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EVALUACION
DE CUATRO MEDIOS SELECTIVOS PARA
AISLAMIENTO DE HONGOS PATOGENOS

L. SANTAMARIA, M.L. ESCOBAR, L.H. MONCADA, G. GUZMAN, F. MONTOYA

Se evaluaron cuatro medios de cultivo co-
merciales para el aislamiento de hongos pat6-
genos que contienen agar, peptona, glucosa,
cicloheximida y cloranfenicol. En cada uno se
determiné la frecuencia de aislamiento de
hongos patégenos asi como sus caracteristicas
morfolégicas, su tiempo de crecimiento y la
rapidez e intensidad de la contaminacion bac-
teriana y/o micética, con el objeto de puntua-
lizar diferencias entre ellos. Se estudiaron 100
muestras de casos con sospecha clinica de der-
matomicosis o micosis subcutineas y 50 de
pacientes con diagnodstico presuntivo de
micosis profunda. Se aislaron 56 patégenos
en el primer grupo y P. Brasiliensis en tres
esputos seriados.

INTRODUCCION

Los hongos, a diferencia de las bacterias,
son nutricionalmente poco exigentes; de ahi
que los medios que se utilizan de rutina para
su aislamiento sean escasos. A finales del siglo
XIX, Raymond Sabouraud describié la formu-
la del medio de cultivo que lleva su nombre
y que se ha considerado de uso universal en
micologia (1). Mas tarde se vio la necesidad de
un medio selectivo que frenara la contamina-
cion por flora microbiana pero que permitiera
el crecimiento de los hongos patdgenos
Georgen en 1953 (2) y McDonough en 1960
(3) propusieron adicionar antibidticos, ciclo-
heximida y cloranfenicol, los cuales resultaron
muy utiles para controlar la contaminacion.
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En Colombia cuatro casas comerciales
suministran a los laboratorios de micologia
sendos medios selectivos que contienen agar,
peptona, glucosa, cicloheximida y cloranfeni-
col. De acuerdo a esta composicion deberian
comportarse en forma similar en su capacidad
de aislamiento de hongos patégenos. Sin
embargo el uso rutinario de estos diversos
medios ha permitido observar diferencias
importantes entre uno y otro.

Es el objetivo de este trabajo tratar de
puntualizar esas diferencias para asi definir
cual o cudles son los mejores medios que per-
mitan un trabajo idoéneo en el laboratorio.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron simultdneamente los medios
"Selective Agar for Pathogenic Fungi" de la
Casa Merck, "Dermasel"” de Oxoid, "Micosel
Agar" de la firma BBL y "Mycobiotic Agar"
de Laboratorios Difco. La preparacion de los
medios se hizo de acuerdo a las instrucciones
de cada una de las casas productoras.

Se estudiaron 100 muestras de casos con
sospecha clinica de dermatomicosis o micosis
subcutaneas y 50 de pacientes con diagnosti-
co presuntivo de micosis profunda. Se inclu-
yeron so6lo aquellos pacientes que llevaban un
minimo de cinco dias sin tratamiento antimico-
tico. Las muestras recolectadas fueron pelos,
escamas, esputos, biopsias, liquidos y exu-
dados. Para la recoleccion de las muestras
se emplearon materiales y recipientes estériles.

A continuacién se procedié a sembrar en
cada uno de los medios, y se numeraron segun
el siguiente esquema: 1. Selective Agar for
Pathogenic Fungi, 2. Dermasel Agar, 3. Mico-
sel Agar, 4. Mycobiotic Agar.

Cada muestra se sembrd en los cuatro
medios y se rotd el orden de siembra, de tal
foma que cada uno tuviera la misma oportu-
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nidad de ser sembrado en primero, segundo,
tercero o cuarto lugar.

En promedio se hicieron 5 indculos en cada
medio, en forma radial, siguiendo las mane-
cillas del reloj. En el caso de muestras de ufias
se hicieron 10 indéculos en cada medio. De
muestras liquidas se sembraron 0.1 ml en
cada caja.

En cada uno de los. medios inoculados se
determind lo siguiente: 1. La frecuencia de
aislamiento de hongos patogenos. 2. El nime-
ro de colonias de dichos hongos. 3. Las carac-
teristicas macro y microscopicas de esas
colonias. 4. El tiempo requerido para el creci-
miento. 5. El grado de contaminacion bacte-
riana y/o micoética.

