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RESUMEN

La onicomicosis afecta a entre 5y 20% de la poblacién mundial.
Puede ser causada por tres tipos de hongos: dermatofitos, leva-
duras y mohos, de los cuales los mas cominmente encontrados
son los dermatofitos. El objetivo de este trabajo fue evaluar
la eficiencia y sensibilidad de la técnica de pcr en tiempo real
(RT PCR) para identificar género y especie de Trichophyton rubrum
y T. interdigitale, y conocer la incidencia de los dermatofitos
como causantes de esta afeccion en una muestra de la pobla-
cién argentina.

Se evaluaron 60 muestras clinicas por microscopia y RT PCR
(a partir del AN extraido de muestras clinicas). Se detecté la
presencia de AbN fingico en 58 muestras (95%) mediante RrT
PCR, mientras que fueron positivos al examen directo por mi-
croscopia optica sdlo 41 muestras (68%). De las 58 muestras
clinicas positivas por RT PR, 53 (919%) fueron identificadas como
T. rubrum y 5 (9%) como T. interdigitale.

La técnica de pcr en tiempo real demuestra ser mucho més
sensible que el examen micolégico directo y mas répida que
el cultivo convencional. Sin embargo, pueden obtenerse falsos
positivos ya que esta técnica no evalla la viabilidad de los der-
matofitos, motivo por el cual consideramos que dicha técnica
podria ser til para pacientes sin tratamiento previo.

Introduccion
a onicomicosis se define como toda infeccién causa-
da por hongos que afecta a las ufias (Idmina, lecho
ungueal o matriz), y se estima que actualmente afecta a
entre 5 a 20% de la poblacién mundial, de acuerdo con la
localizacién geogrifica del pais.™®
Diferentes factores contribuyen a su desarrollo, algu-
nos de ellos ambientales, como la humedad, el calor o
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ABSTRACT

Onychomycosis affects 5-20% of the world population. It could
be caused by three types of fungi: dermatophytes, yeasts, and
molds; being the dermatophytes, the most commonly found.
The aim of this study was to evaluate the efficacy and sen-
sitivity of real time pcr (RT PcR) to identify specie and gender
Trichophyton rubrum and T. interdigitale, and the incidence of der-
matophytes as causing agent of onychomycosis in a sample of
argentinian population.

A total of 60 clinical samples were examined by both mi-
croscopic and RT Pcr (using DNA extracted directly from clinical
samples). In 58 (95%) of the samples, fungal bnA was detected
by RT pcr, while only 41(68%) were positive by microscopy. Out
of 58 rT pcr positive clinical samples, 53 (91%) were identified as
T. rubrum and 5 (9%) as T. interdigitale.

The RT PCR approach is more sensitive to detect dermato-
phytes in a clinical sample than the microscopic method, and
faster than conventional culture. However, false positive results
are a concern, since this method cannot evaluate the viability of
the fungi. Then, RT Pcr approach may be useful for non-treated
patients.

zapatos cerrados, y otros individuales, como la edad, pre-
disposicién genética, diabetes, enfermedades inmunolé-
gicas o inmunosupresion.

La onicomicosis puede ser causada por tres tipos de
hongos: dermatofitos, levaduras y mohos, de los cuales los
mds cominmente encontrados son los primeros. Los der-
matofitos son hongos queratinofilicos integrados por tres
géneros: Trichopbyton spp., Microsporum spp. y Epidermophyton
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spp- En las unias, las infecciones mas comunes son causadas
por Trichophyton rubrum y T. interdigitale.

El método convencional de diagnéstico de onicomico-
sis a partir de las muestras clinicas consiste en la observa-
cién rdpida de estructuras fingicas mediante microscopia
directa, luego del tratamiento con KoH (hidréxido de po-
tasio) al 10-40%. Este método carece de especificidad, por
lo que se requiere la confirmacién de la especie infectante
mediante cultivos en medio selectivos, como Lactrimel,
Agar glucosado de Sabouraud con vy sin cicloheximida y
Agar harina de maiz con tween y glucosa, entre otros.”
Los cultivos tienen la desventaja del tiempo requerido,
la baja tasa de crecimiento de los hongos y el riesgo de
contaminacién de la muestra.

El diagnéstico micoldgico es esencial para el tratamien-
to de las onicomicosis, y definir la especie de dermatofito
infectante permite indicar un tratamiento correcto.

En los ultimos tiempos las técnicas de biologia mole-
cular han facilitado los diagnésticos clinicos, y diversos
métodos son aplicables para identificar directamente los
dermatofitos en las muestras clinicas. Con el propésito de
identificar especies distintas, se han utilizado las sutiles
diferencias en la secuencia de ADN de genes especificos,
como la enzima que sintetiza la quitina de las paredes del
hongo, la quitina sintasa 1 (CHsI).

Considerando los métodos existentes, utilizamos la téc-
nica de PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) en tiem-
po real, para identificar las especies de hongos del género
Trichophyton spp. a partir de muestras clinicas, protocolo
publicado en el afio 2013 por Bergman y colaboradores.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la eficiencia y
sensibilidad de la técnica de pcRr en tiempo real (RT PCR)
para identificar género y especie de Trichophyton rubrum y T.
interdigitale, y comparar con otras publicaciones la inciden-
cia de onicomicosis por dermatofitos en nuestra poblacién.

