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Resistencia de algunos

hongos patogenos

a los vapores del formol

INTRODUCCION

El formaldehido o formo) es un gas in-
coloro, de olor suj géneris, que se ven-
de comercialmente en forma de solu-
cién acuosa al 37-41%, llamada forma-
lina.

La formalina en dilucién al 10% en
agua se usa comunmente para preser-
var y fijar los tejidos frescos para estu-
dio histolégico, como preservativo de
muestras biolégicas y otros materiales
organicos y en la preparacion de vacu-
nas. Se ha usado en fumigaciones agri-
colas y en el tratamiento de las semi-
llas para evitar la accion parasitaria de
los hongos en plantas y animales, y
desde mucho tiempo se ha venido utili-
zando para matar cultivos de hongos
""peligrosos"".

Standard y Kaufman (1982), reportan
qgue el formaldehido, a concentraciones
dé 0,2 y 0,5% por 24 y 48 horas, es
muy efectivo como fungicida en el tra-
tamiento de cultivos de hongos pat6-
genos H. capsulatum, B. dermatitidis
y C. immitis) para la preparacién de
antigenos, pero que, desafortunada-
mente, éstos pierden parte de su anti-
genicidad.

Fahmy y colab. (1983), reportan que la
formalina al 10%, utilizada como fija-
dor de los tejidos en patologia, ejerce
total actividad fungicida en los tejidos
fijados por 5 minutos o mas.

Wensley (1968), demostré que el efec-
to fungicida del formaldehido sobre co-
nidias de hongos (fusarium spp) o so-
bre muestras de suelo infectado es
mayor después de largos periodos de
humedecimiento que después de
periodos méas cortos, lo que
posiblemente sea debido a que el pre-
humedecimiento favorece la
germinacion de las clamidosporas,
haciéndolas ast mas susceptibles a la
accién del fungicida.

Dennis & Gaunt (1974), utilizaron ga-
ses de formaldehido y formalina para
tratar conidias de hongos y muestras
de suelo provenientes de polleras y en
contraron que el formaldehido gaseoso
es mas fungicida que la formalina. La
exposicion a 2 partes p/m de formalde-
hido por 24 horas mat6 el 99.99% de
las conidias de cultivos puros, pero en
las muestras de suelo la reduccion de
células viables no fue tan marcada de-
bido probablemente a la incapacidad
del gas para penetrar las capas mas
profundas. La exposicién por 45 minu-
tos a la formalina a concentraciones
de 750-2000 partes p/m sélo retard6 la
germinacién y la formacion de colonias
de varias especies de Aspergillus.

En 1982, Bartlett y colab., reportan el
uso de formalina al 3% para la desin-
fectacién del suelo fuertemente infec-
tado con H. capsulatum como medida
para prevenir potencial brote de histo-
plasmoésis entre los trabajadores y
vecinos de una comunidad en lllionois.
La cantidad de formalina utilizada en 3

dias consecutivos (1 galén por pie
cuadrado de suelo), se encontré que
correspondia a 4 cm de lluvia y que
penetraba a una profundidad de 19
cm, lo que se considerd suficiente
para alcanzar a las posibles conidias
de H. capsulatum. El procedimiento
fue considerado exitoso ya que ningun
caso de histoplasmosis fue reportado
posteriormente.

En el laboratorio hemos venido utili-
zando la formalina 'al 10% humede-
ciéndo los tapones de algodén, afia-
diéndola directamente a los tubos de
cultivo o vertiéndola en las placas de
Petri que contienen cultivos en lamina,
dejandola actuar por 1 a 3 dias antes
de proceder a su manipulacion.

El propdsito del presente trabajo ha
sido evaluar la accién de los gases de
formaldehido sobre algunos hongos
patégenos.

En este trabajo piloto se us6 una sola
cepa de cada una de las especies.

MATERIAL Y METODOS

1. Cepas utilizadas: Paracoccidioides
brasiliensis 6029
Histoplasma capsulatum
277
Coccidioides immitis FMC 196.

Se utilizaron
cepas sobre

FMC

repiques de las tres
terreno sablac sin
antibiético, dejandolos crecer a
temperatura ambiente (23-289C)
durante 1 mes (P. brasiliensis) o 15
dias (H. capsulatum y C.immitis).