En los casos de micosis superficiales e inter-
medias se hizo seguimiento de los cultivos
durante tres semanas, con cinco lecturas sema-
nales. En el caso de micosis profundas se
hicieron dos lecturas semanales por cinco se-
manas. Tanto en las muestras de casos con
micosis superficiales, como intermedias y pro-
fundas, se anotd el dia de iniciacidén del creci-
miento del hongo patéogeno, se establecio el
namero de colonias por caja 'y se determiné el
dia en que la colonia presentd caracteristicas
tipicas en cuanto a morfologia, pigmento y
esporulacion (4). Toda la informacidén anterior
se consignd en protocolos de laboratorio espe-
cialmente disefiados para esta investigacion.

La identificacion microscoépica se hizo a
partir de la colonia por examen directo con
azul de lactofenol; si esto no era suficiente se
recurrié a métodos especiales de esporulacion,
microcultivos, pruebas nutricionales o bioqui-
micas (4, 5).

En cada uno de los medios se establecid el
grado de contaminacidén micotica y/o bacteria-
nay se leyd de acuerdo al siguiente esquema:

Para los analisis de significancia estadistica
se utilizo la prueba de chi-cuadrado y para su

Negativo : Sin ningln tipo de contaminacion
+ : Contaminacion muy escasa
++ : Contaminacion moderada que no dificulta
. la lectura
-+ : Contaminacion abundante que dificulta la
lectura
++++ : Contaminacidén total que exige repeticion

de la muestra
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ejecucion se contd con un computador Apple
IT Plus y el respectivo paquete de programas
especificos.

RESULTADOS

Las 150 muestras estudiadas fueron tanto
de pacientes de instituciones oficiales como
remitidos por médicos* particulares. En los
pacientes con sospecha de micosis superficial
sobresalieron las mujeres mayores de 14 afios,
en cambio en los casos con sospecha de micosis
profunda predominaron los varones adultos.
Sélo nos remitieron 17 menores de 14 afios,
con presunta micosis superficial. En los casos
con probable micosis sistematica, 40 muestras
fueron de sitios relacionados con tracto respi-
ratorio (biopsia de laringe, exudado de lesion
en lengua, lavados bronquiales y esputos) y 10
de sitios normalmente estériles (liquido cefalo-
rraquideo, liquido pleural, liquido peritoneal
y biopsia hepatica). De esas muestras las mas
frecuentes fueron esputos y liquidos cefalo-
rraquideos.

Micosis superficiales e intermedias: Se aisla-
ron 56 patogenos de las 100 muestra sefaliza-
das para agentes de micosis superficiales o sub-
cutaneas. En la Tabla 1 se muestra su distribu-
cion de acuerdo al medio de cultivo utilizado.

Tabla 1. Distribucién de 56 hongos patdgenos aisladosa
partir de 100 muestras de pi€l o mucosas en cuatro medios
comerciales, selectivos para hongos patdgenos.

Frecuencia de aislamiento

Hongo aislado segin el medio

1 2 3 4
Dermatofitos 30 26 30 29
Candida spp. 19 19 14 19
Geotrichum spp. 2 - 1 -
S. schenckii 1 1 1 1
Trhichosporum spp.| 1 1 1 1
Total 53 47 47 50

En su orden, los dermatofitos y las Candidas
fueron los patdégenos mas frecuentes. En for-
ma ocasional se aislaron Geotrichum spp. y S.
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schenkii. So6lo en cuatro pacientes se tuvie-
ron aislamientos multiples. Los medios 1 y 4
permitieron la mayor recuperacion de patoge-
nos, sin embargo no hubo diferencias signifi-
cativas.

Los medios 1 y 3 fueron los mas sensibles
para el aislamiento de dermatofitos y el medio
3 el menos adecuado para el aislamiento de
levaduras.

El nimero de colonias de dermatofitos aisla-
dos porcaja oscildo en promedio entre un mini-
mo de 2 y un maximo de 10. El dermatofito con
el menor promedio fue el T. mentagrophytes
y el de mayor, el M. canis. No hubo diferencias
significativas atribuibles a los varios medios
comparados. No resultd de utilidad la cuanti-
ficacion de las colonias de levaduras ya que su
crecimiento, en la mayoria de los casos, fue
muy abundante y de dificil recuento.

