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El diagnóstico microbiológico es un paso esencial
en el establecimiento de la etiología de las enfermedades
infecciosas y aunque su característica fundamental es la
identificación del agente etiológico, en la actualidad inclu-
ye también la determinación de la sensibilidad in vitro a
los antimicrobianos y la utilización de métodos de tipado
que permitan la diferenciación intraespecífica de los aisla-
mientos. Siempre que sea posible, la identificación de los
aislamientos fúngicos debe de realizarse a nivel de espe-
cie, ya que esta información puede ser muy importante
para orientar el tratamiento antifúngico hasta que se dis-
pongan de los resultados de sensibilidad in vitro. Un
ejemplo de esta necesidad lo tenemos con el género
Scedosporium, donde Scedosporium apiospermun es sen-
sible al miconazol, voriconazol, posaconazol y ravucona-
zol, mientras que Scedosporium prolificans, una especie
muy relacionada, es resistente a la mayoría de los antifún-
gicos [1,2].

En el diagnóstico micológico se están produciendo
avances importantes que están permitiendo un diagnóstico
más rápido y eficiente. La velocidad en la obtención de
este diagnóstico es un aspecto fundamental en la medicina
actual, ya que un diagnóstico rápido posibilitará la pres-
cripción de un tratamiento antifúngico específico que per-
mitirá un uso racional de los antifúngicos y limitará el
desarrollo de resistencias. Aunque todavía no existe un
consenso sobre el tema, el tiempo ideal para que el clínico
pueda utilizar los datos del diagnóstico micológico para
guiar el tratamiento antifúngico varia según el tipo de
paciente. Así, en pacientes ambulatorios los resultados
diagnósticos se necesitan en tiempo real (menos de 10
min), ya que el paciente dejará la consulta con el trata-
miento y no volverá a una nueva consulta hasta días des-
pués, mientras que en pacientes hospitalizados los
resultados diagnósticos serán necesarios lo antes posible,
aunque el establecimiento de una terapia empírica permiti-
rá disponer de más tiempo para realizar el diagnóstico. 

Diagnóstico en tiempo real

Las posibilidades de obtener resultados en tiempo
real (menos de 10 min) en el diagnóstico micológico
actual son limitadas y se centran en la observación directa
de la muestra tomada del paciente. Este tipo de diagnósti-
co, que probablemente se beneficiará del desarrollo de
nuevas tecnologías, se basa actualmente en la observación
microscópica directa de la muestra o utilizando tinciones
de rápida realización como la tinta china, el blanco de cal-
coflúor y otros fluorocromos, o la tinción de Gram y es de
gran utilidad en el estudio de muestras clínicas de pacien-
tes con micosis que afectan a la piel y mucosas [3,4], pero
también puede ser de utilidad en el diagnóstico de micosis
invasoras como la meningoencefalitis criptocócica y algu-
nas infecciones por hongos filamentosos (Figura 1) [4,5].
Las principales limitaciones de las técnicas microscópicas
son su relativamente baja sensibilidad, su incapacidad, en
la mayor parte de los casos, para identificar el hongo a
nivel de especie y la imposibilidad de realización de estu-
dios de sensibilidad a los antifúngicos. 

Diagnóstico rápido

La obtención de resultados entre las cinco y ocho
horas que siguen a la toma de la muestra clínica abre un
gran abanico de posibilidades al diagnóstico micológico.
Una de las técnicas tradicionales en el diagnóstico de
algunas micosis profundas cuando pueden obtenerse líqui-
dos orgánicos es la realización de estudios microscópicos
para poner de manifiesto la presencia del hongo en las
muestras obtenidas utilizando tinciones como la de Plata-
Metenamina y Giemsa (Figura 2). El rendimiento de estás
técnicas es variable y depende de la concentración de los
elementos fúngicos en la muestra pudiéndose obtener un
aumento de la sensibilidad utilizando fluorocromos y anti-
cuerpos [4,5].

