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Resumen  Con el objetivo de obtener un método estandarizado y reproducible en la prepa-
racion del inoculo para las pruebas de sensibilidad in vitro de hongos dematiace-
0s, suspensiones homogéneas de 52 aislados de hongos productores de
micetomas, feohifomicosis y cromomicosis se ajustaron mediante espectrofoto-
metria a dos longitudes de ondas: 530 y 550 nm a 40 y 50% T, obteniéndose
una suspension estandarizada del indculo de 1-5 x 10° UFC/ml. Este in6culo fue
verificado mediante cuantificacion por cultivos en placas de agar glucosado de
Sabouraud (UFC/ml). El in6culo asi preparado y estandarizado mostré muy poca
variabilidad en todos los aislados estudiados. Este método puede ser de utilidad
para evaluar la sensibilidad in vitro a los antifiingicos en hongos dematiaceos.

Palabras clave Hongos dematiaceos, in6culo, estandarizacion, concentraciones inhibitorias
minimas, E-test

Spectophotometric method for preparing the inocula
of dematiaceous fungi

Summary  The aim of this study was to adapt a spectrophotometric method for preparing
the inocula of dematiaceous fungi used for in vitro susceptibility tests. Fifty-two
isolates of 17 different species of dematiaceous fungi were used for this purpo-
se. Homogeneous suspensions of conidia and hyphae of these isolates were
obtained and adjusted for reading at 530 and 550 nm at 40% and 50% of trans-
mittance. The suspensions were standardised to 1-5 x 10° CFU/ml. Quality con-
trols of the inocula were done by quantitative cultures on agar-Sabouraud plates.
The inocula obtained by spectrophotometry showed little variability within all the
isolates. This method can be useful for in vitro antifungal evaluation of dematia-
ceous fungi.

Key words  Dematiaceous fungi, inocula, standardisation, minimal inhibitory concentration,
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Las enfermedades causadas por hongos dematidceNueva Inglaterra (USA) y en regiones frias como
os incluyen al micetoma eumicético, la cromomicosis y la Finlandia y Rusia. Se han descrito casos en México,
feohifomicosis. La formacion de granulos en el tejido Pakistan, China, El Salvador e India, siendo Brasil el pais
subcuténeo por hongos causales es un signo diagndsticoon mayor incidencia de la infeccion [1-3,6].
de micetoma, analogamente, la produccién de cuerpos La cromomicosis tiene alta incidencia en
esclerdticos es diagndstico de cromomicosis [1-3]. La Venezuela, particularmente en el area rural de la region
feohifomicosis, por otra parte, comprende a un grupo noroccidental del pais que comprende los Estados Falcon,
heterogéneo de infecciones que van desde superficialesara y Zulia.Cladophialophora carrioniha sido identifi-
(cutaneas y subcutaneas) hasta sistémicas y son causadaado como el agente causal mas frecuente que causa esta
por mas de 100 especies de diversos hongos dematiaceasnfermedad [7-12]. Actualmente, se ha observado un
[1,4,5]. incremento de estas infecciones en pacientes inmunode-

Estas enfermedades son cosmopolitas y, aunqueprimidos especialmente en pacientes con sida y en pacien-
son mas frecuentemente observadas en areas tropicalestgs presumiblemente sanos [13-19].
subtropicales, también se han encontrado casos autocto- Uno de los antifingicos mas empleados en el trata-
nos en zonas templadas como Buenos Aires (Argentina) ymiento de afecciones por hongos dematiaceos es la 5-fluo-

rocitosina (5-FC). Aunque se ha descrito que en algunos
casos las lesiones involucionan rapidamente, pueden ocu-
rrir recidivas y en los tratamientos prolongados es fre-

Direccién para correspondencia: cuente observar la aparicién de resistencias secundarias.
B;a';?;rr?nigt?sgrlis?tg{??go \l\//ll\i/;f)biolo ia, Escuela P-0r ello no e aconseja U.SQY e-Sta droga corpq monoEerapia,
do Medicina. Universidad de Oriente. Ay José sino asociada a otros antif(ngicos. En los dltimos afios se
Mendez, Ciudad Bollvar, 8001 Edo. Bolivar, ha utilizado, con buena respuesta, la combinacién de itra-
venezuela conazol y 5FC, durante 6 meses. Tanto la evolucion clini-

Tel/lFax:+ 58-85-22126 . . .
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Aceptado para publicacion el 19 de mayo de 1998 resultan muy alentadoras [4,6,11,12,20].



