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En la actualidad el diagndstico y la terapéutica de las infecciones a
hongos levaduriformes paiégenos es objeto de mayor atencidén por los
investigadores (1, 6, 7, 9, 10, 16, 17).

En nuestro medio, las infecciones geniicles a levaduras patogenas
es {recuente, debida al tratamiento de las infecciones bacterianas con
antibiéticos de amplio especiro (4, 6, 16). Otros autores hon sefiala-
do este efecto y las condiciones hormonales como los desencadenantes
de la moniliasis (2, 3, 5, 6, 7, 8, 11, 12, 13, 18, 19, 20).

En los laboratorios de diagnéstico se tiende a poner en practica el
uso del Micostatin en discos para evaluar su sensibilidod en presencia
de levaduras procedentes de cada infeccién; sin embargo, no se cono-
cen referencias similares acerca de la violeta de genciana, a pesar de
su uso difundido en la terapéutica.

El objeto del presente irabajo es el de proporcionar al laboratorista
un método de valor prdctico para determinar la sensibilidad de las le-
vaduras a la violets de genciana en discos v hacer conocer el efecto
antimicdtico de las dos sustancias que se estudian frente a levaduras
procedentes de infecciones genitales.

*

Trabajo presentado al Primer Congreso Nacional de Microbiologia y Pa-
rasitologia, Fac. Med. de la Universidad Nacional de San Agustin de
Arequipa (Peru). Oct. 1964.
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EFECTO INHIBITORIO DE LA VIOLETA DE GENCIANA Y DEL MICOSTATIN
EN DISCOS, EN LA CEPA N¢ 1114,

Violeta de Genciana: (1) = 10mecg, (2) = 5mcg, (3) = 2.5meq. {4) = 1.25mcg,
(5) = 0.625 mcg, (6) = 0.3125 mcg, (7) = 0.1562mcg, (8) = 0.0781,
(9) = 0.0395mcg.
Micostatin:  (12) = 100U, (11) = 50U, (10) = 25U.

MATERIAL Y METODOS

Se estudien 100 casos de hongos levaduriformes, en su mayoria a
Candida albicans, procedentes de infecciones vaginales en mujeres adul-
tas no tratadas con micosiatin ni violeta de genciana. El aislamiento
de los levaduras, a partir de las secreciones vaginales, se realizd .en
agar Sabouraud con 0.2 mg. de cloromicetina por cc. La identificacién
morfoldgica de las levaduras se hizo por la observacién de clamidos-
poras y pseudofilomentos y la tipificacién seroldgica por la prueba de
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la aglutinacidén en ldming, usando antisuero C. albicans, Difco (15).
No se efectud la prueba de la asimilacién del carbono ni la fermenta-
cién de los carbohidratos.

Cuadro N? 1 Actividad del Micostatin en discos sobre 100
cepas de levaduras

INHIBICION en %

Conc/Disco
Um'glzdes Completa Fuerte Débil
+ 10mm. § 8-9mm. §  6-7mm. g Nula
100 100 0 0 0
50 51.40 40.00 0 8.59
25 4.49 13.61 6.40 75.50

La accidn antifingica de la vicleta de genciona fue determinada
comparativamente con la del micostatin, Para los ensayos con la vio-
leta de genciana se prepararon 9 series de discos con cantidades de- .
crecientes del colorante: 10 mcg. Smeg. 2.5 meg. 1.25 mcg. 0.625 mcg.
0.3125 mcqg. 0.1562 mcg. 0.078] mcg. 0.0395 mcg.; y 6 diluciones en tu-
bos en progresion geométrica de 1:10,000 a 1:320,000, mientras que, pa-
ra las experiencias con el micostatin se usé (inicamente en discos (Dif-
co) de 25, 50 y 100 Unidades.

En la preparacién de los discos se empled papel secante de 1 mm.
de espesor v 6 mm. de didmetro cortados con perforader de papel y
con capacidad de absorcidon de 0.2 cc. del colorante. Después que los
discos de papel fueron impregnados con cada concentracidn, se esteri-
lizaron en autoclave a 121°C X 15 minutos y posteriormente fueron de-
secados a 40°C en estufa. Para la prueba de la sensibilidad, se pre-
pard el indculo emulsionado en 1 ce. de caldo Sabouraud 3 colonias de
levaduras de 7 dias de desarrollo a 25°C, el que fue vertido en una plo-
ca estéril a la cual se agregd después el agar de Sabouraud licuado.
Sobre la superficie solidificada se colocaron los discos de violeta de
genciana y del micostatin en forma equidistante presiondndolos ligera-
mente para facilitar su adherencia. La lectura del efecto inhibitorio se
hizo después de dejar el cullivo con los discos, 48 horas a 37°C y 72 ho-
ras a temperatura del laboratorio, registrdndose los resultados en mili-
metros de didmetro y considerando como completa inhibicidn o mas de
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10 mm., como fuerte inhibiciéon de 8 & 9 mm., como débil inhibicién de
6 a 7 mm. e inhibicién nula cuando se cbservaba el desarrollo de las
levaduras alrededor del disco.

