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1. RESUMEN

VALLEJO BRAVO DAVID. Eficacia del extracto citrico estandarizado de semillas de
toronja (Citrus maxima) en el tratamiento de dermatofitosis en caballos (bajo la
direccion de: MVZ. M en C. Cert. José¢ Luis Velazquez Ramirez, MVZ. Dr. Roberto
Arnulfo Cervantes Olivares y la QFB. Dra. Carolina Segundo Zaragoza)

La dermatofitosis es una enfermedad de la piel que afecta a caballos de todas las edades,
raza o sexo. Al ser una zoonosis, los animales afectados deben recibir tratamiento.
El objetivo del presente trabajo fue evaluar la eficacia de una solucion de extracto
citrico estandarizado de semillas de toronja Citrus maxima (ECST) en el tratamiento de
este padecimiento. Para ello se emplearon 2 grupos de 10 caballos que padecian la
enfermedad. Ambos grupos fueron muestreados antes y después del tratamiento
empleando la técnica de Mackenzie (cepillado profuso del pelo en las zonas afectadas).
A las muestras se les practico observacion directa con KOH al 10% y aislamiento en
medios especificos como son: agar micobidtico adicionado con cloranfenicol,
ciclohexamida y acido nicotinico segun el caso. A un grupo se le aplico ECST y al otro
agua cada 24h durante 10 dias. También se cuantificoé el nlimero y tamafio de las
lesiones antes y después del tratamiento. Los datos fueron procesados utilizando el
programa estadistico SAS, aplicando un analisis de varianza con medidas repetidas a
través de modelos mixtos para el tamafio y nimero de las lesiones. El grupo tratado con
ECST obtuvo mas casos positivos después del tratamiento que el control con agua. Los
resultados estadisticos mostraron que no existen diferencias estadisticamente
significativas en el tamafio y nimero de lesiones de ambos grupos, ya que el valor de
P fue >a 0.05. Demostrando que no se elimind el hongo y por tanto el tratamiento bajo

estas condiciones no fue eficiente.



2. INTRODUCCION

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo ya que representa aproximadamente el 15%
del peso corporal '. Ademas de ayudar en el diagnostico de numerosas enfermedades
del organismo, cumple con funciones importantes como son: a) representar una barrera
fisica quimica y biologica contra la invasion de microorganismos, b) proteger al
individuo ante acciones mecanicas, quimicas, térmicas y osmoticas del medio,
c) actuar como Organo sensitivo para la percepcion de presion, vibracion, calor, frio y
dolor, d) colaborar en la regulacion térmica y el mantenimiento del equilibrio hidrico,
asi como en la secrecion y absorcion de diferentes sustancias, e) facilitar la
transformacion de los estadios previos de la vitamina D a su formas activas, f) ayudar al
individuo en situaciones de estrés, sirviendo como reservorio de grasa, electrolitos,
agua, carbohidratos y proteinas en el tejido subcutdneo, g) permitir la comunicacion
entre individuos aportando datos sobre su estado emocional (a través de mimicas o
reflejos vasculares) o sexual (con la produccion de gran cantidad de ferohormonas en

Sus anexos) -,

A pesar de ser un 6rgano muy eficiente, la piel puede llegar a ser infectada con hongos,
bacterias y virus, e irritada por quimicos u otra clase de sustancias que entran en

1,4,5

contacto con ella , por éste motivo las lesiones en piel son una parte importante y

. ‘o 1 67
habitual de la consulta en la practica médica tanto humana como veterinaria ™.

En la practica veterinaria las afecciones dermatologicas en equinos son frecuentes e
importantes, ya que después de los perros y gatos, los caballos son los animales que
presentan con mayor frecuencia éste tipo de problemas. En general la naturaleza y la

. . . . 8.9
frecuencia de las dermatosis equinas son similares en todo el mundo ™.

Un estudio realizado por la British Equine Veterinary Association entre 1962 y 1963
revelo que el 2% del total de casos atendidos por los miembros de la asociacion se debio
a un padecimiento cutaneo '°. Otro estudio realizado por la Asociacién Americana de
Veterinarios de Equinos efectuado en 1989 revel6 que las afecciones cutaneas ocupaban
el cuarto lugar entre los problemas médicos mas frecuentes después del sindrome

abdominal agudo, enfermedades virales del aparato respiratorio y la endometritis '



En una serie de foros veterinarios realizados en 1975, 1981 y 1986, cuyo objetivo era
abordar los problemas dermatologicos que afectan a los equinos, sefialaron que entre
las enfermedades dermatoldgicas equinas mas comunes se encuentran la dermatofitosis,
dermatofilosis, fotodermatitis, reacciones de hipersensibilidad a insectos, oncocercosis,
los granulomas esosinofilicos, papilomas, sarcoides y la urticaria '> '*. Aunado a lo
anterior un estudio retrospectivo realizado en la Universidad de Cornell durante un
periodo de 21 afios (1979-2000) mostré que la segunda dermatosis equina mas frecuente
es la dermatofitosis '°. El primer reporte de dermatofitosis en caballos fue realizado
formalmente por Seddon en 1943 durante la segunda guerra mundial e,

La dermatofitosis se define como una enfermedad micdtica de la piel y sus anexos
causada por un grupo de hongos denominados dermatofitos, los cuales afectan a
especies como el ser humano, caballos, perros, gatos, bovinos, ovejas, cabras, cerdos,

. 17-2
roedores, conejos y aves, entre otros 2

Los dermatofitos son un grupo de hongos filamentosos integrado por los géneros

Trichophyton, Microsporum y Epidermophyton >

Algunas especies de los géneros Microsporum y Trichophyton son patogenas tanto para
animales como humanos, mientras que el género Epidermophyton principalmente

2829 Todos los dermatofitos fueron clasificados formalmente

afecta a estos ultimos
como miembros del Phylum Deuteromycota (Fungi imperfecti), familia
Arthrodematacea. En su estado teleomorfo o estado perfecto, Microsporum vy
Trichophyton pertenecen al género Arthroderma, mientras que el estado perfecto de
Epidermophyton aun se desconoce ***'.

