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Resumen

Antecedentes: Fusarium es un género de hongos cuya identificacion se basa principalmente en caracteristicas fenotipicas.
Los procedimientos de biologia molecular han superado a los convencionales. En México, no existe informacion de las espe-
cies o complejos de los miembros de este hongo. Objetivo: Identificar las especies de 116 cepas Fusarium spp. obtenidas
de muestras clinicas y ambientales. Material y métodos: La identificacion fenotipica se llevé a cabo en agar dextrosa de
Sabouraud, agar papa dextrosa, agar avena, agar Speziller Nahrstoffarmer y agar agua. La identificacion molecular se realizo
por amplificacion y secuenciacion de las regiones ITS, factor de elongacion 1-alfa, region de RNA polimerasa Il subunidad B,
y calmodulina. Resultados: Solo se identificaron 39 cepas de Fusarium spp. mediante caracteristicas fenotipicas, las cuales
fueron confirmadas. Las restantes 77 se reconocieron mediante procedimientos de biologia molecular. La secuenciacion de
ITS fue suficiente para las especies de los complejos Fusarium oxysporum y Fusarium solani. Para la identificacion de otras
especies, se requirio la secuenciacion del factor de elongacion 1-alfa, region de ARN polimerasa Il subunidad B y/o calmodu-
lina. Conclusiones: La identificacion fenotipica estuvo limitada frecuentemente por la nula produccion de estructuras fungicas
en los cultivos. Son indispensables los procedimientos moleculares para lograr la distincion precisa de las especies de este
género.

Calmodulina. Factor elongacion. Fusarium. Identificacion fenotipica. ITS. Region de ARN polimerasa
Il subunidad B.

Phenotypic and molecular identification of Fusarium spp. clinical and environmental
isolates

Abstract

Background: Fusarium is a genus of fungi whose identification is based primarily on phenotypic characteristics, although
molecular identification procedures have outperformed conventional procedures. In Mexico, there is no information on the
species or complexes of the members of this genus. Objective: To identify the species of a collection of 116 Fusarium spp.
strains obtained from clinical and environmental samples. Material and methods: Phenotypic identification was carried out by
morphology analysis of cultures on the following media: Sabouraud dextrose agar, dextrose potato agar, oat agar, Speziller
Néhrstoffarmer agar and water agar. Molecular identification was performed by amplification and sequencing of the ITS, TEF1,
RPB2 and CL regions. Results: Only 39 Fusarium strains could be identified at the complex level using phenotypic charac-
teristics. The remaining 77 strains were identified using molecular procedures. In addition, molecular confirmation of identifica-
tion was sought for the 39 strains already mentioned. ITS sequencing was sufficient for the identification of F. oxysporum and
F. solani complex species. For the identification of other species, the sequencing of TEF1, RPB2 and/or CL was required.
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Conclusions: Phenotypic identification was often limited by the lack of fungal structure production when cultured on conven-
tional and some minimal media. Molecular procedures are essential to achieve the precise identification of the species of this

genus.

Fusarium, phenotypic identification, ITS, calmodulin, elongation factor, RPB2.

|ntroducci6n

Fusarium spp. es un hongo filamentoso que pro-

Complejo de especies del género Fusarium de
importancia clinica

duce hifas hialinas y septadas. Las diversas especies 0@ Fleelilin
. . T F. keratoplasticum

estan ampliamente distribuidas en la naturaleza, son [ —
saprdfitas del suelo y material en descomposicion. F. petroliphilum
Este hongo estéd fuertemente asociado como agente ggg;ﬁde”s’fo’me
causal de enfermedades en plantas, tanto silvestres 18 especies sin nombre
como de agricultura. No obstante, algunas especies

Oxysporum F. oxysporum

pueden ocasionar una variedad de manifestaciones
clinicas en los seres humanos inmunocompetentes o
inmunocomprometidos; estas enfermedades son lla-
madas hialohifomicosis, por las caracteristicas del