Para las diluciones en tubos se usé el caldo de Sabouraud como sol-
vente del colorante, se repartieron las respectivas concentraciones en
cantidades de 1 cc. autoclavéndolas a 1219C por 15 minutos. El indcu-
lo se preparé en forma similar a la empleada para la prueba con los
discos y la siembra se realizé agregando 0.1 cc. de éste a cada centi-
metro cubico de las diferentes diluciones. Los tubos sembrados se lle-
varon a 37° C por 48 horas y 72 horas 25¢ C vy, posteriormenie, se vertie-
ron sobre las placas estériles a las cuales también se agregé el agar de
Sabouraud. La accién inhibitoria de la viocleta de genciana se apre-
cié por el recuento de las colonias después de incubar la nueva siem-
bra a 37°C por 48 horas y a 25°C por 72 horas, registrdndose como com-
pleta inhibicién cuando no habia desarrollo de colonias, como fuerte in-
hibicién al desarrolle de menos de 50 colonias, como débil a mas de 100
colonias y como inhibicion nula al desarrollo de colonias incontables.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro N¥ 1, se muestra la actividad del micostatin en discos
sobre 100 cepas de levaduras. El efecto se expresa en milimetros y gra-
dos de inhibicién. Se observa que el 100% de las cepas son sensibles
a 100 Unidades de micostatin, el 51.40% a 50 U y sdlo el 4.49% « 25 U.
El porcentaje de cepas resisientes alcanzd sélo el 8.59% con 50U, mien-
tras que con 25U, las cepas resistentes aumeniaron al 75.50%.

En el Cuadro N? 2, la actividad de la violeta de genciana en discos
se expresa igualmente en milimetros y grados de inhibicidn. La inhi-
bicion fue compleia en el 100% de cepas con 10 mcg. del colorante.
Con 5 mecg. la inhibicién fue completa en el 96.30%, fuerte en el 3.70%
y ausente en la inhibicion débil. Con 2.5 mca., la inhibicién compleia
alcanzd el 75% de las cepas, la fuerte al 17.30% vy la débil al 5.77%,
pero se empezd a observar la presencia de cepas resistentes en 1.93%.
El porcentaje de cepas sensibles a 1.25 mcg. fue todavia del 82.70%, con-
siderando la inhibicién completa que alcanzé a 19.26%, la fuerte a
51.90% vy la débil a 11.54%. El porcentaje de cepas resistentes cumento
por debajo de 1. 25 mcg. hasta alcanzar el 100% con 0.0781 mca.

En la fotogralia se muestran los grados de inhibicion de las dife-
rentes concentraciones de la violela de genciana y del micostatin en
discos, frente a una cepa sensible. Los discos del 1 al 9 corresponden
a concentraciones de violela de genciana dende puede apreciarse que
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Cuadro N? 2 Actividad de la Violeta de Genciana en discos
sobre 100 cepas de levaduras

INHIBICION en %

Conce/Disco em s
en mi- Completa Fuerte Débil Nula
Crogramos | | yomm. ¢ 8-9mm. §  6-Tmm. @
10 100 0 0 0
5 96.30 3.70 0 0
2.5 75.00 17.30 5.717 1.93
1.25 19.26 51.90 11.54 17.30
0.625 1.92 22.78 29.85 45.45
0.3128 0 5.77 26.80 67.43
0.1562 0 - 0 5.67 94.43
0.0781 0 0 0 100
0.0390 0 0 0 100

la inhibicidn completa se produce en los discos 1 y 2, la inhibicién fuer-
ie con el disco 3 y la débil con los discos 4 y 5 equivalentes éstos a la
conceniracién de 1.25 y 0.625 mcg. respectivamente. Los discos 10, 11
v 12 corresponden a concentraciones diferenies del micostatin, habien-
do presentado inhibicidn completa sdlo el disco 12 equivalente o 100
unidades de micostatin, mientras que, los de 25 y 50 unidades no pre-
sentaron inhibicién alguna.

