperatura

y tiempo de incubación adecuados ante la sospecha

de una micosis

En los casos de sospecha de infección fúngica invasiva
debería realizarse un examen microscópico directo, con
blanco de calcoflúor o con una tinción (técnica de
impregnación) argéntica, que permita realizar el
diagnóstico de micosis invasiva de forma precoz. De
cualquier forma, deben ser estudiadas determinadas
muestras nobles, como biopsias y lavados
broncoalveolares, para detectar la presencia de hongos en
todas las ocasiones. Por otra parte, la comunicación con
radiólogos y patólogos puede ayudar a diagnosticar la
infección, pero no debe olvidarse que la identificación
definitiva del patógeno es labor de los microbiólogos y que
esta identificación puede tener repercusiones en la
elección del tratamiento antifúngico.

Métodos diagnósticos no convencionales

Como ya se ha indicado en el apartado anterior, existe
un amplio consenso entre los diferentes especialistas sobre
los métodos diagnósticos basados en el cultivo. Sin
embargo, el acuerdo es mucho menor en lo que se refiere
a las técnicas no convencionales, es decir, aquellas que no
se basan en el examen microscópico y en el cultivo del
microorganismo. Existen metodologías que han probado
ampliamente su utilidad, pero que no están al alcance de
todos los laboratorios y otras por el contrario, que aun
siendo asequibles, no están suficientemente evaluadas
(tabla 2). En este apartado se comentan únicamente las
técnicas comerciales disponibles, que se encuentran
estandarizadas para su utilización en los laboratorios
asistenciales. Otras técnicas en desarrollo, “caseras” o sin
evaluar en estudios multicéntricos, no se incluyen en estas
recomendaciones.

Diagnóstico de las candidiasis invasivas

por métodos inmunológicos

Para el diagnóstico de las candidiasis invasivas se
dispone de técnicas basadas en la detección de diferentes
antígenos o componentes fúngicos y en la detección de
anticuerpos. En los últimos años se han utilizado
principalmente técnicas de aglutinación o de
enzimoinmunoanálisis (ELISA) para la detección de
diferentes compuestos (mananos, glucanos, D-arabinitol,
enolasa, etc.).
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TABLA 2. Recomendaciones y grado de evidencia de las técnicas diagnósticas micológicas

Técnica diagnóstica Grado de recomendación Bibliografía

Métodos convencionales de cultivo e identificación I-A, II-A 5, 6, 13, 17
Diagnóstico de la candidosis invasora:

Detección de Ag y Ac mediante ELISA II-B 19, 20
Detección de Ac frente a tubos germinales de Candida II-B 21, 22
Técnicas basadas en la aglutinación II-C 16, 23

Diagnóstico de la criptococosis mediante detección del Ag capsular I-A 5, 26
Diagnóstico de la aspergilosis invasora:

Detección de galactomanano en enfermos oncohematológicos II-A 33-35
Detección de galactomanano en otros enfermos inmunodeprimidos II-B 28, 30, 31
Detección de otros Ag o componentes fúngicos II-C 27, 36

Diagnóstico genérico de las micosis invasora:
Detección de beta (1,3)-glucano II-B 37, 38

