El medio de Kaminski adicionado con
nistatina para el aislamiento de
dermatofitos y otros hongos patégenos
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Se evaluaron 3 medios de cultivo de composi-
cion diferente (Mycobiotic agar, agar de
Kaminski y agar de Kaminski adicionado con
nistatina) para el aislamiento de dermatofitos y
el reaislamiento de S. schenckiiy hongos ne-
gros, agentes de cromomicosis. Con el objeto
de puntualizar diferencias entre dichos medios
se determinaron, para cada uno, la frecuencia
de aislamiento de los hongos, sus caracteristi-
cas morfologicas y su tiempo de crecimiento,
asi como la rapidez e intensidad de la contami-
nacion bacteriana y/o micética. Se estudiaron
150 muestras de pacientes con sospecha clini-
ca de dermatofitosis y se hicieron 30
reaislamientos de S. schenckiiy 10 de agentes
de cromomicosis.

Se demostro la utilidad del agar de Kaminski
modificado, tanto para el aislamiento como pa-
ra el reaislamiento de los agentes sefialados, a
pesar de su mayor indice de contaminaciéon mi-
crobiana. Fue, ademas, util para el aislamiento
de levaduras del género Candida.

PALABRAS CLAVES

MEDIOS SELECTIVOS PARA HONGOS
MYCOBIOTIC AGAR

MEDIO DE KAMINSKI

MEDIO DE KAMINSKI MODIFICADO
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INTRODUCCION

os hongos, a diferencia de las bacterias, son
Lnutricionalmente poco exigentes; de ahi que los

medios que se utilizan ordinariamente para su
aislamiento sean escasos.

A tinales del siglo XIX Raymond Sabouraud des-
cribié la férmula del medio de cultivo que lleva su
nombre y que, desde entonces, ha sido usado uni-
versalmente en micologia (1). Posteriormente se vi6
la necesidad de un medio selectivo que inhibiera la
contaminacién microbiana pero permitiera el creci-
miento de los hongos patégenos. Georg en 1953 (2)
y McDonough en 1960 (3) propusieron adicionar al
medio cicloheximida, cloranfenicol y otros antibitti-
cos; esta innovacién fue muy util para controlar la
contaminacion bacteriana y micética proveniente del
ambiente.
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Recientemente Santamariay col (4) demostraron
que de los diferentes medios selectivos que se con-
siguen comerciaimente en Colombia y que tienen
una formulacion casiidéntica el Mycobiotic Agar es
el méas apto para el aislamiento de dermatofitos. Sin
embargo, debido a problemas de suministro, se de-
cidié probar el Medio de Lactrimel introducido por Bo-
relli en Venezuela desde 1962 (5) y modificado por
Kaminski en 1972 (6) mediante la adicién de ciclohe-
ximida, gentamicina y cloranfenicol. Se trata de un
medio de facil preparacion, econémico y que brinda
facilidades para la identificacion de los dermatofitos
porque permite un excelente desarrollo de pigmento
y esporulacioén, factores determinantes en la identifi-
cacion de estos microorganismos.

A pesar de los buenos resultados obtenidos con
el medio de Lactrimel encontramos dificultades para
la consecucién del antimicético cicloheximida por su
dificil importacién y sus altos costos; es una sustan-
cia que exige, ademas, manipulacién cuidadosa por
el peligro de carcinogénesis.

Para tratar de obviar lo anterior se decidié probar
la nistatina como antimicético sustituto de la ciclohe-
ximida, con las ventajas de su disponibilidad comer-
cial y sus costos reducidos. Ensayos preliminares
brindaron aislamientos adecuados de dermatofitos,
S. schenkii y agentes de cromomicosis, lo que nos
indujo a tratar de corroborar estos hallazgos en for-
ma sistematica.

En esta publicacion se describe la eficacia del me-
dio de Kaminski, modificado mediante la adicién de
nistatina en reemplazo de la cicloheximida; se lo
comparé con los medios de Kaminski convencional
y Mycobiotic agar, para el aislamiento primario de
dermatofitos y el reaislamiento de S. schenckii y al-
gunos hongos dematiaceos agentes de cromomico-
sis.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron simultaneamente los medios selecti-
vos de Kaminski, Kaminski modificado y Mycobiotic
Agar.

La preparacion del Mycobiotic Agar se hizo de
acuerdo a las instrucciones de la casa productora ;

el medio de Kaminski se preparé de conformidad con
las indicaciones del autor (6) y el de Kaminski modi-
ficado igual al anterior pero sin agregar gentamicina
y reemplazando la cicloheximida por NISTATINA
en la proporcién de 1 m! (100.000 unidades de nis-
tatina) por litro de medio. La nistatina se agregé al
medio esterilizado en autoclave y enfriado aunatem-
peratura de 40-50°C.

