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Resumen

No existe hasta los momentos una prueba estandarizada para realizar la susceptibilidad an-
tifingica de los dermatofitos. El objetivo de este estudio fue implementar la técnica de los pozos de
difusion para el estudio de la susceptibilidad de los dermatofitos. Se utilizaron un total de 100 ais-
lados de dermatofitos (74 Trichophyton rubrum, 18 Trichophyton mentagrophytes, 1 Tri-
chophyton tonsurans, 5 Microsporum canis y 2 Epidermophyton floccosum) provenientes de
muestras clinicas aisladas e identificadas en la Seccion de Micologia Médica, IMT. Se empleo la
técnica de los pozos de difusiéon con los siguientes antimicoticos: Griseofulvina, Terbinafina, Flu-
conazol e Itraconazol. Se aplicaron los criterios de interpretaciéon acordados por la NCCLS. El in6-
culo, se estandariz6 utilizando el peso como unidad. El medio Agar Staib demostroé ser el mas ade-
cuado, al obtenerse un mejor crecimiento de los aislados en un 97 %. Esta es la primera vez, que se
utiliza el peso como medida para cuantificar el indculo en los dermatofitos. La mayor sensibilidad
se evidenci6 ante Terbinafina seguido de Griseofulvina e Itraconazol. No se demostré sensibilidad
alguna ante el Fluconazol. Sin embargo se requieren mas estudios en los cuales se relacione la sus-
ceptibilidad “in vitro” con los resultados “in vivo”.
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Abstract

There are no test standarizaded for the antifungal susceptibility of dermatophytes. The aim of
this study is to probe the well diffusion technique as antifungal susceptibility test for dermatophi-
tes. One hundred species of dermatophytes were isolated and identified (74 Trichophyton ru-
brum, 18 Trichophyton mentagrophytes, 1 Trichophyton tonsurans, 5 Microsporum canis and 2
Epidermophyton floccosum).in the Medical Micology Departament of TMI. The antifungal sensi-
tivity of the isolates of the dermatophytes to the drugs was carried out using the well diffusion te-
chnique. The antifungal agents tested were griseofulvin, terbinafine, itraconazole and fluconazole.
Results were interpreted according to NCCLS breakpoints. The inoculum suspension was standar-
dized by weight measurement. Agar Staib was considered the most suitable, because 97% of the
isolates grew on it. This is the first time the inoculum suspension of dermatophytes is standardized
by weight measurement. Terbinafine was found to be the most effective drug, followed by Griseo-

fulvin and Itraconazole. Fluconazole were not found to be effective.
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Introduccion

Los dermatofitos son los hongos mas
importantes que producen micosis superfi-
ciales en el humano (1, 2, 3).

Las principales especies patdgenas para
el hombre, autéctonas en Venezuela son: Mi-
crosporum canis, Microsporum gypseum,
Trichophyton mentagrophytes, Tri-
chophyton rubrum, Trichophyton tonsu-
rans y Epidermophyton floccosum (4).

Los antifingicos usualmente utilizados
para el tratamiento de estas micosis son: Gri-
seofulvina, Terbinafina, Itraconazol y Fluco-
nazol (5, 6).

Hasta hace dos décadas las pruebas de
susceptibilidad para dermatofitos in vitro a los
diferentes antiftiingicos solo se empleaban oca-
sionalmente en laboratorios especializados.

En el caso de los dermatofitos y otros
hongos filamentosos son varios los factores
que dificultan un procedimiento estandar
para medir in vitro la susceptibilidad an-
tifingica (7).

En este sentido el aspecto técnico mas
discutido, es el tipo y tamafio del inéculo. El
manejo, recuento, dilucion y transferencia de

hifas muestra un mayor grado de dificultad
que el de las conidias, por lo que, por lo gene-
ral, las técnicas de sensibilidad suelen reali-
zarse con estas ultimas. Sin embargo estu-
dios realizados con Aspergillus spp demues-
tran, que la sensibilidad antifingica obtenida
utilizando conidias o hifas, no es significati-
vamente diferente. Sin embargo, este aspecto
no ha sido estudiado para los dermatofitos
(8).

Otros factores que dificultan la estanda-
rizacion de una técnica de susceptibilidad
para este tipo de hongos son: la temperatura
de crecimiento, composicion del medio, pHy
el tiempo de incubacion (9, 10).