Rev Iberoam Micol 1998; 15: 155-157

La gran variedad de especies causales de estagHewlett Pacckard 845) a una longitud de onda de 530 nm
infecciones y su diferente respuesta a los antifingicos,y 550 nm simultaneamente. Se ajusté cada suspension
aconsejan la determinacion de las concentraciones minicelular a un 40-50% + 1% de transmitancia (T) con solu-
mas inhibitorias (CMI) a los antibiéticos ya que el trata- cién salina estéril.
miento en muchos casos es dificil, siendo variable el Cuantificacidn del inéculo La cuantificacion del
grado de éxito [9,11,13-22]. Para ello, es prioritaria la in6culo fue realizada en placas de Sabouraud glucosa agar
estandarizacion del in6culo para las pruebas de sensibili{Difco Laboratories, USA), para determinar el nimero de
dadin vitro. viables, UFC/ml. La suspension celular ajustada se agitd

El National Committee for Clinical Laboratory previamente con una pipeta estéril y fué diluida 1:100, en
Standards Subcomittee on Antifungal Susceptibility solucion salina estéril. Se tom6 una alicuota de 0,01 ml de
Testing (NCCLS) ha evaluado diferentes métodos de pre-esta suspension y se sembré en toda la superficie de la
paracion del inéculo especialmente para levaduras [21-placa de Sabouraud agar, mediante la técnica de agota-
24]. El Comité recomienda el método espectrofotométrico miento. Las placas fueron incubadas durante 7-14 dias a
como el procedimiento con menor variabilidad de resulta- 30°C y fueron observadas diariamente buscando la pre-
dos para el estudio de levaduras y que produce la mejoisencia de colonias fungicas. Las colonias se contaron des-
reproducibilidad en cada laboratorio y también entre dis- pués que el crecimiento fue visible. Las UFC/mI del
tintos laboratorios. Esta evaluacion ha sido corroboradainéculo estandarizado se obtuvieron multiplicando el
en estudios posteriores [22,25,26]. numero de colonias crecidas por el factor de dilucién.

El objetivo del presente estudio es adaptar este Analisis estadisticoLa media, desviacion estandar
método de referencia para hongos filamentosos, dematiay el coeficiente de variacion fueron determinados durante
ceos, con la intencién de realizar estudios de sensibilidadcuatro dias diferentes para valorar el tamafio del inéculo

in vitro. (UFC/mI) para cada especie.
MATERIALES Y METODOS RESULTADOS
Cepas empleadasse estudiaron 17 especies de Después de un periodo de 96 h (4 dias) hasta 144 h

hongos dematiaceos, con un total de 52 cepas, de las cudseis dias) la gran mayoria de las colonias fueron visibles.
les 22 fueron aislados de pacientes con micetomas, feohilLas colonias de algunas especies cd&ngeanselmei, M.
fomicosis y cromomicosis de Venezuela y Brasil. Estas mycetomatis/ M. griseafueron visualizadas a los siete
cepas fueron aportadas por la Universidad Experimentaldias de cultivo.

Nacional Francisco de Miranda, Coro-Venezuela, de la El rango de las UFC/ml para las 16 especies de
Catedra de Micologia de la Universidad Central de hongos dematiaceos estudiados, y el porcentaje de T obte-
Venezuela y del Hospital de Clinicas de la Universidad nido en cuatro dias diferentes usando el método espectro-
Federal Do Parana (Brasil). Las treinta restantes fueronfotométrico se resumen en las Tablas 1 y 2. Se observé
aisladas de la naturaleza y proporcionadas por elpoca variabilidad en los diferentes dias en que fue evalua-
Laboratorio de Micologia del Instituto Municipal de do el indculo.

