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RESUMEN

Las tifas o dermatofitosis son un grupo de micosis superficiales
de la piel y sus anexos, causadas por dermatofitos. “Onicomico-
sis” es el término para definir la afeccion micdtica de las ufas,
que representa mas de 50% de las enfermedades de éstas y
se clasifica en seis formas clinicas: 7) onicomicosis subungueal
distal lateral, 2) onicomicosis blanca proximal subungueal, 3) oni-
comicosis blanca superficial, 4) onicomicosis distrofica total, 5)
endonix y 6) perionixis.

El diagndstico de onicomicosis debe confirmarse por la
identificacion de los hongos mediante varias técnicas como la
microscopia directa con hidréxido de potasio (KOH), combi-
nacion de KOH con DMSO y negro de clorazol, estudio histo-
micoldgico con acido peryddico de Schiff (PAS) y cultivos en
agar de sabouraud y agar micobidtico o DTM (Dermatophyte test
médium).

En la dUltima década se registraron grandes avances en los
métodos moleculares para la identificacion répida y sensible
de dermatofitos, lo que contribuyd al mayor conocimiento de
la taxonomia y relaciones filogenéticas de estos hongos. Hace
poco se aplicaron técnicas de biologia molecular para identificar
especies de dermatofitos, como la reaccién en cadena de po-
limerasa (PCR) en tiempo real, o una combinacién de PCR con
secuenciacion de polimorfismo en la longitud de fragmentos de
restriccion (RFLP), la cual se realiza en muestras de biopsia o de
queratina. Dichas pruebas no presentan tasas altas de resultados
falsos negativos como los estudios de rutina y resultan de gran
importancia, dada la creciente cantidad de nuevos antimicéticos
con espectro diferente de actividad y la emergencia de hongos,
en especial mohos no dermatofiticos, menos sensibles o que no
responden a la terapia con antimicéticos orales.
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CORRESPONDENCIA

ABSTRACT

Tineas or dermatophytoses are a group of superficial mycoses
caused by dermatophytes. Onychomycosis is a fungal nail infec-
tion and represents about 50% of nail diseases. Onychomycos-
es are classified in 6 clinical forms: 1) subungal distal and lateral
onychomycosis, 2) white subungal proximal onychomycosis, 3)
white superficial onychomycosis, 4) total dystrophic onychomy-
cosis, 5) endonyx and 6) paronychia.

Diagnosis must be confirmed by fungal indentification
though several diagnostic techniques such as direct microscopic
examination with potassium hidroxyde, KOH plus DMSO and
chlorazole black, histomycologic stains with PAS and cultures in
Sabouraud agar, mycobiotic and DTM agar.

In the last decade significant advances have been made in
molecular techniques for rapid and sensitive identification of
dermatophytes improving our knowledge in taxonomy and
filogenetics. Nowdays molecular biology is used to identify der-
matophytes as polymerase chain reaction (PCR) in real time, or
a combination of PCR with restriction fragment length poly-
morphism (RFLP) that could be performed in biopsy or keratin
samples to identify dermatophytes species. These tests don't
have a high ratio of negative results as routinary tests.

New procedures have an actual relevance for testing antifungal
drugs and also to detect the emergence of resistant fungi.
KEeYWORDS: Onychomycosis, KOH, PCR, molecular biology
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Introduccion

Los hongos son organismos eucariotas abundantes en el
medio natural. En el cuerpo humano existen como sapré-
fitos o parasitos. Cuando el pardsito ocasiona una enfer-
medad declarada en un individuo expuesto, se llama pa-
tégeno."

Las infecciones micéticas en el ser humano se dividen
en micosis superficiales, subcutdneas y sistémicas. Las
formas superficiales se limitan a piel, pelo, uiias y muco-
sas, clasificadas de la siguiente forma:

® Dermatofitosis

® Candidiasis cutdneo mucosa

® Pitiriasis versicolor y otras infecciones del género

Malassezia

® Micosis superficiales menos frecuentes, como tifia

negray piedras.'