Con relacion a las caracteristicas macrosco-
picas del crecimiento en el medio 4 no se ob-
servaron colonias atipicas de dermatofitos; el
medio 2 permitié el crecimiento de la mayor
cantidad de colonias atipicas (p< 0.05); en los
medios 1 y 3 la frecuencia de colonias atipicas
fue 10%; en comparacion con la frecuencia en
los medios 2 y 4 la diferencia fue significativa
(p <0.05) (Tabla 2).

Tabla 2. Frecuencia de aislamiento de colonias atipicas de
dermatofitos en cuatro medios comerciales, selectivos para
hongos patégenos. .

i jas Frecuencia de aislamientos
Medio utilizado

No. % Total
1 3 10.0 30
2 7 26.9 26
3 3 10.0 30
4 0 0.0 29

Se aislaron cuatro especies de dermatofitos
(T. mentagrophytes, T. rubrum, E. Floccosum
y M. canis); la Tabla 3 muestra que el medio 1
fue el mas adecuado para aislar el T. mentagro-
phytes; el 1 y.el 4 lo fueron para el E. flocco-
sum; el 2 y el 3 para el T. rubrum,; los cuatro
medios se comportaron igual frente al M. ca-
nis; las diferencias no fueron significativas.
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Tabla 3. Frecuencia de aislamiento de las dliferentes especies
de dermatofitos dependiento del medio utilizado.

Especie de dermatofito (%)
T. mentagro- | E. floccosum| T. ru- M. ca-
phytes (11 (10 aisla- .| brum (9| nis (4
Medio | aislamientos) mientos) aisla- aisla-
utilizado mientos) | mien-
tos)
1 81.8 100 77.8 100
2 45.5 80 100 100
3 72.7 90 100 100
4 72.7 100 77.8 100

En el medio 2 se obtuvo el crecimiento mas
rapido de levaduras y en el 3 el de dermatofi-
tos; los medios 1 y 2 dieron el crecimiento
mas lento de levaduras y dermatofitos, respec-
tivamente; las diferencias en la velocidad del
crecimiento no fueron significativas; el tiempo
de crecimiento de los dermatofitos fluctud
entre 3 y 14 dias y el de las levaduras entre 2
y 14 (Tabla 4).

Tabla 4. Tiempo de crecimiento promedio de dermatofitos y
levaduras en cuatro medios comerciales, selectivos para hon-
gos patégenos.

Tiempo de crecimiento
seghin el medio (dias)

Tipo de hongo

1 2 3 4
Dermatofito 6.8 7.4 6.2 6.4
Levadura 7.4 5.8 6.6 6.5

No hubo diferencias significativas en la
intensidad de la contaminacién microbiana
de los cuatro medios; en general no dificultd
la lectura de los cultivos; tampoco la hubo en
la rapidez con que se desarrollaron los conta-
minantes; la frecuencia de contaminacion de
las muestras de piel y anexos oscilé entre
58.3 y 78.0% (Tabla 5) y no mostr6 diferen-
cias significativas entre uno y otro medio; el
momento en que aparecid la contaminacidn
fluctud, en el medio 1, entre 6 y 11 dias.
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Tabla. 5 Frecuencia de contaminacion bacteriana y /o micati-
ca en cuatro medios selectivos para hongos patdgenos inocu-
lados con muestras tegumentarias

Medio utilizado
Tipo de Frecuencia observada (%)

contaminacion

1 2 3 4
Bacteriana sola 28 28.3 43.2 33.3
Micotica sola 22 23.0 11.4 8.3
Mixta 28 15.2 18.2 16.7
Total 78.0 66.5 72.7 58.3

Micosis profundas. Basicamente se aislo un
agente de micosis profundas en tres oportuni-
dades (Paracoccidioides brasiliensis). De las
tres muestras positivas, no se aislo el agente en
el medio 1. So6lo en dos de ellas se cultivo en
el medio 2 y en las tres muestras se recuperd
el P. brasiliensis en los medios 3 y 4. La morfo-
logia del microorganismo fue tipica en los tres
medios donde logrd crecer.

El tiempo de crecimiento fue de 16 dias en
todos los medios. Las diferentes estructuras
microscopicas de este patdégeno se observaron
de mayor tamafio en el medio 2.

