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RESUMEN

TITULO: Evaluacién de pruebas diagnésticas de onicomicosis en edad pediatrica.

ANTECEDENTES: Hasta hace 15 afios se pensaba que la onicomicosis era poco

frecuente en la infancia, sin embargo se ha reportado incremento en su incidencia
incluso en nifios. Su diagnostico debe ser clinico y micoldgico con por lo menos una
prueba diagnoéstica positiva (cultivo o examen directo) debido a que el tratamiento
requiere de terapias costosas y con potenciales efectos adversos. En nuestro pais solo
se cuenta con estudios sobre prevalencia y caracteristicas clinicas de la onicomicosis
en edad pediatrica pero no sobre evaluacion de pruebas diagndsticas motivo por el
cual se decide la realizacion del presente estudio.

OBJETIVOS: Determinar la sensibilidad, especificidad, VPP, VPN y cocientes de
verosimilitud de los examenes directos con Blanco de Calcoflior, KOH y Negro de
Clorazol en comparacion con el cultivo en el diagndstico de onicomicosis en los
pacientes que acudan a la consulta externa de dermatologia del Hospital Infantil de
México Federico Gémez (HIM) y del Hospital General de México (HGM).

METODOS: Estudio prospectivo, observacional, transversal, descriptivo y comparativo
de pruebas diagnéstica realizado en un periodo de 7 meses en 50 pacientes con
sospecha de onicomicosis que acudieron a la consulta externa del HIM y del HGM
como pacientes o acompanantes. A todos se les realizdé Cultivo y examen directo con
Hidréxido de Potasio (KOH), Negro de Clorazol (NC) y Blanco de Calcofltor (BC). El
cultivo fue tomado con estandar de oro y se determind sensibilidad, especificidad,
valor predictivo positivo y negativo y cociente de verosimilitud positivo y negativo a las
otras 3 pruebas.

RESULTADOS: Fueron 29 hombres (58%) y 21 mujeres (42%); con rango de edad

entre 2 y17 afios con mediana de 11 afios. El tiempo de evolucion para la enfermedad
fue de 2-48 meses con mediana de 16 meses. La variedad clinica més frecuente fue la
subungueal distal con 18 casos (36%), seguida por la distréfica total con 15 pacientes
(30%).

La sensibilidad para KOH fue de 61%, para NC 76% y para BC 80.9%, la especificidad
para KOH y NC de 37.9% y para BC 3.4%. El VPP para KOH fue 41%, del NC 47% y
del BC 37% y por ultimo el VPN para KOH fue de 57%, para el NC de 68% y para el
BC 20%.

CONCLUSION: La prueba con mayor sensibilidad para el diagndstico de onicomicosis
en nifios fue el BC y la mas especifica para deteccidon de levaduras el KOH, para la

deteccién de dermatofitos la mas especifica fue el NC.



MARCO TEORICO

Las micosis son infecciones superficiales de la piel y se encuentran en el
séptimo lugar de las dermatosis mas frecuentes en la infancia.'

En un estudio llevado a cabo en México en el 2001 por Iglesias y cols. se
encontré que los 2 diagndsticos mas frecuentes de patologia ungueal fueron

las onicomicosis y las distrofias asociadas a genodermatosis. ®

DEFINICION

La onicomicosis es una infeccién superficial del plato ungueal causada en la
mayor parte de los casos por dermatofitos que ocasionan enfermedades por lo
general primarias a diferencia de las levaduras y mohos no dermatofitos que

generalmente parasitan la ufia con patologia o traumatismos previos. ©

EPIDEMIOLOGIA

En el origen de la onicomicosis se involucran tres tipos de hongos bien
definidos entre los cuales se encuentran: los dermatofitos (80-90%), los mohos
no dermatofitos (3-5%) y levaduras (1-2%).

Dermatofitos:

Término que engloba agentes del género Microsporum, Trichophyton vy
Epidermophyton. Son hongos filamentosos y septados que gracias a sus
proteasas queratinoliticas pueden parasitar el estrato corneo de ufias y piel.
Las especies mas frecuentes son: Trichophyton rubrum (85%), Trichophyton
mentagrophytes variedad interdigitale y Epidermophyton floccosum. Otras

especies menos frecuentes son Trichophyton tonsurans, Microsporum canis,



M. gypseaum y Trichophyton soudanense. En nuestro medio son causadas
principalmente por T. rubrum y T. mentagrophytes.

La etiologia de estos agentes se ve favorecida por calor, humedad, uso de
calzado estrecho que favorece traumatismos e impide la eliminacion del sudor,
la presencia de enfermedad vascular periférica o alteraciones de la inmunidad
celular. ©

Hongos mohos o no dermatofitos:

La frecuencia de onicomicosis por este grupo de hongos oscila segun
diferentes autores entre 3-5%. Se describen como agentes dos grupos: los
mohos hialinos y los mohos dematiaceos que en caso de encontrarse
asociados a dermatofitos y levaduras no se les considera como agente causal
Unicamente como contaminantes debido a que no poseen gueratinasas y son
incapaces de causar una distrofia ungueal significativa. Se pueden exceptuar
Scytalidium dimidiatum, universalmente conocido como patégeno primario de
uilas y piel por poseer queratinasas, y Fusarium solani, que con menor
capacidad degrada la queratina. ")

Aspergillus es citado como agente que se aisla con cierta frecuencia; son
hongos filamentosos y hialinos, de distribucion geogréfica universal que forman
parte de la flora anemdfila; las especies involucradas son: A. terreus, A. flavus,
A. niger y A. fumigatus. ®

Los hongos del género Fusarium también tienen amplia distribucion geografica
y pueden causar onicomicosis; las especies mas involucradas son F. solaniy F.
oxysporum.

