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“Sensibilidad in vitro, frecuencia y principales especies involucradas en




candidosis ungueal en pacientes trasplantados de rinén”

RESUMEN ESTRUCTURADO.

Antecedentes. En los Ultimos afios se ha reportado un mayor nimero de casos
de micosis superficiales en pacientes inmunosuprimidos; lo anterior debido
principalmente al uso de farmacos inmunosupresores, al uso indiscriminado de
antibiéticos y antifingicos. La onicomicosis por especies de Candida en este grupo
de pacientes, puede ser la puerta de entrada para una fungemia que podria ser
letal, por lo cual se deben realizar pruebas de sensibilidad in vitro para iniciar un
tratamiento dirigido al agente causal, en la actualidad existen métodos comerciales
para su realizacion, entre éstos se encuentra el Fungitest (FG) que es un método
colorimétrico para evaluar la sensibilidad in vitro (SV) en presencia de 6 agentes
antimicéticos (5-fluorocitosina, anfotericina B, miconazol, ketoconazol, itraconazol,
fluconazol) a 2 diferentes concentraciones, se considera una prueba confiable, que
permitiria dar un tratamiento oportuno y evitar asi una via de entrada para

candidosis sistémica invasiva.

Planteamiento del Problema. Existen pocos estudios que evallen la frecuencia
de candidosis ungueal (CU) en pacientes trasplantados, las especies involucradas
y sus patrones de sensibilidad in vitro. La importancia de evaluar estos aspectos
es por el aumento de las infecciones por este hongo oportunista, a la aparicion de
nuevas especies y cepas menos susceptibles a las drogas antifungicas mas

utilizadas.

Objetivos. Determinar la frecuencia, agentes aislados y sensibilidad in vitro en
candidosis ungueal en pacientes trasplantados de rifidon en el Hospital General de

México “Dr. Eduardo Liceaga”.



Metodologia. Se realizé un estudio transversal, descriptivo y observacional en
pacientes con trasplante renal que acudieron a consulta del Servicio de
Trasplantes y se diagnosticaron por el laboratorio de Micologia, mediante examen
directo y cultivo. El estudio fue aprobado por el Comité de Etica e Investigacion del

mismo hospital.

Resultados. Se incluyeron 85 pacientes (37 mujeres, 44% y 48 hombres, 56%),
con un rango de edad de 19 a 54 afios (media 30.5 + 9.77 afos). Un 6% (5
pacientes) de la poblacion presenté candidosis ungueal, las especies aisladas
fueron en 3 sujetos con C. parapsilosis, en un sujeto C. glabrata y en otro sujeto
C. guilliermondii . Dos cepas de C. parapsilosis, una de C. glabrata y otra C.
guilliermondii presentaron sensibilidad in vitro a altas concentraciones a los 6
antimicoéticos. Solo una cepa de C. parapsilosis fue sensible dosis-dependiente a

itraconazol/fluconazol y resistente a ketoconazol y miconazol.

Conclusiones. Los pacientes trasplantados de rifidon no presentaron mayor
frecuencia de candidosis ungueal que en la poblacion general. Candida albicans
no fue la principal especie involucrada en estos pacientes. Se debe realizar
pruebas de sensibilidad in vitro para dar un adecuado tratamiento y disminuir la

resistencia antifungica.

Palabras clave: candidosis ungueal (CU) Fungitest (FG) Sensibilidad in Vitro
(SV)



“In vitro sensibility, frequency an species involved in nail candidosis in

kidney transplant recipients”

SUMMARY

Background. In recent years it has been reported a large number of cases of
superficial fungal infections in immunosuppressed patients, mainly because the
indiscriminate use of immunosuppressive drugs, antibiotics and antifungals.
Onychomycosis due to Candida species in this group of patients may be the
gateway for fungemia that could be lethal, therefore should be tested for in vitro
sensibility to start treatment directed to the causative agent, currently commercial
methods exist for its realization, among these is the Fungitest (FG) is a colorimetric
method to evaluate the in vitro susceptibility to six antifungal agents (5-
fluorocytosine, amphotericin B, miconazole, ketoconazole, itraconazole,
fluconazole) at 2 different concentrations, is considered a reliable test, that will

allow a timely treatment and will avoid to get an invasive systemic candidiasis.

