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Influencia del tiempo de incubación
en la determinación de la actividad
antifúngica in vitro de la terbinafina
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Las pruebas de sensibilidad antifúngica son influenciadas por un gran número de
factores como el tamaño del inóculo, temperatura, composición del medio y tiem-
po de incubación. En este estudio, hemos evaluado la sensibilidad in vitro de 20
cepas de Trichophyton rubrum frente a clotrimazol y terbinafina, y estudiamos la
influencia del factor tiempo de incubación sobre las CMIs de estos dos antifúngi-
cos. El ensayo fue realizado mediante la técnica de dilución en agar, usando
como medio agar glucosado de Sabouraud sin antibiótico. La CMI se determinó
a los 15, 30 y 45 días de incubación . La CMI de la terbinafina a los 15 días de
incubación estaba comprendida en un rango entre 0,02 y 0,0975 µg/ml, a los 30
días de 0,0975 a 0,39 µg/ml y a los 45 días de 0,195 a 0,39 µg/ml; para el clotri-
mazol a los 15, 30 y 45 días se obtuvo una CMI comprendida entre 3,125 y 50
µg/ml. T. rubrum mostró ser más sensible a la terbinafina que al clotrimazol
(p<0,001). Además en esta experiencia observamos que las CMIs de la terbinafi-
na aumentan al prolongarse el tiempo de incubación (p<0,001), más no influye
en las CMIs del clotrimazol (p=0,464). En conclusión, la determinación de la
CMIs depende del tiempo de incubación y del tipo de antifúngico.
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Influence of incubation time in the in vitro antifungal
activity of terbinafine against Trichophyton rubrum

Antifungal susceptibility tests are influenced by a number of technical variables,
including inoculum size, temperature, medium formulation and duration of incu-
bation. In this study, we have compared the in vitro susceptibility of 20 strains de
Trichophyton rubrum against clotrimazole and terbinafine, and studied the
influence of incubation time on MICs of both drugs. The assay was performed by
agar dilution, the medium used was Saboraud glucose agar without an antibiotic.
The MIC was evaluated at 15, 30 and 45 days’ incubation. The MICs ranges of
terbinafine were 0.002 to 0.0975 µg/ml, 0.0975 to 0.39 µg/ml and 0.195 to
0.39 µg/ml at 15, 30 and 45 days’ incubation, respectively. The MICs ranges of
clotrimazole at 15, 30 and 45 days’ incubation were 3.125 to 50 µg/ml. T. rubrum
was markedly more susceptible to terbinafine than to clotrimazole (p<0.001). In
addition, we observed that an increase of incubation time causing an increase in
the MIC value of terbinafine (p<0.001), but MIC values for clotrimazole remained
constant with time (p=0.464). In conclusion, the MIC is dependent on reading
time and the antifungal compound.
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Las dermatofitosis causadas por Trichophyton
rubrum, han adquirido especial protagonismo ya que es el
agente que se aísla con mayor frecuencia en dermatofito-
sis crónicas y onicomicosis, además es el responsable de
muchos cuadros resistentes a la terapia [1-3].

El clotrimazol es uno de los primeros azólicos
empleados extensamente como antifúngico en clínica
humana, que usado como solución o crema al 1%, es
efectivo frente a varias micosis superficiales como pitiria-
sis versicolor, candidiasis cutáneas y dermatofitosis [4-6].
La terbinafina es una alilamina activa frente a un gran
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número de hongos patógenos, especialmente los dermato-
fitos [7]. Ambos compuestos actúan inhibiendo la síntesis
del ergosterol fúngico; la terbinafina es un inhibidor espe-
cífico de la epoxidación del escualeno [8], lo que conduce
a una acumulación del escualeno provocando la muerte
celular; el clotrimazol actúa en un paso posterior, es decir,
es un inhibidor de 14-dimetil lanosterol. El objetivo de
éste estudio es evaluar la eficacia in vitro de dos antifúngi-
cos: clotrimazol y terbinafina frente a T. rubrum y por otro
lado, determinar si el tiempo de incubación es un factor
influyente en los resultados de sus concentraciones míni-
mas inhibitorias.

MATERIAL Y MÉTODOS

Cepas a estudio.Se utilizaron un total de 20 cepas
de T. rubrumaisladas de pacientes con dermatofitosis. El
diagnóstico fue confirmado por examen directo del mate-
rial con blanco de calcoflúor (fluorescent brightener 28;
Sigma-Aldrich, EEUU). La identificación de género y
especie fue realizada observando las características macro
y microscópicas del cultivo en agar glucosado de
Sabouraud con cloranfenicol. Se sembraron en medio de
Borelli aquellas cepas que esporulaban con dificultad, y
por último se realizó el test de perforación de pelo “in
vitro” y test de la ureasa los cuales fueron negativos. Las
cepas fueron subcultivadas en agar glucosado de
Sabouraud sin antibiótico por 15 días a 28°C.