Técnicas moleculares de diagnóstico de las micosis II-B, II-C 39-45



Técnicas basadas en la detección de manano y

anticuerpos antimanano. Existen varias comercializadas,
como LA-Candida Detection System (Immuno Mycologics
Inc.), ICON Candida Assay System (Hybritec Inc.) o
Platelia Candida (Biorad)18. Sólo se ha evaluado con
detalle la última y se fundamenta en la detección
mediante ELISA de antígenos y anticuerpos de Candida.
Las técnicas basadas en la detección de manano tienen
una sensibilidad media del 40-50% y más del 95% de
especificidad, mientras que las técnicas basadas en la
detección de anticuerpos antimanano (50 y 94%,
respectivamente). Cuando se utilizan las dos técnicas de
forma combinada la sensibilidad alcanza el 80% y la
especificidad el 93%19,20. Para los pacientes con
antigenemia positiva, la prueba de detección de manano
tendría una aplicación adicional, que sería la
monitorización de la respuesta al tratamiento. Aunque
aparentemente la sensibilidad y especificidad son buenas,
no hay que olvidar que en estos trabajos el estándar
comparativo es el hemocultivo. Es decir, la utilización
combinada de ambas técnicas diagnosticaría el 80% de las
candidosis invasivas con hemocultivo positivo. Por todo
ello, no existen evidencias que apoyen la instauración de
estas técnicas en los laboratorios asistenciales. Antes de
ello deben someterse a más estudios, con estratificaciones
por tipo de enfermo y cuadro clínico, para conocer su
utilidad real.

Detección de anticuerpos frente a los tubos germinales

de C. albicans. Está a punto de comercializarse un test
(Candida albicans IFA IgG, Vircell, España) para la
detección de anticuerpos frente a los tubos germinales de
C. albicans21,22. Los estudios realizados por el propio
equipo que ha desarrollado el método le auguran una
buena sensibilidad para la detección de las candidiasis
invasivas cuyo hemocultivo es negativo. La sensibilidad
es mejor para C. albicans, pero también puede detectar
infecciones invasivas por otras especies de Candida. La
sensibilidad es menor en los grupos de pacientes con
candidemia precoz, como los pacientes críticos. Sin
embargo, la sensibilidad de la prueba aumenta con el
estudio seriado de los sueros de un paciente (dos sueros
por semana). Puede considerarse por tanto una prueba
complementaria al hemocultivo para la detección de la
candidiasis invasiva.

Otras técnicas para el diagnóstico de las candidiasis

invasivas. Existen otras pruebas basadas en la detección
de antígenos diferentes al manano. De ellas la aglutinación
con partículas de látex, Cand-Tec (Ramco Laboratories) y
Pastorex (Biorad), fue de las primeras disponibles de forma
comercial y ha sido utilizada ampliamente con resultados
dispares. En general presenta baja especificidad y tampoco
puede recomendarse de forma generalizada16,23. La prueba
para la detección de la enolasa se ha retirado del mercado
y, por lo tanto, no puede ser recomendada24. Por último, las
pruebas preliminares de detección de D-arabinitol parecen
prometedoras, pero hasta la fecha no existen técnicas
aplicables a los laboratorios asistenciales25.

Diagnóstico de la criptococosis mediante detección

de antígeno capsular

La detección de antígeno criptocócico para el diagnóstico
de la criptococosis es probablemente la mejor prueba
basada en la detección de antígeno que se utiliza para el
diagnóstico de una enfermedad infecciosa, por lo que debe
estar disponible en cualquier laboratorio de microbiología.
La prueba consiste en una aglutinación de partículas de
látex y está comercializada por varias casas comerciales.
Cualquiera de ellas aporta excelentes resultados de
sensibilidad y especificidad cuando se siguen
estrictamente las instrucciones del fabricante. Los falsos
positivos son infrecuentes; pero es importante recordar la
posibilidad de reacciones cruzadas con los polisacáridos
del agar, por lo que es muy importante evitar la
contaminación del líquido cefalorraquídeo (LCR) durante
la siembra. Una cuestión interesante es la reacción
cruzada que presenta esta prueba con los antígenos de
Trichosporon spp. y de Stomatococcus mucilaginosus, lo
cual también puede ocasionar resultados falsos positivos
en la detección de antígeno criptocócico, en algunos
pacientes con infecciones diseminadas por estos
microorganismos26.

Diagnóstico de la aspergilosis invasiva

En los últimos años se han desarrollado varias técnicas
que intentan diagnosticar precozmente la aspergilosis
invasiva. Esta micosis muestra unos porcentajes de
mortalidad del 50-90% según diferentes estudios, cifras
que están relacionadas con la población estudiada y los
problemas diagnósticos asociados con esta infección. Como
en el caso de las pruebas para Candida, las pruebas para
el diagnóstico de la aspergilosis se basan en la detección
de componentes fúngicos. La detección de anticuerpos no
ha demostrado utilidad práctica en el diagnóstico de la
aspergilosis invasiva27.