Los mohos del género Scopulariopsis son geofilicos y S. brevicaulis es la

especie mas aislada de lesiones ungueales sobretodo de ufias del primer dedo



del pie, por supuesto con el antecedente de enfermedad o traumatismo previo.
(9,10)

Otros hongos descritos como agentes de onicomicosis son: Penicillium sp,
Geotrichum sp, Acremonium sp, y Botryodiplodia theobromae;*" también se
han involucrado dematiaceos de los géneros Chaetomium, Wangiella,
Curvularia, Drechslera, Exophiala y Ulocladium todos con muy baja frecuencia.

(9, 10, 12)

En nuestro pais los mohos no dermatofitos causantes de onicomicosis
reportados hasta la fecha son: Scopulariopsis sp y Penicillium sp. 3%
En los casos de onicomicosis por mohos no dermatofitos se ha demostrado

gue son favorecidas por distrofias como onicogrifosis, dedos superpuestos y

enfermedad vascular periférica. ©®

Levaduras:

Sus porcentajes que van desde el 1 al 2% pero algunas literaturas lo refieren
con el segundo agente después de los dermatofitos. La especie mas frecuente
es Candida albicans (70% en manos de mujeres) que se encuentra como parte
de la flora normal de los intestinos pero no de la piel y anexos, por lo que su
hallazgo en éstos representa de manera inequivoca que se trata del agente
etioldgico.

Estas especies son mas vistas en recién nacidos prematuros quienes tienen un
desarrollo inmunitario incompleto, en los nifios con candidiosis mucocutaneas
cronicas y en aquellos con inmunosupresién incluso iatrogénica.

Otras especies causantes de onicomicosis son C. parasilopsis, C. tropicalis y

las levaduras del género Trichosporon que son agentes geofilicos de



distribucion universal; se caracterizan por presentar cadenas de artroconidios
en los cultivos. Las especies descritas y aceptadas en el hombre son T.
cutaneum, T. ovoides, T. inkin, T. asteroides y T. mucoides. *®

La participacion de levaduras del género Malassezia aun es tema de discusion
pero se considera conveniente no ignorarla ya que su baja incidencia
probablemente sea el resultado de las dificultades que representan su
aislamiento.

En nuestro pais las onicomicosis por levaduras son de causa candidiasica en
su mayorfa, siendo la especie mas frecuente C. albicans. *® En este caso
influyen los traumatismos mecéanicos o quimicos en el borde de las ufias,
maceracion, hiperhidrosis, oclusién, contacto habitual con agua, malnutricion,
enfermedades metabdlicas, inmunodeficiencia y trastornos circulatorios. 5%
Debido a que la onicomicosis es una enfermedad crénica y recurrente se
considera la principal causa de ufias anormales, desde luego sin ser la Unica ya
que enfermedades como la psoriasis, el liquen plano, el eczema, traumatismos,
la enfermedad de Darier, el lupus eritematoso sistémico, la alopecia areata, las
verrugas vulgares, el sindrome de Reiter, infecciones bacterianas
sobreagregadas, la paquioniquia congénita, dermatitis de contacto, las
epidermolisis bulosas, el sindrome de ufias amarillas e incluso el
envejecimiento pueden causar cambios que se pueden confundir con

onicomicosis. "



DERMATOFITOS

MOHOS

LEVADURAS

Especies de Trichopyton
*T. rubrum
*T. mentagrophytes

T. tonsurans

Especies de Aspergillus
A. fumigatus
A. flavus

A. niger

Especies de Candida
C. albicans

C. tropicalis

C. parapsilosis

C. glabrata

Especies de Microsporum
M. canis

M. gypseum

Especies de Scytadilium
S. dimidiatum

S. hyalinum

Especies de Trichosporon

T. cutaneum

Especies de Epidermophyton

E. flocossum

Especies de Fusarium

Especies de Scopulariopsis

Especies de Acremonium

Especies de Alternaria

Agentes causales de las onicomicosis. * Agentes mas frecuentes

La onicomicosis tiene una distribucion universal y la incidencia ha incrementado

en un 48% en los ultimos 70 afios. En la poblacion general adulta oscila entre 2

y 18%, *® Europa reporta cifras del 3 al 8%, Estados Unidos del 3 al 10%,*?

Italia el 16%, Finlandia 8.3%, Guatemala 2.6%, Paraguay 14% y México 23%.

(20)

En la edad pediatrica la prevalencia es mucho mas baja entre 0 y 2.6%, en

América Latina hay reportes del 4-8% y en México no existen muchos reportes

ademas del de Arenas y cols. en el 2006 con una serie de 126 nifios arrojando

una frecuencia de 4.8% en donde el grupo etario mas afectado result6 ser el de

12 a 18 afios.?®”




La baja frecuencia de la onicomicosis en edad pediatrica se atribuye a mayor
crecimiento de la ufila a esta edad, escasa superficie de contacto, menor
incidencia de tifia de los pies, menor trauma y exposicion a lugares publicos en
comparacion con los adultos, sin dejar de tomar en cuenta otras diferencia
estructurales de las ufias en los nifios. ®

Con estas cifras se considera una patologia fundamentalmente de adultos y
hasta hace 15 afos se pensaba poco frecuente en la infancia, sin embargo
varios autores concuerdan en un incremento en la incidencia pero aun sin
poder dilucidar si se debe a un mayor indice de sospecha, mayor acceso a los

centros de salud o a un incremento real en la patologia. ?%

FACTORES PREDISPONENTES

Entre los factores de riesgo asociados a adquirir onicomicosis se han
establecido los exdgenos y los endbégenos.

Factores exdgenos:

Mayor contacto con bafios publicos y albercas, uso de zapatos de plastico,
convivencia con personas que tienen onicomicosis.

Factores enddgenos:

Cariotipo de trisomia 21, la dermatitis atopica, hiperhidrosis, endocrinopatias
como diabetes mellitus, prematurez, la inmunosupresion de cualquier tipo que
incrementa especialmente en los pacientes con VIH cuando los linfocitos CD4
estan por debajo de los 450/mm3, etc.

A menudo los pacientes con onicomicosis tienen infecciones concomitantes por

hongos en otros sitios siendo la mas frecuente una tifia de los pies. 2



Arenas y cols. encontraron en un estudio de una comunidad indigena realizado
en el 2003 que la incidencia de portadores de dermatofitos en estos nifios era
de 6.09% siendo T. rubrum el agente causal mas frecuente con el 14% de los
pacientes completamente asintomaticos.