Debido a su afinidad por un tipo de sustrato, los dermatofitos se clasifican como:
zoofilicos (los dermatofitos que principalmente se encuentran en animales pero que
pueden ser trasmitidos a humanos), antropofilicos (los dermatofitos que se encuentran
principalmente en humanos y que raramente pueden trasmitirse a animales) y geofilicos
(los dermatofitos que se encuentran principalmente en el suelo y que se asocian la
descomposicion de pelo, plumas, cascos, pezuiias y otros recursos de queratina; estos

infectan tanto a animales como humanos).



Se sabe que casi todos los dermatofitos tienen como reservorio el suelo
pero a pesar de esto, éste sistema de clasificacion continua usandose para indicar la

. 15,17
fuente de infeccion > .

El diagnostico de este padecimiento comienza en el laboratorio con el examen directo
bajo el microscopio de muestras de tejido coérneo, piel o pelo, en preparaciones de

hidroxido de potasio (KOH al 10%) 7,

Para el cultivo de los géneros Microsporum, Trichophyton y Epidermophyton se
emplean medios de cultivo selectivos como el agar Sabouraud con cloranfenicol y
ciclohexamida o el Dermatophyte Test Medium. Cuando se sospecha de especies como
Trichophyton equinum, debe adicionarse 4cido nicotinico a los medios de cultivo ya que

. . 23,25
sin éste no podra desarrollarse ~.

Las colonias de Microsporum en agar Sabouraud suelen observarse de un color ante o
pardo, y se vuelven algodonosas después de dos a cuatro semanas de cultivo, las de
Epidermophyton se observan de un color verdoso amarillento que con el paso de los
dias se vuelve blanco, mientras que las de Trichophyton son muy variables, pueden ser
lisas y polvorientas, de un color blanco que pasa al rosa, rojo o purpura, asi como del

amarillo al pardo .

En cuanto a su morfologia todos los dermatofitos producen hifas septadas, a las que
colectivamente se les llama micelio. Las unidades de reproduccion asexual llamadas
conidias se encuentran en el micelio aéreo; estas unidades pueden ser de dos tipos
macroconidias cuando miden 100 pum de largo o microconidias cuando miden menos de
10 pm en cualquier dimension '> *. La forma, tamafio, estructura y arreglo de las
conidias se emplea como un criterio de identificacion, asi también algunas estructuras
que permiten identificar y clasificar a los dermatofitos, son la presencia de espirales,
noédulos o clamidoconidias en las hifas. En el hospedador las estructuras que pueden
observarse son delgados filamentos y artroconidias (otro tipo de unidad reproductiva

25,26
asexual) .



Las caracteristicas morfoldgicas distinguibles mas importantes de los tres géneros de
dermatofitos se enlistan en el cuadro 1:
Cuadro 1. Caracteristicas distinguibles de los tres géneros

mas importantes de dermatofitos.

Microsporum Trichophyton Epidermophyton
Macroconidia usualmente presente | variable; presente
regularmente
ausente
Paredes gruesa delgada gruesa
Superficie rugosa lisa lisa
Forma huso que da Ia|baston delgado baston ancho

apariencia de un

puro

Microconidia variable, usual ausente
regularmente

ausente

Tomado de: Veterinary microbiology and microbial diseases. Quinn PJ.. 1* ed. Great Britain: Blackwell

Publishing, 2002.

Existen cerca de 38 especies de dermatofitos conocidas **, aquellas que afectan a los
equinos se encuentran dentro de los géneros Microsporum y Trichophyton, siendo las
especies Trichophyton equinum, Microsporum equinum y Trichophyton equinum var.
autotrophicum las mas comunmente aisladas ' ** ?7*°. Sy trasmisiéon es mediante el
contacto directo con pelos o escamas infectados o con elementos fungales presentes en
el medio ambiente, sobre animales o fomites tales como cepillos, peines, rasuradoras,
almohazas, sillas de montar, cama, mantas, clavos, materiales de vallado, vehiculos de
transporte y otros materiales asociados con el acicalamiento, movimiento y alojamiento
de animales ***°. Estos microorganismos crecen solo en tejidos queratinizados como el
pelo, cascos y la capa externa de la piel. Su crecimiento se ve inhibido al entrar en
contacto con células vivas o areas de inflamacion severa. La alteracion mecanica del
estrato corneo parece ser un factor facilitador importante en la penetracion de los

38-41

foliculos pilosos . El periodo de incubacién en los caballos, se estima entre 8§ a 12

semanas 42’43.