Trichophyton rubrum

Aspergillus fumigatus
Fusarium solani
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Se utilizaron repiques de las tres cepas
sobre terreno lactritmel, dejandolos crecer
a temperatura ambiente durante 10 dias.

2. Solucién de formaldehido:

Se utiliz6 formalina (formaldehyde so-
lution 37-41 % de la casa Hopkin & Wi-
liams, Essex).

Para el experimento N° 1, se utilizé la
formalina al 10% en agua.

Para el Experimento N° 2, se utiliz6 for-
malina pura (formaldehido 40%).

3. Experimento N° 1:

Los tubos de cultivo de cada una de las
cepas fueron colocados sobre soporte, en
frascos de boca ancha (capacidad 3650
ml) con tapa de rosca hermética en el
fondo se colocaron 200 ml de formalina al
10% en agua;

se taparon los frascos y se dejaron a
temperatura ambiente. Al dia siguiente y
cada uno de los dias sucesivos, se sac6 1
tubo de cada una de las cepas. De cada
tubo-cepa se hicieron repiques a 4 tubos
de sablac (P. brpsiliensis, H. capsulatum
y C. immitis) 6 2 tubos de lactritmel (Tr.
rubrum, A. fumigatus y F. solani)
colocando trozos de la colonia en cada
tubo. Los repiques fueron mantenidos a
temperatura ambiente y observados a la
semana, a las 2 semanas, al mes y a los
2 meses de sembrados.

4. Experimento N° 2:

Los tubos de cultivo de cada una de las
cepas fueron colocados sobre soporte, en
frascos de boca ancha de la misma
manera que en el experimento anterior.
En el fondo de los frascos se colocaron

formalina pura; se taparon y se dejaron a
temperatura ambiente. De las cepas P.
brasiliensis, H. capsulatum y C. immitis
se sacaron 2 tubos los dias 1, 2, 3, 5,
8 y 13 y de cada tubo se hicieron
repiques a 3 tubos de sablac (6 tubos
por cada una de las cepas) que fueron
mantenidos a temperatura ambiente y
observados a la semana, a las 2
semanas, al mes y a los 2 meses.

De las cepas Tr. rubrum, A. fumigatus y
F. solani , se sac6 1 tubo de cada una de
las cepas todos los dias hasta el dia 10, y
de cada tubo se hicieron repiques a 2
tubos de lactritmel (2 tubos por cada
una de las cepas) que fueron mantenidos
a temperatura ambiente y observados a
la semana, a las 2 semanas y al mes.

200 ml de RESULTADOS
TABLA 1
Dias

Cepas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
S ++ ++ ++ ++ - ++ +- ++ ++ ++ ++ -

P. brasiliensis
++ ++ - +- - - - - - ++ - -
++ ++ ++ ++ +- +- - - - - - -

H. capsulatum
++ +- - +- - - - - - - - -
++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
C. immitis ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ +-

Paracoccidioides brasiliensis se mantuvo vivo y creci6 bien en al menos 2 de los tubos sembrados, hasta el dia 11 de exposicién.

Histoplasma capsulatum se mantuvo vivo y creci6é en al menos 1 de los tubos sembrados, hasta el dia 6 de exposicion.

Coccidioides immitis creci6 en todos los tubos sacados durante los primeros 1 1 dias y en 3 de los 4 tubos sembrados, hasta el dia 12 de exposicién

TABLA 2
Dias
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Cepas
Tr. rubrum ++ +- - - - - - - - -
A. fumigatus ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
F. solani ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

Tr. rubrum dej6 de crecer después de 2 dias de exposicion.