En nuestro pais factores ambientales como la humedad, la higiene deficiente,
el uso frecuente de calzado de hule y de piel con o sin calcetines favorece la
maceracion y establecen el medio ideal para el desarrollo de los agentes

causales de la onicomicosis. ®®

MANIFESTACIONES CLINICAS

Por lo general la onicomicosis es asintomatica pero puede ocasionar
parestesias, dolor, baja autoestima y aislamiento social. Los signos clinicos
representados por paquioniquia, onicolisis, perionixis, hemorragias en astilla
secundarias a la compresion de vasos pequefios, detritus subungueales y
cambios de coloracion son los que en primera instancia nos sugieren el
diagnéstico.®?

En relacion con la localizacion anatémica la afeccion predomina en las ufias de
los pies a nivel del primer dedo y esto se aplica la mayoria de las veces para
dermatofitos y mohos no dermatofitos; a diferencia de las infecciones
causadas por levaduras del género Candida que afectan preferentemente ufias
de las manos y el pliegue ungueal, sin haber predominio por alguno de los
dedos. )

La presentacion clinica varia en 5 formas: la subungueal distal, la lateral, la

proximal, la distréfica total y la blanca superficial.



Romano y cols. sugieren en su revisiéon del 2005 que la forma clinica pudiera
sugerir la etiologia ya que la presentacion subungueal distal se ha encontrado
en el 93% de los casos por dermatofitos asi como la onicodistrofia y la
paroniquia en un 56 y 50% respectivamente cuando el agente se trata de

Candida. ®®

CLASIFICACION CLINICA:

Onicomicosis subungueal distal (OSD):

Es la variedad mas frecuente incluso en nifios, la afeccion inicia en el borde
libre de la ufia y se extiende en direccion hacia la matriz. Puede coexistir
paroniquia leve, que retrocede o evoluciona a la cronicidad. Por lo general el
primer signo de infecciébn es una linea estriada o deprimida y una mancha
blanquecino-amarillenta que se va extendiendo hacia la base de la uia.

Como respuesta a la invasién fangica se inicia la produccion de queratina, que
condicionard la hiperqueratosis subungueal y engrosamiento de la lamina que
aunada a la friabilidad de la ufia se originara una distrofia total de la misma
hasta tener la destrucciébn completa de la ufia. Esta queratina contiene gran
cantidad de hifas por lo que es altamente infectante. Todo el proceso puede
llevar afios para completarse y clinicamente se traducira en paquioniquia,
leuconiquia, distrofia ungueal y en ocasiones despegamiento de la lamina con
diferentes grados de intensidad. ¢

La OSDL es causada fundamentalmente por dermatofitos, el agente que se

vincula mas frecuentemente con esta presentacion clinica es T. rubrum. ¢%



Onicomicosis subungueal lateral (OSL):
Segunda variedad de presentacién con afeccién del borde lateral del plato

ungueal, casi siempre en conjunto con afeccién del borde distal.

Onicomicosis subungueal proximal (OSP):

También conocida como onicomicosis subungueal blanca proximal es la
presentacion menos comun en personas sanas pero la mas comun en
inmunosuprimidos como pacientes trasplantados o con VIH-SIDA por lo que es
considerada como un marcador clinico temprano de la infeccion por VIH
considerando que existen multiples estudios que han demostrado que es la
variedad clinica que predomina en estos pacientes.

La afeccion se sitia en el eponiquio extendiéndose en sentido distal a manera
de leuconiquia transversal debido a que los agentes penetran por el pliegue
proximal de la ufia (a nivel de la cuticula). Clinicamente esto se traduce en
hiperqueratosis subungueal, onicolisis proximal, leuconiquia y destruccion de la

lamina ungueal en el sector proximal. Afecta por igual ufias de manos y pies y

puede ser causada por T. rubrum y Candida. ©%

Onicomicosis blanca superficial (OBS):

Es la infeccion més superficial de la ufia aunque también puede afectar el lecho
ungueal y el hiponiquio, da manifestaciones con manchas blancas que
finalmente confluyen. Aproximadamente el 10% de las onicomicosis se
presentan bajo esta forma clinica, predomina en ufias de los pies y sobre todo

las de el primer dedo.
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Se caracteriza por la invasion del estrato superficial de la lamina ungueal ya
sea lateral, proximal, distal, o central con manchas blancas y opacas. Al inicio
las lesiones pueden ser Unicas o multiples, puntiformes, con limites irregulares,
gue se van extendiendo hasta coalescer a medida que la invasion progresa; en
este sector la ufia se torna quebradiza, blanda y 4spera. ¥

El agente causal mas frecuente en la OBS es T. mentagrophytes variedad
interdigitalis, ademas varios mohos no dermatofitos como Aspergillus terreus,

Acremonium potronii y Fusarium.®?

Onicomicosis distrofica total (ODT):

Es el patron evolutivo de todos los tipos anteriores, representa la forma mas
destructiva de la ufia. ©?

En los pacientes inmunodeprimidos las onicomicosis tienen variacion en la
presentacion clinica y en los agentes causales considerando que los hongos
que hasta el momento son considerados como no patdgenos pueden
comportarse como patdégenos en los pacientes con inmunosupresion,
asociandose en muchas ocasiones a mayor mortalidad y proveer una puerta de

entrada para unas infecciones diseminadas. ©*
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ANTECEDENTES

DIAGNOSTICO

Las etapas esenciales para el diagndstico son 3: reconocer las caracteristicas
clinicas, el muestreo y la deteccion con los diferentes métodos disponibles en
el laboratorio. ¥

Cuando se tiene la sospecha clinica de onicomicosis es obligado realizar un
estudio minucioso y excluir otras onicopatias de aspecto semejante debido a
gue su espectro de tratamiento tiene potenciales efectos adversos. (35

Su diagnéstico es dificil desde el punto de vista clinico y de laboratorio,
particularmente en este ultimo en donde los multiples organismos de rapido
crecimiento hacen dificil el aislamiento de los agentes causales por su lento
desarrollo. ©®

Usualmente la muestra es tomada de la parte distal del plato ungueal en la cual
la viabilidad de los hongos es baja, por lo que aproximadamente el 80% de las
veces condiciona un resultado negativo porque solo hay estructuras micoéticas
muertas o no viables. ®%

Lo recomendable para la toma de muestras es en funcion a la presentacion
clinica:

-Onicomicosis subungueal distal y lateral: Se debe tomar el material
subungueal de la parte proximal y lateral.