Los dermatofitos tienen la capacidad de producir enzimas proteoliticas como las
elastasas, colagenasas y queratinasas, las cuales juegan un papel importante como
factores de virulencia **. La colonizacion comienza cuando una conidia entra por un
defecto en el estrato cérneo, una vez que la germinacion es disparada por estimulos
quimicos, el tabulo germinal se desarrolla formando un micelio ramificado entre el

epitelio cornificado y unas cuantas porciones del micelio se diferencian en artroconidias
13, 24, 25,38

La invasion del pelo comienza con la germinacion de una conidia cerca del orificio
folicular; las hifas crecen dentro de la corteza del pelo y en la parte externa o interna se
forman y acumulan artroconidias, a lo que se le conoce con el nombre de ectotrix y
endotrix respectivamente ' %,

Todos estos eventos evocan en el hospedador una respuesta fisioldgica que da como
resultado una hipertrofia del estrato corneo, con acelerada queratinizacion y exfoliacion,
convirtiéndose poco después en un area eritematosa alopécica con descamacion y
costras. El prurito asi como el tamafo de las lesiones es variable 344548 Ocasionalmente
los dermatofitos que se encuentran en el centro de la lesion mueren, permitiendo que el
area resuelva en la clasica lesion circular (“ringworm’) 23-25,38, 4347

En los animales ésta presentacion puede variar, los pelos afectados al ser fragiles se
quiebran cerca de su base, dando a la lesion una apariencia de area rasurada, ésta
pérdida de pelo no es permanente a menos que el foliculo piloso haya sido destruido
por la inflamacion. También puede observarse cierto grado de foliculitis, papulas o

, 15,2
pustulas >3,

En los equinos ya que la presentacion regularmente es folicular, el signo clinico mas
consistente es la presencia de una o mas areas circulares de alopecia con descamacion y
encostramiento variable . Las primeras lesiones pueden observarse como pelos erectos
en areas anulares de 5 a 20 mm de diametro y el pelo se arranca con facilidad de las
lesiones en el plazo de 4-6 dias, las costras pueden ser delgadas a gruesas; las lesiones
mas antiguas presentan alopecia y descamacion, posteriormente las lesiones se
expanden hacia la periferia volviéndose coalescentes 2938 Cualquier parte del cuerpo
puede verse afectada en este padecimiento ***. El prurito es mas notorio en los estadios

iniciales de la infeccién y el grado de dolor es variable *.



Epidemiologicamente se ha observado que la enfermedad en los caballos de las
regiones tropicales o subtropicales es mds comun cuando las poblaciones de insectos
mordedores abundan ya que traumatizan la piel formando pequefias soluciones de
continuidad que le permiten o facilitan la entrada de microorganismos como hongos o
bacterias * °*%. Aunado a esto, se ha observado que los brotes de esta enfermedad se
presentan con mayor frecuencia con los caballos que se reunen para fines de
entrenamiento, carreras y reproduccion debido a que el estrés al que estan sujetos

. 15, 50-52
deprime sus defensas .

Para ésta enfermedad como para otras muchas, el diagnostico microbioldgico es un paso
esencial en el establecimiento de la etiologia. Y su caracteristica fundamental es la
identificacion del agente biolégico > Por ello deben considerarse diagnésticos
diferenciales como la foliculitis estafilocdcica, dermatofilosis, pénfigo folaceo y
foliculitis eosinofilica. En casos de dermatosis, la anamnesis puede tener un valor
limitado a menos que la exposicion sea conocida, esto se debe a que la dermatofitosis

presenta un cuadro clinico muy variable '>*’

, por lo que debe buscarse evidencia de esta
en otros animales o contactos humanos, principalmente cuando los caballos se
mantienen en grupos (centros de exposicion, criaderos y centros de carreras o

. 49, 54-56
entretenimiento entre otros) ~ .

El examen fisico de los animales de preferencia debe realizarse con luz diurna, de no ser
asi se recomienda el uso de la luz artificial de potencia luminica adecuada que sea
intensa, uniforme y sin cambios de color. La lampara debe ser mévil para iluminar todas
las areas corporales. La combinacién de lupa y luz provee amplificacion del campo y

. .., 15,41,43,44
buena iluminacién 7.

Antes de concentrarse en las lesiones el clinico debe observar el animal desde una
distancia de un par de metros para formarse una impresion general de las anomalias y

.. ., 41,4351
observar los patrones de distribucion *"**°!,

Después de haberse formado una impresion mediante la observacion a distancia, la piel

. 22,27, 52,53 . . .
se debe examinar de cerca y palpar = " >~ °°. Es importante examinar cada centimetro



de piel y las mucosas visibles, a continuacion se deben de anotar las caracteristicas
morfologicas de las lesiones cutaneas, ya que en algunas ocasiones son las Unicas guias
cuando no pueden realizarse procedimientos de laboratorio o de éstos no se obtiene

. 127,37, 57-59
informacion atil < 7" .

Una vez establecido el diagnéstico de la enfermedad, debe procederse al manejo de la
misma a través de un tratamiento cuyos objetivos se enfoquen a elevar al maximo la
capacidad de respuesta del paciente (inmunomoduladores), reducir el contagio a otros
animales y personas, asi como la contaminacion del medio y acelerar la resolucion de la
infeccion 27,

Otra caracteristica del manejo clinico, es el tratamiento de todos los caballos en
contacto con el infectado y la desinfeccion de su ambiente. Es aconsejable no montar,
entrenar o hacer trabajar a éstos animales hasta que se recuperen, ya que el traumatismo
continuo y el ejercicio pueden conducir a la formaciéon de lesiones mas numerosas y
graves, dando como resultado un retraso en la recuperacion, ademas de contribuir a la

diseminacion de esporas infectantes en el ambiente *”*% .

Todo caso de dermatofitosis confirmada debe recibir tratamiento topico **>*. Para ello
existen cremas y soluciones que se aplican sobre las lesiones focales cada 12 h, aunque
de estos productos ninguno presenta ventajas notorias sobre otro . Para el caso de
lesiones inflamatorias, la aplicacion de un producto que contenga un glucocorticoide
combinado con agentes antimicdticos podria acelerar la resolucion de la enfermedad
clinica. Mientras que en caballos con un compromiso cutaneo multifocal o generalizado
se prefiere el empleo de bafios con antimicéticos, ya que permiten tratar la superficie
corporal completa, reduce la necesidad de friccionar el pelaje y el agente antimicotico se
puede secar sobre la piel. En este caso los bafios suelen aplicarse diariamente durante 5
a 7 dias, posteriormente 1 o 2 veces por semana, empledndose enilconazol al 0.2% y cal

. 1
sulfurada al 2% que son los agentes mas eficaces °'.