En tres de los medios el 100% de las mues-
tras procedentes del tracto respiratorio

Tabla 6. Frecuencia de contaminacion bacteriana y /o micoti-
ca en cuatro medios selectivos para hongos patdgenos inocu-
lados con muestras procedentes del tracto respiratorio.

Medio utilizado

Tipo de Frecuencia observada (%)
contaminacion

1 2 3 4
Bacteriana sola 12.5 20.0 115 15,0
Micotica sola 32.5 32.5 27.5 32.5
Mixta 55.0 417.5 52.5 52.5
Ninguna 0.0 0.0 2.5 0.0
Total 100.0 100.0 ]1100.0 100.0

presentaba algin grado de contaminacidn;
ésta fue tanto bacteriana como micotica con
predominio de la mixta (bacterias y hongos);
no hubo diferencias significativas con respecto
a la rapidez o a la intensidad de la contamina-
cion y ésta fue siempre escasa o moderada de
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modo que no interfirié la lectura de los culti-
vos (Tabla 6). Las muestras de sitios normal-
mente estériles se contaminaron entre un 30%
(medio 4) y un 60% (medio 1); en ningun caso
hubo contaminacién bacteriana sola; la menor
frecuencia de contaminacion se dio con las
muestras del LCR; el grado de contaminacion,
que fue moderado, no interfirié6 lecturas
(Tabla 7).

Tabla 7. Frecuencia de contaminacion bacteriana y /o micoti-
ca en cuatro medios selectivos para hongos patégenos inocu-
lados con muestras procedentes de Sitios normalmente es-
triles.

Medio utilizado
Tipo de Frecuencia observada (%)

.contaminacion

1 2 3 4
Bacteriana sola - — — -
Micbtica sola 50 30 40 20
Mixta 10 10 10 10
Ninguna 40 60 50 70
Total 60 40 50 30

DISCUSION

Es de resaltar que la unica caracteristica
en la cual se demostraron diferencias signifi-
cativas entre los cuatro medios ensayados fue
la referente a la tipicidad de las colonias de
los dermatofitos aislados. En el medio 2 se
cultivo el mayor niimero de dermatofitos con
morfologia atipica, lo que dificulté su identi-
ficacion. Se observd ademas, que en este medio
los dermatofitos crecen mas lentamente; el T.
mentagrophytes se aisld con menor frecuencia
que en los otros medios. También fue menos
util para el aislamiento de P. brasiliensis que
los medios 3 y 4 pero mejor que el 1. Por lo
anterior no recomendamos el medio 2 para
aislamiento micologico ni para docencia.

Con respecto a los demas medios, aunque
no se presentaron diferencias significativas, vale
la pena subrayar algunas tendencias. El medio
1 fue el que se contamind mas frecuentemen-
te y no fue util para el aislamiento de P. brasi-
liensis. En el medio 3 se recobrdé el menor
numero de levaduras. El medio 4 resulto ser el
mas idoéneo y no presentd ninguno de los
inconvenientes sefalados.
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Es preciso mencionar la alta tasa de conta-
minacioén (30-100% de los cultivos), tanto de
muestras de sitios con flora corporal como de
las de sitios normalmente estériles; ello obliga-
ra a refinar los métodos de toma y transporte
de las muestras que, segun nuestra experien-
cia, son los dos factores mas implicados en la
contaminacion.

No podemos sacar conclusiones validas con
respecto a las muestras de micosis profundas
debido al minimo aislamiento de patégenos.
Dado que el tiempo de crecimiento maximo
para levaduras y dermatofitos fue de 14 dias,
recomendamos reevaluar la practica corriente
de esperar tres semanas para dar el resultado
definitivo de los cultivos de agentes de derma-
tomicosis.

SUMMARY
Four commercial culture media with simi-
lar composition (Selective Agar for Pathoge-
nic Fungi, Dermasel Agar, Micosel Agar and
Mycobiotic Agar) were evaluated for isolation
of pathogenic fungi. One hundred samples of
cases suspicious of dermatomycosis or subcu-
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taneous mycosis and 50 of patients with
presumptive diagnosis of systemic mycosis
were studied. The Mycobiotic Agar was the
best of the four media for the isolation of der-
matophytes. On Dermasel Agar the growth ti-
me was longer, the morfology of the colonies
was atypical and 7. mentagrophytes was fre-
quently undetected. Micosel Agar was not
adequate for Candida spp.

No valid results were obtained for systemic
fungi due to the low number of isolates.
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