Existe una amplia experiencia en la utilización de
técnicas serológicas en el diagnóstico de las micosis,
empleándose generalmente en el diagnóstico de las mico-
sis invasoras más importantes [6,7]. Las técnicas serológi-
cas permiten la detección tanto de antígenos fúngicos
como de la respuesta de anticuerpos que se produce
durante el desarrollo de la micosis, y aunque normalmente
se utilizan de forma independiente, existen evidencias
recientes de que su utilización combinada puede aumentar
la sensiblilidad del diagnóstico de la candidiasis invasora
[8]. La detección de anticuerpos es de utilidad en el diag-
nóstico de la candidiasis invasora, aspergilosis broncopul-
monar alérgica, aspergiloma, blastomicosis,
histoplasmosis y paracoccidioidomicosis (Tabla 1), y
requiere del funcionamiento apropiado de la respuesta
humoral, por lo que se suele utilizar el diagnóstico de las
micosis en pacientes inmunocompetentes. Sin embargo, si
se utilizan técnicas lo suficientemente sensibles, es posi-
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ble detectar niveles de anticuerpos de utilidad diagnóstica
en algunos grupos de pacientes inmunocomprometidos
con candidiasis invasora [6]. En la mayoría de las micosis
se está mejorando el diagnóstico basado en la detección de
anticuerpos con la utilización de antígenos recombinantes,
ya que están aumentando la especificidad de las pruebas al
disminuir las reacciones cruzadas [9]. Estudios recientes
realizados en diferentes grupos de pacientes han demos-
trado que la detección de anticuerpos antimicelio es de
utilidad en el diagnóstico de la candidiasis invasora [10-
13] (Figura 2). Con independencia de la técnica utilizada,
existe consenso sobre la utilidad de la determinación de
los títulos de anticuerpos en muestras seriadas, ya que
facilita el diagnóstico y permite realizar un seguimiento
de la evolución del paciente. 

La detección de antígenos fúngicos puede permitir
un diagnóstico temprano de las micosis invasoras ya que,
a diferencia de la detección de la respuesta de anticuerpos,
no necesita el tiempo de inducción de la respuesta inmune
y su detección no se ve influenciada por el estado inmuno-

lógico del paciente. Este tipo de diagnóstico se ha desarro-
llado para la mayoría de las micosis invasoras y ha
demostrado una gran utilidad en el diagnóstico de la histo-
plasmosis, la criptococosis y la aspergilosis (Tabla 1). La
detección de antígeno capsular en pacientes con meningi-
tis criptocócica es la prueba modelo de detección de antí-
geno debido a su rapidez (10-15 min), sencillez técnica y
especificidad [3]. Los avances más importantes en el

Figura 1. Tinciones que permiten realizar el diagnóstico
micológico en tiempo real. a: Tinta china en LCR de un
paciente con meningitis criptocócica; b: Gram en esputo de
un paciente con infección por S. prolificans; c: Calcoflúor en
un paciente con colangitis por A. fumigatus.
Reimpreso con el permiso de los autores y de la editorial
Revista Iberoamericana de Micología.

Figura 2. Técnicas que permiten realizar el diagnóstico mico-
lógico rápido. a: Tinción plata-metenamina en LBA de un
paciente con neumocistosis; b: Anticuerpos antimicelio en un
paciente con candidiasis invasora; c: Sonda para el diagnósti-
co de la vulvovaginitis candidiásica.
Reimpreso con el permiso de los autores y de la editorial
Revista Iberoamericana de Micología.

Tabla 1. Utilidad de la serología en el diagnóstico de las micosis.

Detección de

Micosis Anticuerpos Antígenos

Aspergilosis Si Si
Blastomicosis Si No
Candidiasis Si Si
Criptococosis No Si
Coccidioidomicosis Si No
Histoplasmosis Si Si
Neumocistosis No No
Paracoccidioidomicosis Si No

a

b

c

a

b

c
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campo de la detección de antígeno se han realizado en el
diagnóstico de la aspergilosis invasora en pacientes hema-
tológicos mediante la detección de galactomanano con el
Platelia Aspergillus, ya que permite una detección de la
micosis más precoz que con otros métodos diagnósticos y
puede se útil para el seguimiento de la eficacia del trata-
miento antifúngico [14,15]. La detección de antígeno en
pacientes con candidiasis invasora continúa en desarrollo
y se ha comercializado recientemente un ELISA para la
detección de manano que presenta una buena especifici-
dad pero una baja sensibilidad. Un aumento de la sensibi-
lidad puede lograrse mediante la detección combinada de
manano y anticuerpos antimanano [8].