El uso de champus resulta ser menos adecuado, no obstante se ha informado que el uso
de un champu con clorhexidina al 2% y miconazol al 2%, aplicado dos veces por

: ., . . 61
semana condujo a la resolucion de los signos clinicos en un plazo de 6 semanas ~.



Las aplicaciones focales de agentes antimicoticos topicos son eficaces para el
tratamiento de las lesiones dermatofiticas localizadas, como ejemplos de éste tipo de
agentes tenemos al yodo, hipoclorito de sodio, tolnaftato, naftenato de cobre,
tiabendazol y ungiientos tales como &cido salicilico, benzbico y violeta de genciana,
entre otros. Los cuales actian desnaturalizando u oxidando enzimas y proteinas,

. 1 4
alterando asi su funcion >3 %,

Para el tratamiento de la dermatofitosis en caballos se cuenta con otros agentes tales
como los azoles, *"* ®" ®2. Como ejemplos se encuentran los imidazoles, clotrimazol al
1% y miconazol al 1 0 2%, cuya aplicacion se recomiendan cada 12 h ®.

Otro miembro de ésta familia es el tiabendazol al 4 % con dexametasona al 0.1%, que
se recomiendan para el tratamiento de lesiones dermatofiticas muy inflamadas

(queriones) con el mismo intervalo entre aplicaciones .

La alilaminas, naftifina y la terbinafina (ambas al 1%) se unen al estrato cérneo y
penetran en los foliculos pilosos, su periodo de aplicacion es con intervalos de 12 h *y
ademas de su efecto antimicotico, la naftifina también tiene un efecto antiinflamatorio,
por lo que se recomienda para lesiones con ésta caracteristica. De igual manera, la
clorhexidina al 4% resultod ser eficiente con el mismo periodo de aplicacion que los

. . 15
anteriores farmacos .

Otro enjuague muy util para el tratamiento de la dermatofitosis equina es la
natamicina** que se recomienda emplearla como una soluciéon de 100 ppm cada cuatro
dias por cuatro a seis semanas ** ®. La desventaja es que es inactivada por la luz solar,
por lo que se requiere tratar a los animales en lugares cerrados y solo se puede sacar al

. . 15
exterior a los animales durante la noche °.

El empleo de antimicéticos sistémicos es recomendable en los casos persistentes; de
éstos la griseofulvina continia siendo el antimicético de eleccion. Cuando no es eficaz o
se encuentra contraindicada, itraconazol puede ser una alternativa aceptable. Los nuevos

antimicoéticos, en especial los compuestos con triazol y las alilaminas, aun no han
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demostrado ser superiores a la griseofulvina para su utilizacion sistémica, ademas tienen

15,23, 24, 38, 45
un costo elevado .

Existen otros productos tales como: los yoduros, pero su manejo en la clinica diaria no

‘o : . 66-71
es practico y los efectos secundarios son considerables ™ "".

Debido a que la mayor parte de farmacos de aplicacion sistémica tienen un gran nimero

66-76

de efectos secundarios en los pacientes y el emplear ungilientos y pomadas para

tratar un gran numero de caballos con dermatofitosis representa un problema, la

., . , : - . 66, 69
aplicacion de soluciones resulta ser mas conveniente, por su facil manejo y costo ~ .

Por tal motivo, en los ultimos afios se ha recurrido nuevamente a la medicina de tipo

. 77,78
alternativo "

, con la cual se ha podido tratar con éxito gran variedad de
enfermedades, empleando para ello productos que no generen efectos secundarios y que
en su mayoria tienen un bajo costo y facil aplicacion como lo es el extracto etandlico de
semillas de toronja Citrus paradisi; una sustancia comercialmente disponible empleada
para desinfectar superficies, asi como objetos inanimados. Actualmente ha llamado la

7

atencion por su actividad antibacteriana comprobada in vitro ? asi como por los

testimonios médicos en medicina humana que aseguran que es un potente agente contra

80

infecciones producidas por Candida albicans y hasta de ser capaz de curar

alteraciones dermatologicas tales como la dermatitis, verrugas y reacciones de

hipersensibilidad a la hiedra venenosa, entre otras '

Ya que las investigaciones sobre la composicion quimica en este tipo de productos
revelan la presencia de flavonoides bioactivos que tienen propiedades antifiingicas,

. . .. . 79-87
antibacterianas, antivirales y antioxidantes

y al haber sido empleados tanto en
humanos como caballos para el tratamiento de diferentes padecimientos, asi como un
ingrediente principal en cosméticos y suplementos dietéticos. Se considerdo que el
extracto citrico de semillas de toronja (ECST) podia ser una opcioén in vivo para el
tratamiento de la dermatofitosis en caballos, por su facil manejo y modo de aplicacion,

comparado con las soluciones y pomadas que se emplean tradicionalmente en la clinica

diaria.
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3. Hipotesis
El extracto citrico estandarizado de semillas de toronja (Citrus maxima) es eficaz en el

tratamiento de dermatofitosis en caballos.

4. Objetivo

Evaluar la eficacia de una solucion elaborada a partir de extracto citrico de semillas de

toronja al 40% en el tratamiento de dermatofitosis en caballos.

