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Resumen: El objetivo de este trabajo fue validar la preparacion del indculo por densitometria para las pruebas de susceptibilidad a los
antifingicos en especies del género Fusarium. Se emplearon 15 aislamientos clinicos de Fusarium spp. para preparar los indculos por
espectrofotometria y contaje de unidades formadoras de colonias en cdmara de Neubauer, siguiendo los protocolos establecidos por los
documentos de referencia M38-A2 del Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI) y E.DEF 9.1 del Comité Europeo para
Pruebas de Susceptibilidad a los Antimicrobianos (EUCAST), respectivamente. En paralelo se determinaron las lecturas por densitometria
para ambos procedimientos. Se establecié un rango de 0,5-0,7 unidades McFarland para la preparacion del inoculo por densitometria
segun el CLSI, y un rango de 0,2-0,8 unidades McFarland para la metodologia descrita por el EUCAST. Con este estudio, se logré validar
la preparacion del indculo para las pruebas de susceptibilidad en Fusarium spp., utilizando la densitometria como método alternativo de
los procedimientos descritos internacionalmente, con considerables ventajas para ser implementado en los laboratorios de microbiologia
clinica. La variabilidad en cuanto a la capacidad de esporulacion y tamafio de las conidias, sobre todo en especies poco frecuentes de
Fusarium, sugiere la necesidad de validar el indculo por especie.
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Validation of the inoculum by densitometry for antifungal susceptibility testing in
Fusarium species

Abstract: The purpose of this work was to validate the preparation of the inoculum by densitometry for antifungal susceptibility testing
in Fusarium species. Fifteen clinical isolates of Fusarium spp. were used to prepare the inocula by spectrophotometry and counting of
colony forming units in a Neubauer chamber, according to the protocols established by the reference documents M38-A2 of the Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI), and E.DEF 9.1 of the European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST),
respectively. Densitometry readings were determined in parallel for both procedures. A range of 0.5-0.7 McFarland units was established
for inocula preparation by densitometry according to the CLSI, and a range of 0.2-0.8 McFarland units was established for the methodology
described by EUCAST. This study allowed validating the preparation of the inocula for antifungal susceptibility testing in Fusarium
spp., using densitometry as an alternative method for other procedures described internationally, with considerable advantages that can
be implemented at clinical microbiology laboratories. The variability regarding sporulation capacity and conidia size, especially in less
frequent Fusarium species, suggests the need of validating inocula per species.
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Introduccion

El género Fusarium esta representado por hongos
filamentosos hialinos, de distribucion universal, ubicuos
y habitualmente fitopatdgenos. En los ultimos afios,
se han convertido en la segunda causa mas frecuente
de infecciones invasoras por hongos filamentosos en

humanos, después del género Aspergillus, registrandose
altas tasas de incidencia y mortalidad en pacientes
inmunocomprometidos, principalmente por las especies de
los complejos Fusarium solani'y Fusarium oxysporum [1-3].
El diagnostico definitivo de estas infecciones no es sencillo
y suele ser tardio, por lo que se ha planteado la necesidad
de desarrollar procedimientos mas eficaces para lograr una
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mejor identificacion de estos hongos en los laboratorios de
microbiologia. Por otra parte, el tratamiento es complicado
y se ha convertido en un verdadero reto para los médicos
[2,4]. La creciente aparicion de infecciones invasoras por
hongos filamentosos patégenos y oportunistas, a raiz de
la pandemia del sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA), la aparicion y desarrollo de nuevos antifingicos,
el uso indiscriminado de estas drogas y las diferentes
respuestas terapéuticas a los tratamientos, han generado
interés en la realizacion de las pruebas de susceptibilidad in
vitro para los hongos filamentosos [2,4-6].

Actualmente, se dispone de dos procedimientos
estandarizados para la realizacion de estas pruebas: 1)
el documento M38-A2 [7], elaborado por el Instituto
de Estandares Clinicos y de Laboratorio (Clinical and
Laboratory Standard Institute, CLSI), que especifica
la realizacion de las pruebas de susceptibilidad a los
antiflingicos en Aspergillus spp., Fusarium spp., Rhizopus
spp., Pseudallescheria boydii (Scedosporium apiospermum),
Scedosporium prolificans, Zygomycetes y dermatofitos,
entre otros; y 2) el documento E.DEF 9.1, elaborado por
el Comité Europeo para Pruebas de Susceptibilidad a los
Antimicrobianos (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing, EUCAST), en el cual se estandariz6
una metodologia comiin para evaluar la susceptibilidad en
hongos filamentosos productores de conidias [8].