Las tifias o dermatofitosis son un grupo de enfermeda-
des micéticas superficiales de la piel y anexos cutdneos,
causadas por hongos pardsitos de la queratina, que inva-
den, parasitan y se desarrollan en estructuras que contie-
nen este material.*

Desde los antiguos griegos y romanos se describie-
ron las micosis superficiales, pero fue hasta 1845 cuando
Malmstein creé el género Trichophyton e identificé a T.
tonsurans. En 1847, Robin hablé de T. mentagropbytes, y en
1927 Weidman registré la primera infeccién podal por T.
rubrum.>*

Los dermatofitos constituyen un grupo extenso y ho-
mogéneo de hongos con caracteristicas taxonémicas, fi-
siolégicas, antigénicas y patogénicas similares, y s6lo pre-
sentan leves diferencias nutricionales y enziméticas.

Con base en su distribucién ecoldgica se dividen en
geofilos o teluricos, zoofilicos y antropofilicos. Los hon-
gos gedfilos se consideran ancestros de los dermatofitos
patégenos, y pasaron del suelo al ser humano; los zoofi-
licos evolucionaron parcialmente del suelo hacia los ani-
males,? y los hongos antropofilicos evolucionaron a partir
de especies antropofilicas y pasan de una persona a otra
por medio de epitelios en descamacién y pelos.

Los dermatofitos se dividen cldsicamente en tres géne-
ros: Trichopbyton, Microsporum y Epidermopbyton, ninguno
de los cuales forma parte de la flora normal de la piel.' Se
distinguen entre si por sus conidios, que corresponden
a la espora externa asexuada, en especial por sus macro-
conidios, especificos de cada género. Para los dos prime-
ros, sus teleomorfos o estados perfectos de reproduccion
sexuada pertenecen al género Arthroderma, phylum As-
comycota. No se ha descrito forma perfecta para el tercer
género, que sélo presenta dos especies, de las cuales uni-
camente E. floccosum es patégena para los seres humanos.?

- Dermatologfa cosmética, médica y quirdrgica

Las tifias inician con la colonizacién de la capa cérnea
de la piel, el pelo o las ufias por alguna de las especies
de dermatofitos. La capacidad de los dermatofitos para
invadir diferentes tipos de queratina varfa de una especie
a otra. Todas pueden invadir la piel, pero sélo algunas
invaden el pelo o las ufias; T. rubrum raramente invade el
pelo, aunque con frecuencia se encuentra en la ufias.’

Onicomicosis

Onicomicosis es el término para definir la afeccién mic6-
tica de las ufias. Tradicionalmente se reservaba para las
infecciones ungueales causadas por hongos no dermatofi-
tos, mientras que con el término “tifia ungueal” se deno-
minaban afecciones ungueales causadas por dermatofitos;
en la actualidad se utiliza como término general para toda
infeccién fangica del aparato ungueal.®

La onicomicosis es la infecciéon fungica crénica del
aparato ungueal de las ufias tanto de los pies como de
las manos, y representa més de 50% de las enfermedades
de las ufias.” Los dermatofitos se encuentran en 90% de
onicomicosis de las ufias de los pies y 509% de las micosis
ungueales de las manos.* Las onicomicosis destacan por
su cronicidad y dificultad diagnéstica.?

En México, segun el Consenso Nacional de Micosis,
las tifias se observan con una frecuencia de 30% en la po-
blacién general> y constituyen 10% de las dermatofito-
sis;" los principales grupos afectados se encuentran entre
la tercera y sexta décadas de vida, con mayor frecuencia
entre los 26 y 35 afios,”® y se incrementa en ancianos y
personas con factores predisponentes, como diabetes, in-
suficiencia arterial, inmunodepresién, psoriasis, tifia de
los pies, con historia de trauma crénico en las uias de los
pies o en quienes presentan algun hdbito en particular,
como deportistas o fumadores.” Se encuentran portadores
sanos en 13.5%.