5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Area de estudio

El presente estudio se realizd en la unidad de Policia Metropolitana Montada del
Gobierno del Distrito Federal, localizado en Av. Guelatao # 100 Col. Alvaro Obregon.

Delegacion Iztapalapa.

5.2 Criterios de inclusion de los animales

A 30 caballos (sin distincion de raza, sexo o edad), sospechosos de padecer
dermatofitosis, les fue practicado un examen clinico. Un grupo de 20 caballos cuyas
caracteristicas clinicas fueron compatibles con dermatofitosis y no presentaban otro
padecimiento clinico que pudiera influir en los resultados del experimento, fue el

empleado para llevar a cabo el presente estudio.

Los animales fueron alojados en un corral comunitario, donde su alimentacion se baso
en alfalfa achicalada, heno de avena y un alimento concentrado, permaneciendo sin
cambio alguno durante toda la investigacion. A los 20 caballos se les cuantifico el
numero y tamafio de lesiones (cm?), asi como la distribucion corporal por region
anatomica (cabeza, cuello, tronco, extremidades toracicas y pelvianas); para ello se
empled un flexdmetro. Los datos obtenidos fueron anotados en una hoja de trabajo que
incluy6é un esquema representando las diferentes regiones anatomicas (Apéndice I);
realizandose una evaluacion inicial antes del tratamiento y cuatro mas una vez que

concluyo este (los dias 12, 19, 26 y 33 postratamiento).
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5.3 Procesamiento de las muestras

Los caballos fueron muestreados de las zonas que presentaban lesiones clinicamente
visibles en dos ocasiones, una antes de comenzar el tratamiento y la segunda, un dia
después de haber concluido este (dia 11). Las muestras fueron tomadas de las partes del
cuerpo que presentaron las siguientes caracteristicas clinicas: lesiones circulares
alopécicas de 1 a 4 cm de diametro (o mas en los casos que fueron coalescentes), pelo
que se rompe en la base de la lesion (dando la impresion de que ha sido rasurado)
vesiculas, pustulas, costras en el centro de la lesion (lo que le da una imagen polvosa)

. 9
bordes realzados y eritematosos > %%,

Para el muestreo se empled la técnica de Mackenzie *°, la cual consiste en un cepillado
profuso de la capa del animal utilizando un cepillo dental previamente desinfectado con
hipoclorito de sodio; las muestras fueron colectadas en un sobre de papel que se rotuld
con el numero asignado al animal y posteriormente se transportaron a temperatura
ambiente al laboratorio de Micologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y

Zootecnia de la UNAM, donde mas tarde fueron procesadas de la siguiente manera:

a) Observacion directa con hidréxido de potasio (KOH) al 10%. Todos los pelos,
raspados o escobillados obtenidos se examinaron en KOH al 10% bajo un
cubreobjetos buscando la presencia de artroconidias o hifas (ver procedimiento en

Apéndice II).

b) Cultivo de la muestra.- El material de muestra se inoculd por puntos separados en
cuatro medios de cultivo: medio Trichophyton equinum libre de vitaminas
adicionado con ciclohexamida y cloranfenicol (TECC), agar micobidtico adicionado
con acido nicotinico elaborado por ingredientes (AMAN), agar micobidtico
comercial adicionado con &cido nicotinico (AMACAN), agar micobidtico comercial
(AMC) (ver Apéndice II). Estos medios fueron elegidos debido a que contienen
sustancias capaces de inhibir hongos oportunistas cuyo crecimiento acelerado
interfiere en el aislamiento de los dermatofitos "%,

Las placas de cultivo ya inoculadas se incubaron a una temperatura de 25 a 30° C.

Revisando las placas de cultivo 1 a 2 veces por semana durante cuatro semanas. Las

colonias cuyas caracteristicas morfologicas, textura y pigmento descritas para los

dermatofitos, fueron resembradas en el mismo tipo de medio del que procedian por
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la técnica de punto aislado y se incubaron nuevamente de 25 a 30° durante cuatro
semanas mas. Todas aquellas que no presentaron crecimiento o no reunian las
caracteristicas para ser un dermatofito fueron desechadas.

5.4 Identificacion

a) Tincion lactofenol azul de algodon.- una vez aislada la colonia, se examinaron al
microscopio los micelios con el colorante lactofenol azul de algodon empleando el
objetivo de 40X ** (ver Apéndice II).

b) Microcultivo.- De las colonias cuyas caracteristicas fueron compatibles con un
dermatofito, una vez aisladas en cultivo puro, se les realizd la técnica del
microcultivo descrita por Ridell, sembrandose en el mismo tipo de medio del que

procedian (ver Apéndice IT) *°.

Para la identificacion y caracterizacion adecuada del género y especie de los
dermatofitos aislados se emplearon los manuales de identificacion de Rebell y Taplin *’

y de Mackenzie y Philpot *.

5.5 Tratamientos

Para los tratamientos se conformaron dos grupos al azar de 10 caballos cada uno. A un
grupo se le aplico en todas las lesiones, una solucion elaborada a base de extracto citrico
estandarizado de semillas de toronja al 40%( proporcionado por “Laboratorios Double
Oak Tree México S.A. de C.V”), mientras que al segundo s6lo agua. A ambos grupos se
les realiz6 una aplicacion cada 24 h por diez dias, empleando para ello aspersores de

tipo manual hechos de plastico.