Problem approach. There are few studies that evaluates the frequency of nail's
candidiasis in kidney transplant recipients, the species involved and their in vitro
sensibility patterns. The importance to assess these aspects is because the
increased amount of infections by this opportunistic fungal, the emergence of new
species found and less susceptible strains to antifungal drugs most commonly
used.

Objectives. To determine the frequency, the isolated agents and in vitro sensibility
of Kidney transplant recipients with nail’'s candidiasis at The General Hospital of

Mexico "Dr. Eduardo Liceaga ".

Methodology. This was a cross-sectional, descriptive and observational study in
Kidney transplant recipients who consulted to the Transplant's Department and
were diagnosed by the Mycology's Laboratory, by direct microscopy and
mycological culture. The study was approved by the Ethics’'s Committee of the

same hospital.
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Results. We included 85 patients (37 women, 44% and 48 men, 56%), with an age
range of 19-54 years (mean 30.5 = 9.77 years). A 6% (5 patients) of the patients
had nail's candidiasis, the species isolated were three patients with C.
parapsilosis, one patient C. glabrata and another one with C. guilliermondii. Two
strains of C. parapsilosis, one strain C. glabrata and the other one C. guilliermondii
showed in vitro sensibility to high concentrations of 6 antifungals. Only one strain of
C. parapsilosis was dose-dependent sensitive to itraconazole / ketoconazole,

fluconazole and resistant to ketoconazole and miconazole.

Conclusions. Kidney transplant recipients did not show an increased frequency of
nail’'s candidiasis as the general population. Candida albicans was not the main
specie found involved in this patients, it should be performed in vitro sensibility

tests to provide appropriate treatment and lower antifungal’s resistance

Keywords: nail candidiasis (CU) Fungitest (FG) in vitro sensibility (SV)
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PARTE I. ANTECEDENTES

1. DEFINICION

La onicomicosis se define como infeccibn de la unidad ungueal, causada
principalmente por 3 tipos de hongos: los dermatofitos, especies de Candida y
hongos mohos, puede afectar a la matriz, lamina, lecho, cuticula, tejido
mesenquimal y pliegues ungueales. Esta micosis representa un problema meédico
importante que afecta la calidad de vida del paciente, consideradndose un problema

de salud publica (1).

2. EPIDEMIOLOGIA

En la literatura consultada se encuentran reportes que muestran la existencia de
un 20% aproximadamente de pacientes de entre 40 y 60 aflos de edad con
onicomicosis (1), constituyendo el 30% de todas las infecciones micoéticas
superficiales (1,2,3), y cerca del 50% de los trastornos ungueales (4,5).

En Estados Unidos y Canada se reporta una prevalencia del 6.5% y 14%
respectivamente, en Europa del 29.6 % (6). Las especies de Candida son
potencialmente patdbgenos como causa de onicomicosis especialmente en
pacientes inmunocomprometidos, Abad-Gonzalez y cols, estudiaron 5.221 casos
de onicomicosis, el 11,1% fue por Candida sp. siendo el 31,8% de estas levaduras
aisladas de pacientes adultos con diabetes mellitus, manifestandose en
aproximadamente un tercio de los pacientes diabéticos observandose 2.7 veces
mas que en individuos normoglucémicos (7). Lopez y Mayorga (citado por
Martinez y cols) realizaron un estudio en 100 pacientes diabéticos tipo 2 con
onicomicosis de pies y tifia de los pies, en los que aislaron Candida sp en pies del
27.2% y en uias del 16% (8); en otro estudio realizado en el norte y sur de
América en pacientes con VIH, se reporté una prevalencia de onicomicosis del
23.2% vy otras series la reportan en 25% (2) siendo los principales organismos los

dermatofitos seguidos de especies de Candida.. Algunos estudios refieren un
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predominio de Candida sobre otras especies en onicomicosis, esto se reporta en
un estudio realizado en Estados Unidos en 11 estados durante 1999 al 2002, en el
que se demostr6 que mas del 70% de las onicomicosis son producidas por
especies de Candida, Ataides et al. reportan en 102 muestras de pacientes con
onicomicosis un predominio de levaduras del 56.8% frente a un 30.4% para
dermatofitos (4). Otros estudios lo reportan como la segunda causa mas comun de
onicomicosis (9), Gupta y cols, (citado por Abad-Gonzalez y cols) (7) encontraron
gue en Canada la onicomicosis por Candida se manifiesta en el 2.8%.