Por otra parte, algunos aislados de der-
matofitos tienden a formar una gran exten-
sion de hifas aéreas y conidias cuyas bases no
quedan totalmente insertadas en el medio,
no entrando en contacto con el antifingico y
por lo tanto quedando libres de la inhibicion.
Ademas existen algunas aislados de derma-
tofitos, especialmente T. rubrum, los cuales
esporulan con mucha dificultad, y presentan
“in vitro” un lento metabolismo que condi-
ciona una lenta asimilacién de nutrientes y
por lo tanto del antifangico (7).
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Por lo anteriormente expuesto, la deter-
minacion de la susceptibilidad antifingica en
estos mohos presenta aun aspectos técnicos
que deben ser unificados para lograr una
prueba confiable, siendo el més importante,
la estandarizacion del in6culo (11).

Hasta los momentos se dispone como
técnica de referencias para el estudio de la
susceptibilidad del documento M 38-P de la
NCCLS (12).

Goh y col. en 1994 realizaron en Singa-
pur un estudio de susceptibilidad antifingica
para dermatofitos usando el método de caldo
de dilucién a partir de una suspension de hi-
fas y esporas extraidas del medio Sabouraud,
la cual resulta poco reproducible (13).

Andreas Gehrt y col en 1995, evaluaron
el efecto del tamariio del in6culo de hongos fi-
lamentosos patogenos en el método de mi-
crodilucion en caldo (CMI), concluyeron que
el tamano del in6culo representa una varia-
ble critica para la estandarizaci6on (10).
Jessup y col. en el aflo 2000 realizaron el pri-
mer intento de estandarizar una prueba de
susceptibilidad antifingica para dermatofi-
tos. Logran mejorar la esporulacion y creci-
miento en el medio de Agar Oatmeal (7).

En 1989 Magaldi disefia el método de
los pozos de difusion (14) y en el afio 2000
junto con otros colaboradores realiza un es-
tudio preliminar con el método de los pozos
de difusidon para evaluar la susceptibilidad
antifingica de C. carrionii, P. verrucosay, F.
pedrosoi. (15). También se utilizé este mismo
método para ensayar la susceptibilidad de
Sporothrix schenckii (16).

Por todo lo anteriormente mencionado
el objetivo de este trabajo es implementar la
técnica disefiada por Magaldi en el estudio de
la susceptibilidad antifingica de los derma-
tofitos.
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Materiales y métodos

Para la realizacion del siguiente estudio
se utilizaron un total de 100 aislados de der-
matofitos (74 Trichophyton rubrum, 18 Tri-
chophyton mentagrophytes, 1 Trichophyton
tonsurans, 5 Microsporum canis 'y 2 Epider-
mophyton floccosum) provenientes de
muestras clinicas de ufias y lesiones en piel
de los pies. Los mismos fueron identificados
por los métodos tradicionales (1, 2, 3) en la
Seccion de Micologia Medica del Instituto de
Medicina Tropical “Dr. Felix Pifano”, Univer-
sidad Central de Venezuela.

Se realiz6 la técnica de los pozos de di-
fusion, segtin las especificaciones de Magaldi
y col, que se basan en la preparaciéon de un
in6culo del hongo y la utilizacion de 20 mL de
un medio de cultivo que se funde y mantiene
a 55°C en bano de maria. El in6culo se mezcla
con el medio de cultivo. En cada placa, se
practica orificios pequefios de 5mm de dia-
metro cada uno con un perforador metalico.
En los mismos se deposita 20 pL del antifin-
gico a evaluar, después de 24 horas de incu-
bacion, se mide en milimetros, el diAmetro de
la zona clara de inhibicion del crecimiento.

En el presente trabajo se estudian otros
medios de cultivos a parte del medio de Casi-
tone tales como lo es el medio de Staib.

Otra variante en la ejecucion de la técni-
ca fue la preparacion del inoculo.