Analisis estadistico

Para el procesamiento y andlisis estadistico de los datos correspondientes a tamafio y
distribucion de lesiones se empled el programa estadistico SAS o aplicando un analisis

de varianza con medidas repetidas a través de modelos mixtos.
6. RESULTADOS

Los resultados del procesamiento de las muestras (observacion directa, aislamiento e
identificacion), se encuentran en los cuadros 2 y 3. En ellos puede observarse solo en 3
casos se encontraron esporas en la observacion directa con KOH al 10% y 9
aislamientos compatibles con hongos dermatofitos. De los cuales, 6 corresponden al

grupo tratado con ECST (4 antes del tratamiento y 2 posterior a este) y 2 al grupo
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tratado con agua (1 antes y 1 después del tratamiento). Asi también, puede apreciarse
que todos los aislamientos positivos se desarrollaron solo en los medios de cultivo
TECC y AMCAN.

De los dermatofitos aislados, 1 fue clasificado como Trichophyton terrestre, 2 como
Microsporum equinum, 5 como Trichophyton mentagrophytes y 1 como
Trichophyton equinum, lo cual constituye hasta donde es de nuestro conocimiento el
primer reporte de su existencia en México, aunque se reconoce como el principal agente

de la dermatofitosis equina en todo el mundo & % ¥ 4L 44
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CUADRO 2.CABALLOS CON DERMATOFITOSIS TRATADOS CON
EXTRACTO CITRICO

ANTES DEL TRATAMIENTO

DESPUES DEL TRATAMIENTO

TRATAMIENTO

tPrueba

*Medios de Cultivo

tPrueba

*Medios de Cultivo

No. De Equino y
Agente aislado

(Tx. ECST)

KOH

TECC

AMAN

AMCAN

AMC

KOH

TECC

AMAN

AMCAN

AMC

1 M.equinum

2 T. mentagrophytes

3 T.equinum

5 T. terrestre

6 T. mentagrophytes

8 T. mentagrophytes

10

tKOH: Hidréxido de potasio, *TECC: Medio Trichophyton equinum adicionado con ciclohexamida y cloranfenicol

*AMAN: Agar micobidtico adicionado con &cido nicotinico elaborado por ingredientes, *“AMACAN: Agar micobiético comercial

adicionado con 4cido nicotinico, *AMC: Agar micobi6tico comercial, +: Positivo, - : Negativo.
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CUADRO 3. CABALLOS CON DERMATOFITOSIS TRATADOS CON AGUA

ANTES DEL TRATAMIENTO

DESPUES DEL TRATAMIENTO

TRATAMIENTO  [tPrueba *Medios de Cultivo tPrueba *Medios de Cultivo

No. De Equinoy KOH TECC |AMAN |AMCAN | AMC KOH TECC | AMAN | AMCAN | AMC

Agente aislado

(Tx. Agua)

11 + - - - - - - - - -
12 - - - - - - - - - -
13 - - - - - - - - - -
14 M. equinum - + - - - - - - - -
15 - - - - - - - - - -
16 - - - - - - - - - -
17 - - - - - - - - - -
18 + - - - - + - - - -
19 T. mentagrophytes - - - - - - + - - -
20 - - - - - - - - - -

TKOH: Hidroxido de potasio, *TECC: Medio Trichophyton equinum adicionado con ciclohexamida y cloranfenicol

*AMAN: Agar micobi6tico adicionado con &cido nicotinico elaborado por ingredientes, *AMACAN: Agar micobiético comercial

adicionado con &cido nicotinico, *AMC: Agar micobi6tico comercial, +: Positivo, - : Negativo.

Los

resultados del

analisis de varianza (ANOVA) aplicado para medir el

comportamiento del tamafio y nimero de lesiones a través del tiempo, pueden

observarse en el cuadro 4 y 5. En ambos grupos, no se observaron diferencias

significativas en el tamafio de las lesiones, mientras que para el nimero de lesiones se

obtuvieron diferencias significativas en la evaluacion del dia 12 para ambos grupos y en

el dia 19 solo para el grupo tratado con extracto citrico.




17

Cuadro 4. Resultados del ANOVA aplicado para el tamafio de lesion.

Tratamiento | oot | agua | ECST | Agua | ECST | Agua | ECST | Agua

Dia 12 12 19 19 26 26 33 33
Media
estimada
(cm2) 17 12 13 13 14 15 2.1 11

Significancia
del valor de | 0.0572 | 0.1004 | 0.0672 | 0.0796 | 0.0780 | 0.0797 | 0.0616 | 0.1345

P <0.05

Cuadro 5. Resultados del ANOVA aplicado para el nimero de lesiones.

Tratamiento | oot | agua | ECST | Agua | ECST | Agua | ECST | Agua

Dia

12 12 19 19 26 26 33 33
Media
estimada
(cm2) 47 3.6 42 25 2.9 21 2.0 21

Significancia
delvalorde | _5007 | <0001 | <0001 | 0.0005 | 0.0601 | 0.0055 | 0.0143 | 0.0170

P <0.05
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La Figura 1 representa el efecto de los tratamientos en el tamafio de las lesiones. En ésta
puede observarse una disminucion paulatina en el tamafio de las lesiones hasta el dia
19, pero en el dia 33, el tamafio de las lesiones aument6 considerablemente en el grupo

tratado con extracto citrico en comparacién con el grupo control (tratado con agua).

Figura 1. Efecto del tratamiento en el tamafio de lesion.

En la Figura 2 (correspondiente al efecto de los tratamientos en el nimero de lesiones),
puede observarse que ambos tratamientos presentan un comportamiento muy similar, y
solo se obtiene una pequefia disminucion en el namero de lesiones correspondientes al
tratamiento con extracto citrico en el dia 33 post tratamiento. Mientras que en el las
Figuras 3, 4, 5, 6 y 7, se encuentra representado el efecto de ambos tratamientos en el
tamafio de lesion por region anatdmica (cabeza, cuello, miembros toracicos, tronco y
miembros pélvicos correspondientemente), en las que se puede apreciar que solo en la
region del tronco se obtuvo una disminucion en el tamafio de las lesiones con el extracto
citrico; mientras que en el resto de las regiones anatomicas no se observaron diferencias

significativas.
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Figura 2. Efecto del tratamiento en el nimero de lesiones.