En Meéxico, aun no contamos con estudios sobre la prevalencia de esta
enfermedad, aunque de acuerdo al ler Consenso Nacional de Micosis
Superficiales, estas infecciones ocupan el segundo lugar de frecuencia, después
de los dermatofitos.

La incidencia de infecciones por Candida se ha visto en aumento, esto asociado al
uso indiscriminado de antibidticos de amplio espectro, al uso inadecuado de
catéteres venosos centrales, dispositivos protésicos, nutricion parenteral,
reemplazo renal (dializados y transplantados) y terapéutica con farmacos
inmunosupresores (10,11).

La onicomicosis por especies de Candida se considera como una forma de baja
relevancia clinica, sin embargo, puede ser la puerta de entrada para una fungemia
por Candida que podria ser letal para el paciente inmunosuprimido.

La mortalidad atribuible a candidemia en varios estudios se estima en un 30 a
50%. (11,12) Las especies mas asociadas con sepsis son C. glabrata y C.

tropicalis y en menor medida C. krusei (11).

3. SEXOY EDAD

La candidosis ungueal es una micosis superficial no contagiosa producida por
especies de levaduras pertenecientes al género Candida. Existe predileccion por
el sexo femenino (proporcion 3:1) (13), entre los 20-40 afos, se ha postulado que
es mas frecuente en las mujeres debido a la autoinoculacion de la flora de la

mucosa vaginal en las ufias y porque las mujeres frecuentemente tienen mayor
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contacto con agua, detergentes y jabones en el trabajo doméstico con lo que las
uflas son mas propensas al trauma (14). Se presenta en las manos hasta en un
51 al 70% de los casos, mientras que en las uias de los pies se observa en el 1-

32% de los casos (4,9), Manzano y cols. reportan un 12.6% (10).

3. FACTORES ASOCIADOS

Algunos de los factores predisponentes para onicomicosis son: el uso
indiscriminado de antibidticos, infeccibn por VIH, terapia con farmacos
inmunosupresores, edad avanzada, tabaquismo, enfermedades como diabetes
mellitus, enfermedad vascular periférica, pérdida de la inmunidad local de la
unidad ungueal secundaria a traumatismos crénicos (manicura, pedicura), uso de
uflas postizas adheridas con policrilatos, ocupacion entre ellos los agricultores,
obreros, amas de casa, pescadores, empleados de lavanderias y atletas que
tienen exposicion cronica a la humedad, solventes, detergentes y jabones.
(9,15,16).

4. AGENTES ETIOLOGICOS Y CLASIFICACION TAXONOMICA

Las especies de Candida son parte de la flora normal de piel y mucosas, se
consideran comensales, sin embargo, pueden causar infecciones oportunistas
dependiendo de las condiciones del huésped, inmunidad, dafio a piel y mucosas y
de la virulencia del agente.

El género Candida esta constituido por levaduras con ausencia de pigmentos
(melénicos y carotenoides), forma celular variable, pueden ser elipticas, globosas,
cilindricas y triangulares. Tienen pared celular con dos capas, en el caso de C.
albicans esta constituida por B-(1,3)-D glucano (50-70%), manano (20%), quitina
(10-20%), proteinas (3-6%) y lipidos (1-5%). Tienen dos presentaciones
morfoldgicas (dimorfismo): una forma pequefia y esférica conocida como levadura
(4-6nm) que se reproduce por gemacion holobléstica o blastoconidios y otras
formas conocidas como hifas y pseudohifas (pseudomicelio), con excepcion de C.
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glabrata, la cual consiste en cadenas de levaduras unidas entre si y separadas por
constricciones; siendo este ultimo el estado morfogenético relacionado con su

capacidad patégena (9,7).