Los dermatofitos se cultivaron en el me-
dio Lactritmel (1) a temperatura ambiente
(24-30°C) por 20 dias, a partir de estos culti-
vos se prepard una suspension en 2,5 mL en
medio Casitone liquido. Esta suspension se
mantuvo a temperatura ambiente por 8 dias,
tiempo necesario para obtener la fase logarit-
mica de crecimiento de los mismos. Después
de este tiempo, la suspension se centrifugo
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por 10 min a 1257 rpm. Se descart6 el sobre-
nadante obteniendose sedimentos variables
entre 400-1000 1, los cuales se resuspendie-
ron en tubos con 2 mL de agua destilada esté-
ril. Para obtener el peso del inoculo, se regis-
tr6 la diferencia del peso antes y después de
transferir el in6culo al tubo. El peso se utilizo
como medida para cuantificar el in6culo.

Se ensayaron los siguientes antimicoti-
cos en su presentacion comercial: Griseoful-
vina, Terbinafine, Fluconazol e Itraconazol,
en una concentracion de 1.25ug/uL para lle-
gar a una concentracion final en el pozo de 25
ug/ pozo. Se aplicaron los criterios de inter-
pretacion acordados por la NCCLS, en la téc-
nica de difusion de discos en Agar para Imi-
dazoles y se midieron los halos de inhibicion
en mm (15, 17).

Resultados

La estandarizacion estableci6 que el me-
dio de Agar Staib, pH 5.5, era el mas idoneo
para realizar la susceptibilidad antifingica
de los dermatofitos, porque produjo halos de
inhibicion mas nitidos y de mayor didmetro
comparado con el medio Casitone, igualmen-
te se evidencio6 que en el mismo medio el cre-
cimiento de los dermatofitos fue mayor, en
un 97% en comparacion al 64% con el medio
Casitone. La temperatura ideal para realizar
la prueba fue de 35°C. Con respecto al inocu-
lo el mejor crecimiento, se obtuvo con un
peso que oscilaba entre 0.651-0.850 g, los
cuales producian halos nitidos y bien delimi-
tados en la placa de Petri (Figura 1, Foto 1).

En el medio de Agar Staib 84.7% del to-
tal de los aislados de T. rubrum (Figura 2)
que crecieron, fueron sensibles a Terbinafi-
na, 43% a Griseofulvina, 22,2% al Itraconazol
y ninguno al Fluconazol. En el medio de Casi-
tone se observo que de un total de 44 aislados
que crecieron, el 18.2% mostro ser sensible a
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Terbinafina, un 6.8% a Griseofulvina y un
4.55% al Itraconazol.

En cuanto a T. mentagrophytes (n=18)
(Figura 3), que crecieron en el medio de Agar
Staib se observd que un 38.9%, eran sensi-
bles a Terbinafina, 27.8% a Griseofulvina,
mientras que ninguno de los aislados mostro
susceptibilidad al Itraconazol o Fluconazol.
De un total de 15 cepas crecidas en el medio
Casitone, 20% fueron susceptibles a Griseo-
fulvina, 13.3% a Terbinafina e Itraconazol y
ninguna al Fluconazol.

El tinico aislado disponible de T. tonsu-
rans solo creci6 en el medio Agar Staib y solo
fue sensible a la Terbinafina.

Para el crecimiento M. canis en Agar
Staib (n=4) y en Casitone (n=3), mostr6 una
susceptibilidad a Terbinafina del 75% en
Agar Staib y solo 66.7% para Casitone, segui-
do de Griseofulvina con un 25% sensibilidad
en Staib y 33.3% en Casitone, ningtn aislado
fue sensible al Fluconazol e Itraconazol.

Para E. floccosum utilizando el medio
Agar Staib (n=2), el 50% de los aislados eva-
luados demostro ser sensible solo a Terbina-
fina y el aislado restante tuvo sensibilidad in-
termedia frente a Fluconazol, Griseofulvina e
Itraconazol. Mientras que en el medio Casito-
ne 50 % fue sensible a Terbinafina y Griseo-
fulvina, 50% mostro sensibilidad intermedia
a Fluconazol y ninguna al Itraconazol.

Se pudo demostrar que la mayor sensi-
bilidad “in vitro” alcanzada por los diferentes
dermatofitos fue con la Terbinafina, seguida
por la Griseofulvina e Itraconazol, la mas
baja sensibilidad se observo con Fluconazol.