Métodos

Muestras

El total de 60 muestras clinicas de pacientes con sospe-
cha de onicomicosis fueron recibidas para andlisis de ruti-
na en el servicio de dermatologia del Hospital Italiano de
Buenos Aires, durante un mes (mayo de 2014). El dnico
criterio de inclusién en este estudio fue que la cantidad de
muestra obtenida brindara material suficiente para ambos
estudios, tanto para el examen micolégico directo, como
para extraccién de ADN y posterior andlisis por RT pCR. La
procedencia de las muestras correspondieron a: ufias de pies
en 56 de los casos y cuatro de ufias de las manos. Uno de los
pacientes presentaba infeccién tanto en pies como manos.
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Las muestras se tomaron mediante raspado de la lesién
con bistur{ estéril sobre una placa de vidrio estéril, para
su posterior procesamiento tanto en el método directo,
por microscopia éptica, como por extraccién de ADN.

Extraccion de AbN

La extraccién de ADN de las muestras clinicas se realizé
de acuerdo con la técnica publicada en 2014 por Vuran
y colaboradores,® a partir de la muestra clinica obtenida.

PCR en tiempo real

Los oligonucleotidos cebadores o primers de pan-dermato-
phytes, asi como T. rubrum y T. interdigitale, para amplificar
la secuencia especifica del gen que codifica para quitina
sintasa 1 (CHSI) y el programa para RT PCR, fue de acuerdo
con lo publicado por Bergman y colaboradores.

Resultados

Se recopilaron 60 muestras de pacientes con diagndstico
clinico de onicomicosis durante mayo de 2014 en el servi-
cio de dermatologia del Hospital Italiano de Buenos Ai-
res. En el examen directo en 41 (689%) muestras se obser-
varon filamentos compatibles con dermatofitos. Mientras
que por PCR se detectaron dcidos nucleicos fangicos en 58
(95%) (figura 1). De estas 58 muestras clinicas positivas por
PCR, 53 (91%) fueron identificadas como T. rubrum y 5 (9%)
como T. interdigitale (figura 2).

El porcentaje de pacientes clasificados por sexo, infec-
tados por onicomicosis que se presentaron en dicho mes
es de 30 (60%) mujeres y 20 (40%) hombres. La edad pro-
medio de las mujeres fue de 63 afios (Ds = 14.88) y la de los
hombres de 51 afios (DS = 16.44).

La localizacién anatémica de la infeccién, correspon-
di6 en 55 (929) de los casos a las ufas de los pies, tres (5%)
a las manos y un caso tanto manos como pies afectados.

Figura 1. Diagnéstico de onicomicosis
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Figura 2. Determinacién mediante RT PCR de muestras clinicas
con Trychopyton spp.: 58 fueron positivas para dermatofitos,
de las cuales 53 fueron T. rubrum (919%) y cinco fueron
T. interdigitale (9%)
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Discusion

Durante muchos afios, los métodos convencionales para
el diagnéstico de onicomicosis han sido la observacién
microscépica de filamentos de Eumicetos en las escamas
de pacientes y el cultivo en medios selectivos.

El diagnéstico correcto por este método depende de
la capacidad del profesional para la toma de muestra y la
observacién microscépica. La confirmacién de la especie
infectante se realiza mediante cultivo. Las desventajas del
cultivo son el tiempo requerido (a veces hasta cuatro se-
manas) para obtener el resultado y la menor sensibilidad
a la hora de obtener cultivos positivos.®

A partir de 1990 se ha intentado mejorar estos incon-
venientes con diversas técnicas. La técnica de RT PCR es un
efectivo método diagndstico para detectar el agente causal
de la onicomicosis de alta sensibilidad, y que ocupa poco
tiempo.” Es rdpido, reproducible y relativamente fécil de
implementar como rutina diagndéstica. Incluso permite
identificar la especie de dermatofito patégeno.

En nuestro trabajo encontramos un mayor porcentaje
de mujeres que concurren a la consulta para tratamiento
de las onicomicosis; aunque consideramos que es muy
probable que exista una proporcién similar de hombres
infectados, sin embargo, éstos son menos proclives a la
busqueda de tratamiento mientras no sientan dolor.

Otro dato a evaluar es la edad promedio, que es mayor
en las mujeres con respecto a los hombres. Esto puede
deberse a diversos factores, entre ellos el mas destacado
son las diferencias en hdbitos de calzado.

La identificacién de especies de Trichopyton spp. nos
brinda la posibilidad de analizar epidemioldgicamente
las especies que se encuentran en nuestra poblacién y ob-
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tener informacién que permita, por ejemplo, desarrollar
tratamientos mds especificos y por lo tanto efectivos.

Por otro lado, las recurrencias de esta infeccién son
un hecho comin en la onicomicosis. La identificacién de
la especie infectante primaria, y la reinfeccién, nos per-
mitird determinar si se debe al mismo patégeno o a uno
diferente, lo que orientard al profesional respecto a las
modificaciones en el tratamiento, ya sea el medicamento
y/o el tiempo de tratamiento.

Conclusién

La implementacién del método diagnéstico basado en
técnicas de RT PCR es rdpida, reproducible y relativamente
fécil de establecer como rutina. Sin embargo, es realmen-
te atil para muestras de pacientes sin tratamiento previo,
y en caso de reinfeccién postratamiento, servird para
identificar la especie y determinar si se trata de una falla
del tratamiento, o reinfeccién por la misma especie o por
otra u otro patégeno.
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