En ambos documentos se determinan Concentraciones
Inhibitorias Minimas (CIM) por la técnica de microdilucion
en caldo, pero son procedimientos complicados debido a
la influencia de factores como temperatura de crecimiento
del hongo, composicioén y pH del medio de cultivo, tiempo
de incubacion de la prueba y el tamafio del indculo. Para
este ultimo, ambos documentos presentan diferencias
metodologicas en cuanto a su preparacion, un aspecto
importante y critico que influye significativamente en
los valores de susceptibilidad antifiingica, especialmente
debido al manejo, recuento, dilucion y transferencia de
conidias [7-13].

En el documento elaborado por el CLSI se prepara el in6-
culo utilizando la espectrofotometria, metodologia muy re-
producible pero condicionada a caracteristicas morfologicas
propias del hongo [7,14,15]. En el documento del EUCAST
se utiliza el contaje de conidias en camara de Neubauer, me-
todologia que sugiere cierta subjetividad dependiente de la
observacion del operador, pero independiente del color y
del tamano de las conidias [8,13]. Si bien ambos documen-
tos proporcionan metodologias validas para la preparacion
del in6culo en una gran variedad de hongos filamentosos,
las notables diferencias existentes entre ellos han sido ob-
jeto de multiples estudios comparativos al tratar de relacio-
narlos, con resultados variables [5,9,10,14,16-19]. Algunos
de estos estudios, ademas de correlacionar las metodologias
anteriormente descritas, plantean alternativas mas sencillas
como el uso de la densitometria, la cual determina la rela-
cion entre la masa de células (conidias) y el volumen de
solucion en la que se encuentran suspendidas mediante el
densitometro; este designa las lecturas de las suspensiones

de conidias en la escala de unidades McFarland [14,15,20].

Araujo et al. [14], encontraron una buena correlacion entre
las metodologias descritas en los documentos del CLSI y
EUCAST con la densitometria en la preparacion del inéculo
de Aspergillus spp., concluyendo que este Gltimo método
era una herramienta muy valiosa, mas rapida, confiable y de
facil acceso para los laboratorios de microbiologia clinica,
ya que reduce la variabilidad durante la preparacion del
indculo para las pruebas de susceptibilidad antifiingica en
hongos filamentosos. La utilizacion de la densitometria,
como método para la preparacion del indculo, no ha sido
evaluada en hongos del género Fusarium.

Considerando la normalizacion del indculo como un
problema para larealizacion de las pruebas de susceptibilidad
in vitro [4,9-11,13-18,20], esta investigacién plantea,
mediante un estudio experimental y comparativo, validar
la preparacion del indculo en hongos del género Fusarium
mediante el uso de la densitometria, utilizando las bases
de preparacion del mismo propuestas por los documentos
del CLSI y EUCAST. El propoésito fundamental es
disponer de un método facil de adaptar e implementar en
un laboratorio de microbiologia clinica de rutina, lo que
ayudara posteriormente al conocimiento de los perfiles de
susceptibilidad y/o resistencia a los antifiingicos en hongos
del género Fusarium.

Materiales y métodos

Microorganismos: Se utilizaron 15 aislamientos clinicos
de 6 especies del género Fusarium, pertenecientes a la
Micoteca del Departamento de Micologia del Instituto
Nacional de Higiene Rafael Rangel (INHRR), los cuales
estaban conservados por los métodos de preservacion en
agua y bajo capa de aceite mineral [21,22] (Tabla 1). La
recuperacion de los aislamientos se realizo cultivandolos por
7 dias a 28 °C en agar papa dextrosa (PDA), verificandose
viabilidad y pureza.

Preparacion del inoculo: Se procedid a la preparacion
del inoculo siguiendo las metodologias descritas por
los documentos M38-A2 del CLSI y E.DEF. 9.1 del
EUCAST [7,8]. Se realizo el cultivo por triplicado de los
15 aislamientos de Fusarium spp. en PDA, incubandolos
48 h a 35 °C y luego a 28 °C hasta completar 7 dias. En el
caso de no observar una adecuada esporulacion en el tiempo
estipulado, se aumento el tiempo de incubacion hasta 14
dias.