En la poblacién pedidtrica mexicana, Arenas encontré
una incidencia de 1.3 a 4.8%,” y de esta poblacién, el sec-
tor mds afectado fueron los adolescentes. Por otra parte,
en Estados Unidos se encuentra afectada de 2 a 139 de la
poblacién general ™

Entre las onicomicosis causadas por dermatofitos pre-
domina Trichopbyton rubrum con 879% en nuestro medio,™"
mientras que en Europa se encuentra hasta en 9o% de
los casos.”® T. metagropbytes causa 20% de onicomicosis,”
mientras que levaduras y hongos oportunistas causan
1.79.7"

Estudios realizados en Dinamarca demostraron una
frecuencia de hasta 27.19% de onicomicosis en pacientes
con psoriasis, asociada a alteraciones ungueales propias
de esta enfermedad.” En México, Arenas y colaborado-
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res encontraron en un estudio realizado con 101 pacientes
con psoriasis, una frecuencia de 28.79% de onicomicosis
por examen directo y de 229 por cultivo, con 119 corres-
pondiente a dermatofitos y 12% a Candida sp.”

Los factores favorecedores son calor, sudor, calzado
estrecho o de pldstico, enfermedad vascular periférica y
depresion de la inmunidad. Se relaciona asimismo con la
mala higiene y la costumbre de no secarse los pies. En la
actualidad suele asociarse al uso de zapatos tenis.”

En las unas, el dermatofito penetra por la queratina
blanda del hiponiquio, por el borde lateral de la uiia o por
la lunula, y afecta el eponiquio; casi nunca lo hace por la
superficie de la ldmina ungueal. Después afecta el lecho
y la ufia misma por actividad enzimdtica, para extenderse
por una red de taneles excavados en la queratina sin in-
vadir la matriz.?

En 1998, Baran y colaboradores establecieron la cla-
sificacién actual de las onicomicosis segtin seis variacio-
nes clinicas, sea por la localizacién de la infeccién o por
el hongo que la causa: 1) onicomicosis subungueal distal
lateral, 2) onicomicosis blanca proximal subungueal, 3)
onicomicosis blanca superficial, 4) onicomicosis distréfi-
ca total, 5) endonix (invasién entre las capas de la limina
ungueal) y 6) perionixis, o inflamacién de tejidos periun-
gueales.»?72°

Dentro de estas variedades, las mds frecuentes en
nuestro medio son la onicomicosis subungueal distal y
lateral, y la onicomicosis distréfica total, ambas a menudo
causadas por T. rubrum, al igual que la onicomicosis blan-
ca subungueal proximal.®8

La onicomicosis subungueal distal lateral se caracteri-
za por la invasién ungueal a partir del hiponiquio, la capa
epidérmica donde se asienta el borde libre de la ufia, con
migracién de los microorganismos en sentido proximal.
Existe inflamacién leve, hiperqueratosis (aumento del
grosor de la capa cérnea) subungueal y paraqueratosis (al-
teracién de la queratinizacién en la que persisten los na-
cleos celulares en el estrato cérneo), con dos consecuen-
cias: engrosamiento de la limina ungueal y onicélisis, o
despegamiento distal de la ufia. El espacio subungueal
funciona como reservorio de los hongos y bacterias que
se agregan y sobreinfectan, lo cual confiere a la [dmina
ungueal un color amarillo a café negruzco.

En la modalidad distréfica total hay invasién de la
lanula, las unas se rompen y desmoronan, tienen aspec-
to de madera carcomida y dejan un lecho engrosado que
también puede quedar destruido. Puede ser secundaria a
cualquiera de las demads variedades en su fase terminal.>®

Respecto de la onicomicosis blanca proximal subun-
gueal, se trata de un subtipo menos frecuente, cuando
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los microorganismos invaden la ufia a partir del pliegue
proximal y migran distalmente. El patrén de crecimien-
to parte de la lunula, y conforme avanza abarca todas las
capas del plato ungueal. La presentacién clinica incluye
leuconiquia, hiperqueratosis subungueal, onicomadesis
(despegamiento de la uia en el nivel de la lanula) y des-
truccién proximal de la [dmina ungueal.