La actual taxonomia se basa en la secuenciacion genética y se les ordena dentro

del tipo de las levaduras ascosporadas. (Tabla 1)

Clase Ascomycetes
Subclase Hemyascomycetes
Orden Saccharomycetales
Familia Saccharomycetes
Género Pichia, hansenula, arxiozyma

Candida albicans es la principal especie responsable de la candidosis ungueal
(40-70%) y hasta en un 90% en uias de las manos, seguida de otras especies
como C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei,C. guilliermondii C. glabrata(1,2,9)
(tabla 2). la frecuencia de cada especie varia dependiendo del area geografica y
de la localizacion, en un estudio de en nifios polacos un 10% presentaba
onicomicosis, siendo C. albicans el patégeno predominante (9). Se ha reportado
gue C. albicans puede ser agresivo y afectar las 20 ufias en pacientes con severo
Inmunocompromiso; sin embargo en estudios recientes se ha observado un
aumento en la frecuencia de C parapsilosis, C guilliermondii y C tropicalis
(1,10,16). En un grupo de pacientes en Malta se encontré a C. parapsilosis como
principal agente seguida de C. tropicalis y C. guilliermondii como patdgenos
causales de candidosis ungueal. Manzano y cols, reportan 5 especies principales
destacando C. parapsilosis en (31.9%) seguida de C. albicans (22.4%), C.
guilliermondii (12.7%), C. fumata (6.6%) y C.tropicalis (4.2%). Segal et al,
reportaron una frecuencia de C. parapsilosis en el 39,5% de los casos de

onicomicosis de las uias de los pies y en el 36,7% de las uiias de las manos (10).
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Tabla 2. AGENTES ETIOLOGICOS DE CANDIDOSIS

C. albicans

C. parapsilosis
C. tropicalis
C. krusei

C. guilliermondii
C. glabrata
C. fumata

5. PATOGENIA

Las infecciones por Candida dependen de la inmunidad del huésped, por lo cual
es mas comun en pacientes en donde la inmunidad celular y humoral estan
alteradas como en el Sindrome de DiGeorge, agamaglobulinemias, displasia del
timo, los defectos ectodérmicos congénitos y adquiridos, desérdenes enddécrinos
tales como hipotiroidismo, hipoparatiroidismo, hipoadrenalismo, diabetes mellitus
son las enfermedades sistémicas mas comunes que facilitan la candidosis ungueal
dependientes de la inmunidad del huésped. Candida como patégeno primario se
observa en pacientes con inmunosupresion severa como infeccion por VIH y en la
candidosis mucocutanea cronica (9, 12, 17-19). La enfermedad vascular periférica,
malnutricion, los habitos personales como tabaquismo y trauma crénico pueden
comprometer el estado de inmunidad en este caso candida actia como patégeno

secundario (9).

Las especies de Candida tienen diferentes mecanismos de virulencia que ayudan
en la patogénesis; producen hidrolasas extracelulares entre las que se encuentra
proteinasas, fosfolipasas y lipasas que promueven la invasion tisular. Este
pleomorfismo fangico produce hifas filamentosas cuando invaden el epitelio del
huésped La queratina de las ufias actian como medio propicio para el crecimiento

de las diferentes especies de Candida (9).

Durante este proceso micético se inhiben la expresion de péptidos antimicrobianos
tales como las defensinas humanas en el epitelio de la mucosa por lo que en las

ufias puede también alterar la expresion de las defensinas, sin embargo no hay
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suficientes estudios que demuestren esta hipotesis. La prevalencia de C. albicans
como principal agente de onicomicosis se debe a que produce queratinasas que
las otras especies no y particulas de melanina in vitro y durante la infeccién de
tejidos; algunos investigadores atribuyen a la melanina un factor protector frente a

los antimicéticos, luz ultravioleta, temperatura y péptidos antimicrobianos (7,9).

6. CUADRO CLINICO Y CLASIFICACION

Candida causa en las ufias severa distrofia, cambios de coloracion vy
fragmentacion. La pigmentacion de la lamina es una caracteristica clinica de la
candidosis ungueal, algunas veces puede aparecer con paroniquia y coloracion
blanca amarillenta, el plato ungueal se torna ondulado. La melanoniquia puede ser
muy intensa con paroniquia cuando es producida por C. albicans. Debido a que la
etiopatogenia es multifactorial y a las diferentes presentaciones clinicas, Elewski
realizé una extensa revision de la literatura clasificando a la candidosis ungueal

asociada a paroniquia, granuloma candidosico y onicolisis. (9,18).