Determinacion del inoculo por espectrofotometria.
Documento M38-A2 del CLSI [7]: Con un asa impregnada
en solucion Tween 20 se rasparon las porciones superficiales
de las colonias, las cuales fueron resuspendidas en 3 mL de
solucion salina estéril al 0,85% y se dejaron sedimentar de 5
a 7 min. Luego se tomaron los sobrenadantes y se colocaron
en tubos estériles, para ser transferidos posteriormente
a las cubetas de lectura de un espectrofotometro semi-
automatizado (Spectronic® 20 Genesys™; Spectronic
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Tabla 1. Especies de Fusarium usadas en el estudio.

Especies Codigo Micoteca INHRR
30310515
20249
Complejo 31009
Fusarium solani (n=6) F-412000-3
F-412000-90
F-412000-91
1156
Complejo 202
Fusarium oxysporum (n=3)
31703
31809
Complejo
Fusarium verticillioides (n=3) 12430
31839
Fusarium subglutinans (n=1) F-412000-95
Fusarium proliferatum (n=1) 113
Fusarium falciforme (n=1) 32100

INHRR: Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”.

Instruments). Se ajusto el inoculo a lecturas entre 0,15-
0,17 densidades opticas (DO) a una longitud de onda de
530 nm. Segun el documento, la suspensioén del indculo
obtenida debe diluirse 1:50 para obtener la dilucion de
trabajo correspondiente a 0,4-5 x10* conidias/mL; este
procedimiento no se realizo debido a que el inoculo no seria
utilizado para realizar las pruebas de susceptibilidad.

Determinaciondelinoculo por contaje de conidias en camara
de Neubauer. Documento E.DEF. 9.1 del EUCAST [8]: En
cada tubo con crecimiento del hongo, se colocaron 5 ml de
agua destilada estéril. Se agitaron vigorosamente durante
15 seg en un vortex a 2.000 rpm y se dejaron sedimentar
10 min. Luego se tomo una alicuota del sobrenadante para
realizar el contaje en camara de Neubauer, ajustando entre
2-5x10° conidias/mL, calculando el numero de conidias
mediante la siguiente formula: N° de conidias/mL=N° de
conidias contadas x 1000 x 20 / 0,4. La presencia de hifas
fue verificada durante el contaje de las conidias. No se
procedio al filtrado de la suspension ya que estos elementos
no superaron el 5%. Segun el documento, la suspension de
indculo obtenida debe diluirse 1:10 para obtener la dilucion
de trabajo correspondiente a 2-5 x10° conidias/mL; este
procedimiento no se realizd, debido a que el inoculo no
seria utilizado para realizar las pruebas de susceptibilidad.

Determinacion del inoculo por densitometria: Una vez

ajustados los in6culos segin los estandares internacionales,
se procedio a determinar en paralelo para cada procedimiento
las unidades McFarland en el densitometro (Densimat™
ViteK; bioMérieux) a 550 nm.

Contaje de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC/
mlL): Para verificar las conidias viables, de todas las
suspensiones ajustadas y leidas por densitometria, se
realizaron diluciones 1:100 de los indculos, se sembraron
0,01 mL por agotamiento en placas de agar Sabouraud y
se incubaron a 35 °C por 72 horas. Luego se realizaron los
contajes de las UFC/mL, los cuales debian oscilar entre 1-5
x10® UFC/mL y 2-5 x10° UFC/mL segun las metodologias
del CLSI y EUCAST, respectivamente [7,8,13,19].

Control de calidad: Se utilizaron como cepas de referencia
Aspergillus fumigatus ATCC® MYA 3627 y Aspergillus
flavus ATCC® 204304, recomendadas en el documento
M38-A2 del CLSI [7], las cuales fueron tratadas de igual
forma que los aislamientos empleados en el estudio.

Todas las determinaciones fueron realizadas por triplicado
y en dias diferentes para cada una de las especies del género
Fusarium incluidas en el estudio.