A pesar de ser una variante clinica relativamente in-
frecuente en la poblacién general, suele presentarse en
pacientes con sida, y se considera un marcador temprano
de la infeccién por VIH.® Se formulé la hipétesis de que
procede de un probable foco infeccioso a distancia que
alcanza el aparato ungueal por via hematégena o linfatica,
y que es consecuencia, al igual que en pacientes inmuno-
competentes, sobre todo de dermatofitos.”

La gravedad de los sintomas ungueales varia segtin el
grado de afectacion de las estructuras. El padecimiento
puede ser asintomdtico o sélo causar alteraciones estéti-
cas, pero en casos mds graves, causa incomodidad e inter-
fiere con la capacidad para realizar tareas manuales o la
deambulacién.” Por su implicacién en los complejos mo-
delos de la sociedad, las ufias se consideran importantes
componentes de la imagen personal que se proyecta hacia
los demds.” Asi, las onicomicosis llegan a tener signifi-
cativos efectos adversos en los pacientes en los aspectos
emocional, social y ocupacional, ademds de traducirse en
altos costos para los servicios de salud.

Por otra parte, las onicomicosis en pacientes inmuno-
comprometidos, como los infectados con VIH, constitu-
yen un fuerte problema de salud no sélo por la dificultad
de tratamiento, sino por su mayor probabilidad de dise-
minar la infeccién, pues son mas propensos a ello.®

Métodos de diagndstico
Los sintomas clinicos se confirman con la identificacién
de los hongos como agentes productores de infecciones”*°
mediante varias técnicas diagnésticas, como microscopia
directa con hidréxido de potasio (KOH), combinacién de
KOH mids dimetilsulféxido (DMSQO), combinacién de
KOH con DMSO y negro de clorazol, estudio histomico-
légico con édcido peryédico de Schiff (PAS) y cultivos en
agar de sabouraud y agar micobiético o DTM (Dermatopbyte
test médium).°

Asimismo, se han desarrollado otras técnicas de biolo-
gia molecular que contribuyeron al mayor conocimiento
de la taxonomia y relaciones filogenéticas de los derma-
tofitos, pues muchas veces son dificiles de identificar por
su pleomorfismo.? Se han disefiado varios sistemas para la
deteccién de ADN fungico, entre los cuales destacan el
andlisis del polimorfismo de la longitud de fragmentos de
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restriccién, PCR, PCR arbitrario, andlisis polimérfico de
ADN amplificado aleatoriamente o secuencias de trans-
criptores internos espaciadores (ITS).”®

El examen directo con microscopia 6ptica consiste en
la observacién de las escamas obtenidas por raspado en
portaobjetos con KOH a 10 0 20%, y permite la confir-
macién inmediata de los elementos fungicos en la mues-
tra."7>* Tiene buena sensibilidad y es mds especifico
que el cultivo, con 76.5% de sensibilidad y 86.19 de valor
predictivo negativo para el diagnéstico de onicomicosis,
en comparacion con 53.29 de sensibilidad y 699 de valor
predictivo negativo con el cultivo. No obstante, requiere
destreza para descartar artefactos del laboratorio y genera
falsos negativos en 5 a 15% de casos;*™** ademds, no de-
terminan la especie del agente causal (fotografia 1).

Fotografia 1. Examen directo con KOH, 40x.

La identificacién de agentes patégenos mediante cul-
tivos implica la inoculacién de tejido ungueal pulveriza-
do en medios especiales con nitrégeno orgdnico, agua,
glucosa y peptona. Los hongos se identifican con base en
la velocidad de crecimiento en una temperatura de 26° a
30° C durante cuatro semanas, al contrario de las levadu-
ras y otros hongos.”*** Con el empleo de cultivos, la tasa
de resultados falsos negativos se encuentra en 30 a 60%.®
Asimismo, esta técnica requiere personal capacitado y ex-
perimentado en el manejo de especimenes micolégicos,
sobre todo por los errores en la interpretacién de los or-
ganismos cultivados (fotografias 2, 3y 4).”