Figura 3. Efecto de tratamiento sobre el tamafio de lesion en la region de la

cabeza.
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Figura 4. Efecto de tratamiento sobre el tamafio de lesion en la region del cuello.

Figura 5. Efecto de tratamiento sobre el tamafio de lesion en los miembros

toracicos.
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Figura 6. Efecto de tratamiento sobre el tamafio de lesion en la region de tronco.

Figura 7. Efecto de tratamiento sobre el tamafio de lesion en los miembros

pélvicos.
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7. DISCUSION

En este caso, los resultados de la aplicacion tdpica por diez dias del extracto citrico de
semillas de toronja en lesiones de caballos con dermatofitosis, mostraron que no existen
diferencias estadisticamente significativas comparado con un tratamiento a base de

agua.

Este suceso pudo deberse a diferentes razones, entre las que destacan, un mayor tamafio
de lesion en el grupo tratado con extracto citrico desde el comienzo del experimento
(ver Fig. 1), asi como a la falta de homogeneidad en el niUmero y tamafio de las lesiones
que presentaron los caballos sujetos al tratamiento. Al presentar diferentes estadios de la
enfermedad, y en algunos casos hasta cronicidad de la misma, existe una alta
probabilidad de que los pelos y foliculos a la periferia de la lesion tratada, se
encontraran infectados y estos nunca tuvieran contacto suficiente con el medicamento al
ser tratadas solo las lesiones clinicamente visibles. Dando como resultado un aumento
en el tamafio de las lesiones registradas en los dias 19, 26 y 33 post tratamiento, en
ambos casos. Este efecto puede observarse en la evaluacion general (Fig.1) y en las
regiones de la cabeza (Fig.3), cuello (Fig.4), miembros toréacicos (Fig.5) y miembros
pélvicos (Fig.7); pero no asi en la region del tronco (Fig.7). Por tanto el mayor tamafio

de las lesiones pudo haber influenciado los resultados estadisticos obtenidos.

Lo anterior, supone, que las superficies planas que anatdmicamente presenta la region
del tronco en el caballo, permitieron una mayor permanencia del medicamento en
contacto con la zona afectada y una difusion por capilaridad a la periferia de las
lesiones, mientras que en el resto de las zonas anatdmicas era mas sencillo que el

medicamento escurriera y se desperdiciara.

Por otra parte, el nimero de lesiones registradas en los dias 19 y 26 postratamiento,
demuestran que los caballos tratados con extracto citrico tuvieron una disminucion
estadisticamente significativa con respecto al grupo tratado con agua (que solo lo
presentd en el dia 19) (ver cuadro.3). Lo que sugiere que el extracto citrico funciond

inicialmente.

En la Fig.2 se aprecia un descenso gradual del nimero de lesiones los dias 12, 19 y 26

postratamiento en ambos grupos; pero en el dia 33 postratamiento el extracto citrico
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muestra ser mas eficiente que el agua. Aunque el efecto no es lo suficientemente
marcado para cobrar significancia estadistica. Por lo tanto la diferencia que ocurre entre
el dia 19 y 33 sugiere que el efecto benéfico del medicamento fue disminuyendo
paulatinamente a través del tiempo, por lo que es necesario aumentar el nimero de
aplicaciones y el tiempo de tratamiento, para evitar que el efecto terapéutico del

medicamento se detenga abruptamente.

En el aislamiento comparativo realizado el dia 11 postratamiento tampoco se obtuvieron
diferencias significativas con ninguno de los tratamientos. Esto pudo deberse a diversas
situaciones tales como: un inadecuado muestreo del animal, ya que al emplear la técnica
de Makenzie * para el muestreo, las lesiones no se desinfectaron con alcohol etilico al
70% (Técnica de Chesbrough %) y la cantidad de microorganismos contaminantes pudo

ser mucho mayor.

Otro factor, es la posible siembra deficiente del medio de cultivo, ya que en algunas
ocasiones las esporas viables no llegan a tener contacto con el medio por lo que nunca
se desarrollan. Asi como el hecho de que la muestra tomada no haya sido suficiente para
lograr un aislamiento debido a que no hay forma de saber si los pelos y escamas que se
colectaron contenian esporas viables. Cabe mencionar que, en el presente estudio
existieron algunos casos en que en el primoaislamiento se observaron microorganismos
indeseables, tales como A. flavus, A. fumigatus, Alternaria sp., Fusarium sp.,
Penicillium sp. o Cephalosporium sp., estos se encontraban contenidos en la muestra y

contaminaron algunas cajas de cultivo.

Aln asi, se obtuvieron aislamientos positivos a dermatofitos en el 65% de los
sujetos de experimentacion, resultando significante segun lo descrito por
Pascoe (1979) * y Velez (1989) * quienes consideraron como suficiente un 31% y 43%

correspondientemente.

Por Gltimo en comparacion con los estudios realizados por Oldenkamp en 1979 * 'y
Pascoe (1984) * el muestreo sugerido a los 30 o 45 dfas post tratamiento para conocer
si la infeccion se elimino en su totalidad, no pudo realizarse debido a que los equinos
tuvieron que regresar a su labor como caballos policias en diferentes demarcaciones por
lo que fue imposible muestrearlos nuevamente para corroborar su evolucion. Hecho que

hubiera contribuido a una mejor evaluacion de este proyecto.