-Onicomicosis subungueal proximal: Tomar el material blanquecino de la
porcién mas profunda del plato ungueal.

-Onicomicosis blanca superficial: Raspar toda la superficie afectada.

12



-Onicomicosis distal y lateral con paroniquia crénica: Se recoge el material mas
cercano al epiniquio, raspando la profundidad del surco periungueal, con
hisopo estéril se obtiene la pus de la paroniquia.

-Leuconiquia subungueal: hacer un orificio pequefio sobre la superficie
afectada a través de la técnica de perforacion para lograr obtener estructuras
viables.

-Onicomicosis distrofica total: Tomar material subungueal de cualquier parte del
plato ungueal. ©”

Con lo anterior se debe tener como rutina en la préactica clinica el obtener por lo
menos una prueba micoldégica positiva aunada a las caracteristicas clinicas
sugerentes de onicomicosis para concretar el diagnéstico. 2

Actualmente se dispone de varias pruebas como el examen directo con KOH
del 10 al 40%, la técnica con Negro de Clorazol, la tincion con Blanco de
Calcofldor que consisten en la visualizacion de las formas de reproduccién del
agente en la muestra y el cultivo que identifica el género y especie del agente
causal.®

En numerosas ocasiones hay discordancias con los resultados positivos en la
visualizacion directa de la muestra y los cultivos negativos debido a los
problemas de viabilidad de las hifas que invaden el plato ungueal, la técnica
para la toma de muestra o el uso reciente de antifingicos tépicos o
sistémicos.“”

A continuacién se describiran cada una de las técnicas implicadas en el
estudio: Cultivo, Examen directo con KOH, Negro de Clorazol y Blanco de

Calcofluor.
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CULTIVO:

Es la siembra de los productos en los medios idéneos y se debe realizar en
laboratorios especializados. Las muestras se pueden recolectar con asa de
platino previamente calentada al rojo vivo y enfriada en el medio de cultivo lo
cual facilita la adherencia de las escamas.

En general, se colocan los especimenes sobre la superficie del medio de
cultivo y se conservan a temperatura ambiente (26 a 27°C)

Las escamas se disponen en fragmentos en diferentes puntos de la superficie
del medio y quiza ofrezca ventaja sembrar cerca de la pared del vidrio para
observar el cultivo a través de la misma.

Para desarrollarse en los medios los hongos patégenos requieren de una a
dos semanas, las levaduras se desarrollan en 24-48 horas y los hongos
contaminantes en dos a cuatro dias.

Para observar al microscopio los hongos filamentosos o las levaduras, se
puede usar asa micologica o bien una cinta adhesiva transparente para
depositarlos sobre un portaobjetos donde previamente se ha vertido una gota
de azul de lactofenol o de solucién de Albert.

Una vez obtenido el cultivo del hongo se deben estudiar sus caracteristicas
macroscopicas, microscoépicas y fisioldgicas para definir el género y la especie.
Las caracteristicas varian con el medio de cultivo, la naturaleza de los
azucares, la pureza de la peptona, el pH, el grado de humedad y la
temperatura. Por eso es preferible utilizar siempre medio glucosado de

Sabouraud.
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-Morfologia macroscopica: Se deben estudiar las siguientes caracteristicas:
forma, tamafo, color en la superficie, difusion del pigmento, coloracion, textura,
superficie, aspecto, consistencia y rapidez de crecimiento.

-Morfologia microscépica: Pueden analizarse los métodos de andlisis a traves
del tubo, analisis de un fragmento, con cinta adhesiva transparente (Rush-
Munro) y el cultivo en lamina o microcultivo.

En el estudio de los érganos fungicos se deben estudiar: el talo, las esporas
asexuadas y aparato conididgeno, las esporas sexuadas y estructuras donde
se forman y cualquier formacion anexa.

Considerando que los agentes mas frecuentes de las onicomicosis son el T.
rubrum y el T. mentagrophytes se describen sus colonias a continuacion:

T. rubrum: de crecimiento lento, algodonosa, de color blanco a crema con
pigmento al reverso de la colonia rojo vino o amarillo-marrén.
MicroscOpicamente se observan escasos microconidios piriformes dispuestos
de manera alterna a lo largo de la hifa, esta imagen es conocida como la cruz
de Lorena.

T. mentagrophytes: planas de superficie pulverulenta, color crema o bien
aterciopeladas, con el centro crema y margen blanco. El reverso de la colonia
presenta un pigmento marron amarillo o rojo obscuro. Microscopicamente los
conidios son abundantes en racimo con hifas en espiral, asociadas a mdultiples
macroconidios. 43

El cultivo tiene baja sensibilidad de 59%, especifificad de 82%, valor predictivo
positivo de 90% y negativo de 43%, también se sabe que genera falsos
negativos en un 30-60% aun si se toma adecuadamente la muestra y aunque

se le refiere con gran especificidad porque practicamente no existen falsos
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positivos deben que tomarse en cuenta las premisas de que su negatividad no
se relaciona a ausencia de infeccion fungica, incluso el cultivo positivo en ufias
sin datos clinicos no es equivalente al diagnéstico de onicomicosis. Cuando se
tiene el diagnostico clinico se debe de contar con la positividad de un cultivo o

examen de microscopfa. “¥

EXAMEN DIRECTO:

Es el mas comun de los procedimientos para la observacién microscépicas de
las estructuras fungicas, tanto a partir de productos biol6gicos como de su
desarrollo en medios de cultivo. A través del examen directo se establece el
diagnéstico en la mayoria de los casos de micosis considerando que la
morfologia de cada hongo en su estado parasitario es muy caracteristica.