La sensibilidad de la microscopia directa mejora me-
diante tinciones especiales, como tinta Parker azul o fluo-
rocromos especificos, en microscopio de fluorescencia. No
obstante, se producen falsos negativos segun los métodos
de recoleccién y procesamiento de las muestras, pues, en
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Fotografia 2. Cultivo de Trichaphyton rubrum.

Fotografia 3. Pigmento producido por T. rubrum.

Fotografia 4. T. rubrum, presencia fe microconidios.

el caso de los cultivos, la contaminacién con bacterias u
hongos no dermatofitos puede evitar el crecimiento de los
verdaderos agentes patdgenos, o enmascarar su presen-
cia en el caso de sobrecrecimiento de otras especies. En
cuanto a la microscopia directa, puede haber artefactos
que confundan al observador, como fibras, burbujas de
aire, fragmentos de queratina y otros materiales que mi-
meticen las estructuras fungicas.”
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La microscopfa confocal es una técnica muy discrimi-
natoria que facilita la exploracién del tejido vivo. La luz
reflejada sirve para penetrar en distintas profundidades
de la ufa. La deteccién de estructuras fungicas depen-
de de la penetracién de la luz y la refractariedad de las
estructuras observadas.”* Sin embargo, esta técnica tiene
capacidad limitada para distinguir hifas de dermatofitos
de estructuras fingicas, de otros microorganismos no
dermatofiticos o pseudohifas de Candida sp, ademds de
que es muy costosa.’”

Otro método diagnéstico en micologia es la histomi-
cologfa, la cual consiste en la observacién de cortes his-
tolégicos de ufia teiiidos con PAS para documentar la
presencia de hongos con altos niveles de sensibilidad y
especificidad;"» no obstante, ante personal no capacitado
puede obtenerse resultados falsos positivos debido a la
presencia de particulas de almidén, fragmentos de fibras
textiles, plasma o células paraqueratinizadas;® ademds,
es una técnica dificil y laboriosa, consume mucho tiem-
po>® y requiere de experiencia, pues no permite iden-
tificar especies de hongos ni diferenciar entre hifas vivas
o muertas.” Sin embargo, se considera el estindar de oro
que demuestra de manera absoluta el diagnéstico de oni-
comicosis.”*

Para el andlisis directo con microscopia de fluorescen-
cia (lampara de mercurio, objetivos especificos y filtros
para trabajar con longitudes de onda de 390 a 420 nm)
se utiliza blanco de calcofltor, que emite fluorescencia al
activarse con luz ultravioleta. Los hongos se manifiestan
cuando las particulas de calcofldor se unen a polisaca-
ridos, como celulosa y quitina, presentes en las paredes
celulares.>® A pesar de ello, esta técnica no basta para
la identificacién, porque algunos organismos presentan
caracteristicas morfolégicas muy parecidas.®®

El dermatophyte test medium (DTM) es un medio de cul-
tivo con nutrientes que promueven el crecimiento de der-
matofitos y de inhibidores bacterianos y fangicos, como
cicloheximida y gentamicina, ademds de contener rojo
fenol, el cual funciona como marcador de pH, pues los
dermatofitos se desarrollan mejor en medios alcalinos;
pueden verse de 10 a 14 dias después de la siembra con el
cambio de amarillo a rojo.*+"

No obstante, puede tardar varias semanas o resultar
negativo.* Sus limitantes son un nimero relativamen-
te frecuente de falsos negativos causados por mala téc-
nica concerniente a periodos de incubacién, tamafo y
caracteristicas de los cultivos, asi como concentracién
insuficiente de antibi6ticos inhibitorios para permitir el
desarrollo de levaduras no dermatofiticas que generen
confusién.”
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Fotografia 5. Gel de agarosa para determinar
ADN.

