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Debido al desconocimiento de parametros fisiolégicos aportados por la cinética de crecimiento
de aislamientos de Aspergillus seccion Fumigati en Venezuela y la importancia que ello
inwlucra, este trabajo tuvo como objetivo determinar la cinética de crecimiento de cinco
aislamientos autoctonos (dos de libros, uno ambiental, dos clinicos) y una cepa de referencia
(ambiental) de Aspergillus seccidon Fumigati en Sabouraud liquido (SL) por espectrofotometria.
Para ello, se realizaron siembras sucesivas, cada tres dias, en agar Sabouraud y SL. El in6culo
fungico se prepard de la tercera resiembra en SL, homogenizando hasta obtener una DO de
0,024 (540 nm) y se incubd en agitacion a 28 °C, leyendo a diferentes tiempos. Se calcularon
los parametros tiempo de generacion (Tg) y velocidad de crecimiento (k) y cada fase se obsend
microscopicamente con azul de lactofenol. Las curvas de crecimiento tuvieron una duracion de
39y 60 h. La fase de latencia se observd durante las primeras 24 h, la exponencial fue de 21-42
h y la estacionaria comenzo6 a las 39 y 60 h. El Tg fluctud entre 9,4- 26,5 h (media:17,3 h) y la k
fue de 0,026 a 0,074 h-1 (media:0.047 h-1). Se notd un comportamiento similar entre los
aislamientos provenientes de libros y ambientales y hubo disimilitud entre los clinicos,
resultando mas rapidos en completar el ciclo los procedentes de libros. Las caracteristicas
micromorfolégicas de cada fase fueron semejantes para los hongos analizados. La importancia
de conocer la cinética de crecimiento de Aspergillus seccidon Fumigati queda de manifiesto con
los resultados aqui obtenidos, al evidenciarse la variabilidad cinética que existe dentro de una
misma especie fungica.

Palabras Claves:Cinética de crecimiento, Aspergillus seccién Fumigati, Sabouraud,
espectrofotometria, micromorfologia

Abstract

Due to the unawareness of physiological parameters in Venezuela, such as the growth kinetic
and the importance that such parameter involves, the main purpose of this work was to determine
the growth kinetic of five autochthonous isolates (two from books, one from the environment, two
clinical) and one reference strain of the Aspergillus section Fumigati in liquid Sabouraud (LS) by
spectrophotometry. For this, each three days cultures were seeded in agar Sabouraud and LS.
The inoculum was prepared from the third subculture in LS, then homogenized to obtain an O.D.
of 0.024 (540nm), incubated under mechanical agitation at 28 °C and reading at different times.
The parameters of generation time (GT) and growth velocity (k)) were calculated and each phase
was microscopically observed using lactophenol cotton blue. The growth curves lasted for 39 and
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60 h, where the latency phase was observed during the first 24 h of growth, the exponential
phase was of 21-42 h and the stationary phase started at 39 and 60 h. The GT fluctuated
between 9.4- 26.5 h (half: 17.3 h) and k was from 0.026 to 0.074 h-1 (half: 0.047 h-1). A similar
behaviour was noted between the books and environmental isolates whereas the clinical isolates
showed some differences. The isolates coming from books were more rapid in all aspects. The
micromorphological characteristics of each growth phase were similar for the studied fungi. The
results here obtained show the importance of knowing the growth kinetic of Aspergillus section
Fumigati, since evidenced the kinetic variability in a fungal species.
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Growth kinetic, Aspergillus section Fumigati, Sabouraud, spectrophotometry, micromorphology.

Introduccion

El crecimiento de un microorganismo se refiere al incremento de su biomasa. Los hongos, en un
sistema cerrado, presentan una cinética de crecimiento comprendida en cuatro fases: latencia,
exponencial, estacionaria y muerte. Uno de los métodos utilizados para el monitoreo del
crecimiento de hongos filamentosos in vitro es el espectrofotométrico, el cual tiene la ventaja de
ser un método rapido, util y seguro (1, 2, 3, 4).

La cinética de crecimiento se ha estudiado en hongos como Paracoccidioides brasiliensis,
Histoplasma capsulatum, Cladophialophora carrionii, Microsporum canis y Cryptococcus
neoformans con la finalidad de evaluar el efecto inhibitorio de antifingicos sobre estos hongos y
también en la extraccion de antigenos para el desarrollo de técnicas inmunoldgicas (2, 3, 4, 5, 6,
7).

Con respecto a los estudios de la cinética de crecimiento de A. fumigatus, la fase estacionaria
se ha empleado para la preparacion de antigenos utilizados en el inmunodiagnostico de
aspergiloma y la velocidad de crecimiento especifico se ha relacionado con la presencia de
determinados genes asi como también con la virulencia de A. fumigatus (8, 9, 10).