Incarnatum-equiseti

3 especies sin nombre

F. equiseti
F. incarnatum
18 especies sin nombre

hongo."* Fusariosis o fusariomicosis son otros térmi-  Fujikuroi F. acutatum
nos con los que se le conoce a las infecciones pro- Ea”‘;”a“{m
. . - anadyazi
ducidas por Fusarium spp. Actualmente, se co.nocen £ fujikurol
alrededor de 300 especies de este género de microor- F. globosum
ganismos.> Se han descrito 10 complejos de impor- F. gutiiforme
tancia clinica, en los cuales se agrupan alrededor de . musae
: grup F. napiforme
70 especies, algunas de ellas aun sin nombre asig- F. nygamai
nado debido a que no se pueden distinguir fenotipi- F. proliferatum
te (Tabla 1).6° E . t t . F. ramigenum
camente (Tabla 1).68 Es premsam.en g en este genero F sacchari
que se empezd a usar la denominacion de complejo F. subglutinans
de especies, integrado por microorganismos cripticos F. temperatum
t t , in falt definir si F. thapsinum
an cercanos entre si .que aun falta por definir si se E verticillioides
trata de nuevas especies.’ , -
. . Dimerum F. delphinoides
Las muestras biolégicas donde puede aislarse o ——
Fusarium spp. son muy diversas e incluyen tejidos F. penzigii
obtenidos por biopsia, liquido pleural, abdominal, 2 espegcies sin nombre
sinovial y peritoneal, ojos, sangre, liquido cefalorra-  Tricinctum F-acuminatum

quideo, especimenes respiratorios, lesiones ulcera-
tivas, etcétera. La obtencién de una muestra
apropiada es esencial, asi como en cantidad sufi-
ciente para realizar diversas pruebas (examenes

Chlamydosporum

F. flocciferum
2 especies sin nombre

F. chlamydosporum
3 especies sin nombre

. . . . . , Concolor F. anguioides
directos mediante microscopio y cultivos); ademas, F austroafricanum
el procesamiento de las muestras dentro de dos a F. concolor
cuatro horas después de recibirse en el laboratorio  sampucinum E ermEmesm
es crucial para la recuperacion de los microorga- F. brachygibbosum
nismos. Estos criterios estan establecidos para el Ef;gi‘f;gﬁiides
procesamiento de estudios microbioldgicos en et - nssie
general. ) F lateritium

Los cultivos de hongos por lo general se llevan a
cabo en agar dextrosa de Sabouraud con o sin anti-
bidticos y con una temperatura de incubacion entre

F. magnoilae-champaca
F. sarcochroum
F. stilboides
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25 y 30 °C. En este momento, los procedimientos
considerados como el estandar de oro en la identifi-
cacion de Fusarium spp. son los fenotipicos, que
incluyen las caracteristicas de las colonias en ciertos
medios de cultivo y las caracteristicas microscépicas
de las estructuras producidas por este microorga-
nismo en el cultivo: fialides, macroconidios, microco-
nidios, mesoconidios y clamidosporas, entre las mas
importantes.'® El gran numero de especies y la exis-
tencia de complejos de especies ha complicado la
identificacion de numerosos aislamientos, ya que se
requiere personal con entrenamiento y experiencia en
este campo de la microbiologia, del cual con frecuen-
cia se carece en los laboratorios convencionales; ade-
mMas, son necesarios microscopios mas poderosos
que los disponibles en la mayoria de los laboratorios
clinicos. Por esta razon, una identificacion precisa a
nivel de especie debe involucrar procedimientos alter-
nativos, los cuales raramente se llevan a cabo en
forma rutinaria en los laboratorios de diagndstico.
Procedimientos como la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) y la secuenciaciéon de genes han
resuelto obstaculos que presenta la identificacion
fenotipica de este hongo.""® Existen varios genes y
regiones que se han propuesto para la identificacion
o confirmacién molecular de este microorganismo,
tales como el ITS (internal transcribed spacer), el gen
de TEF1-a (franslation elongation factor 1a), la regién
RPB2 (RNA polymerase Il subunit B) y el gen de
calmodulina.®'13

El Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio
ha propuesto los métodos que rigen las pruebas de
susceptibilidad con antifungicos, tanto para levadu-
ras como hongos filamentosos." En el caso de
Fusarium spp. no se han establecido puntos de corte
que permitan categorizar a las cepas como suscep-
tibles, intermedias o resistentes, aunque se han
establecido valores de corte epidemioldgico al
menos para las especies de Fusarium mas frecuen-
temente aisladas de patologia humana: F. solani,
F. oxysporumy F. verticillioides.">""

En el mundo, son escasos los reportes de identifica-
cion con cepas clinicas o ambientales de Fusarium
spp.,'® razon por la cual en este trabajo se propuso
llevar a cabo la caracterizacién fenotipica y molecular
de una coleccién de 116 cepas de Fusarium spp. en el
Laboratorio de Micologia del Departamento de
Microbiologia, Facultad de Medicina, Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn, Monterrey, Nuevo Ledn,
México.

Material y métodos
Cepas de Fusarium spp.

Se utilizaron 116 cepas clinicas y ambientales de
Fusarium spp. recolectadas en el Centro Regional de
Control de Enfermedades Infecciosas, anexo al
Departamento de Microbiologia. Las cepas de origen
clinico fueron 84 (ojos, ufias, esputo y otros especi-
menes respiratorios, sangre y piel) y se obtuvieron
entre 1996 y 2022, en diferentes instituciones de
salud en Nuevo Ledn, Ciudad de México, San Luis
Potosi y Jalisco; asi como 32 de origen ambiental
(muestras de suelo y raices de plantas en los estados
de Nuevo Leon, Ciudad de México, Guanajuato, San
Luis Potosi y Jalisco). Se almacenaron por duplicado
en crioviales de 2 mL con agua destilada estéril y
glicerol a 10 %; se guardaron tanto a temperatura
ambiente como a —20 °C hasta su uso.

Identificacion fenotipica

Las cepas almacenadas fueron subcultivadas en
agar dextrosa de Sabouraud (BD Bioxon, México),
agar papa dextrosa (BD Bioxon, México) y agar avena
(agar papa dextrosa suplementado con 6 % peso/
volumen [p/v] de avena) e incubadas a 30 °C por tres
a cinco dias, para después llevar a cabo la observa-
cion de las caracteristicas de macro y micromorfolo-
gia. La estimulacion de la produccion de conidios se
llevé a cabo mediante crecimiento sobre agar Spezieller
Nahrstoffarmer (0.1 % p/v de fosfato monopotasico,
0.1 % p/v de nitrato de potasio, 0.05 % p/v de sulfato
de magnesio heptahidrato, 0.05 % p/v de cloruro de
potasio, 0.02 % p/v de glucosa, 0.02 % p/v de saca-
rosay 2 % p/v de agar) y en agar agua (2 % de agar).
Las placas Petri se incubaron a 30 °C durante siete a
14 dias. Los medios de cultivo agar dextrosa de
Sabouraud y agar papa dextrosa son comunmente
utilizados en laboratorios clinicos; el resto de los
medios de cultivo, en investigacién. Las observacio-
nes al microscopio se llevaron a cabo mediante los
procedimientos estandar de cinta adhesiva y microcul-
tivo. La identificacion de las caracteristicas coloniales
y microscopicas se llevaron a cabo conforme los linea-
mientos del Manual de Laboratorio de Fusarium.?

Identificacion molecular

Las cepas se subcultivaron en agar dextrosa de
Sabouraud por cinco dias a 30 °C, después de lo
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cual su ADN gendmico se extrajo conforme el
método fenol-cloroformo,? con adicién de 0.1 Ul de
quitinasa. El ADN se utilizé para la amplificacion de
la regién ribosomal de ITS1-5.8S-ITS2 (ITS) con los
cebadores (primers) ITS5 (5-GGA AGT AAA AGT
CGT AAC AAGG-3') e ITS4 (5"-TCC TCC GCT TAT
TGA TAT GC-3’), mediante el siguiente proceso:
exposicion a 95 °C por cuatro minutos, después 30
ciclos de exposiciéon a 94 °C por un minuto, 55 °C
por 90 segundos y 72 °C por 90 segundos, con un
periodo de extensidn final de 72 °C por cinco minu-
tos. Algunas cepas fueron posteriormente tipifica-
das por amplificacion del gen de TEF1-a,, RPB y/o
el gen de la calmodulina. TEF1-o fue amplificado
con los primers Fsp-EF1 (5-ATG GGT AAG GAR
GAC AAG AC-3") y Fsp-EF2 (5- GGA RGT ACC
AGT SAT CAT GTT-3") y conforme el siguiente pro-
grama: exposicion por 95 °C por cuatro minutos,
seguida por 35 ciclos de 94 °C por un minuto,
50.8 °C por 90 segundos y 72 °C por 90 segundos,
con un periodo de extensién final de 72 °C por cinco
minutos.26:2