Discusion
Para el correcto tratamiento de las der-
matofitosis, es conveniente poder disponer

de métodos de referencia para la determina-
cion in vitro de la sensibilidad antifingica de
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Figura 1. Crecimiento en los medios de acuerdo al peso del in6culo.
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Foto 1. Susceptibilidad antifangica para T. rubrum, en el medio Agar Staib.
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Figura 2. Sensibilidad en el medio Agar Staib para 72 aislados de T. rubrum.
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Figura 3. Sensibilidad en el medio Agar Staib para 18 aislado de T. mentagrophytes.

los aislamientos clinicos, que permitan obte-
ner datos reproducibles y confiables al elegir
el farmaco mas activo. En la literatura inter-
nacional en su mayoria, la concentracion del
inoculo para las pruebas de sensibilidad “in
vitro” de hongos filamentosos se mide me-
diante espectrofotometria (13, 18, 19) y la
prueba de susceptibilidad se realiza con la
técnica de microdilucién en caldo, la cual
presenta problemas de reproducibilidad in-
ter laboratorios (7, 11, 13, 18). En nuestro es-
tudio la técnica de los pozos de difusion, una
técnica similar a la de los discos de difusién,
la cual permite utilizar los antifingicos a eva-
luar en su presentacién comercial, mostro ser
una posible opcion adicional, modificando el
medio de cultivo y utilizando el peso como
medida para cuantificar el inéculo.

Los resultados obtenidos en nuestro
analisis evidenciaron que el medio Agar Staib
(pH 5.5) demostro ser el mas adecuado para
realizar la prueba de susceptibilidad de los
pozos de difusidn, al obtenerse un mejor cre-
cimiento de los aislados en un 97% de los ca-
sos en comparacion con el medio de Casitone
(pH 7.0), en donde el crecimiento fue del 64
%, asi mismo la temperatura 6ptima de incu-
bacion fue de 35°C. No tenemos una explica-

cidn satisfactoria que justifique que los para-
metros antes mencionados sean los més fa-
vorables y desconocemos que propiedades
tiene el Agar Staib que puedan favorecer el
crecimiento de los dermatofitos.

Por otro lado, uno de los aspectos técni-
cos mas controvertidos para el desarrollo de
la técnica de la sensibilidad antiftingica en los
dermatofitos, es la preparaciéon del indculo,
que presenta una serie de dificultades inhe-
rentes a la morfologia de estos hongos tal
como fue anteriormente mencionado en la
introduccion de este trabajo. En nuestro es-
tudio el rango de entre 0.651 g a 0.850 g,
equivalentes a 800 pL de suspension de ind-
culo, permiti6 un buen crecimiento de los
aislados de T. rubrum y T. mentagrophytes.
Curiosamente, con M. canis y E. floccosum,
se obtuvieron también excelentes resultados
con pesos menores (0.475 g a 0.575 g); una
posible explicacion para este hecho puede ser
que M. canis y E. floccosum2° poseen abun-
dantes macroconidias lo que permite que con
un menor peso el tamafo de indculo sea tam-
bién efectivo, en contraste con las especies de
Trichophyton que poseen pocas macroconi-
dias y abundantes microconidias.
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Esta es la primera vez, a la luz de nues-
tros conocimientos que se utiliza el peso
como medida para cuantificar el in6culo en
los dermatofitos con la finalidad de realizar
una prueba de susceptibilidad antifingica.

Se pudo demostrar que la mayor sensibi-
lidad “in vitro” alcanzada por los diferentes
dermatofitos fue con la Terbinafina, seguida
por la Griseofulvina e Itraconazol, no se de-
mostro sensibilidad alguna ante el Fluconazol.

Estos resultados concuerdan con los re-
portados por Goh y col. en 1994 (13), dos traba-
jos reportados por Jessup y col., en el afio 2000
(7, 19) arrojan datos que colocan a la Terbinafi-
na como el antifingico de mayor actividad con-
tra los dermatofitos en la actualidad.

Sin embargo, se requieren mas estudios
en los cuales se utilice los mismos parame-
tros que se usaron en este trabajo, el cual fue
un ensayo, para determinar si realmente esta
es una técnica efectiva para realizar la sus-
ceptibilidad antifangica de los dermatofitos.
Ademas, se necesitan estudios de correlacion
“in vitro” e “in vivo”, indispensables para la
prediccion de la respuesta clinica ante un tra-
tamiento.
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