Es importante evitar los errores de interpretacion ya que en numerosas
ocasiones se confunden las estructuras con artefactos.

Para realizar el examen directo se dispone del Hidréxido de Potasio (KOH) del

10 al 40%, Negro de Clorazol o Blanco de Calcofluor.“®

KOH:

La técnica con hidréxido de potasio (potasa caustica) con concentraciones del
10 al 40% disuelve la queratina y permite visualizar hifas hialinas, ramificadas y
septadas para dermatofitos, mohos y blastosporas para levaduras. Su
sensibilidad y especificidad es de 88% y 95% respectivamente, su valor
predictivo positivo es de 73% y el negativo de 98%, asi mismo genera falsos
negativos en un 5 — 15% de los casos y requiere destreza y personal
capacitado para la interpretacion ya que como se ha mencionado las

estructuras micéticas pueden ser confundidas facilmente con artefactos. %
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Negro de Clorazol:

El Negro de Clorazol es un colorante que permite visualizar nitidamente las
estructuras micoticas uniéndose a la quitina, su sensibilidad y especificidad es
de 82% y 85% respectivamente y sus valores predictivo positivo de 78% vy el
negativo de 90%.

Tiene la desventaja de degradarse con la luz, por lo que se requiere mantener
en lugares obscuros. Debe prepararse mensualmente y las preparaciones con
la muestra deben leerse el mismo dia que se realizan ya que el colorante se

precipita. )

Blanco de Calcofluor:

En 1961 Darken reporté la captacion de abrillantadores fluorescentes
activamente por los cultivos en crecimiento de las levaduras y hongos pero no
fue sino hasta 1984 que Hageage y Harrington aplicaron esta técnica en
situaciones clinicas. Se demostr6 que el Blanco de Calcofldor es un
fluorocromo inespecifico con una afinidad por la quitina y la celulosa, que se
puede utilizar con aloe o con hidréxido de potasio para delinear claramente los
elementos fingicos de muestras como piel, cabello, ufias y cortes de tejido. “©
La técnica del Blanco de Calcoflior se basa por una parte, en la propiedad que
tiene dicha sustancia de emitir fluorescencia al ser activada por radiacion
ultravioleta, y por otra, en la afinidad que presenta por la celulosa y la quitina
presentes en la pared celular de los organismos fangicos.

El examen de los materiales clinicos con ésta tincion es considerado como un

método rapido y facil para la identificacion de hongos con una especificidad de
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95% y sensibilidad de 92%. Su valor predictivo positivo ha demostrado ser de
75% y el negativo de 99%.“"

Su preparacién consiste en depositar sobre un portaobjetos el material a
analizar (escamas), y sobre el mismo agregar una gota de solucion del
fluorocromo (Blanco de Calcoflior M2r (Sigma) 0.1g, azul de Evans (Sigma
0.05 g y agua destilada 100ml), y una gota de KOH 10%, colocandose luego el
cubreobjetos. El preparado se observa en un microscopio con sistema de
fluorescencia (lampara de mercurio, objetivos especificos vy filtros con longitud
de onda de 390-420 nm).

Si bien con la microscopia directa tradicional se aprecian correctamente las
caracteristicas micromorfolégicas que presentan las distintas especies, con el
Blanco de Calcoflior se observan con mayor nitidez y su identificacion es
mucho mas sencilla. Esto es atribuible a que los hongos presentan una pared
MAas gruesa que otras especies y esto ocasiona mayor intensidad de
fluorescencia ya que la quitina es el componente de pared al cual se une el
fluorocromo.

Aunque aplicada en forma aislada, esta técnica no es suficiente para la
diferenciacion a nivel de especie, debido a que algunas de las mismas
presentan caracteristicas morfolégicas muy parecidas es una técnica simple y
rapida para aquellos casos en los que la obtencién o mantenimiento de cultivos
resulta imposible por lo que se transforma en una herramienta muy atil para el
diagnéstico de multiples agentes incluyendo levaduras del

género Malassezia. *®

La alta especificidad y sensibilidad del Blanco de Calcofltor lo ha llevado a ser

tomado como estandar de oro en mudltiples estudios como en el 2003 con
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Jeffrey y cols, “9%% sin embargo son muy pocos los estudios que se han hecho
comparandolo con los métodos tradicionales para poder establecer diferencias
entre sus cocientes de verosimilitud, su sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo y valor predictivo negativo y ademas solo se han incluido
pacientes adultos sin haber hasta el momento referencias en edad pediatrica
motivo por el cual se ha decidido la realizacion de este estudio.

A continuacion se presenta una tabla que demuestra las diferentes

sensibilidades, especificidades, valores predictivos positivos y negativos de las

pruebas diagndsticas encontradas en la literatur

a (36,44,47)

PRUEBA SENSIBILIDAD | ESPECIFICIDAD VPP VPN
CULTIVO 59 82 90 43
KOH 88 95 73 98
NC 82 85 75 90
BC 92 95 74 99

Tabla comparativa de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN) de Tas

pruebas diagndsticas segun la literatura.
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JUSTIFICACION

Las onicomicosis pueden tener influencia negativa en los aspectos social,
emocional y laboral debido a que los pacientes pueden ser tratados como
personas con deficientes habitos de higiene o como potenciales fuentes de
infeccion y contagio.

A pesar de ser infecciones superficiales son consideradas dificiles de
diagnosticar y tratar considerando que a pesar de un buen diagnostico y
tratamiento 1 de cada 5 pacientes no se cura.