La amplificacién de la RPB se llevo a cabo con los
primers RPB2-5f2 (5'-GGG GWG AYC AGA AGA AAG
C-3) y RP2-7cR (5-CCC ATR GCT TGY TTR CCC
AT-3"): exposicion 94 °C por cinco minutos, seguida
por 35 ciclos de 94 °C por un minuto, 58 °C por 30
segundos y 72 °C por dos minutos, con un periodo
de extension de 72 °C por cinco minutos.

El gen de la calmodulina se amplificé con los pri-
mers CL1 (5-GAR TWC AAG GAG GCC TTC TC-3')
y CL2a (5-TTT TTG CAT CAT GAG TTG GAC-3'):
exposicién a 94 °C por cinco minutos, seguida por 35
ciclos de 94 °C por un minuto, 55 °C por 45 segundos,
72 °C por un minuto y un periodo de extension final
de 72 °C por 10 minutos.

Se afadieron soluciones-Q (Qiagen,
Alemania) en todas las reacciones de PCR.

La amplificacion de los productos fue secuenciada
con el método Sanger en un secuenciador automa-
tico 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
Foster City, California, Estados Unidos). Las lectu-
ras de secuenciacion fueron depuradas con la eli-
minacion de los extremos del cromatograma de
mala calidad mediante el programa BioEdit?® y la
identificacion se llevd a cabo por comparacion de
secuencias de cepas previamente reportadas en
ISHAM ITA Barcoding Database (http:/its.mycolo-
gylab.org/) y MycoBank Database (https:/www.
mycobank.org/).

Hilden,

Identificacion fenotipica y molecular de 116 cepas de
Fusarium spp.

F. solani complejo de
especies (n = 15)

F. falciforme (n = 6)

F. solani (n = 4)

F. keratoplasticum (n = 3)
F. coffeatum (n = 1)*

F. oxysporum (n = 1)*

F. oxysporum complejo de
especies (n = 6)

F. oxysporum (n = 5)
F. keratoplasticum (n = 1)

F. fujikuroi complejo de
especies (n = 11)

F. verticillioides (n = 6)
F. proliferatum (n = 1)

F. oxysporum (n = 3)*

F. falciforme (n = 1)*

F. laceratum (n = 1)
F. longuifundum (n = 1)
F. flocciferum (n = 1)*

F. incarnatum-equiseti complejo de
especies (n = 3)

F. dimerum complejo de
especies (n = 4)

F. delphinoides (n = 2)
F. Penigar (n = 2)

Fusarium spp. (n = 77) F. falciforme (n = 32)

F. verticillioides (n = 7)

F. oxysporum (n = 7)

F. keratoplasticum (n = 6)
F. solani(n = 6)

F. petroliphilum (n = 2)

F. proliferatum (n = 4)
F. annulatum (n = 1)
F. nelsonii(n = 1)

F. nygamai (n = 1)

F. adiyazi(n = 1)

F. concolor (n = 1)

F. dimerum (n = 1)

F. nanum(n =1)
F.mirum (n = 1)

F. mucidum (n = 1)

F. terricola (n = 1)

F n/renberg/ae( =1
F. equisetis.|. (n = 1)
F. fujikurois. 1. (n = 1)

)

*No corresponde al complejo. s. |.: sensu lato (“en sentido amplio”).