La técnica de inmunohistoquimica consiste en exponer
muestras de tejido ungueal a anticuerpos marcados y es-
pecificos para los agentes patégenos causales. Se emplean
anticuerpos monoclonales anti-Trichophyton spp. (para
identificar dermatofitos), anti-Candida spp. (para identi-
ficar levaduras) y anti-aspergildceas. La visualizacién se
realiza mediante inmunoflourescencia o inmunoperoxi-
dasa, lo que complica el método. Ademds, cuenta con
un numero muy limitado de anticuerpos monoclonales
contra los que se “enfrenta” a la muestra, por lo tanto, no
permite identificar todos los patégenos potenciales.®

La técnica de citometria de flujo, se basa en la iden-
tificacion de variaciones moleculares entre las diferentes
especies fingicas. Las muestras de tejido queratinizado
se digieren y después se recolectan las células fungicas,
que se analizan con el fin de detectar ADN y proteinas
para ordenarlas de acuerdo con el tamafio celular. Con los
datos y el software de andlisis se estudian varias especies
de hongos; sin embargo, es una técnica muy complicada
y costosa, que ademds requiere personal especializado y
con experiencia en el manejo del software.?

Las dificultades en el diagnéstico de las onicomicosis
resultan de la diversidad de agentes etiolégicos en la natu-
raleza,? por lo que las técnicas moleculares permiten estu-
diar cualidades estables e inmodificables por el ambiente,
como el ADN vy el ARN molecular (fotografia 5).> Por
ejemplo, a menudo varia la expresion de caracteres fenoti-
picos (formacién de conidios o produccién de pigmento)
de las muestras de tejido que se cultivan, en cuyo caso pue-
de confundirse T. rubrum con T. mentagrophytes var. inetrdi-
gitale. Ademads, cerca de 30% de los cultivos procesados a
partir de muestras procedentes de examen directo no se
desarrolla, lo que hace que, en comparacién, los métodos
basados en aislamientos genotipicos sean mds estables.®
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La importancia de esto se observa sobre todo cuando
nos encontramos ante especies de dermatofitos que mi-
metizan en los cultivos de T. rubrum, como T. raubitschekii,
T. kanei, T. krajdeni, T. fischeri y en ocasiones T. mentagro-
phytes, el cual es capaz de producir un pigmento rojizo o
confundirse con la variante amarilla de T. rubrum.»

En la tltima década se registraron grandes avances en
los métodos moleculares para la identificacién répida y
sensible de dermatofitos. Desde fechas recientes se apli-
can técnicas de biologfa molecular como herramientas
diagnésticas: la reaccién en cadena de polimerasa (PCR)
en tiempo real, o una combinacién de PCR con secuen-
ciacién de polimorfismo en la longitud de fragmentos
de restriccion,’ la cual se realiza en muestras de biopsia
o de queratina obtenidas por raspado, aplicables cuando
las lesiones son muy sugerentes o cuando la microscopia
directa y el cultivo resultan negativos;* por otro lado, se
registra una alta tasa de resultados falsos negativos con los
estudios de laboratorio rutinarios.”

Menotti y colaboradores reportaron una excelente
sensibilidad y especificidad del PCR con ensayo de po-
limorfismo en la longitud de fragmentos de restriccion,
para el diagnéstico rapido de especies de dermatofitos y

Seytallidium spp.®

Discusion

Durante el proceso de diagnéstico, una exploracion fisica
cuidadosa es el primero y mds importante de los pasos.
Sin embargo, la observacién de una ufia clinicamente
alterada en la que no se confirma la presencia del der-
matofito no basta para establecer el diagnéstico de oni-
comicosis,® pues hay otras entidades que clinicamente se
pueden confundir, como psoriasis, onicogrifosis, distrofia
traumadtica, onicélisis crénica, alopecia areata, paroniquia
crénica, hemorragia, distrofia canalicular, carcinoma es-
pinocelular de aparato ungueal o liquen plano.>* Por
tanto, es necesario el diagnéstico de laboratorio.

No obstante, atn asi es dificil demostrar la presencia
de hongos, pues tanto el examen directo como el cultivo
pueden resultar negativos, ' ademds de conllevar errores
en la interpretacién de los organismos cultivados,  por
lo cual los métodos basados en aislamientos genotipicos
parecen mds estables.”

La técnica de amplificacién por PCR se basa en la am-
pliacién de un segmento de ADN. En el caso de dermato-
fitos se realiza a partir de muestras obtenidas de cultivos,
y, en el caso de raspado ungueal, a partir de especimenes
obtenidos directamente del paciente.