El tratamiento de la onicomicosis requiere terapias costosas y con potenciales
efectos adversos graves por lo que es necesario hacer el diagnéstico clinico y
micoldgico. A pesar de que para hacer dicho diagndstico se disponen de varios
métodos como el examen directo con KOH, Negro de Clorazol y Blanco de
Calcofldor, en numerosas ocasiones no se logran identificar las estructuras
micéticas debido a que se necesita de personal entrenado, con lo que surge la
necesidad de un método sensible, especifico y técnicamente mas sencillo
como es el examen directo con Blanco de Calcofluor.

En el laboratorio de micologia del Hospital Infantil de México Federico Gomez
se realizan de rutina los examenes directos con KOH y Negro de Clorazol. La
técnica con Blanco de Calcofltor y el microcopio de fluorescencia es parte de la
infraestructura del laboratorio de micologia del HIM pero Unicamente se emplea
de rutina para la deteccion de P. jirovecii. Nosotros consideramos que también
se debe aprovechar para el diagnéstico de las onicomicosis ya que nos permita
gue éste sea mas sencillo y oportuno.

Asi mismo es necesario conocer la utilidad de todas las pruebas disponibles en

nuestro laboratorio en las condiciones de nuestro medio hospitalario.
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Partiendo de este punto y que en México los estudios realizados en nifios son
basicamente sobre prevalencia o tratamiento y no se encontré alguno sobre
pruebas diagnodsticas se decide realizar un estudio comparativo de los
examenes directos con KOH, Negro del Clorazol y Blanco de Calcofluor
comparado con el cultivo, aprovechando que se cuenta con esta infraestructura
y que permitira implementar esta técnica alternativa a las que ya estan en uso.
Consideramos también se puede desarrollar una estrategia adecuada para el
estudio y tratamiento de las onicomicosis que seguramente evitaran distrofias
ungueales y diseminacion de la enfermedad, a todo esto atribuimos la

importancia y trascendencia del presente estudio.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢El método de Blanco de Calcoflior tiene mayor sensibilidad, especificidad,
valor predictivo positivo y valor predictivo negativo que el examen directo con
KOH y con Negro de Clorazol comparado con el cultivo para el diagndstico de

onicomicosis en edad pediatrica?

OBJETIVO GENERAL

Determinar los cocientes de verosimilitud positivo y negativo, la sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN)
del método de Blanco de Calcofluor, examen directo con KOH, la técnica con
negro de clorazol en comparacion con el cultivo en el diagnéstico de
onicomicosis en los pacientes que acudan a la consulta externa de
dermatologia del Hospital Infantil de México Federico Gémez y del Hospital

General de México.

HIPOTESIS

El método de Blanco de Calcoflior tiene mayor sensibilidad, especificidad,
valor predictivo positivo y valor predictivo negativo que el examen directo con
KOH, la técnica con Negro de Clorazol comparado con el cultivo en el

diagnéstico de onicomicosis en nifios.
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MATERIAL Y METODOS.

DISENO DEL ESTUDIO:

Este es un estudio prospectivo, observacional, transversal, descriptivo y
comparativo de prueba diagnostica para evaluar diferentes meétodos de
diagnostico de onicomicosis.

POBLACION DE ESTUDIO:

Pacientes menores de 18 afios con sospecha clinica de onicomicosis de la
consulta externa de Dermatologia del Hospital Infantii de México Federico
Gomez y del Hospital General de México del 1°. de Diciembre 2010 al 30 de
Junio 2011, a los que se les tomaron muestras de las uiias afectadas para su
estudio.

METODOLOGIA:

Las muestras clinicas utilizadas en este estudio fueron obtenidas de las ufas
de los pacientes con sospecha clinica de onicomicosis, se obtuvieron las
escamas de la ufia con la técnica de perforacion y fueron enviadas al
laboratorio de Micologia del Hospital General de México para la realizacion de
examenes directos con KOH y Negro de Clorazol asi como el cultivo, en el
laboratorio de Micologia del Hospital Infantil de México se realiz6 el examen
directo con Blanco de Calcoflior para la identificacion de las estructuras

micaticas.

Preparacion de las muestras:

La muestra de cada paciente fue depositada en una caja de Petri identificada

con los datos del paciente.
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Examen directo con KOH:

Se coloco el material a examinar en un portaobjetos y se agregd 1 gota de
KOH al 10%, se cubri6é con una laminilla y se calent6 a la llama sin dejar hervir
y después de 15 minutos se observo la preparacion al microscopio de luz con

objetivos 10x y 40x, en un tiempo promedio de 10 minutos por muestra.

Examen directo con Negro de Clorazol:

Se coloco el material a examinar en un portaobjetos y se agregd 1 gota de
Negro de Clorazol, se cubrié con una laminilla y se calent6 a la llama sin dejar
hervir y se observd la preparacién al microscopio de luz con objetivos 10x y

40x, en un tiempo promedio de 10 minutos por muestra.

Examen directo con Blanco de Calcofluor:

Se coloco el material a examinar en un portaobjetos y se agregd 1 gota de
Calcoflaor al 0.1% (Sigma, St Louis Missouri) diluida 1:10 en PBS a pH 7.2 por
10 minutos y se cubrio con una laminilla para finalmente observar la
preparacion al microscopio de fluorescencia con filtro UV de 380-410 nm a 40y

60 aumentos, en un tiempo promedio de 10 minutos por muestra.
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Cultivo:

Se utilizaron los siguientes medios:

- Sabourad dextrosa agar: Dextrosa 20 g. Peptona 10 g. Agar bacteriolégico 20
g. Agua destilada 1000 ml. pH 6.5

-Sabourad mas antibiéticos agar (Micosel, Microbiolégico o para selecciéon de
hongos patégenos agar): Medio de Sabourad 1000 ml. Actidione
(ciclohexamida) 400 mg. Cloranfenicol 500 mg. pH de 6.5.

Preparacion: los antibiéticos se adicionaron de la siguiente manera: el actidione
en 1 ml de acetona y el cloranfenicol en 1 ml de alcohol etilico; ambos se
agregan cuando el medio ha hervido por uno o dos minutos. Se esteriliza en

autoclave a 121°C por 15 minutos.