Resultados

En la Tabla 2 se presentan los resultados de la
identificacion fenotipica y molecular de las 116 cepas
de Fusarium spp. que se estudiaron. Con base en
las caracteristicas macroscépicas y microscépicas
distintivas, solo 39 cepas pudieron agruparse en
cinco complejos de especies de Fusarium; no se
logrd llegar al nivel de especie: F. solani complejo
de especies (n = 15), F. oxysporum complejo de
especies (n = 6), F. fujikuroi complejo de especies
(n = 1), F. incarnatum-equiseti complejo de espe-
cies (n = 3) y F. dimerum complejo de especies (n =
4). Las restantes 77 cepas no pudieron ser
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®)

FSSC: 1A = colonia blanca-beige FOSC: 2A= colonia blanca-violeta FFSC: 3A= colonia violeta

1B = monofialides largas 2B= monofialides cortas 3B=mono- y polifialides
1C = macroconidios fusiformes 2C= macroconidios fusiormes 3C=macroconidios rectos
1D = clamidosporas lisas 2D= clamidosporas lisas 3D= microconidios en cadenas

FIESC: 4A = colonia blanca/avellana FDSC: 5A = colonia naranja, crecimiento lento
4B = monofialides 5B = monofialides cortas
4C = macroconidios célula pie 5C = macroconidios pequeifios, curvos
4D = microconidios 5D = clamidiosporas lisas

Figura 1. Caracteristicas fenotipicas de los complejos de Fusarium identificadas en este estudio. Aumento de 400x.

Tabla 3. Caracteristicas fenotipicas distintivas de los complejos identificados

Fusarium solani Color blanco a Monofialides  Fusiformes, cilindricos, Lisas, rugosas, se Microconidios
complejo especies  crema, crecimiento  largas ligeramente curvos, 3-5 agrupan en pares 0 abundantes con 0-2
rapido septos solas entre las hifas o septos, pigmentacion
laterales a ella. marron azulado cuando
Abundantes hay esporodoquios
Fusarium oxysporum  Color blanco con Monofialides  Fusiformes, ligeramente  Lisas, rugosas, entre  Microconidios
complejo especies el tiempo se vuelve  cortas o curvos con célula las hifas o terminales. abundantes, curvos y en
morado, crecimiento medianas apical y pie puntiaguda.  Abundantes su mayoria no septados
rapido Normalmente 3 septos
Fusarium fujikuroi Color vino a violeta, Monofidlidesy Fusiformes, lanceolados,  Ausentes Microconidios
complejo especies  crecimiento rapido  polifidlides, delgados, ligera curvatura, abundantes, agrupados
longitud célula pie trunca o recta. en cadenas o falsas
variable Normalmente 3-5 septos cabezas
Fusarium Color blanco Monofidlides  Fusiformes a falcados, Lisas, rugosas, Microconidios escasos 0
incarnatum-equiseti  con el tiempo se cortas normalmente se producen agrupadas en ausentes
complejo especies  vuelve avellana, en esporodoquio. cadenas o solas entre
café o melocotdn, Normalmente 3-7 septos  las hifas. Escasas
crecimiento
réapido
Fusarium dimerum  Color naranja Monofidlides  Pequefios, muy curvos Lisas, agrupadas en  Microconidios, 0-2 septos
complejo especies o albaricoque, cortas, con célula apical cadenas o solas entre
crecimiento lento abultadas puntiaguda. Normalmente hifas o terminales.
1-3 septos Escasas

558
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identificadas debido basicamente a la nula o0 escasa
produccion en los cultivos de estructuras como fia-
lides, conidios, clamidosporas y otras que son
importantes para la tipificacién fenotipica. En la
figura 1y en la tabla 3 se muestran algunas image-
nes representativas y caracteristicas fenotipicas de
los complejos identificados. Mediante procedi-
mientos moleculares se reconocieron las especies
de las 77 cepas (y se buscé la confirmacion de las
39 cepas mencionadas); no obstante, aun con los
procedimientos de secuenciacion en dos cepas sola-
mente se llegd a la determinaciéon como sensu lato
(s. 1). En la tabla 2, ocho especies de Fusarium se
indican con un asterisco, lo que significa que se
agruparon en algun complejo en forma incorrecta
cuando se utilizaron solamente los parametros feno-
tipicos, lo que evidencia la poca precision que brin-
dan estos para la identificacion de una especie de
este género de hongo.