Los métodos de diagndstico por reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) proveen una deteccién sensible

- Dermatologfa cosmética, médica y quirdrgica

y especifica de secuencias de ADN. La subsiguiente di-
gestién por enzimas de restriccién permite identificar es-
pecies fungicas y sus subtipos. Esto sirve para diferenciar
dermatofitos, levaduras no dermatofiticas y otros hongos
por medio de cebadores (primers) amplificadores especia-
les, pues permiten distinguir un aislamiento de otro.>”

Algunos estudios moleculares de especies complejas
han encontrado que sélo las regiones genéticas con mds
alta variabilidad pueden situarse para determinar la filo-
genia de las especies.

Con el propésito de identificar dermatofitoides seme-
jantes a T. rubrum (como T. mentagrophytes y T. krajdenir) y
distinguirlos de éste ultimo se disefiaron sondas de ADN
para el diagnéstico diferencial.

Para ello se realiz6 en Ontario, Canadd, una secuen-
ciacién de ADNr en la que se incluyeron 15 especies de
dermatofitos y de hongos no dermatofitos, con lo que se
obtuvo una secuencia total de 866 posiciones de nucleé-
tidos.? Sélo se detectaron sefiales de hibridaciéon para T.
rubrum, sin observarse para ninguno de los demds especi-
menes ni presentarse reacciones cruzadas con otras espe-
cies, ni con ADN humano.*®

En la bibliografia se documenta que esta técnica, ade-
mds de proveer resultados rdpidos para la identificacién
de dermatofitos, es capaz de diferenciar las variedades de
T. metagrophytes cuando se utilizan oligonucleétidos repe-
titivos como cebadores.”

Algunas técnicas se basan en el estudio de las regio-
nes ribosomales de ADN, que consiste en secuencias
de transcriptores internos espaciadores (ITS) 1y 2, y su
subunidad intermediaria 5.8S, la cual exhibe una varia-
bilidad de ADN capaz de determinar la filogenia de las
especies.”

Estudios realizados en Inglaterra y Alemania lograron
elaborar una sonda génica especifica para T. rubrum a par-
tir de amplificaciones de las regiones I'TSt e I'TS2. Estos
fragmentos amplificados cuentan con longitudes de 0.7
a 0.8 kb. Esta sonda deriva de la regién I'TS2 del DNA
ribosomal y se conoce como TR20S, la cual se probé me-
diante hibridacién dot blot con productos amplificados de
ITS para 13 diferentes microorganismos eucariotas capa-
ces de causar infecciones cutdneas y ungueales, 45 varie-
dades de hongos de la familia Arthrodermataceae y 50
aislados de T. rubrum.”

También se compard la eficacia de esta técnica con los
procedimientos tradicionales de laboratorio para identi-
ficar dermatofitos, los cuales consumen mucho tiempo y
generan falsos resultados con relativa frecuencia.

En Ontario, Canadd, se comparé la eficacia de la PCR
con el cultivo tradicional en agar de sabouraud con ci-
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cloheximida: se aplicaron ambas técnicas a 62 muestras
de pacientes con onicomicosis (de los cuales 15 se encon-
traban en tratamiento antmicético), y se observé que, de
las 62 muestras obtenidas, 48 (77.4%) fueron positivas con
el examen directo con KOH, pero el cultivo para T. rubrum
resulté positivo sélo en 14 de 62 muestras (22.6%); asimis-
mo, se encontré positividad en 37 de 62 muestras (59.7%)
tras realizar el andlisis con PCR con genes de actina, y en
28 de 62 muestras (45.2%) con PCR por regién TS, con
una p menor que 0.001 y una menor de 0.008, respectiva-
mente. El ensayo con ambas técnicas de PCR combinadas
gener6 resultados positivos en 43 de 62 muestras (69.4%).
Estos resultados sugieren que la reaccién en cadena de la
polimerasa es una técnica mds sensible, precisa y ripida
que el cultivo estandar, y que ademds es capaz de detectar
ADN de dermatofitos atin en pacientes con tratamiento
antifungico.”® Se report6 lo anterior en un estudio realiza-
do en Noruega, donde se encontré que de 346 muestras,
49 cultivos fueron positivos, mientras que 67 muestras re-
sultaron positivas para la secuenciaciéon por PCR 185