Detección de galactomanano. Existe comercializado un
test de ELISA tipo sándwich (Platelia Aspergillus,
Biorad) para la detección del galactomanano. Este método
muestra una elevada sensibilidad cuando se realizan
determinaciones seriadas, por lo que puede contribuir al
diagnóstico precoz de la aspergilosis invasiva. La prueba se
ha utilizado en muestras de suero, LCR, muestras
respiratorias y orina27,28, observándose valores dispares de
sensibilidad y especificidad. Esto puede deberse a los
diferentes criterios utilizados para definir los casos de
aspergilosis probada, probable y posible; y a los diferentes
tipos de población incluidos en el estudio (pediátrica,
receptores de órgano sólido, receptores alogénicos)29-32.
Esta prueba ha demostrado su mayor utilidad en pacientes
hematológicos considerados de alto riesgo de sufrir la
infección33,34, principalmente en receptores de
quimioterapia con neutropenia de más de 10 días de
duración y pacientes con trasplante alogénico de médula
ósea. Sobre estos enfermos se ha realizado un estudio
riguroso metodológicamente, en el que los pacientes se
clasificaron según los criterios de la EORT/MSG y se
realizaron necropsias de gran número de enfermos35. Se
practicó la detección de galactomanano en suero, dos veces
por semana mientras duró el período de riesgo de
aspergilosis, y la prueba se consideró positiva cuando la
densidad óptica fue superior a 1. Además la detección de
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galactomanano se consideró positiva cuando fueron
positivos dos ELISA consecutivos. Con estos criterios y en
este tipo concreto de población, la detección de
galactomanano mediante ELISA tuvo una sensibilidad del
89,7% y una especificidad del 98,1% para el diagnóstico de
la aspergilosis invasiva, con valores predictivos positivo y
negativo del 87,5 y 98,4%, respectivamente. Además
existen datos sobre que esta técnica es útil para el
seguimiento de la respuesta al tratamiento29. Parece por
tanto recomendable la utilización de la detección de
galactomanano en estas condiciones y para este grupo de
pacientes de alto riesgo. Para otros grupos de pacientes la
prueba puede ser de utilidad, pero hasta el momento no
existen estudios fiables que lo demuestren.

Otras técnicas para el diagnóstico de la aspergilosis
invasiva. No sólo se ha utilizado la detección de
galactomanano para el diagnóstico de aspergilosis.
Existen técnicas antigénicas basadas en la aglutinación,
pero ninguna de ellas ha mostrado una buena
sensibilidad36. Por otro lado, la detección de anticuerpos
frente Aspergillus es una técnica clásica para el
diagnóstico de las infecciones por Aspergillus. Su mayor
utilidad reside en el diagnóstico de la aspergilosis
pulmonar alérgica y aspergilomas en pacientes
inmunocompetentes, por lo que no es eficaz para el
diagnóstico de las infecciones en inmunodeprimidos, uno
de los principales problemas de la micología médica
actual27.

Otras técnicas para el diagnóstico de las micosis

Existen métodos para la detección de un componente de
la pared fúngica, el (1-3)-�-D glucano. Este glucano se
encuentra presente en muchas especies fúngicas, por lo
que su detección podría emplearse como técnica
diagnóstica panfúngica. Por otra parte, este método no es
eficaz para diagnosticar infecciones por algunos hongos
como C. neoformans y otros Basidiomycota y por especies
de Zygomycota. Existen técnicas comerciales como
Fungitec G test (Seikagaku Kogyo Corporation), Wako
WB003 test (Wako Pure Chemical Industries) y Glucatell
(Acciusa Cape Cod) que han mostrado una sensibilidad del
90% y una especificidad del 85-100% en enfermos
neutropénicos con micosis37,38. Sin embargo, no se han
evaluado con detalle mediante estudios multicéntricos
estratificados, por lo que, aunque parecen prometedoras,
no existen todavía evidencias sólidas como para
recomendarlas como métodos aplicables en un laboratorio
asistencial.