Mediante la distincion molecular de las 116 cepas
(Tabla 2), se identificaron 26 especies de Fusarium,
que se agruparon en nueve complejos: F. solani en
52.6 %, seguido por F. oxysporumy F. fujikuroi, en
14.6 y 20 %, respectivamente. Si bien la especie mas
reconocida fue F. falciforme, solo algunas como F.
falciforme (6/39; 15 %), F. keratoplasticum (3/10;
30 %) y F. solani s.s. (4/10; 40 %) fueron exitosamente
agrupadas en F. solanicomplejo de especies mediante
identificacion fenotipica. Los resultados de identifica-
cién fenotipica fueron similares en otras especies;
menos de la mitad de F. oxysporum s.s. (5/16; 31 %)
y F. verticillioides (6/13, 46 %) fueron agrupadas en
sus respectivos complejos. Cuatro especies fueron
inconfundiblemente identificadas por las caracteristi-
cas morfologicas: F. delphinoides y F. penzigii (en F.
dimerum complejo de especies) y F. lacertarumy F.
lonfigundum (en F. incarnatum-equiseti complejo de
especies).

En la tabla 4 se muestran los resultados de la iden-
tificacion molecular segun el origen clinico de las
cepas. Se obtuvieron tipificaciones de las cepas en
22 especies agrupadas en siete complejos de espe-
cie, de los cuales F. solani, F. oxysporumy F. fujikuroi
fueron los mas frecuentes. Por su parte, en las cepas
ambientales se observd un ligero cambio en la fre-
cuencia en el orden de las caracterizaciones de los
complejos de especie: F. solani, F. oxysporumy F. fuji-
kuroi. En las cepas ambientales se identificaron nueve
especies diferentes agrupadas en seis complejos
(Tabla 5).

Identificacion molecular de 84 cepas de Fusarium de
origen clinico

Solani 51.2 F. falciforme (n = 29)

F. keratoplasticum (n = 9)
F. solani (n = 9)

F. petroliphilum (n = 2)
Fujikuroi 22.6 F. verticillioides (n = 13)
F. proliferatum (n = 2)
F. nygamai (n = 1)
F. andiyazi(n = 1)

F. mirum (n = 1)

F. fujikurois. 1. (n = 1)
Oxysporum 12 F. oxysporum (n = 9)
F. nirenbirgiae (n = 1)
F. delphinoides (n = 2)
F. penzigii (n = 2)

F. dimerum (n = 1)

Dimerum 6

Incarnatum-equiseti 6 F. coffeatum (n = 1)
F. mucidum (n = 1)
F. lancertarum (n = 1)
F. longifundum (n = 1)
F equisetis. 1. (n=1)

Concolor 11 F. concolor (n = 1)

Tricinctum 1.1 F. flocciferum (n = 1)

s. l.: sensu lato (“en sentido amplio”).

Identificacion molecular de 32 cepas de Fusarium de
origen ambiental

Solani 56.2 F. falciforme (n = 16)

F. keratoplasticum (n = 1)

F. solani(n = 1)
Oxysporum 22 F. oxysporum (n =7)
Fujikuroi 124 F. proliferatum (n = 3)

F. annulatum (n = 1)
Incarnatum-equiseti 3.1 F nanum (n = 1)
Chlamidosporum 3.1 F. nelsonii(n = 1)
Staphyleae 3.1 F. terricola (n = 1)
Discusion

Las especies que forman parte del género Fusarium
son reconocidas como microorganismos fitopatégenos.
Sin embargo, existen diversas especies que han sido
documentadas como patégenos oportunistas en los
seres humanos, siendo el principal grupo de riesgo las
personas que presentan algun trastorno hematoldgico
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maligno, que se han sometido a algun trasplante o que
padecen sindrome de inmunodeficiencia adquirida.??