La perionixis o paroniquia es la forma mas comun de candidosis ungueal, la
incidencia es mayor en individuos que estan en constante exposicion a la
humedad, y se reporta en el 70% de los casos (7). Se caracteriza por una invasion
del plato ungueal después de afectar los tejidos blandos alrededor de la ufia, por
lo tanto se van a observar eritematosos y edematosos. Una vez que la matriz es
infectada van a aparecer estrias transversas denominadas lineas de Beau; si
progresa la infeccion, la ufia se hace aspera, irregular, convexa hasta llegar a ser
distréfica (2,14). La perionixis puede ser aguda y crénica. La aguda es
principalmente producida por infeccién bacteriana, mientras que la crénica en un

95% es producida por infeccion por Candida.

El granuloma candidésico soOlo se observa en pacientes con candidosis
mucocutanea cronica, la mayoria de estos pacientes, tienen un inicio en edad

temprana, afectando piel, ufias y membranas mucosas en las que hay una
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alteracion en la fagocitosis y la quimiotaxis, en algunos casos se ha asociado a
concentraciones séricas bajas de ICAM-1, presentando las alteraciones ungueales
desde el periodo neonatal (20). La coexistencia con el granuloma candiddsico que
genera lesiones nodulares profundas y escamocostrosas, se presenta en menos
del 1% de los casos de onicomicosis (18). En esta forma severa, hay invasion
directa del plato ungueal aumentando el grosor asociandose a paroniquia (2). En
casos avanzados se produce tumefaccion de la parte lateral y proximal de la ufia,
causando deformidad, fragilidad de la ufia, que puede llevar a la separacion o lisis

de la uiia. Es encontrada mas frecuentemente en manos que en pies (7,9).

La onicolisis se manifiesta en 30% de los casos. Es clinicamente indistinguible de
otras onicolisis, como la medicamentosa o por traumatismos (7). En esta forma se
separa el plato del lecho ungueal; se observa queratosis subungueal distal con
coloracién amarillo grisacea, que produce un efecto de masa que eleva y

desprende el plato ungueal del lecho. (14)

La variante distréfica total es la destruccion total del plato ungueal, el cual puede

ser resultado de cualquiera de las formas clinicas anteriores (2).

La clasificacion reciente identifica 4 variedades de candidosis ungueal: 1)
paroniquia cronica con distrofial ungueal secundaria; 2) infeccion distal de la ufia,
la cual es rara y afecta sobre todo a pacientes con fendmeno de Raynaud o con
insuficiencia vascular; no suele afectar a las ufias de los pies y produce poca
gueratosis subungueal; 3) candidosis mucocutanea cronica, la cual traduce una
etiologia multifactorial, en pacientes con disminucion de la inmunidad celular, en
casos severos hay engrosamiento de las ufias con formacion de un granuloma y
4) candidosis secundaria a otras enfermedades del aparato ungueal, la mayoria de

las veces asociada a psoriasis (17-19,21). (Tabla 3)

En la literatura se reporta que las infecciones producidas por C. parapsilosis se

asocian con afeccion distal del plato ungueal, en contraste con C. albicans en la
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cual la afeccion es principalmente subungueal proxial o distrofica total (4)

Tabla 3. Clasificacion de Candidosis unqueal

Paroniquia crénica con
distrofia ungueal secundaria

Infeccion distal de la ufia

candidosis mucocutanea

crénica Candidosis secundaria

8. DIAGNOSTICO

Se requiere una exploracion e historia clinica detalladas, la distrofia ungueal ayuda
al diagnéstico. Mas de la mitad de los casos estdn asociados a infecciones en
otros sitios del cuerpo por lo que hay que realizar una examen fisico detallado
para encontrar infecciones asociadas.

Hay varias entidades con las que hay que realizar diagndéstico diferencial de
onicomicosis; la distrofia puede ser producida por hongos, bacterias y otras
condiciones como psoriasis, liquen plano, infecciones bacterianas, dermatitis por
contacto, onicodistrofias traumaticas, paquioniquia congénita, tumores
subungueales, sindrome de la ufia amarilla y onicolisis idiopatica (18). El
diagnoéstico preciso requiere una toma de muestra adecuada, realizar examen

directo y cultivo micolégico seguido de estudio histopatoldgico.