En cuanto a las técnicas diagnósticas basadas en la
detección de ácidos nucleicos, se han aplicado varios
métodos en los últimos años para mejorar el diagnóstico de
las micosis. Ninguna de ellas ha logrado superar la
fiabilidad de los métodos tradicionales y apenas tienen
aplicabilidad asistencial. Se han evaluado técnicas no
estandarizadas para detectar ácidos nucleicos de levaduras
y hongos miceliales. Habitualmente, se han amplificado las
regiones ITS (internal transcribed spacer), llegándose a
detectar cantidades muy pequeñas de ADN (10 pg). Sin
embargo, la limitación de estas técnicas no es la
sensibilidad, sino la especificidad, que se sitúa alrededor
del 70%39-44. Por ello, las técnicas moleculares cuantitativas
pueden ser de mayor utilidad para el diagnóstico de las

micosis. Una de estas técnicas es la reacción en cadena de
la polimerasa (PCR) en tiempo real, que ha mostrado
eficacia para el diagnóstico y la detección de resistencias en
bacterias y virus, por lo que probablemente pueda
constituirse en una técnica de referencia para el diagnóstico
de las micosis en un futuro no muy lejano45.

Estudios de sensibilidad a los antifúngicos
En los últimos años se han estandarizado varias

técnicas para la detección de resistencias in vitro que
muestran cierta correlación con la evolución clínica de los
enfermos. Por otra parte, algunas prácticas terapéuticas,
como el uso de la profilaxis antifúngica y de los
tratamientos empíricos, han generado cambios
epidemiológicos, entre los que destacan la aparición de
hongos que han desarrollado resistencia secundaria a los
antifúngicos y la sustitución de algunas especies
sensibles por otras con resistencia intrínseca. Por eso,
parece cada vez más importante conocer el perfil de
sensibilidad de las cepas clínicas y el espectro de acción
de los antifúngicos. Además, desde la aparición de nuevas
moléculas antifúngicas y de estrategias terapéuticas
novedosas, la detección de la resistencia podría ser vital a
la hora de elegir una alternativa terapéutica u otra46,47.

Técnicas para realizar estudios de sensibilidad

Existen varios métodos estandarizados para detectar
resistencias in vitro en levaduras. El más conocido y
difundido es el recomendado por el National Committee
for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, documento
M27-A2). Este método incluye técnicas de macro y
microdilución para determinar la concentración
inhibitoria mínima (CIM), entre cuyas principales
características se incluyen un procedimiento
espectrofotométrico para la preparación del inóculo, el
medio RPMI a pH 7,0 como medio de cultivo, la lectura
visual de los tubos o de las placas, el cálculo de la CIM por
porcentajes de inhibición y recomendaciones para
controlar la calidad de los resultados48.

El documento M27-A2 se ha convertido en el método de
referencia para los estudios de sensibilidad en levaduras y
así, otras técnicas normalizadas desarrolladas en los
últimos años se han basado en este estándar, por lo que
algunos autores las denominan NCCLS-like47. Este es el
caso del método propuesto por el European Committee on
Antibiotic Susceptibility Testing (EUCAST) de la de la
Sociedad Europea de Microbiología Clínica y
Enfermedades Infecciosas49. El estándar del EUCAST
propone algunas modificaciones para determinar la CIM
de las levaduras, acortando el período de incubación
necesario para obtener la CIM (de 48 a 24 h) y
prescindiendo de la subjetividad de la lectura visual para
calcular los porcentajes de inhibición. Las CIM obtenidas
mediante el método del EUCAST muestran una elevada
correlación con las obtenidas por el NCCLS (> 85%), por
lo que este método puede constituir una alternativa
semiautomatizada para realizar estudios de
sensibilidad50.