Los hongos del género Aspergillus son omnipresentes y gracias a la facilidad de dispersion de
sus conidias y a su pequefio tamafio, pueden permanecer en suspension durante largo tiempo,
por lo que el hombre se encuentra constantemente expuesto a su inhalacion (11,12, 13, 14). De
las mas de 250 especies de este género, 20 son consideradas patégenas siendo A. fumigatus
la especie mas patdgena para el hombre y los animales ocasionando aspergilosis y reacciones
de hipersensibilidad (11, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20) debido a sus numerosos factores de
virulencia (8,11,13, 21, 22, 23).

El conocimiento de la cinética de crecimiento de aislamientos autéctonos de Aspergillus
seccion  Fumigati conjuntamente con el seguimiento micromorfolégico, permitira disponer de
datos propios para ser utilizados en pruebas de sensibilidad a los antifungicos, asi como para la
obtencion de antigenos extraidos de un mesoclima compartido por las personas cuya
sensibilidad estaria siendo valorada, e implementarlos en el diagndstico de la aspergilosis en
nuestro pais; también seria Util para correlacionar la virulencia de los aislamientos ambientales o
clinicos. A nivel industrial y médico podria tener aplicaciones conforme a la extracciéon de
enzimas, toxinas o productos de su metabolismo.

Por lo antes expuesto y debido a la inexistencia de trabajos venezolanos que muestren el
comportamiento de las diferentes fases del crecimiento de estos hongos, el objetivo del presente
estudio fue determinar la cinética de crecimiento y la paridad micromorfolégica de aislamientos
autéctonos de Aspergillus seccion Fumigati en Sabouraud liquido por espectrofotometria y
micromorfologia.

Materiales y métodos

Aislamientos fungicos



Se analizaron cinco aislamientos fungicos autdctonos y una cepa de referencia. A cada uno de
ellos se les verifico la identificacion fenotipica realizando estudios micolégicos (cultivos en agar
Sabouraud a 25 y 37°C) y usando claves taxondmicas (24) (Tabla I).

Tabla l.Aislamientos y cepa deAspergillusseccionFumigati.

] Datos Disponibles
Aislamiento de libros. Biblioteca de EB-UCY

" Aislamiento de libros enfermos. Biblioteca de EB-UCV
| Aislamiento ambiental. UIDJA del CENDES-UCV
| Aislamiento clinico. Onicomicosis. INHRE. N° F412000-87

" Aislamiento clinico. Aspergilosis invasora. INHRR. N° F412000-144
: Cepa ambiental. NCPF-2140. MRL- Londres. Aislado en 1965

b
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EB-UCV: Escuela de Bioanalisis-UCV, UIDJA: Unidad de Informacion y Documentacion Jorge
Ahumada CENDES-UCV. INHRR: Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”. NCPF-MRL:
National Collection of Pathogenic Fungi, Mycological reference laboratory.

Cinética de crecimiento

Preparacion del inéculo fingico

Se siguio la metodologia reportada previamente (7), con algunas modificaciones. Se hicieron tres
resiembras cada tres dias en agar Sabouraud (AS) a temperatura ambiente (TA) seguidos de
tres subcultivos en 30 mL de Sabouraud liquido (SL) con intervalos de tres dias cada uno, en
agitacion mecanica constante (80 rpm) a 28 °C. Luego, el cultivo fungico se homogeneizé
(homogeneizador IKA-WERK®) y diluyo lo suficiente con SL para obtener una DO de 0,024 a
540 nm.

Estandarizacion de los tiempos de lectura
Para ello se escogid, al azar, el aislamiento N° 1 y con él se realizaron tres protocolos para
curvas de crecimiento utilizando diferentes tiempos de lectura y el inéculo estandarizado.

Curvas de crecimiento

Se escogid el protocolo N° 3 por ser el que permitio la mejor definicion de las fases de
crecimiento; en este se efectuaron 11 lecturas, las dos primeras cada 12 h, las tres lecturas
siguientes se hicieron con intervalos de tres h, la sexta se efectudé 12 h después, las cuatro
siguientes con intervalos de tres h y la ultima se ejecutd 12 h mas tarde, a las 60 h.

Se inocularon fiolas de 50 mL con 10 mL del in6culo estandarizado y se incubd bajo las
condiciones ya descritas. Se midio la turbidez fungica generada a 540 nm a los diferentes
tiempos (previa homogenizacion de los 10mL del inoculo). Cada determinacion se hizo por
duplicado.

Los datos obtenidos fueron graficados (tiempo vs. DO) usando Microsoft Excel 2010. Se realizo
un control de pureza en AS a TA antes de la lectura de DO.