Antifúngicos utilizados. Utilizamos clotrimazol
(Química Farmacéutica Bayer, España) con una pureza de
99,7% y terbinafina (Novartis Farmacéutica, España) sus-
tancia pura valorada.

Concentración mínima inhibitoria (CMI). La CMI
se determinó usando la técnica de dilución en agar. Los
antifúngicos se suspendieron 1:1 p/v en N,N-dimetilfor-
mamida (Sigma-Aldrich), luego fueron resuspendidos en
10 ml de agar glucosado de Sabouraud sin antibiótico,
ajustando las concentraciones finales en un rango com-
prendido entre 1,56 a 150 µg/ml para el clotrimazol y de
0,006 a 0,78 µg/ml para la terbinafina. Se utilizaron placas
de Petri de 5 cm que fueron sembradas con inóculos de 2
mm de diámetro provenientes de los subcultivos de las
cepas con un crecimiento de 15 días y mantenidas a una
temperatura de 28°C; finalmente las placas fueron incuba-
das a esa misma temperatura. La experiencia fue ensayada
por triplicado con cada cepa a estudiar, para obtener una
mayor reproducibilidad de los resultados. La CMI se
determinó a los 15, 30 y 45 días de incubación y corres-
pondía a la menor concentración de antifúngico expresada
en µg/ml que inhibe totalmente el crecimiento del hongo,
mediante una lectura del diámetro de crecimiento de las
colonias comparativa con el control de crecimiento libre
de antifúngico. 

Análisis de datos.Para el estudio comparativo de
las variables diámetros, concentraciones, y tiempo de
incubación los datos fueron sometidos a un proceso esta-
dístico usando un análisis de la varianza (Anova de SPSS
para Windows, EEUU).

RESULTADOS

Comparación entre el desarrollo del inóculo, con-
centración y tiempo de incubación. En las figuras 1 y 2,
correspondiente al clotrimazol y a la terbinafina respecti-
vamente, observamos que cada curva representa los diá-
metros alcanzados del desarrollo de los inóculos a las
diferentes concentraciones utilizadas y a los 15, 30 y 45
días de incubación. La mayoría de las lecturas realizadas

se concentran en un punto en el cual la mayoría del desa-
rrollo de los inóculos quedan inhibidos. El tamaño de las
colonias disminuyen al aumentar las concentraciones de
los antifúngicos, ésta relación es estadísticamente signifi-
cativa (P<0,001). Comparando cada una de las curvas
apreciamos que al incrementar el tiempo de incubación el
tamaño de las colonias aumentan ligeramente (p<0,001). 

CMIs y número de cepas inhibidas. La media de las
CMIs de la terbinafina para un tiempo de incubación de
15 días, están comprendidas en un rango entre 0,02 µg/ml
y 0,0975 µg/ml con una media de 0,06 µg/ml, para un
tiempo de 30 días la CMI comprende un rango de
0,0975 µg/ml a 0,39 µg/ml, representando una media de
0,16 µg/ml, y para un tiempo de 45 días la CMI está en un
intervalo entre 0,195 µg/ml y 0,39 µg/ml, con una media
de 0,23 µg/ml, mientras que las CMI obtenidas para el
clotrimazol para un tiempo de 15, 30 y 45 días están com-
prendidas en un rango entre 3,125 µg/ml y 50 µg/ml, para
un tiempo de 15 días la media de CMI es de 13,4 µg/ml,
para 30 días la media de la CMI es de 15,2 µg/ml y a los
45 días de incubación la media de las CMI es de
17,96 µg/ml. En las tablas 1 y 2, observamos el número de
cepas inhibidas pero acumuladas, a las diferentes concen-
traciones de los dos antifúngicos y para un tiempo de
incubación de 15, 30 y 45 días.

Figura 1. Cinética del desarrollo de los inóculos de 20 cepas de
T. rubrum en función de las concentraciones del clotrimazol y del
tiempo de incubación. Cada punto representa la media geométri-
ca ± DS de los diámetros alcanzados de las colonias para cada
concentración y tiempo de incubación. La diferencia de las tres
curvas son significativas (p<0,001).

Figura 2. Cinética del crecimiento de los inóculos de 20 cepas de
T. rubrum en función de las concentraciones de la terbinafina y
del tiempo de incubación. Cada punto representa la media geo-
métrica ± DS de los diámetros alcanzados de las colonias para
cada concentración. La diferencia de cada una de las curvas es
significativa (p<0,001).
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Figura 3. Efecto del incremento del tiempo de incubación sobre
las CMIs del clotrimazol. Para n=20; la mediana       representa la
media geometrica ± DS de las CMIs, para un tiempo de 15, 30 y
45 días. Los valores de las CMIs permanecen constantes
(p=0,464); ■ = Nº de cepas con una CMI de 50 µg/ml ; ❑ = Nº de
cepas con una CMI de 25 µg/ml.
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Efecto del incremento del tiempo de incubación
sobre las CMIs. En la figura 3, podemos apreciar que las
medianas observadas representan valores constantes al
comparar la media de las CMIs del clotrimazol con cada
tiempo de incubación, estadísticamente no hubo una
variación significativa (p=0,464). Sin embargo, en la figu-
ra 4, podemos expresar que las CMIs de la terbinafina
aumentan al prolongarse el tiempo de incubación, ya que
los valores de la mediana que resulta de comparar las
medias de la CMIs con los tiempos de incubación, no per-
manecen constantes (p<0,001).