Una alternativa similar a la detección de antígeno
es la detección de componentes no antigénicos como el
D-arabinitol, el (1→3)-ß-D-glucano y el ADN. En gene-
ral, esta alternativa se encuentra en estudio y las pruebas
comercializadas que existen para la detección de algunos
de estos componentes son muy poco utilizadas en la
actualidad. El D-arabinitol es un  metabolito producido
por Candida albicans, Candida tropicalis, Candida
parapsilosis y Candida kefyr que puede ser detectado en
pacientes con candidiasis invasora mediante cromatogra-
fía de gases-espectrometría de masas o mediante un méto-
do enzimático comercializado [6]. Los niveles de
D-arabinitol deben de ajustarse con los de creatinina o los
de L-arabinitol para corregir las elevaciones de arabinitol
debidas a alteraciones en la función renal. El glucano es
un componente de la pared celular fúngica que se libera
durante la infección y puede detectarse en el suero de
pacientes con varias micosis (candidiasis, aspergilosis y
neumocistosis, pero no criptococosis) utilizando dos siste-
mas comercializados (Fungitec G test, Seikagaku Kogyo
Corporation, Japón y Wako WB003 test, Wako Pure
Chemical Industries, Japón) [6]. Cuando es positiva, la
prueba puede utilizarse como marcador de infección fún-
gica pero no permite identificar la especie.

La detección de ADN fúngico en la muestra clínica
es una posibilidad que está siendo estudiada en profundi-
dad en el diagnóstico de las micosis invasoras, no exis-
tiendo todavía pruebas comercializadas para su
realización. Esta detección puede realizarse básicamente
por dos técnicas: la amplificación mediante la reacción en
cadena de la polimerasa (PCR) de secuencias conservadas
en todos los hongos (PCR panfúngica) o de secuencias
específicas de una especie concreta (PCR específica), y la
utilización de sondas de ADN. En la mayor parte de los
estudios hay una tendencia hacia la realización de la PCR
panfúngica, que es muy sensible pero presenta una especi-
ficidad variable [16]. La utilización de sondas de ADN
permite un diagnóstico muy específico pero relativamente
poco sensible y aunque se utilizan fundamentalmente para
la identificación de los hongos presentes en muestras tisu-
lares, existe una prueba comercializada para el diagnósti-
co de la candidiasis vaginal (Affirm VPIII,
Beckton-Dickinson, EE.UU.) [17] (Figura 2).

Diagnóstico en más de 24 horas

El cultivo de la muestra clínica es el método más
utilizado en el diagnóstico de las micosis, ya que una vez
aislado el hongo puede realizarse la identificación a nivel
de especie, los estudios de sensibilidad in vitro a los anti-
fúngicos y los estudios de caracterización intraespecífica.
Como contrapartida a sus grandes ventajas, es el diagnós-
tico más lento, ya que, suele es incapaz de dar resultados
antes de 24 h, porque hay que sumar al tiempo necesario
para que crezca el hongo el que se requiere para la identi-
ficación. El tiempo de crecimiento fúngico está genética-

mente determinado y puede variar desde unas pocas horas
a varios días. En general, las levaduras pueden detectarse
tras 24-48 h de cultivo, mientras que los hongos filamen-
tosos necesitan más tiempo y pueden presentar grandes
diferencias entre ellos. Por ejemplo, Mucor y Rhizopus
producen colonias visibles en 48 h mientras que
Histoplasma capsulatum y otros hongos dimórficos
requieren entre 5 y 21 días (Tabla 2) [18].