24

8. CONCLUSIONES

La aplicacion topica por 10 dias de una solucion al 40% de extracto citrico de
semillas de toronja (ECST) Citrus méxima en las lesiones de caballos con
dermatofitosis no tuvo efectos significativos bajo las condiciones en las que se

llevo a cabo el presente estudio.

La solucion a base del ECST demostré eliminar solo parcialmente a los hongos

causantes de la dermatofitosis en caballos.
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11. APENDICE 11

A) Medios
Medio 1.- Medio Trichophyton equinum adicionado con ciclohexamida y cloranfenicol
(TECC).
e Glucosa.........ccceeuee.. 40g
o MgSOs..coiiiiiiiiiiii, 0.1g
e KHyPO4 . coovviiiiiiininn. 1.8g
o Agar........coeiiiii i, 20g
e Cloranfenicol .........ccee... 05g
e C(Ciclohexamida...............0.4g

Agua destilada 1000 ml

Medio 2.- Agar micobidtico adicionado con acido nicotinico elaborado por ingredientes

(AMAN).

e Peptona...................... 10g
e Dextrosa.........coceennnne 10g

o Agar........ooiiiiiiiiii 15¢g
e C(Cloranfenicol............ 500mg

¢ Ciclohexamida............ 0.4g

e Acido nicotinico............ 1%
e Agua destilada 1000ml

Medio 3.- Agar micobiotico comercial adicionado con 4cido nicotinico (AMACAN).

e Peptona........................ 10g

e Dextrosa........coceeviueini. 10g
e Ciclohexamida ...............0.4¢g

e C(Cloranfenicol................. 50g

e Agar micobidtico.......... 125¢g
e Acido nicotinico............. 1%

e Agua destilada 1000 ml.
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Medio 4.- Agar micobiodtico comercial (AMC).

e Peptona de soya................ 10g
o Dextrosa..........covvviinnnnn. 10g
e Ciclohexamida................. 0.4g
e (Cloranfenicol................... 05¢g
e Agar micobiotico............ 125¢

e Agua destilada 1000 ml.

B) TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

Examen de material clinico utilizando medios aclarantes (KOH AL 10%o)

Reactivos:
Hidréxido de Potasio (KOH) 10g
Agua destilada cbp 100ml

Procedimiento:

1. Adicione el hidroxido de potasio al agua destilada lentamente y en agitacion.

2. Mezcle y agite hasta la completa disolucion de los cristales

Procedimiento del examen directo al microscopio:

1.

Frente al mechero y sobre un portaobjetos, se deposita una pequefia cantidad
de pelos y/o escamas.

Se agregan 2 o 3 gotas de una solucién de KOH al 10%.

Se deja en reposo la preparacion de 10 a 15 minutos y se coloca un
cubreobjetos.

Se observa al microscopio con el objetivo seco débil (10x) y posteriormente
con el seco fuerte (40x) para la identificacion de las estructuras (filamentos
largos, cortos, ramificados, fragmentados y diametro de tres micras, pueden
ser mas esporas que hifas que pueden estar en forma de ectotrix o endotrix

. : o . 94
es decir en la superficie o en el interior del pelo que se esté observando .
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Tincion Azul de Algoddn Lactofenol o Azul de Anilina

Componentes
e Fenol..................... 20mg
e Acido lactico....... 20mg
o Glicerina.................. 40 mg
e Azul de Algodon........0.05 g
o Aguadestilada............. 20 ml

Se adiciona en el siguiente orden: acido lactico, glicerina y agua destilada, fenol,

azul de algodoén, todos los ingredientes se disuelven bien y por ultimo se filtra y se

conserva en un frasco oscuro.

Procedimiento

1.
2.

Sobre un portaobjetos limpio colocar una gota de lactofenol azul de algodon.
Frente al mechero y con el asa en forma de L se toma una pequefia cantidad de
la colonia y se coloca en la gota de lactofenol azul de algodon.

Se coloca un cubreobjetos sobre la preparacion, la cual puede ser suavemente
calentada.

Examinar al microscopio con el objetivo de 40X **.

Técnica de microcultivo de Ridell

Se prepara una placa con 30 a 35 ml de agar Sabouraud

Se corta un bloque de aproximadamente lcm utilizando material y técnicas
asépticas.

Se transfiere el bloque de agar a la superficie del portaobjetos.

Se inoculan los cuatro lados del bloque de agar con el cultivo o cepa.

Se coloca un cubreobjetos utilizando unas pinzas previamente flameadas encima
del bloque haciendo una ligera presion.

Se adiciona en el fondo de la caja, aproximadamente 10ml de agua destilada
estéril o una solucion de glicerina estéril teniendo cuidado de que el nivel del

liquido no toque el portaobjetos.
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Se incuba el microcultivo de 25 a 30° C hasta observar sobre el medio el
desarrollo del micelio. Cuando el micelio toque tanto al porta como al
cubreobjetos, puede realizarse su observacion. Esto ocurre usualmente en una
semana

Antes de observar, se retira el agua destilada con pipeta y se sustituye por formol
al 10% (10ml). Se deja actuar por espacio de una a dos horas con el fin de
inactivar al microcultivo.

Posteriormente se retira el bloque de agar con un bisturi previamente flameado y
asi se obtiene el hongo sobre el porta y el cubreobjetos.

Se agrega una a dos gotas del colorante azul de algodén lactofenol a un
portaobjetos limpio y se coloca el cubreobjetos del microcultivo en el colorante.
Por otro lado al portaobjetos del microcultivo se le agregan una o dos gotas del
colorante y se coloca un cubreobjetos limpio. Para el examen microscopico, se

observan las estructuras primero con 10X y después con 40X >,
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