ANALISIS ESTADISTICO:

Se recolectaron los datos en el programa estadistico SPSS versién 17 para su
andlisis, se utilizd estadistica descriptiva mediante medidas de tendencia
central y dispersion de acuerdo a la variable descrita. Utilizando el cultivo como
el estandar de oro se determind la sensibilidad, la especificidad, el valor
predictivo positivo (VPP), el valor predictivo negativo (VPN) y los cocientes de

verosimilitud (CV).

VP VN
Sensibilidad = ——— Especificidad = ————
VP + FN VN + FP
VP VN
VPP —478M9 VPN = —8M8
VP + FP FN + VN
Sensibilidad 1 - Sensibilidad
CV+ = -CV=
1 - Especificidad Especificidad
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RESULTADOS:

Se incluyeron 50 pacientes, 21 (42%) femeninos y 29 (58%) masculinos. La

edad fue de 2 a 17 afios, con una mediana de 11 afos y el tiempo de evolucion

de la onicomicosis fue de 2 a 48 meses con una mediana de 16 meses.

De acuerdo a la forma clinica de la onicomicosis los pacientes se distribuyeron

de la siguiente manera:

OoSD 18 36
OSL 6 12
OoSsP 2 4

oDT 15 30

LS

OBS

OSDL 5 10
Total 50 100

Gréfica l

Distribucion de los pacientes de acuerdoa la
presentacion clinica de la onicomicosis

4%
4%

mOSD
mOSL
mOosP
mODT
mLS

W OBS

B 0sDbL
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Formas clinicas mas frecuentes: OSDL primer y segundo dedo.

OSDL primer dedo y ODT segundo dedo.

El estandar de oro para el diagnéstico fue el cultivo, el cual fue positivo en 29
pacientes (58%) y negativo en 21 (42%). Del total de cultivos positivos, el 38%
(19/50) correspondié al género masculino y el 20% (10/50) al género femenino,

sin encontrar diferencia estadisticamente significativa.

RESULTADO Hombres Mujeres (%) Total (%)
Positivo 19 (38) 10 (20) 29 (58)

| Negativo 10 (20) 11 (22%) 21 (42)
p>0.05

Negativo 21 42
Levaduras 9 18
T.rubrum 20 40
Total 50 100
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Gréafica 2.

Distribucion de los pacientes de acuerdo al
resultado del cultivo micoldgico

Cultivo de T. Rubrum

Blanco de Calcofluor KOH Negro de Clorazol
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Comparacién de los métodos utilizados.

En lo que respecta a la eficiencia de las técnicas diagnosticas para los cultivos
en general sin hacer distincion para dermatofitos o levaduras los resultados
obtenidos muestran que el examen directo con KOH ofrecié una sensibilidad y
especificidad del 61.9% y 37.9% respectivamente. Su VPP de 41.9% y VPN de
57.8%. EICV +fue de 1y el CV-de 1.

El examen directo con Negro de Clorazol mostré6 una sensibilidad y
especificidad del 76.1% y 37.9% respectivamente. VPP de 47% y un VPN de
68.7%. EI CV + fue de 1.23 y el CV- de 0.63.

El examen directo con la tincion de Blanco de Calcofldor mostr6 una
sensibilidad y especificidad del 80.95% y 3.4% respectivamente. Su VPP de

37.7% y un VPN de 20%. EI CV + fue de 0.84 y el CV- de 5.5. (Tabla 5).

Tabla 5. Resultados de las pruebas diagndsticas con cultivos positivos
en los pacientes con onicomicosis

Prueba BC NC KOH
Sensibilidad 80.9% 76.1% 61.9%
Especificidad 3.4% 37.9% 37.9%%

VPP 37.7% 47% 41.9%
VPN 20% 68.7% 57.8%
RV + 0.84 1.23 1
RV - 55 0.63 1

VPP: valor predictivo positivo, VPN: valor predictivo negativo, RV+: razon de verosimilitud positiva,
RN — razén de verosimilitud negativa.

Haciendo distincion en la eficiencia de las técnicas diagndsticas para los
cultivos con aislamiento de dermatofitos los resultados obtenidos muestran que

el examen directo con KOH ofrecio una sensibilidad y especificidad del 61.9% y
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15% respectivamente. Su VPP de 43.3% y un VPN de 27.2%. El CV + fue de
0.73y el CV-de 2.54.

El examen directo con Negro de Clorazol mostré una sensibilidad y
especificidad del 76.1% y 20% respectivamente. Su VPP de 50% y un VPN de
44.4%. EI CV + fue de 0.95y el CV- de 1.19.

El examen directo con la tincion de Blanco de Calcofldor mostr6 una
sensibilidad y especificidad del 80.95% y 5% respectivamente. Su VPP de

47.2% y un VPN de 20%. EI CV + fue de 0.85 y EI CV- de 3.8 (Tabla 6).

Tabla 6. Resultados de las pruebas diagndsticas con cultivos positivos
para dermatofitos en los pacientes con onicomicosis empleados para
diagnostico de Onicomicosis.

Prueba BC NC KOH
Sensibilidad 80.95% 76.1% 61.9%
Especificidad 5% 20% 15%

VPP 47.2% 50% 43.3%
VPN 20% 44.4% 27.2%
RV + 0.85% 0.95 0.73
RV - 3.81 1.19 2.5

VPP: valor predictivo positivo, VPN: valor predictivo negativo, RV+: razén de verosimilitud positiva,
RN — razén de verosimilitud negativa.

Finalmente la eficiencia de las técnicas diagnosticas para los cultivos con
aislamiento de levaduras los resultados obtenidos muestran que el examen
directo con KOH ofrecié una sensibilidad y especificidad del 61.9% y 88.8%
respectivamente.

Su VPP de 92.8% y VPN de 50%. El CV + fue de 5.57 y el CV- de 0.43.
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El examen directo con Negro de Clorazol

mostr6 una sensibilidad y

especificidad del 76.1% y 77.7% respectivamente. Su VPP de 88.8% y un VPN

de 58.3%. EI CV + fue de 3.43 y el CV- de 0.31.