Una vez que se ha aislado el hongo en cultivo se
realiza la identificación a nivel de especie, encontrándose
diferencias importantes en el tiempo que se requiere para
identificar los hongos filamentosos y los levaduriformes.
La identificación de los hongos filamentosos se basa fun-
damentalmente en criterios morfológicos [19] y su rapidez
depende del tiempo que tarda el hongo en formar las
estructuras que se utilizan para la identificación. Los hon-
gos levaduriformes se identifican mediante criterios mor-
fológicos y fisiológicos, siendo, en general, más rápida
que la de los filamentosos (Tabla 3). Las pruebas más uti-
lizadas son las que se basan en la asimilación de azúcares
y otros compuestos (Figura 3), que por basarse en el creci-
miento fúngico, necesitan entre 15 y 72 h [20]. Sin embar-
go, están comercializándose pruebas basadas en la
detección de actividades enzimáticas y pruebas inmunoló-
gicas que permiten una identificación rápida de las leva-
duras más importantes en clínica (Tabla 3).

Un avance importante en la identificación de los
hongos levaduriformes y de algunos dermatofitos son los
medios diferenciales, ya que permiten la identificación
por el color y la morfología de las colonias [21]. Cuando
se utilizan como medios de aislamiento primario puede
realizarse una identificación de algunas especies de
Candida en 24-48 h. Los medios diferenciales se dividen
en fluorogénicos, cuando las enzimas del hongo degradan
componentes del medio que dan lugar a compuestos fluo-
rescentes, y cromogénicos, cuando la actividad enzimática
del hongo se detecta porque se producen colonias con un
color característico. Los medios cromogénicos son los
más utilizados porque no necesitan luz ultravioleta para la
observación de las colonias y porque pueden identificar

Tabla 2. Tiempo de crecimiento de los hongos a partir de muestras clíni-
cas. Modificado de Morris et al. (18).

Nº de días para la detección
________________________________

Especies N Media Máximo

Candida albicans 191 3 14
Aspergillus spp. 64 5 21
Candida spp. (no C. albicans)  45 3 12
Penicillium spp. 25 6 23
Torulopsis glabrata 21 3 6
Cryptococcus neoformans 10 4 11
Blastomyces dermatitidis 5 16 33
Cladosporium spp. 5 7 14
Fusarium spp. 4 4 5
Paecilomyces spp. 4 9 20
Trichosporon beigelii 4 3 4
Bipolaris spp. 3 4 4
Acremonium spp. 2 4 4
Cunninghamella spp. 2 4 4
Fonsecaea pedrosoi 2 5 6
Rhodotorula spp. 2 5 5
Coccidioides immitis 1 4 4
Otrosa 13 8 2–22

Total 612 37 33

aIncluye aislamientos de Alternaria, Aureobasidium, Blastoschizomyces capitatus, Chrysosporium,
Cryptococcus albidus, Curvularia, Geotrichum, Malbranchea, Pseudallescheria boydii, Rhizopus,
Saccharomyces cerevisiae y Verticillium.
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un número mayor de especies que los fluorogénicos
(Figura 3).

Aunque en su mayor parte son todavía experimen-
tales y por tanto están limitadas a los laboratorios de refe-
rencia, las técnicas moleculares basadas en el análisis de
la secuencia del ADN constituyen una alternativa muy
importante para realizar la identificación de los hongos. El
aspecto más interesante de estas técnicas reside en su gran
especificidad, que permite, por una parte, la diferencia-
ción de hongos muy similares y, por otra, la identificación
de hongos infrecuentes o que no produzcan las estructuras
morfológicas utilizadas habitualmente en la clasificación
[22-24].  

El estudio de las biopsias tisulares es una técnica
alternativa muy empleada para el diagnóstico de las mico-
sis invasoras. La observación del hongo en secciones de la
muestra utilizando tinciones como la de Plata-
Metenamina y PAS se considera una prueba definitiva de
la invasión tisular pero no siempre es posible su obten-
ción, y como en el caso de las técnicas microscópicas que
se realizan en tiempo real, en la mayor parte de los casos
no será posible la identificación a nivel de especie del
agente observado. Sin embargo, esta identificación puede
realizarse en los hongos que causan las micosis más fre-
cuentes utilizando anticuerpos y sondas de ADN [25,26].