En un andlisis multicéntrico realizado en Francia se
analizaron 546 muestras de tejido ungueal obtenidas por
raspado, 236 muestras tomadas de la lamina proximal, 75
del borde libre ungueal, 127 muestras no etiquetadas en
cuanto al sitio de origen y 108 controles sanos. Se encon-
tré que el cultivo fue positivo en 106 de las 236 muestras
de la lamina proximal, mientras que el examen directo
resulté positivo en 151, de las cuales en las 45 muestras por
las que esta ultima técnica superé al cultivo se desarrolla-
ron después hongos no dermatofitos. De las 106 muestras
en las que se desarrollé el cultivo, la técnica de PCR fue
positiva en 83 de 106 (78.3%). Por otro lado, el PCR se
report6 positivo en 103 de las 151 muestras en las que el
examen directo mostré organismos fingicos.

En cuanto a las 75 muestras tomadas del borde libre de
la ufia, se reporté el cultivo positivo en 53 de ellas, y en 65
se encontré positivo el examen directo. De las 53 muestras
con desarrollo en el cultivo, en 49 de ellas (92.59%) fue po-
sitiva la PCR. De las 65 muestras en las que el examen di-
recto result6 positivo, el PCR lo fue en 55 de ellas. De las
127 muestras sin etiquetar, se reporté el cultivo, examen
directo y PCR positivos en 34 de éstas. En las muestras de
controles sin manifestaciones clinicas de onicomicosis se
encontré positiva la PCR en cuatro de ellas, con exdme-
nes directos y cultivos negativos en su totalidad.

Este estudio concluye que la PCR tiene una sensibili-
dad de 78.3 a 83.9%, y especificidad de 76.9 a 88.29, para
muestras tomadas de lecho proximal. En cuanto a mues-
tras tomadas de borde libre, tuvo una sensibilidad de 92 a
100%, y especificidad de 73 a 100%.°
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El estudio de Uchida (entre otros) para comparar los
métodos de diagnéstico tradicionales con PCR a partir
de 126 muestras de escamas obtenidas de lesiones en piel
lampifia y 8o muestras obtenidas de raspado ungueal, en-
contré una tasa de 67 y 33% de resultados positivos para
ambas muestras, respectivamente, mientras que con PCR
se obtuvo de 95 a 99% de resultados positivos, por lo que
se concluy6 que este ultimo resulta mucho mds ventajoso
para detectar e identificar dermatofitos.*

A pesar de que es dificil comprobar la eficacia de un
nuevo método diagndstico, los resultados obtenidos com-
parados con el cultivo, muestran que la PCR es util como
herramienta diagndstica para obtener confirmacién rapi-
da en la préctica clinica,® pues hace poco se determiné
una frecuencia de hasta 209% de onicomicosis causadas
por hongos no dermatofitos, los cuales muestran una res-
puesta deficiente o nula a las terapéuticas sistémicas tra-
dicionales y requieren consideraciones especiales para su
manejo,* por lo que la obtencién de un resultado positivo
en un estudio paraclinico para confirmar la presencia de
dermatofitos antes de iniciar tratamiento oral con anti-
fangicos ha mostrado una mejor rentabilidad.” Lo ante-
rior demostrd, por otra parte, que la principal causa de
fallas terapéuticas es el diagnéstico incorrecto.”

Esto cobra importancia por las crecientes cantidades
de antimicéticos nuevos que poseen espectros diferentes
de actividad y de algunos hongos, en especial las levadu-
ras patégenas y hongos no dermatofiticos, que son menos
sensibles o no responden a la terapia con antimicéticos
orales. Por tanto, es necesario evitar una terapéutica cos-
tosa que resulte ineficaz, con recurrencia de la enferme-
dad y efectos téxicos potenciales por el tratamiento far-
macolégico.
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