Se estudiaron 150 muestras de pelo o escamas
de pacientes con sospecha clinica de dermatofitosis;
seincluyeron sélo pacientes con un minimo de 5 dias
sin tratamiento antimicético. Para la recoleccion de
las muestras se usaron material y recipientes estéri-
les. Luego se procedié a sembrarlas en cada uno de
los medios en estudio, los cuales se numeraron con-
forme al siguiente esquema:

1. Mycobiotic Agar

2. Agar Kaminski

3. Agar Kaminski modificado

Cada muestra se sembré en los tres medios, pe-
ro se rot6 el orden de siembra, de tal forma que ca-
da uno tuviera la misma oportunidad de ser
sembrado en primero, segundo o tercer lugar.

Para la rotacién en el orden de siembra nos
cefiimos al siguiente esquema:

Muestra # 1: 1-2-3

Muestra # 2: 2-3-1

Muestra # 3: 3-2-1

Muestra # 4: 1-3-2

Muestra # 5: 2-1-3

Muestra # 6: 3-1-2

Muestra # 7: Igual a la # 1 y asf sucesivamente.

Ademas de las muestras de pacientes se trabajé
con 30 cepas de S. schenkiiy 10 de hongos dema-
tidceos causantes de cromomicosis

Técnica de Inoculacion

1. Aislamiento primario

De las muestras de pelos y escamas se hicieron
5 indculos en cada medio, en forma radial, siguien-
do las manecilias del reloj.

De las de ufias se hicieron 10 inéculos en cada
medio.

Selective Agar for Pathogenic Fungi de Merck; Dermasel de Oxoid; Mycosel Agar de BBL y Mycobiotic Agar de Difco

Difco Laboratories, Detroit, Michigan, EE.UU.
Micostatin de Squibb en suspensién,
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Los cultivos fueron seguidos durante tres sema-
nas, con 5 lecturas semanales. Se anoté el diade ini-
ciacion del crecimiento del dermatofito y se
determiné el nimero de colonias por cajay el diaen
que la colonia presenté caracteristicas tipicas en
cuanto a morfologia, pigmento y esporulacién (7).

La identificacion microscépica se hizo a partir de
la colonia, por examen directo con azul de lactofenol;
si lo anterior no era suficiente se recurria a métodos
especiales de esporulacién como microcultivos y a
pruebas nutricionales o bioquimicas (8,9).

En cada uno de los medios se establecié el grado
de contaminacién micdtica y/o bacteriana en la for-
ma siguiente:

Negativa: sin contaminacion.

+: contaminacién muy escasa.

++: contaminacién moderada que no dificul-
taba la lectura.

+++: contaminacién abundante que dificulta-
ba la lectura.

++++ 1 contaminacioén total que exigia repeti-

cién de la muestra.
2. Reaislamientos

A. S. schenckii

Las cepas del hongo se revirtieron a la fase de le-
vadura. Seguidamente se preparé un indculo en so-
lucién salina estéril al 0.85%, a una concentracion de
1000 levaduras/ ml. Se hicieron 5 inéculos en cada
medio, en forma radial, con bisturi, tal como se habia
hecho con las muestras de pacientes.

B. Hongos dematidceos

Se utilizaron cepas de cuatro hongos dematiaceos
(Fonsecae pedrosoi, Cladosporium carrionii,
Phaeoannellomyces werneckii, y Phialophora gou-
gerotii) que habian crecido 15 a 20 dfas. Con un bis-
turi se desprendieron esporas e hifas de las
estructuras mas superficiales y se procedié al inécu-
lo de los medios en forma radial. Al igual que con los
dermatofitos se hicieron 5 lecturas semanales duran-
te 3 semanas.

Toda la informacién obtenida de la lectura de los
medios se recolectd en formatos especialmente di-
senados.

3. Analisis estadistico

Las diferencias estadisticas de las variables ca-
tegoricas se analizaron mediante la prueba de Chi
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cuadrado; los analisis se realizaron con el paquete
EPISTAT en un computador IBM AT.

RESULTADOS

Las muestras analizadas fueron predominante-
mente de individuos mayores de 14 afios remitidos
por instituciones oficiales o por médicos en ejercicio
de la practica privada.

1. Dermatofitos

Se aislaron 65 cepas de dermatofitos en las 150
muestras recolectadas (43%). El niumero de colonias
por caja oscilé entre un minimo de 2 y un maximo de
11. El dermatofito con el mayor niimero promedio de
colonias fue el M. canis y el de menor, el T. menta-
grophytes. No hubo diferencias significativas atri-
buibles a los varios medios.

Con relacion a las caracteristicas morfolégicas y
de pigmentacién de los agentes aislados no se ob-
servaron colonias atipicas en ninguno de los tres me-
dios comparados.

Se aislaron 5 especies de dermatofitos que en or-
den de frecuencia fueron: E. floccosum (27 aisla-
mientos), T. rubrum (23 aislamientos), T.
mentagrophytes (9 aislamientos), M. canis (4 aisla-
mientos) y M. gypseum (2 aislamientos).