Analisis estadistico: Los resultados obtenidos fueron
descritos utilizando medidas de tendencia central. Se
calcularon los coeficientes de variacion (CV) obtenidos
por cada metodologia. Para comparar los resultados
obtenidos de la preparacion del indculo por densitometria
con los obtenidos por las metodologias estandarizadas
y medir el grado de asociacion entre ambas variables, se
utilizé el coeficiente de correlacion lineal de Pearson (R),
interpretando los resultados segun la escala numérica: 0,0 a
0,2: correlacion minima; 0,21 a 0,40: correlacion baja; 0,41
a 0,60: correlacion moderada; 0,61 a 0,8: correlacion buena;
0,81 a 1,0: correlacion muy buena. También se calcularon
los porcentajes de concordancia (%C) entre las variables,
a través de tablas de contingencia 2 x 2 y los intervalos de
confianza a 95% (IC 95%), para niveles de significancia
menores o iguales a 0,05 [23]. Todos los datos fueron
procesados mediante los programas estadisticos Excel y
SPSS version-17 para Windows. Cada valor se introdujo de
forma individual para el analisis de datos.

Resultados y discusion

Se realizaron 72 determinaciones, de las cuales 43
correspondieron al complejo F solani, 12 al complejo
E oxysporum, 7 al complejo F. verticillioides, 5 a F.
proliferatum, 3 a F. subglutinans y 2 a F. falciforme.
Para los analisis estadisticos, los datos obtenidos para las
especies de los complejos F. solani y F. oxysporum fueron
estudiados independientemente; por el contrario, los datos
del complejo F. verticillioides, asi como de F. subglutinans,
F proliferatumy F. falciforme fueron agrupados y estudiados
en conjunto, debido a que estos ultimos no esporularon
eficientemente y el nimero de determinaciones realizadas
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se redujo notablemente.

La disminucién de la capacidad de esporulacion puede
deberse a que estos hongos, habitualmente fitopatéogenos,
no encuentran en los medios de cultivo las condiciones
proporcionadas por su medio ambiente natural, sobre todo
en lo que respecta a la disponibilidad de carbohidratos, la
cual debe ser baja. Los métodos de agua por Castellani y
bajo capa de aceite mineral, utilizados para la preservacion
y mantenimiento de hongos en colecciones de cultivo, han
demostrado que son capaces de preservar aislamientos
fungicos de forma estable por largos periodos de tiempo,
asegurando sus caracteristicas macro y microscopicas,
asi como su viabilidad y pureza; la concentracion de
carbohidratos provista en el medio de cultivo del método
de capa de aceite mineral es muy baja, con la finalidad de
disminuir su metabolismo [21,22]. Por otra parte, el PDA es
un medio de cultivo util para valorar el aspecto morfologico
y la coloracion de la colonia, sin embargo, su alto contenido
en carbohidratos condiciona un mayor crecimiento, en
detrimento de la esporulacion que suele retrasarse hasta un
mes en algunas especies [24].

Resultados obtenidos siguiendo la metodologia del CLSI:
Al analizar la correlacion para las especies de Fusarium
incluidas en este estudio, entre las lecturas obtenidas por
espectrofotometria y densitometria, se obtuvo un grado
de asociacion catalogado como bueno (R=0,62), mientras
que la correlacion entre las lecturas densitométricas y
espectrofotométricas con el contaje de UFC en cultivo,
mostraron asociaciones bajas y minimas, respectivamente
(Tabla 2).

Estos resultados fueron corroborados al analizar los
coeficientes de variacion (CV) de las lecturas obtenidas
para cada variable. La variabilidad entre las lecturas
obtenidas por espectrofotometria fue baja, no superando
el 6%, ya que las lecturas debian mantenerse ajustadas al
rango establecido por el protocolo del CLSI (entre 0,15-
0,17 DO); la variabilidad de las lecturas obtenidas por
densitometria fue inferior al 20% y el contaje de UFC
mostré la mayor variabilidad entre los resultados obtenidos
para las especies de Fusarium estudiadas. Es importante
destacar que las lecturas obtenidas por densitometria fueron
muy reproducibles, manteniéndose en un rango entre 0,5-0,7
unidades McFarland. Por el contrario, la reproducibilidad
de los contajes de UFC en cultivo fueron muy variables,
con un rango entre 0,3-3,9 x10° UFC/mL. Los resultados
obtenidos para los complejos F. solani, F. oxysporum y
las otras especies de Fusarium mantuvieron la misma
tendencia observada anteriormente, tanto para los analisis
de correlacion como para los CV (Tabla 2).