Cuadro N¢ 3 Actividad de 1a Violeta de Genciana en diluciones
sobre 100 cepas de levaduras

INHIBICION en %
Conc/tubo | ipleta Fuerte Débil Nula
0—colonias  —50 colo- +100 co- colonias
nias lonias incontables
1/10,000 100 0 0 0
1/20,000 88.14 8.48 1.69 1.69
1/40,0600 59.33 23.73 1.69 15.25
1/80,000 13.59 33.96 18.66 33.79
1/160,000 1.69 13.56 6.75 78.00

1/320,000 0 11.86 5.09 83..05
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En el Cuadro N° 3, se muestra la actividad de la violeta de gencia-
na por el método de la dilucién en tubos a partir de 1:10,000, que es la
concentracién terapéutica recomendada. Los grados de inhibicién se
aprecian por la ausencia o por el desarrollo de las colonias resistentes
a cada dilucidn y en los resuliados se consigna =l ntimero de cepas
afectadas por la cccidén del colorante en porcentaje. Se cbserva que
a la dilucién de 1:10,000 el efecto inhibitorio es completo o méximo en
el 100% de las cepas; a partir de la dilucidén de 1:20,000 la actividad
del colorante va disminuyendo hasta que, a unca dilucidén de 1:160,000
la inhibicién es completa o méxima sélo en el 1. 69%, la inhibicién es
fuerte en el 13.56%, la inhibicidn es débil en el 6.75% v es nula en el
78%. Por debajo de la dilucién de 1:180,000 la actividad del colorante
es insignificante.

En el Grdfico N? 1, se representa la inhibicidén mdéxima comparat-
va del micostatin v de la violeta de genciana por el método de discos
v diluciones en tubo, basado en los resultados de la inhibicién comple-
ta de los mismos (Cuadros N¢ 1, 2 y 3). Puede apreciarse que éstos an-
timicoticos en las conceniraciones indicadas en nuestro trabajo, se com-
porian similarmente en cuanio a su actividad inhibitoria.

En el Grdfico N? 2, se muestra la inhibicién media de los mismos
antimicéticos, dada por la suma de la accién inhibitoria fuerte y com-
pleta. Por los resultados, se observa que hay también un paralelismo
en cuanto a sus efectos sobre las levaduras.

Un hecho a serialar en este trabaijc es el de haber encontrado una
equivalencia de efectos inhibitorios enire el micostatin y la vicleta de
genciana sobre las levaduras, con las conceniraciones sefialadas en los
Cuadros N¢ 1, 2 v 3. Asimismo, se ha podido establecer, con cierta
exactitud una concentracion inhibitoria maxima de 10 mcg. y otra mi-
nima de 0.625 mcg. de violela de genciana por disco, que corresponden
a los efectos de 100 y 25 Unidades de micostatin por disco, respectiva-
mente.

No obstante que las cepas estudiadas no representan un niimero su-
ficiente para una mejor evaluacion de la actividad de los dos antimi-
coticos, puede recomendarse la concentracidn mdxima y minima de la
violela de genciana por disco para su uso en la préctica de las pruebas
de susceptibilidad antifingica.
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INHIBICION MAXIMA OEL MYCOSTATIN Y DE LA VIOLETA DE GENCIANA
SOBRE 100 CEPAS DE LEVADURA.

CONCLUSIONES

Se ha encontrado equivalencia de los efectos de inhibicion maxi-
ma y media “in vitro” sobre las levaduras, principalmente entre los
conceniraciones de 100 y 25 Unidades de micostatin con las de 10 mcg.
y 0.625 mcg. de violeta de genciana, empleando discos.

Todas las cepas procedentes de infecciones vaginales no tratadas
fueron sensibles a 100U de micostatin y a 5 y 10 mcg. de violeta de
genciang,
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Las cepas resistentes se presentaron en las concentraciones bajas,
a partir de 50 U de micostatin (8.58% ) y 2.5 mcg. de violeta de gen-
ciona (1.93%).
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INHIBICION MEDIA DEL MYCOSTATIN Y DE LA VIOLEYA DE GENCIANA
SOBRE 100 CEPAS DE LEVADURA.

Se recomienda la concentracién méxima de 10 mcqg. vy la minima
de 0.625 mcg. de violeta de genciana en disco para la prueba de sus-
ceplibilidad antifungica,
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