En lo que se refiere a los hongos miceliales, el NCCLS
también ha aprobado un método para realizar estudios de
sensibilidad en hongos productores de conidias
(documento M38-A51). En términos generales debe
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indicarse que los estudios de sensibilidad en hongos
miceliales se encuentran más retrasados que los de las
levaduras, pues existen dudas sobre la aplicabilidad de
este estándar para las especies que no producen conidias,
así como si el medio de cultivo y el procedimiento de
preparación del inóculo que se recomiendan son los más
adecuados.

Los métodos para realizar estudios de sensibilidad a los
antifúngicos en levaduras y hongos muestran una serie
de limitaciones técnicas entre las que destacan las
siguientes:

1. Dificultades para detectar la resistencia a la
anfotericina B.

2. Crecimiento residual descrito con fármaco
fungistáticos como los azoles y la fluorocitosina.

3. Problemas de crecimiento en determinadas especies
como C. neoformans y otras levaduras47,52.

Además, la determinación de la CIM por técnicas de
dilución en caldo no es un método aplicable para
laboratorios clínicos que deben hacer estudios de
sensibilidad a diario, que sufren la presión asistencial y
que deben ofrecer información rápida para que tenga
utilidad terapéutica. Por ello, se han desarrollado técnicas
comerciales que intentan simplificar los métodos de
detección de resistencias.

Existen muchas clases de técnicas comerciales para
realizar estudios de sensibilidad a los antifúngicos, pero
sólo una minoría ha demostrado una buena concordancia
con los resultados de los métodos de referencia. Entre
éstas destacan tres técnicas basadas en la microdilución
marcada con contrastes colorimétricos, el Sensititre

YeastOne (Trek Diagnostic Systems), el ASTY (ASTY
Inc.) y el Fungitest (Biorad). Estos métodos muestran
una buena concordancia con los resultados obtenidos
mediante los estándares del NCCLS y pueden constituir
una alternativa para los laboratorios asistenciales47,53.
Otra técnica comercial que muestra una buena correlación
con los estándares es el Etest (AB biodisk), un método
basado en la difusión que ha sido ampliamente evaluado
tanto para levaduras como para hongos miceliales. La
mayoría de los trabajos publicados han demostrado una
correlación aceptable con los procedimientos NCCLS o
NCCLS-like, aunque se ha observado una concordancia
cercana al 50%, en algunas especies de Candida, en C.
neoformans y en levaduras poco frecuentes en la práctica
clínica54-57. Algunos expertos creen que tanto los métodos
colorimétricos como los de difusión en agar no deben
emplearse en laboratorios asistenciales, hasta que se
superen los problemas que tienen las técnicas de
referencia. No obstante, es indiscutible que estas técnicas
son capaces de detectar la resistencia in vitro a los azoles,
lo que les puede otorgar un papel a la hora de realizar
recomendaciones terapéuticas.

Por otra parte, las técnicas de sensibilidad a los
antifúngicos muestran una discreta correlación in vitro-in
vivo, correlación que es aún más baja en el caso de las
micosis invasivas47-52. Por ello, teniendo también en
cuenta las limitaciones que se han expresado con
anterioridad, los microbiólogos asistenciales se preguntan
cuándo hay que realizar estos estudios de sensibilidad.

Indicaciones de los estudios de sensibilidad

a los antifúngicos

No existen indicaciones estrictas para hacer estudios de
sensibilidad y las recomendaciones se basan en opiniones de
expertos, conferencias de consenso y en algunos casos exis-
ten estudios controlados con una muestra reducida. Según
estos datos, puede aceptarse que existen evidencias con un
peso científico moderado (tabla 3) como para recomendar la
realización de pruebas de sensibilidad a los antifúngicos.