Parametros de la cinética de crecimiento

Tiempo de generacion (Tg)

Es el tiempo requerido para que la biomasa se duplique. Se obtuvo de la fase de crecimiento
exponencial, a partir de la ecuacién de la recta cuya expresién matematica es Tg=In 2/m, donde
In= logaritmo neperiano; m= pendiente (1, 3, 25).

Constante de velocidad de crecimiento (k)
Es una medida del numero de generaciones que ocurre por unidad de tiempo (una hora) en un
cultivo con crecimiento exponencial y se expresa con la ecuacion k =In2/Tg (1, 25).

Estudio microscopico

Para ello, simultaneamente con cada lectura espectrofotométrica, se coloco una gota del cultivo
fungico y una gota de azul de lactofenol, entre lamina y laminilla; se realizé la descripcién
morfologica y se registro fotograficamente.

Los resultados se presentaron en valores absolutos, en porcentajes, promedios, tablas y
graficos.



Resultados

Curvas de crecimiento fungico

Estas tuvieron una duracion de 39 a 60 h hasta la fase estacionaria. En todos los hongos
estudiados, la fase de latencia se observd durante las primeras 24h de cultivo, la exponencial fue
entre 21- 42 h y la fase estacionaria comenzé a las 39 y 60 h, como se aprecia en el grafico 1y

la tabla Il.
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Graficol. Curvas de crecimiento de Aspergillus seccion Fumigati. Aislamiento 1:
libros. Aislamiento 2: libros. Aislamiento 3: ambiental. Aislamiento 4: clinico. Aislamiento 5:

clinico. Cepa 6: ambiental.

Parametros de la cinética de crecimiento

Tiempos de generacion (Tg)

Este parametro fluctud entre 9,4 a 26,5 h (media: 17,9 h), donde el promedio de los aislamientos
procedentes de libros fue 9,8 h, el de los ambientales fue 21,3 h y el de los clinicos fue de 20,8

h (Tabla Il).

Tabla Il. Parametros de la cinética de crecimiento de Aspergillus seccion Fumigati



N°® Duracién | Duracidn Inicio fase Tg (h) | k(h?)
Aislamiento/cepa fase lag (h) fase log (h) estacionaria (h)
1 (Libros) 18 21 39 102 | 0,0676
2 (Libros enf.) 18 21 19 9.4 0,0740
J{Ambiental) 21 39 60 222 0,0312
4 (Clinico) 18 42 60 26,5 0,0262
5 (Clinico) 24 36 60 15,0 0,0461
6 (Ambiental) 24 36 &0 20,3 0,0341

Te: tiempo dcgcnu-:mcién. h: hora, & constante de velocidad de crecimiento, h'; inverso de hora.

Constante de velocidad de crecimiento (k)

Para este parametro hubo una oscilacion de 0,026 a 0,074h-1 (media: 0.047 h-1), en el cual la
media de los aislamientos provenientes de libros fue de 0,071h-1, la de los ambientales de
0,033 h-1y la de los clinicos fue de 0,036 h-1, como se observa en la tabla II.

Estudio microscoépico

Este mostro caracteristicas similares para todos los microorganismos analizados. En la fase
de latencia se observd hifas hialinas, gruesas, septadas y algunos entramados de hifas con
ramificaciones escasas que se hicieron mas frecuentes con el tiempo de incubacion; en la fase
exponencial se evidencio un entramado denso de hifas ramificadas, en angulos de 45 y 90° y
algunos aparatos conidiales indiferenciados; la estacionaria reveldé numerosos aparatos
conidiales totalmente diferenciados vy tipicos de Aspergillus seccion Fumigati (Grafico 2).

(A) Fase de latencia: Hifas hialinas en
entramados, algunas hifas presentan
prolongaciones apicales de la pared.

(B) Fase exponencial: Formacion de
aparatos conidiales indiferenciados,
noténdose la vesicula,

(C) Fase  estacionaria:  Conidias
abundantes dispuestas sobre las
fidlides, hifas y conidiéforos
caracteristico de A. fimigatus.

Grafico 2. Hallazgos microscopicos de Aspergillus seccion Fumigati en cada fase de
crecimiento (400 X). Azul de lactofenol.

Discusion



El presente trabajo tuvo como objetivo determinar la cinética de crecimiento de aislamientos
autoctonos de Aspergillus seccion Fumigati en medio liquido por espectrofotometria y
micromorfologia con la finalidad de aportar informacion fenotipica propia de aislamientos
circunscritos a nuestro mesoclima.

Se utilizé el medio de cultivo Sabouraud liquido, puesto que es el medio de referencia en
micologia y también porque se han reportado resultados muy satisfactorios con respecto al
desarrollo y velocidades de crecimiento de A. fumigatus usando este medio (3, 4, 8, 7, 10, 26,
27,28, 29, 30).