8. 1 Examen directo

El estandar de oro para el diagndstico de onicomicosis sigue siendo el examen
directo, sin embargo es necesario realizar el cultivo para identificar la especie
aislada (9). El examen directo puede dar falsos negativos en un 5 a un 15% de las

muestras obtenidas (2). Si el paciente recibié tratamiento tépico o sistémico la
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muestra debe obtenerse 2-4 semanas después de haber terminado el tratamiento
(14). La manera de realizarla es en la parte proximal y lateral de los pliegues
ungueales. En caso de onicolisis se debe realizar un raspado de la ufia por debajo
del plato ungueal que se encuentra separado (2). El material obtenido se coloca
entre portaobjetos y cubreobjetos con un aclarante, de preferencia hidroxido de
potasio (KOH) de 10 a 20%. Se debe de procesar dentro de una semana para
evitar la multiplicacion bacteriana (14). Al microscopio se observan grandes
cumulos de blastoconidios de 2-[1[1m de diametro y pseudohifas cortas o largas e
hifas, que determinan el estado patégeno y virulento de la levadura y confirman el

diagnéstico.

8. 2 Cultivo

Las colonias se desarrollan en el medio de Sabouraud y papa dextrosa agar en un
tiempo promedio de 48 a 72 horas, dando colonias limitadas, planas, cremosas,
opacas, por lo general lisas, aunque algunas veces se presentan rugosas de color
blanco o blanco amarillento. En algunas especies (C. tropicalis y C. albicans) es
posible ver formaciones de seudomicelio y micelio. Se tifien bien con azul de
algoddn, PAS y Wright. Para su tipificacién se requiere filamentacién en suero. Se
realiza en suero humano o con glucosa, glucosamina o sales de amonio. Se
siembra la cepa a investigar en 0.5ml de suero, se incuba 37°C durante 3 a 31/2
horas, después se practica un examen en fresco con algin colorante o tincion.
Esta prueba es presuntiva en C.albicans y de C.dubliniensis, hay produccién de
seudomicelio y clamidoconidios. Se lleva a cabo en medios como harina de maiz-
agar, agar-harina de arroz o papa-zanahoria-agar, a los que se les agrega 1% de
algun tensoactivo como Tween 80. Se siembra en caja de Petri por estrias y se
incuba a 25°C durante 72 horas, se agrega una gota de colorante y un
cubreobjetos sobre la colonia, se coloca la caja encima de la platina del
microscopia para su investigacion. Todas las especies oportunistas de Candida
presentan seudohifas largas, ramificadas, con cumulos de blastoconidios, con
excepcion de C.glabrata. En el caso de C. albicans se ven clamidoconidios

terminales o intercalares que miden entre 10 y 12 nm de didmetro, con una doble
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membrana bien formada y para C.dubliniensis clamidoconidios mdultiples o en

racimos.

8.3 Pruebas bioquimicas.

Se basan en la fermentacion y utilizacion de carbohidratos en medios de cultivo
selectivos para el género Candida.

De las pruebas fisioldgicas y bioquimicas se han derivado los ensayos de
asimilacion (auxonograma/degradacion aerobia) y fermentacion
(zimograma/degradacion anaerobia) de carbohidratos para la identificacion de
levaduras. Se consideran mas fiables las pruebas de auxonogramas, ya que
ciertos carbohidratos que forman parte de la estructura celular pueden revelar
falsos positivos en la prueba de fermentacion de determinadas sustancias
carbonadas (22). ElI medio glicina glucosa sulfito de bismuto (Agar Biggy),
contienen gran cantidad de citratos que eliminan la flora bacteriana, asi como
sulfitos que son reducidos a sulfuros, las colonias se ven de color café claro u
0Scuro.