En el presente trabajo, se identificaron fenotipica y
molecularmente 116 cepas de Fusarium spp., 84 cli-
nicas y 32 ambientales, todas se agruparon en 26 del
género Fusarium pertenecientes a nueve complejos:
solani, oxysporum, fujikuroi, dimerum, incarna-
tum-equiseti, chlamydosporum, concolor, staphyleae
y tricinctum. Solani fue el complejo mas frecuente,
tanto en cepas ambientales como clinicas, y dentro
de ese complejo la especie mas aislada fue F. falci-
forme; le siguieron el complejo fujikuroi y oxysporum
en las cepas clinicas y oxysporum y fujikuroi, en las
ambientales.

Estos resultados concuerdan con lo reportado en la
bibliografia, ya que las especies de Fusarium que se
han reportado como patdgenas oportunistas de
humanos estan agrupadas en los siguientes 10 com-
plejos: solani, oxysporum, incarnatum-equiseti, fujiku-
roi, dimerum, tricinctum, chlamydosporum, concolor,
sambucinum vy lateritium. De todos ellos, se identifi-
caron ocho (excepto sambucinum vy lateritium). Las
especies de Fusarium que se encuentran con mayor
frecuencia en infecciones humanas son las que com-
prenden los complejos solani, oxysporum y la especie
F. verticillioides del complejo fujikuroi.?229:30

Este estudio es concluyente respecto a que las
caracteristicas morfolédgicas macroscopicas y micros-
copicas son de valor limitado para la identificaciéon
precisa de las especies Fusarium. Los cultivos han
sido muy criticados y quedan claras sus desventajas:
la lentitud del crecimiento fungico, la falta de estanda-
rizacion, las caracteristicas morfoldgicas inestables, la
dependencia de condiciones ambientales y el alto
grado de subjetividad. Lo mas que se puede lograr es
la tipificacion de un complejo y llegar a una especie
con los parametros fenotipicos es practicamente impo-
sible. Por lo anterior, en el escenario clinico, en los
laboratorios de microbiologia es imperante la imple-
mentacion de procedimientos moleculares y el entre-
namiento del personal para llegar a identificaciones
precisas y en un tiempo mas corto (uno o dos dias),
en particular en microorganismos en los cuales se han
descrito complejos de especies. Solo recientemente
se estd logrado ese objetivo, pero desafortunada-
mente queda confinado practicamente a laboratorios
de referencia, ya que la infraestructura requerida y el
personal con experiencia se reserva a esos sitios.

Por ahora, el cultivo sigue siendo muy importante
porque a partir de conidios de Fusarium spp. se rea-
lizan las pruebas de susceptibilidad in vitro que

pueden ayudar en la seleccion de un antifungico para
el tratamiento de los pacientes. En la micologia
moderna, se enfrentan obstaculos para la caracteri-
zacion precisa por procedimientos convencionales.
La columna vertebral del diagnéstico de las enferme-
dades fungicas invasivas es la microscopia, el cultivo
y la histopatologia. Un buen microscopio, una buena
preparacion y personal entrenado son esenciales, y
aunque estos recursos constituyen una excelente pro-
puesta para el trabajo en los laboratorios clinicos, la
incorporacion de métodos moleculares es imperante
en los laboratorios de diagndstico, ya que permitira
con mayor confianza la identificacion precisa de
numerosos hongos patdgenos.

Se han descrito otros hongos que también estan
agrupados en secciones o complejos de especies:
Aspergillus, en cuyas secciones estan incluidas
numerosas especies que son cripticas,®"3®
Scedosporium,**%¢ Candida parapsilosis, Candida
glabrata,®” Sporothrix schenckii,®®*° por mencionar
solo algunos, y en todos ellos solo las herramientas
de biologia molecular ayudan a una identificacion a
nivel de especie. El conocimiento y aplicacion de
dichos avances en el laboratorio clinico sin duda per-
mitiran una sustancial mejora del tratamiento de
numerosas enfermedades flungicas, ya que funda-
mentalmente depende de la correcta identificacion de
las especies implicadas.

Conclusiones

Mediante caracteristicas fenotipicas solo se pudo lle-
gar a la identificacion de nivel complejo para las cepas
de Fusarium spp. Fueron necesarias herramientas
moleculares para la identificacion de las especies.
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