Por otra parte, en esta investigacion se implementé el método espectrofotométrico por ser mas
seguro para el experimentador ya que con éste se evita la dispersion de conidias en el aire, los
resultados se obtienen de manera directa y rapida, es el método mas preciso para el hallazgo de
la fase log y ademas permite observar microscopicamente las diferentes caracteristicas
morfologicas del hongo durante su desarrollo (7, 9, 10, 28, 31).

La temperatura seleccionada fue 28 °C debido a que esta es la temperatura promedio del habitat
de Aspergillus secciéon Fumigati en Venezuela (32).

Se obtuvieron curvas de crecimiento tipicas, mostrando que los dos aislamientos procedentes de
libros fueron mas rapidos en completar este proceso, quizas debido a su aislamiento a partir de
materia organica que le aporta los nutrientes necesarios para su reproduccién, encontrandose
asi en condiciones 6ptimas para su desarrollo.

Al analizar cada fase de crecimiento fungico, se observd que la fase de latencia permanecioé por
un tiempo similar en todos los hongos estudiados (18 a 24 h), valores superiores a los
informados en trabajos internacionales, donde se trabajé con este hongo por espectrofotometria
a 37°C, ésta diferencia presumiblemente sea debida a las distintas temperaturas usadas en
esas investigaciones (9,10, 28).

Aunque la duracion de la fase de latencia fue similar en los hongos estudiados, se notaron
diferencias en este aspecto en las otras fases de crecimiento, puesto que la fase exponencial de
los aislamientos procedentes de libros fue mas corta que la del resto de los hongos analizados y
la fase estacionaria comenzé entre las 39 y 60 h, tiempos mas cortos que los reportados en
uno de los trabajos mencionados anteriormente (>92,4 h) (28). Es de sefalar que hasta la
lectura efectuada no se alcanzo la fase de muerte del hongo.

Al establecer el Tg, se obsernvd que este parametro fue similar entre los aislamientos de igual

procedencia, con excepciéon de los clinicos, evidenciandose que los aislamientos de libros
duplicaron su biomasa mas rapidamente que los otros hongos, lo que se presume se deba a su
reciente extraccion de un sustrato organico rico en nutrientes.

Con respecto a la k, se obsernvd que este parametro fue similar entre los aislamientos de igual
procedencia, evidenciandose que la k de los aislamientos de libros fue mas elevada. Los valores
de la k aqui obtenidos (0,026-0,074 h-1) fueron menores a los reportados en un estudio previo
realizado a 37 °C donde el promedio de las k fue de 0,295 h-1 (10), disimilitud seguramente
debida a las diferentes temperaturas empleadas. Es de hacer notar la importancia que pudiera
revestir la determinacion de este parametro ya que en estudios recientes se ha relacionado la k
con la virulencia de A. fumigatus, donde la velocidad de crecimiento y la virulencia del hongo son
directamente proporcionales (9,10).

Con relacién a las caracteristicas micromorfologicas, estas fueron semejantes para todos los
hongos en cada una de las fases del desarrollo fingico.

Ademas del incremento de la biomasa revelado espectrofotométricamente, el estudio
microscopico reveld que hubo correspondencia entre la cinética del crecimiento fungico y la
diferenciacion de las estructuras del micelio del hongo, partiendo de la observacion de solo hifas
en la fase de latencia, seguida de la formacion de micelio especializado en la fase log y
finalmente de la morfologia tipica de A. fumigatus en la fase estacionaria, lo cual concuerda con
el hecho de que en esta fase se produce el agotamiento de nutrientes del medio y la
acumulacion de productos del metabolismo fungico conduciendo asi a la esporulacion (1).

La importancia de conocer la cinética de crecimiento de Aspergillus seccion Fumigati queda de



manifiesto con los resultados aqui obtenidos, al evidenciarse la variabilidad cinética que existe
dentro de la seccidén Fumigati, ain mas en el caso de A. fumigatus, ya reconocido como parte
de una seccion donde algunas especies son fenotipicamente similares pero genéticamente
diferentes, esto conlleva a desestimar la generalizacién en todos los procesos que impliquen la
obtencion de alguna informacioén o producto de las diferentes fases del desarrollo de este hongo;
ademas, la carencia de informacién sobre el comportamiento cinético de aislamientos
autoctonos de estos hongos, hecho constatado después de una revision exhaustiva de la
bibliografia venezolana disponible, incrementan la importancia del presente trabajo. Asimismo,
en estos casos es de mucha utilidad el método espectrofotométrico aqui empleado, que estuvo
cefiido de sistematicidad y rigurosidad garantes de los resultados obtenidos (14, 16, 33,34).
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