En la actualidad hay medios de cultivo cromogénicos como CHROMagar-Candida,
el cual esta hecho a base de sales cromdgenas y enzimas que permiten el
desarrollo de las especies mas comunes mediante la formacion de colonias
coloridas como C. albicans (verde-claro); C. dubliniensis (verde-oscuro),
C.tropicalis (azul-gris); C.krusei (rosa-palido); C. glabrata (rosa-violeta); Candida
sp. (blanco-crema). Se considera que es el medio de cultivos mas eficaz para el
aislamiento e identificacion presuntiva de las especies mas frecuentes del género
Candida, Ballesté y col reportaron para el CHROMagar-Candida una sensibilidad
de 88 a 99% y una especificidad de 96 a 100% para identificar cepas de C.
albicans, para cepas no albicans tuvo una sensibilidad de 90 a 96% vy
especificidad de 88 a 100%, comparado con otros medios como el Agar Biggy la
sensibilidad y especificidad para identificar C. tropicalis, C. glabrata, y C. krusei fue
superior para el CHROMagar-Candida. Una de las desventajas de este medio de
cultivo es en los aislamientos mixtos, ya que su eficacia disminuye a menos del

50%, por lo que se tiene que realizar purificacion de cepas y otra es la
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interpretacion subjetiva en la tonalidad de los colores ya que puede variar

dependiendo del observador (8).

8.4 Histopatologia

Si no se puede realizar microscopia o cultivo, como sucede en la forma distréfica
de la candidosis ungueal, una alternativa para diagnéstico es el estudio
histolégico. Para el andlisis histopatologico se utiliza tincion de PAS, la cual tiene
mayor sensibilidad (92%), con respecto a la preparacién con KOH (80%) y con el
cultivo (59%) (2,23); algunas de las ventajas de esta tincién es que requiere menor
tiempo para el diagnostico comparado con el cultivo, aunque la obtencion de la
muestra resulta mas invasiva. Histopatologicamente se demuestra si el hongo esta
invadiendo el plato ungueal o s6lo esta colonizando, sin embargo no identifica la
especie. La tincién con Grocott y blanco de calcofluor son mas selectivos (2).
Mediante microscopia electronica se encuentran pseudohifas de Candida que

penetran la superficie ventral del plato ungueal causando mdultiples cavitaciones.

8.5 Otras técnicas diagnosticas.

Actualmente existen técnicas como MALDI-TOF por sus siglas en inglés Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonization (desorcion/ionizacién laser asistida por
matriz) y TOF por el detector de iones que se acopla al MALDI y cuyo nombre
procede también de sus siglas en inglés Time-Of-Flight, es una técnica de
ionizacion suave utilizada en espectrometria de masas, disefiada para ser utilizada
con los péptidos y proteinas grandes de los patdgenos sin desintegrar las
moléculas, con esta técnica se pueden identificar diferentes especies de Candida
como C. albicans, C. parapsilosis, C. magoliae, C. dubliniensis, C. lusitaniae, C.

krusei, C. glabrata, C. tropicalis y C. Guilliermondii(6)

9.TRATAMIENTO

El tratamiento para onicomicosis muchas veces resulta complicado ya que la

cronicidad y la recurrencia pueden dificultar la eliminacién del agente patégeno, se
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considera como una de las micosis superficiales con mayor resistencia al
tratamiento, con una tasa de fracaso terapéutico que oscila entre el 25 y el 40%
(15,16). En México se ha documentado la existencia de resistencia hasta en
27.5% de los aislamientos de Candida (7,24), aunque se desconoce si esta

resistencia es superior en pacientes inmunosuprimidos.

La resistencia a los antifungicos puede ser microbioldgica o clinica. La resistencia
microbiolégica ocurre cuando el crecimiento del microorganismo infectante o el
patdgeno es inhibido por una concentracion del agente antimicrobiano mas alta
gue el rango observado para cepas silvestres; mientras que en la resistencia
clinica, el microorganismo infectante es inhibido por una concentracién de agente
antimicrobiano que se asocia con una alta probabilidad de falla terapéutica (no
inhibido con las concentraciones alcanzadas con dosis normales de antifingico
(25). La resistencia es un cambio de sensibilidad o susceptibilidad al antimicético
gue puede medirse in vitro. Existen dos tipos generales de resistencia: la
intrinseca, que de por si se tiene al antimicotico antes de que entre en contacto
con éste y la adquirida que induce la levadura cuando coexiste con el antifingico
(25,26).

En pacientes inmunocomprometidos (diabéticos, en edad avanzada, con infeccion
por VIH, y/o trasplantados) se debe iniciar rapidamente el tratamiento ya que
puede ser un foco de entrada para desarrollar una celulitis o candidosis sistémica.
Es importante mejorar el estado inmune del paciente para lograr el maximo efecto

terapéutico con los antifungicos (21).