La Tabla N2 1 muestra que el Mycobiotic Agar fue
el medio mas adecuado para aislar el E. floccosum
y el T. mentagrophytes; el Kaminski y su versién mo-
dificada lo fueron para el T. rubrum; los tres medios
se comportaron igual frente al M. canis y al M.
gypseum; las diterencias no fueron significativas.

El tiempo de crecimiento fluctué entre 3 y 14 dias;
las diferencias en la velocidad de crecimiento tampo-
co fueron significativas.

En la Tabla N¢ 2 se aprecia que el medio de Ka-
minski modificado fue el mas contaminado (p<0.05)
y las diferencias fueron altamente significativas en lo
referente a la contaminacion micética (p<0.00005).

No hubo diferencias en la rapidez con que se de-
sarrollaron los contaminantes y la tasa de contami-
nacién varié entre 33 y 57%. La contaminacién, sin
embargo, no dificultd la lectura de los cultivos.

2. S. schenckii y agentes de cromomicosis

Se obtuvo crecimiento de la totalidad de cepas de
S. schenckii y de agentes de cromomicosis en los
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TABLA N? 1

FRECUENCIA DE AISLAMIENTO DE LAS DIFERENTES ESPECIES
DE DERMATOFITOS SEGUN EL MEDIO UTILIZADO

Especie de dermatofito (%)

Medio E. flocossum T. rubrum
utilizado 27)" (23)*

1 100 89

2 93 100

3 85 100

Numero de aislamlentos.

tres medios de cultivo ensayados. No hubo diteren-
cias en la frecuencia de crecimiento, en las carac-
teristicas morfolégicas de las colonias ni en la
velocidad de crecimiento; ésta varié entre 2y 7 dias.

Todos los hongos dematiaceos esporularon en el
medio de Kaminski modificado y no fueron necesa-
rios los microcultivos. En el medio Mycobiotic la es-
porulacién fue ocasional. La gran mayoria de
colonias de S. schenckii cultivadas en agar Mycobio-
tic fueron albinas o poco pigmentadas, mientras en

TABLA N2 2
FRECUENCIA DE CONTAMINACION

EN TRES MEDIOS SELECTIVOS INOCULADOS
CON MUESTRAS SOSPECHOSAS DE INFEC-

CION DERMATOFITICA

Tipo de Medio
Contaminacion % de contaminacién

1 2 3
Bacteriana sola 13 7 10
Micotica sola 13 17 30
Mixta 10 12 17
Total 33 36 57
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T. mentagro- M. canis M. gypseum
phytes (9)* (4) 2)*
100 100

9 100

96 100

el medio de Kaminski modificado la pigmentacion fue
intensa.

Es importante mencionar que el medio de Kamins-
ki modificado permitié el crecimiento de levaduras
del género Candida en una proporcién doble de la
obtenida en agar Mycobiotic. La especie predomi-
nante fue C. albicans pero se aislaron también otras
especies diferentes.

DISCUSION

Cabe destacar que la Unica caracteristica en la
cual se demostraron diferencias significativas entre
los tres medios fue la tasa de contaminacién micro-
biana en los cultivos de dermatofitos. En el medio de
Kaminski modificado crecié el mayor nimero de con-
taminantes; sin embargo, ello no dificulté la lectura.

El indice de contaminacién fue ligeramente infe-
rior al obtenido previamente por Santamariay col (4)
en nuestro laboratorio (33 a 57% vs 58 a 78%).

Este estudio pone de manifiesto la utilidad del me-
dio de Kaminski adicionado de nistatina, dados su
bajo costo y la facil disponibilidad de sus ingredien-
tes. Este agar enriquecera el amamentarium de me-
dios selectivos para el aislamiento de hongos
patégenos; es eficiente para el aislamiento de der-
matofitos, S. schenckiiy agentes de cromomicosis e,
igualmente, para el de levaduras del género Candi-
da;también facilita la identificacién de los hongos de-
matiaceos sin recurrir a los microcultivos y permite
definir con mayor precision las caracteristicas de pig-
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mentacion de las cepas de S. schenckii, lo cual re-
sulta ventajoso y permite ampliar las posibilidades
diagnésticas utilizando un medio de cultivo unico.
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SUMMARY

MODIFIED KAMINSKI AGAR FOR THE ISOLA-
TION OF DERMATOPHYTES AND SOME
OTHER PATHOGENIC FUNGI

Three culture media with different composition
(Mycobiotic agar, Kaminski agar and Kaminskl
agar modified with nystatin) were evaluated for
isolation of dermatophytes and reisolation of S.
schenckiiand dematiaceous fungi. One hundred
and fifty specimens of cases suspicious of der-
matophytosis, as well as 30 strains of S.
schenckiiand 10 of chromoblatomycosis agents
were studied. The modified Kaminski agar was
efficient for the isolation and reisolation of the
tested agents, in spite of its greater contamina-
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tion rate; it was equally adequate for isolation
of Candida species.
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