Los porcentajes de concordancia obtenidos al realizar
las comparaciones entre los resultados de las lecturas por
espectrofotometria, densitometria y el contaje de UFC
fueron variables. Los coeficientes de correlacion mostraron
asociaciones bajas o minimas al realizar las comparaciones
entre las variables. Esto se debio a la elevada variabilidad
de los resultados obtenidos en el contaje de UFC, ain

manteniéndose dentro del rango propuesto por el protocolo
del CLSI y por otros autores (1-5 x10® UFC/mL) [7,13,19]
(Tabla 2). El contaje de UFC en cultivo es un procedimiento
sujeto a muchas variables en su ejecucion, entre ellas la
realizacion de la suspension del indculo y el volumen a
colocar en las placas para proceder posteriormente a la
siembra por agotamiento del inoculo diluido.

Los resultados de esta investigacion son dificiles de
comparar con los de otros investigadores, ya que la mayoria
de los trabajos revisados fueron realizados con hongos
filamentosos del género Aspergillus, los cuales son muy
diferentes al género Fusarium, tanto en aspecto morfologico
como en caracteristicas fisioldgicas y requerimientos de
cultivo. Sin embargo, los resultados obtenidos por Araujo
et al. [14], son comparables a los obtenidos en este estudio;
aunque no llegaron a establecer valores de concordancia
entre los métodos, obtuvieron una asociacion muy
buena entre ambas variables al correlacionar las lecturas
espectrofotométricas con las densitométricas obtenidas en
la preparacion del inoculo.

Analizando los rangos de las lecturas densitométricas
obtenidas, es posible que el tamafio de las conidias fuese
una variable interviniente en esta metodologia, lo que
implica que es necesario preparar un inoéculo por especie
siguiendo esta propuesta. Lo importante es tomar en cuenta
la fisiologia y las caracteristicas de crecimiento de cada
especie de Fusarium al momento de realizar el contaje de
UFC/mL, ya que fue durante estos contajes donde se obtuvo
la mayor variabilidad. Esto se observo particularmente en
las especies poco comunes de Fusarium utilizadas en el
estudio, como complejo F. verticillioides, F. proliferatum y
F. falciforme, las cuales no esporularon de forma adecuada
y ademas requirieron en algunos casos mas de 72 horas para
poder realizar el contaje de UFC en cultivo.

Los resultados no fueron influenciados por el color de las
conidias; aun cuando algunas especies del género producen
pigmento, el cual en la mayoria de los casos se transfiri6 a
la solucion del indculo preparado, éste no afectd de forma
alguna los resultados obtenidos.

Es posible que uno de los factores que mas afecte este tipo
de lecturas sea la presencia de hifas, sobre todo en especies
que no esporulan eficientemente, obteniéndose lecturas
erradas de turbidez heterogénea en vez de homogénea, como
la que se observa en un indculo a base de conidias. Esto se
evidencio en las bajas correlaciones obtenidas al comparar
las lecturas densitométricas y espectrofotométricas con el
contaje de UFC/mL, a pesar que en este estudio el porcentaje
de hifas presentes se mantuvo por debajo del 5%, tal y como
lo requiere la metodologia del CLSI.

En lineas generales, los rangos estrechos de lectura
obtenidos por densitometria para las especies del género
Fusarium indicaron la posibilidad de que el in6culo puede
ser preparado utilizando este procedimiento, ya que hay
una elevada reproducibilidad. Sin embargo, los elevados
CV obtenidos y la moderada o baja correlacion hallada
al comparar las lecturas densitométricas con las UFC/
mL obtenidas en cultivo, indicaron que la preparacion del
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Tabla 2. Coeficiente de variacion, grado de asociacion y concordancia entre las variables estudiadas para la determinacion del indculo segiin
los métodos M38-A2 del CLSIy E.DEF 9.1 del EUCAST.