DISCUSIÓN

Las pruebas de sensibilidad antifúngica para hon-
gos filamentosos, se encuentran en proceso de estandari-
zación. La determinación de sus CMIs ofrecen
dificultades para ser interpretadas [9-13]. Algunas cepas
de dermatofitos tienden a formar una gran extensión de
hifas aéreas y cuyas bases no quedan totalmente inserta-
das en el agar, no entrando en contacto con el antifúngico
y por lo tanto quedando libres de inhibición; además algu-
nas cepas de dermatofitos, especialmente de T. rubrum
var. villosa esporulan con mucha dificultad, comportán-
dose in vitro como un dermatofito de lento metabolismo
que condiciona a una lenta asimilación de nutrientes y por
lo tanto de antifúngico. Otros factores como el tamaño del
inóculo, temperatura y tiempo de incubación, son paráme-
tros que pueden influir en la determinación de la CMI
para hongos filamentosos.

La terbinafina es un potente fungicida in vivo con-
tra dermatofitos [14]. Evans y cols. [15] y Smith [16],
compararon la eficaciain vivo del clotrimazol y la terbi-
nafina en pacientes afectos de Tinea pedis. Estos autores
demuestran que esta nueva alilamina es capaz de producir
respuestas de eficacia más rápida en períodos más cortos
de tratamiento, comparándola con el clotrimazol.

En la literatura encontramos varios estudios sobre
la susceptibilidad in vitro del clotrimazol y la terbinafina
frente a T. rubrum [17-19]; la mayoría de los autores
coinciden en que éste antifúngico presenta valores de
CMIs mucho más bajas que el clotrimazol, éste hecho
demuestra la efectividad in vitro de esta sustancia. Sin
embargo, para hongos levaduriformes, la eficacia de la
terbinafina tanto in vivocomo in vitro es cuestionable [7].

Los resultados obtenidos en nuestro estudio tam-
bién revelan una clara superioridad de la terbinafina fren-
te al clotrimazol. Sin embargo, comparando las CMIs

obtenidas en nuestro trabajo con las CMIs obtenidas en
otros [19,20], observamos algunas discrepancias, claro
está que las condiciones del ensayo, el método empleado
y los parámetros que se tomaron en cuenta para la deter-
minación de las CMIs son diferentes, y el tiempo de incu-
bación no se prolongó más allá de 15 días.

El tiempo de incubación es un factor importante en
la determinación de la CMI para bacterias y levaduras
[21]; sin embargo, para hongos filamentosos, se observan
en la literatura muy pocos trabajos que cuestionen éste
hecho. Gehrt [22], estudiando la sensibilidad in vitro en
hongos filamentosos, observó que un período de incuba-
ción prolongado afecta notablemente los valores de las
CMI en ciertos antifúngicos. En nuestro estudio, éste
parámetro no afectó la CMI del clotrimazol que permane-
ció constante al paso del tiempo; sin embargo, notamos
que los valores de la CMIs de la terbinafina aumentan sig-
nificativamente al incrementar el período de incubación
de las cepas. Este hecho es debido quizá a que las bajas
concentraciones utilizadas de éste antifúngico son muy
inferiores a la concentración antifúngica efectiva.

Como conclusión en nuestro estudio podemos decir
que la terbinafina ofrece una mayor eficacia in vitro que el
clotrimazol y que los valores de las CMI dependen del
tiempo de incubación y del tipo de antifúngico, por lo
tanto es necesario realizar determinaciones seriadas en el
tiempo.

Figura 4. Efecto del incremento del tiempo de incubación sobre
las CMIs de la terbinafina. Para n=20; la mediana       representa
la media geometrica ± DS de las CMIs, para un tiempo de 15, 30
y 45 días. Estadísticamente, hay incremento significativo
(p=0,001); ❑ = Nº de cepas con una CMI de 0,39 µg/ml.

Tabla 1 . Número de cepas inhibidas por la terbinafina a un tiempo de incu-
bación de 15, 30 y 45 días.____________________________________________________________

Tiempo (días)__________________________________

Concentración (µg/ml) 15 30 45____________________________________________________________

0,02 1 - -
0,048 10 - -
0,0975 20 11 -
0,195 - 17 16
0,39 - 20 20____________________________________________________________

Tabla 2 . Número de cepas inhibidas porel clotrimazol a un tiempo de incu-
bación de 15, 30 y 45 días.____________________________________________________________

Tiempo (días)__________________________________

Concentración (µg/ml) 15 30 45____________________________________________________________

3,125 4 1 1
6,25 7 5 4
12,5 16 15 13
25 19 19 18
50 20 20 20____________________________________________________________
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