A. Fumigatus y F. solani permanecieron vivos y crecieron hasta los 10 dias de exposicion.

2. Experimento N° 2: Formalina al 40
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TABLA 3

Dias
1 2 3 5 8 13
Cepas

e ++ + +-- +-- - ---

P. brasiliensis
++ + + +- +-- - -—-
+ +- +-- +- — — -

H. capsulatum
+ +- +-- + +- - - -—-
C.immitis T +- +e-
+++ + +- + +- - ---

P. brasiliensis, H. capsulatum y C. immitis se mantuvieron vivos y crecieron en los tubos sacados después de 1 dia
y en parte de los tubos hasta el tercer dia de exposicion. Ninguna de las tres cepas creci6é después de 5 dias de

exposicion.
TABLA4
Dias
Cepas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tr. rubrum - -- - - - - - -
A. fumigatus ++ -- ++ +- +- - - - - -
F. solani ++ ++ - ++ -- -- -- -- +- -

Tr. rubrum no creci6 en ninguno de los tubos sembrados desde el primer dia de exposicion.
A. fumigatus dejo6 de crecer a partir del 69 dia de exposicion.
F. solani se mantuvo parcialmente vivo hasta el 99 dia de exposicién.

COMENTARIOS

Cuando se utilizé la formalina al 10%,
Tr. rubrum resulté ser el mas sensible
a la acciéon de los vapores del formo),
dejando de crecer después de 2 dias de
exposicion. H. capsulatum resulté ser
mas sensible que P. brasiliensis y C.
immitis. A esta concentracion, P. bra-
siliensis sobrevivié hasta el dia 11 de
exposicion, mientras que A. fumigatus
y F. solani sobrevivieron por mas de 10
dias y C. immitis por mas de 12 dias
de exposicion.

Cuando se utilizé la formalina pura
(40%), Tr. rubrum no sobrevivié desde
el primer dia de exposiciéon; P. brasi-
liensis, H. capsulatum y C. immitis
dejaron de crecer entre el 49 y 59 dia;
A. fumigatus dej6 de crecer a partir del
69 dia y F. solani se mantuvo vivo
hasta el 99 dia de exposicion. La
ausencia de crecimiento entre el 59 y
89 dia de exposicién podria deberse al
hecho de que sélo se tomé parte de la
colonia del hongo para ser
transplantada, pu-

diendo haber quedado células viables
en el fondo, que si crecieron al 9° dia
de exposicion.

La accion del formo) sobre el protoplas-
ma de los hongos podria explicarse por
su accién coagulante sobre las protei-
nas. Es de suponer que Coccidioides
immitis, Aspergillus fumigatus y Fu-
sarium solani ofrecen condiciones que
les permiten resistir la accién de anti-
sépticos comunes asi como otras ad-
versidades del ambiente. En los culti-
vos, las clamidosporas, por la composi-
cion y el espesor de su pared, podrian
resistir mejor la penetracién del formo)
y quizas, la accion de los gases sea
mayor sobre la superficie de los cultivos
gue en la parte mas profunda del mice-
lio cuando se utilizan cultivos sobre
medios sélidos, como ha sido sefalado
por Dennis & Gaunt (3). Mi hipotesis
sobre este fenédmeno es que la concen-
tracion del formaldehido tiende a equi-
librarse desde la solucién original de-
positada en el fondo del recipiente al
terreno contenido en los tubos, cuya
fase liquida va absorbiendo el gas len-

tamente por la presencia de la fase gel
representada por el agar. Por esto el
efecto letal del formo) se manifiesta
més tardiamente en la parte sumergida
gue en la parte aérea de los cultivos.

La poca resistencia de Tr. rubrum a los
vapores del formo) es un indicio de que
éste puede ser efectivo para la esterili-
zacion de fomites en el control de la
tifia humana, que viene siendo causada
cada dia mas por esta especie.

En el laboratorio, los cultivos de hongos
patégenos considerados como
"peligrosos" deben ser tratados con
precaucion y creemos que se debe pro-
longar la exposicién al formo) (a maxi-
ma concentracién) por mas tiempo del
gue suele considerarse suficiente.

Habiéndose usado una sola cepa de
cada especie estudiada, los resultados
son solamente indicativos, no definiti-
vos. Es deseable repetir estos experi-
mentos usando mayor numero de cepas
e incluyendo otras especies.
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