Especies de Fusarium
M¢étodos de preparacion del
in6culo y variables

. Fusarium Fusarium Otros
Todas las especies . ;
solani oxysporum Fusarium*
CLSI N° 72 43 12 17
CV (%) 4,97 4,97 5,66 4,27
DO (530nm) IC 95% 0,15-0,17 0,15-0,17 0,15-0,17 0,15-0,17
X 0,16 0,16 0,16 0,16
CV (%) 17,47 18,27 16,13 15,74
UMCcF 1C 95% 0,50-0,71 0,50-0,71 0,47-0,65 0,53-0,73
X 0,60 0,60 0,56 0,63
CV (%) 74,64 65,89 69,78 81,68
UFC/mL (x10°) 1C 95% 0,50-3,4 0,81-3,91 0,36-2,02 0,27-2,61
X 1,90 2,36 1,19 1,44
R 0,62 0,66 0,63 0,47
DO vs. UMcF
%C 82,00 81,40 83,30 82,40
R 0,34 0,31 0,60 0,42
UMCF vs. UFC/mL
%C 65,30 72,10 83,30 58,80
R 0,11 0,14 0,10 0,11
DO vs. UFC/mL
%C 79,20 88,40 91,70 70,60
EUCAST Ne 70 43 10 13
CV (%) 57,76 57,02 64,76 86,91
Contaje CN 1C 95% 0,97-3,63 1,89-4,03 0,55-2,53 0,12-2,02
X 2,3 1,07 1,54 1,07
CV (%) 54,63 54,30 18,11 38,30
UMCcF 1C 95% 0,20-0,70 0,24-0,80 0,30-0,44 0,20-0,46
X 0,45 0,28 0,37 0,33
CV (%) 71,60 57,09 55,86 142,24
UFC/mL (x10°) 1C 95% 0,67-4,07 1,24-4,52 0,83-2,91 0,00-2,98
X 2,37 2,88 1,87 1,23
R 0,65 0,57 0,57 0,91
CN vs. UMcF
%C 68,60 79,10 80,00 88,20
R 0,38 0,24 0,36 0,80
UMCcF vs. UFC/mL
%C 51,40 62,80 80,00 61,50
R 0,72 0,63 0,77 0,96
CN vs. UFC/mL
%C 86,70 74,40 83,30 84,60

*Incluye: F. verticillioides, F. subglutinans, F. proliferatum y F. falciforme. DO: densidades opticas; UMCcF: unidades McFarland; UFC:
unidades formadoras de colonias; CN: camara de Neubauer; CV: coeficiente de variacion; IC 95%: intervalo de confianza; X: media
aritmética; R: coeficiente de correlacion; %C: porcentaje de concordancia.



Lage y col. / Revista de la Sociedad Venezolana de Microbiologia 2013; 33:46-52 51

indculo de cada especie de Fusarium debe ser validada por
separado.

Resultados obtenidos siguiendo la metodologia del
EUCAST: En el analisis de correlacion para las especies
de Fusarium, se obtuvo un grado de asociacién bueno
(R=0,65) entre los resultados obtenidos del contaje de UFC
por camara de Neubauer y las lecturas por densitometria:
la concordancia entre ambas metodologias fue 68,6%.
Resultados similares se obtuvieron al correlacionar el
contaje de conidias por microscopia y UFC en cultivo. Se
parti6 del hecho de que cada conidia contada deberia dar
origen a una colonia en cultivo, pero la variabilidad de los
contajes de UFC fue elevada, ya que el rango establecido
para esta variable propuesto por el EUCAST es muy amplio,
y debia mantenerse entre 2-5x10° UFC/mL. Sin embargo, el
grado de asociacion fue bajo al correlacionar las lecturas
por densitometria con el contaje de UFC en cultivo (Tabla
2).

Estos resultados fueron corroborados al analizar los CV
de las lecturas obtenidas para cada variable. La variabilidad
de los resultados obtenidos por el contaje de conidias por
camara de Neubauer y por densitometria fue de 57,76 y
54,63%, mientras que la variabilidad del contaje de UFC en
cultivo fue de 71,6%.

Los resultados obtenidos para los complejos F solani y
FE. oxysporum mantuvieron la misma tendencia observada
anteriormente, tanto para los analisis de correlacion como
para los CV (Tabla 2).

Las especies de Fusarium agrupadas mostraron un grado
de asociacion muy bueno al correlacionar entre si las
distintas variables del estudio. Por otra parte, los resultados
de los CV mostraron variabilidad entre las lecturas obtenidas
por densitometria y los contajes de UFC por microscopia
y en cultivo. Adicionalmente, mostraron en general
escaso crecimiento en los cultivos y una baja capacidad
de esporulacion, con la excepcion de F. subglutinans. Los
resultados obtenidos en estos analisis estadisticos son a
expensas de esta especie (Tabla 2). Los porcentajes de
concordancia obtenidos al realizar las comparaciones entre
los resultados obtenidos por densitometria y contajes de UFC
por microscopia y cultivo fueron variables. Los coeficientes
de correlacion, mostraron asociaciones entre moderadas a
muy buenas. Esto se debid a la elevada variabilidad de los
resultados obtenidos en el contaje de UFC, tanto por camara
de Neubauer como por cultivo, ain manteniéndose dentro
del rango propuesto por el protocolo del EUCAST (2-5 x10°
UFC/mL) (Tabla 2).