El examen directo con

la tincion de Blanco de Calcoflior mostré una

sensibilidad y especificidad del 80.95% y 0% respectivamente. Su VPP de

65.3% y un VPN de 0%. EI CV + fue de 0.814 y el CV- de 5.5 (Tabla 7).

Tabla 7. Resultados de las pruebas diagndsticas con cultivos positivos

para levaduras en los pacientes con onicomicosis empleados para
diagnéstico de Onicomicosis

Prueba BC NC KOH
Sensibilidad 80.9% 76.1% 61.9%
Especificidad 0% 77.7% 88.8%

VPP 65.3% 88.8% 92.8%
VPN 0% 58.3% 50%
RV + 0.81 3.43 5.57
RV - 0 0.31 0.43

VPP: valor predictivo positivo, VPN: valor predictivo negativo, RV+: razon de verosimilitud positiva,
RN —razén de verosimilitud negativa.

En términos generales, el método més sensible fue el blanco de calcofltory el

mas especifico el KOH.
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DISCUSION.

Los examenes directos tradicionales (KOH y NC) para diagnostico de
onicomicosis pueden ser examinados en forma rapida. Ofrecen la ventaja de
ser de bajo costo pero desafortunadamente se necesita personal bien
capacitado para evitar errores y confundir las estructuras micoticas con
artefactos, asi mismo la sensibilidad que ofrecen es menor cuando se
comparan con otras tinciones como el Blanco de Calcofltor; especialmente
cuando existe poca cantidad de estructuras del agente y por tal motivo se tiene
la inquietud de utilizar y complementar el diagnéstico con otras pruebas.

El cultivo fue considerado como el estandar de oro para el diagnéstico de
onicomicosis porque es la Unica técnica que nos permite la identificacion del
agente causal a pesar de su baja sensibilidad y especificidad. ©®

Dentro de los datos encontrados en la literatura se reporta una precision
diagnostica entre las pruebas que va del 59-99% dependiendo de los métodos
de toma de muestra, de su preparacion e interpretacion, en nuestro estudio
encontramos un diagnostico micolégico que confirmaba la sospecha clinica de
onicomicosis dependiendo del método utilizado del 36 al 76%. El porcentaje de
cultivos positivos fue del 58% de los casos, dato similar a lo reportado en la
literatura mundial.

De acuerdo a nuestros hallazgos en el estudio, la tincion de Blanco de
Calcoflior la cual ha sido considerada una técnica adecuada para el
diagnéstico de onicomicosis mostré una especificidad muy baja con 3.4% pero
una sensibilidad de 80.9% que a pesar de ser mas baja de la reportada en la
literatura (92%), fue la mas sensible comparada con los otros métodos

realizados en este estudio tanto para la deteccion de dermatofitos como de
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levaduras. Ademas es una técnica rapida y sencilla que ya debe ser tomada en
cuenta en nuestro hospital para complementacion del diagndstico de las
infecciones ungueales sobre todo en aquellas muestras donde los métodos con
KOH y NC han salido negativos.

En este estudio el examen directo con KOH (método utilizado ampliamente y
de rutina en los laboratorios micologicos de practicamente todos los
hospitales) tuvo una sensibilidad de 61.9% y una especificidad del 88% que a
pesar de que fue mas baja que lo reportado en la literatura con un 88% y 95%
respectivamente, fue la prueba mas especifica para la deteccién de levaduras
comparandola con el resto de pruebas (NC y BC), aunque es una técnica mas
tardada y que puede dar mas falsos positivos al confundir las estructuras
micéticas con artefactos si se compara con el Blanco de Calcofltor. 64447

El NC (método también utilizado frecuentemente en los laboratorios
micoldgicos) tuvo una sensibilidad de 76% y una especificidad del 20% que
también fueron més bajas que lo reportado en la literatura (82% y 85%
respectivamente), pero fue la prueba mas especifica para la deteccion de
dermatofitos comparandola con el resto de pruebas (KOH y BC) y su
realizacion tiene la misma desventaja del KOH. 64447

Tomando en cuenta estos resultados podemos colocar en orden descendente
de acuerdo a su eficiencia como prueba diagnoéstica a el BC > KOH > NC para
sensibilidad, cambiando para especificidad con KOH > NC > BC.

Es importante no ignorar que la falla de los otros métodos puede ser debido no

solo a menor sensibilidad si no también a dudas en interpretacion.
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A pesar de que el BC mostré6 una mayor sensibilidad como se ha comentado
requiere del microscopio de fluorescencia y los filtros por lo cual se ha visto

limitado su uso como prueba diagndstica.
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CONCLUSIONES

La sospecha clinica de onicomicosis obliga a realizar un estudio minucioso y
excluir otras onicopatias de aspecto clinico similar. La prueba diagnéstica a la
gue tenemos acceso actualmente en el servicio de Dermatologia es el KOH, la
cual tiene una buena especificidad, sin embargo, los resultados sugieren que la
técnica con blanco de calcoflior tiene una buena sensibilidad, por lo que
deberiamos considerar la realizacion de ambas técnicas para tener mayor
probabilidad de realizar un diagndéstico de onicomicosis correcto.

Nuestros resultados también sugieren que de acuerdo a la etiologia
sospechada se puede dirigir la solicitud de una prueba diagnéstica recordando
gue después del Blanco de Calcofltor, la mayor especificidad para la deteccion
de levaduras se encontr6 al KOH y para los dermatofitos al NC sin dejar de
tomar en cuenta que deben implementarse programas de capacitacion al
personal encargado de la interpretacion de las muestras para disminuir en la
medida de lo posible los errores, ademas de contar con toda la infraestructura
para la realizacion de la tincion con BC (microscopio de fluorescencia con filtros
adecuados, reactivo y mantenimiento). Por lo tanto los hospitales de tercer
nivel de atencion deberian considerar la implementacion de las técnicas que
han mostrado mayor sensibilidad y rapidez y menor grado de dificultad para el
diagnéstico de onicomicosis como lo fue en este estudio el Blanco de

Calcofllor.
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