Algunos autores recomiendan realizar estudios de
sensibilidad en todas las cepas que proceden de
infecciones invasivas o de enfermos con algún tipo de
inmunosupresión. Esta recomendación se basa en el
concepto de la vigilancia epidemiológica y en las
evidencias que demuestran que los microorganismos
resistentes a los antifúngicos se aíslan, con más
frecuencia, en enfermos inmunodeprimidos que han sido
tratados con antifúngicos en varias ocasiones58. Sin
embargo, pueden realizarse recomendaciones más
concretas que, en ocasiones, puede ayudar al manejo de
casos individuales.

Existen algunas situaciones en las que las pruebas de
sensibilidad han demostrado tener utilidad (tabla 3).
Entre éstas cabe destacar:

1. Casos de fracaso terapéutico.
2. Enfermos que han recibido profilaxis antifúngica

previa.
3. Casos en los que se ha aislado una especie poco

frecuente, de la que se desconoce su espectro de
sensibilidad in vitro.

En estas situaciones, el estudio de sensibilidad puede
ayudar a elegir el tratamiento más adecuado o incluso a
variar la estrategia terapéutica específica, aumentando la
dosis del antifúngico, cambiando de fármaco o instaurando
una terapia combinada3,47,59.

Por otra parte, los estudios epidemiológicos son
fundamentales. Varios trabajos han demostrado que la
vigilancia epidemiológica de las infecciones fúngicas
hospitalarias y ambulatorias puede ayudar a conocer los
posibles reservorios, las vías de transmisión y los factores
de riesgo de la infección, así como el perfil de sensibilidad
de las distintas especies y su incidencia. De esta forma se
pueden establecer cuáles son los tratamientos iniciales
más adecuados o si se debe cambiar de tratamiento una
vez que se ha identificado la especie (sensibilidad
predecible). Así, por ejemplo, estudios epidemiológicos
españoles han demostrado que el 95% de las cepas
causantes de candidemia son sensibles in vitro al
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TABLA 3. Indicaciones de los estudios de sensibilidad 
a los antifúngicos

Indicaciones
Grado de
evidencia

Cepas procedentes de cualquier infección invasora III-C
Cepas procedentes de enfermos inmunodeprimidos III-C
Cepas procedentes de enfermos con fracaso terapéutico II-B
Cepas procedentes de enfermos que han recibido profilaxis II-B
Cepas pertenecientes a especies poco frecuentes III-B
Estudios epidemiológicos II-B



fluconazol, por lo que este fármaco es una buena opción
para el tratamiento inicial de las candidemias60. Sin
embargo, si la cepa del hemocultivo se identifica como C.
krusei, el tratamiento debe cambiarse, ya que esta especie
es intrínsecamente resistente a fluconazol.

Por último, es conveniente hacer algunas
recomendaciones técnicas sobre los estudios de
sensibilidad. Como norma general debe indicarse que los
estudios de sensibilidad tienen que realizarse con un
método estandarizado (NCCLS, NCCLS-like o EUCAST),
ya que estos métodos han mostrado una reproducibilidad
elevada entre laboratorios y se han evaluado en estudios
de correlación. Además, estas técnicas deberían realizarse
en instituciones sanitarias que las realizaran
rutinariamente, siguiendo un sistema estricto de control
de calidad de los resultados. Por otro lado, los métodos
comerciales pueden ser una alternativa para algunos
laboratorios asistenciales, ya que detectan la resistencia
a los azoles con bastante fiabilidad. No obstante, no deben
emplearse métodos comerciales para los que no existan
estudios de correlación con los métodos de referencia o
cuya reproducibilidad no se haya analizado. Métodos como
el Sensititre y el Etest han mostrado una buena
correlación con los métodos de referencia y una elevada
reproducibilidad, por lo que pueden ser útiles en los
laboratorios clínicos, aunque sería aconsejable realizar
estudios de comparación con los estándares, ya que de esta
forma se podría conocer la fiabilidad de los resultados de
los estudios de sensibilidad para cada institución
sanitaria.
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