A pesar de estos resultados, las lecturas obtenidas por
densitometria fueron reproducibles, manteniéndose en un
rango entre 0,2-0,8 unidades McFarland, estableciendo
un margen mas estrecho para la lectura, a diferencia de lo
establecido por la metodologia del EUCAST para el contaje
de UFC, tanto por microscopia como por cultivo.

Los resultados de esta investigacion no son comparables
con los de otras investigaciones, debido a que solo se han
confrontado los contajes de UFC en camara de Neubauer

con los obtenidos por cultivo [13,19] y de estos con
lecturas espectrofotométricas [9]. No se han realizado
estudios para comparar estas metodologias con las lecturas
densitométricas, razones por las cuales este es un trabajo
pionero en su estilo.

Sin embargo, en relacion a lo expresado anteriormente,
Petrikkou et al. [19], obtuvieron un grado de asociacion
moderado (R=0,57) al correlacionar el contaje de UFC en
camara de Neubauer versus las UFC obtenidas en cultivo
para el complejo F. solani, con rangos para contaje de UFC
por microscopiaentre 2,5-3,3 x10° UFC/mLy de 1,6-2,4 x10°
UFC/mL para contaje de colonias en cultivo. Al correlacionar
el contaje de conidias por camara de Neubauer con las
lecturas espectrofotométricas, el grado de asociacion de las
variables fue minimo (R=0,01), aunque el rango de lectura
obtenido no presentd una gran variabilidad, sugiriendo que
las lecturas fueron reproducibles. Estos resultados fueron
similares a los obtenidos para el complejo F. solani en
este estudio con ligeras variaciones en el rango obtenido
para contaje de UFC en cultivo. Los resultados obtenidos
por Aberkane et al. [9] fueron diferentes, encontrando un
grado de correlacion moderado (R=0,58) al relacionar el
contaje de UFC por camara de Neubauer con las lecturas
espectrofotométricas para el complejo £ solani.

Estos resultados contradictorios posiblemente se deben al
tamafio de las conidias, variable interviniente durante el ajuste
de las lecturas usando el procedimiento espectrofotométrico,
lo que sugiere la necesidad de preparar el indculo por
separado para cada especie de Fusarium, hipotesis que
ha sido sugerida en algunas investigaciones [9,13,19]. El
contaje de conidias en camara de Neubauer no es afectado
por el tamafo de las conidias, ya que es independiente de la
turbidez del in6culo preparado [9,13,14,17-19].

Al igual que en la metodologia propuesta por el CLSI,
los rangos de lectura obtenidos por densitometria para las
especies del género Fusarium indicaron la posibilidad de que
el indculo puede prepararse utilizando este procedimiento,
debido a su reproducibilidad. A pesar de los elevados CV
obtenidos, y atn cuando los coeficientes de correlacion
hallados al comparar las lecturas espectrofotométricas con
las densitométricas muestran una buena asociacion, estos
indicaron que el indculo de cada especie de Fusarium debe
ser validado por separado, evidencidndose particularmente
con las especies poco comunes del género.

Finalmente, con este estudio, se logro wvalidar la
preparacion del indculo para las pruebas de susceptibilidad
en especies del género Fusarium, utilizando la densitometria
como método alternativo, comparable y sustitutivo de los
procedimientos estandares descritos internacionalmente,
con considerables ventajas (ttil, disponible y reproducible)
para ser implementados en los laboratorios de microbiologia
clinica. Las lecturas densitométricas con el uso del
Densimat®, permitieron establecer intervalos de 0,5-0,7
y de 0,2-0,8 unidades McFarland para la preparacion del
indculo, siguiendo los lineamientos descritos por el CLSI y
EUCAST respectivamente.

La variabilidad en cuanto a la capacidad de esporulacion
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y tamaiio de las conidias, sobre todo en las especies poco
frecuentes del género Fusarium, sugiere la necesidad
de validar el inoculo por especie. El contaje de UFC/mL
en cultivo, como procedimiento de verificacion de una
preparacion adecuada del indculo, es uno de los principales
inconvenientes para la normalizacion de estas técnicas.
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