Para el estudio de la sensibilidad de los aislamien-
tos a los antifúngicos se dispone de dos sistemas de refe-
rencia para la realización de las pruebas [27,28] y de

varios métodos comercializados que presentan una buena
concordancia con los sistemas de referencia. En la mayo-
ría de los casos, estos métodos permiten conocer la sensi-
bilidad a los antifúngicos más utilizados en 24-48h [29].

Los métodos de diferenciación intraespecífica se
utilizan generalmente en estudios retrospectivos y pueden
ser fenotípicos y genotípicos. Aunque actualmente hay
una tendencia a utilizar métodos genotípicos, la realiza-
ción de estos métodos es generalmente más complicada
que la de los fenotípicos, y por tanto, su utilización está
restringida a laboratorios de referencia [30]. 

Retos futuros del diagnóstico micológico

El principal reto del diagnóstico micológico en el
futuro continuará siendo la identificación rápida y eficien-
te de un número cada vez mayor de hongos patógenos
para el ser humano. Dado que el esquema diagnóstico
actual basado en actuaciones consecutivas puede estar cer-
cano al límite máximo de su rapidez, parece probable que
en el futuro se utilicen estrategias diferentes que permitan
solucionar las limitaciones actuales. Una de estas estrate-
gias, que ya se está estudiando en diferentes campos de la
Medicina, es la utilización de biochips. Los biochips se
basan en la hibridación de fragmentos de ácidos nucléicos
presentes en la muestra clínica con varios miles de oligo-
nucleótidos que se encuentran fijados en un soporte de
vidrio. Entre los oligonucleótidos del biochip pueden
encontrarse secuencias específicas para la identificación
de los hongos patógenos y para la detección de mutacio-
nes que confieran resistencias a los antifúngicos o de fac-
tores de virulencia, por lo que se podrían realizar todas las
detecciones simultáneamente, simplificándose enórme-
mente el diagnóstico [31]. De manera similar, podrían uti-
lizarse biochips para analizar la respuesta del hospedador
frente a los hongos e identificar la expresión génica de
respuestas específicas que se inducen frente a cada pató-
geno tras la infección, proporcionando una nueva herra-
mienta para el diagnóstico, pronóstico y manejo de la
infección fúngica [32].

Se agradece a los Drs. Mikel Alvarez y Ricardo Salesa la
cesión de algunas de las figuras mostradas. 

Figura 3. Técnicas que permiten realizar el diagnóstico micológico en
más de 24 h. a: Prueba para la identificación bioquímica de un hongo
levaduriforme; b: Cultivo en medio cromogénico.
Reimpreso con el permiso de los autores y de la editorial Revista
Iberoamericana de Micología.

Tabla 3. Pruebas para la identificación de hongos levaduriformes.

Prueba N de especies Inoculación Tiempo Lectura
Identificadas

MUAG test 1 Manual 3min Visual
Albistrip 1 Manual 5min Visual
Albicans-Sure 1 Manual 5min Visual
BactiCard Candida 1 Manual 5min Visual
Bichrolatex Albicans 1 Manual 5min Visual
Krusei color 1 Manual 5min Visual
MUREX C. albicans CA50 1 Manual 30min Visual
Fongiscreen 4 Manual 4h Visual
Rapid Yeast Identification Panel 40 Automática 4h Automática
RapidID yeast Plus 43 Manual 4-5h Automática
Vitek 2 ID-YST 51 Automática 15h Automática
Vitek 2 YBC 36 Automática 24-48h Automática
Auxacolor 26 Manual 24-48h Visual
Fungichrom I 23 Manual 24-48h Visual
API Candida 15 Manual 24-48h Visual
Fungifast I twin 10 Manual 24-48h Visual
ID32C  63 Manual  24-72h Automática
YT Microplate 63 Automática 24-72h Automática
API 20C AUX 43 Manual 24-72h Visual
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