Investigacion Médica (IMIM) (Barcelona) y por la
Seccién de Micologia del Instituto de Higiene, Facultad

de Medicina (Montevideo-Uruguay). dias diférentes Usando ¢l método espedtofotomtice. oo o U
La distribucién por especies de los 52 aislados
estudiados fue la siguient€ladophialophora carrionii Hongo (N° de aislados) % T* UFC/ml  Media Desviacion % CV**
(n=9), Cladophialophora trichoideg¢n=1), Cladosporium intervalo x 10° estandar
cladosporioidegn=1), Cladosporium herbarunfn=1), p
Cladosporium sphaerospermum=3), Exophiala caste- & 2o © 40-50 1,030 24545 9158 37,31
llani (n=1), Exophiala dermatitidign=3), Exophiala ¢ i @%by aoe Ze el
jeanselmei(n=3), Exophiala moniliag(n=1), Exophiala E. jeanselmei (3) 40-50 43 202,25 71,23 41,70
spinifera (n=6), Fonsecaea compact@=1), Fonsecaea g spinifera (6) 4050 1550 3180 1330 32,22
pedrosoi(n=14),Madurela grisea(n=2), Madurela myce- F. pedrosoi (14) 40-50 1,040 18338 7478 40,78
tomi (n=2), Phialophora verrucosgn=2), Pyrenochaeta M. grisea (2) 40-50 15 1355 6894 1659
romeroi (n=1) y Rhinocladiella aquaspersén=1). M. mycetomi (2) 40-50 18 169,38 2811 1659
Cultivo. Las 52 cepas de hongos fueron manteni- £ verrucosa(2) 50 18 15263 3235 2120
das en placas de agar patata dextrosa (PDA) por resiemto®@ (44)
braS peri()dicas [12] . * Transmitancia 530-550 nm; ** Coeficiente de variacién

Preparacion de la suspension celulaCada aisla-

do fue cultivado en medio PDA, incubandose durante 7- Tabla 2. Rangos de las UFC/ml y del porcentaje de T

14 dias a 30C. Una vez crecidas las colonias, fueron obtenido en cuatro dias diferentes.

cubiertas con 2 ml de solucién salina estéril (8,5 g/l

NaCl). Mediante un asa bacteriolégica estéril, se froto la Hongos (N° de aislados) ~ %T*  UFC/mlx 10°
superficie del hongo, de manera firme y suave. Luego se —

extrajo esta suspension con una pipeta estéril. La suspen- g Z’:i‘;srgz:’z’l’;’es @ 38 17'?‘2‘
sién, compuesta por conidios y fragmentos de hifas se ¢ tichoides (1 5 1317

transfirio a tubos Eppendorf estériles y se dejé que las

particulas sedimentaran durante 20-30 minutos. El sobre- s o e

nadante de la suspensién fue usado para la realizacion de F. compacta (1) 50 1519

las diferentes pruebas (solucistock, homogenizandolo P. romeroi (1) 40-50 17

bien antes de su uso. R. aquaspersa (1) 40-50 43
Técnica espectrofotométricaLa turbidez de la Total (8)

suspension celular fué medida por espectrofotometria “T: Transmitancia



DISCUSION

Método espectrofotométrico de indculo en hongos dematiaceos
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Al realizar lecturas sucesivas a 530 y 550 nm de
longitud de onda a 40-50% * 1% T, se obtuvieron los mis-
Después de varios ensayos a diferentes concentramos resultados a ambas longitudes de ondas, este % de T

ciones del in6culo, los resultados demuestran que parad€rmitio conseguir una suspension celular confiable.

hongos miceliares, dematiaceos, el método espectrofoto- ) ¢ .
métrico probado utilizando una longitud de onda de 530 y dad para las diferentes especies. Este estudio demuestra
550 nm a 40-50% de + 1% T, permite conseguir una sus-gque es indiferente usar 530 o 550 nm de longitud de onda

pension celular de 1 a 5x10FC/ml, verificada por  a 40-50% * 1% T para ajustar el inéculo de un hongo

medio del recuento en placa, simplificando notablementedematiaceo.
el método de preparacion del indculo. La reproducibilidad

de la técnica asegura la obtencion de una concentracion
adecuada para los estudios de sensibilichaditro

[22,23,27]. La principal utilidad del método descrito es la
estandarizacion del inoculo, de manera facil y relativa-

mente rapida [21,24-26].
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