En los dltimos afios ha aumentado la falla al tratamiento con antimicoticos debido
al surgimiento de levaduras resistentes, esto en parte debido a la aparicion de
nuevas especies patdgenas, a la prescripcion irracional de antimicéticos como
profilaxis y al aumento de las dosis terapéuticas (6,15,26).

El tratamiento se ajusta en relacién al estado de salud del paciente, la sensibilidad

a antimicrobianos, los tratamientos previos, al sitio a tratar, recordar que las ufias
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de los pies tardan 12 meses y las de las manos 6 meses en crecer, la dureza del
plato ungueal y la localizacion; el tipo de tratamiento también depende de si la
afeccion es exclusivamente en el plato ungueal o si el lecho esté involucrado (27).
Otro factor importante es el apego al tratamiento por el paciente, se estima que la
tasa de cumplimiento del tratamiento es tan sélo del 51% (15). Los factores que
influyen en una mala respuesta terapéutica son si el area afectada es mayor del
50%, la forma distréfica total, queratosis subungueal mayor a 2mm, pacientes con
inmunosupresién, diabetes mellitus, insuficiencia vascular periférica, edad mayor

de 65 afios, cultivo positivo en 24 semanas, lento crecimiento de la uiia (3,14,15)

9.1 Topico

Las formulaciones topicas se utilizan sélo para onicomicosis superficiales que
afecta de 1-3 uias y/o que no excedan el 50% de la superficie ungueal (6), y en
casos que no esta indicado un tratamiento sistémico o surgen comorbilidades
durante el tratamiento. El 85% de las onicomicosis pueden no responder al

tratamiento tépico (15).

e Amorolfina: Es un agente fungicida que actiua inhibiendo la sintesis de
ergosterol en la membrana celular del hongo. Penetra a través de las distintas
capas de la ufia y su absorcién a nivel plasmatico es indetectable. Se aplica
una o dos veces por semana, durante 6 meses para las ufias de las manos y 9-
12 meses en las de los pies (17). Esta recomendada en casos de tifia blanca
superficial en los que hay afectacion del dorso de la placa ungueal, también en
la tina subungueal distal lateral moderada y en las onicomicosis graves cuando
se utiliza de forma combinada con itraconazol (15). El prurito y la dermatitis de
contacto son sus principales efectos secundarios. Para candidosis ungueal se
ha utilizado exitosamente en forma de crema o laca. (9)

e Ciclopiroxolamina: Es un agente fungicida que pertenece al grupo de las
hidroxipiridonas, actia como quelante del hierro y del aluminio, altera las
enzimas mitocondriales, reduce la actividad de la catalasa, de la peroxidasa y
el influjo de aminoacidos y nucleétidos, inhibe la absorcién de potasio y de

fosfato ocasionando la muerte celular (3,28). La formulacion en laca al 8%
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permite, tras la evaporaciéon del solvente, concentrar en la ufia cantidades de
antifingico superiores a las inhibitorias para una gran cantidad de hongos
patégenos (15). La pauta de tratamiento durante el primer mes es cada 48
horas, el segundo mes dos veces por semana y a partir de tercer mes una
aplicacion semanal, no superando los seis meses de tratamiento (17), otra
forma de aplicar la laca es diariamente por 24 semanas para ufias de manos y
48 semanas para ufias de pies. Tiene actividad frente a especies de Candida
resistentes a azoles como C. glabrata y C. krusei. Menos del 5% presenta

eritema periungueal y en el pliegue proximal de la ufia (29).

En un estudio en donde comparan la eficacia de amorolfina al 5% vs
ciclopiroxolamina hidrosoluble en laca al 8% en C. parapsilosis se observo que las
concentraciones de amorolfina cerca del dia 3.5 cayeron un 80% disminuyendo los
coeficientes de eficacia comparado con ciclopiroxolamina que mostrd una eficacia
superior (30).

En casos de onicolisis es util la aplicacion tépica de bifonazol-urea, pero no se
recomienda en casos de paroniquia, por el riesgo de dermatitis por contacto
secundaria al efecto queratolitico de la urea (7). En paroniquia cronica se pueden
utilizar tacrolimus, esteroides topicos, siempre y cuando no esté asociado a otros
hongos (7,19).

La combinacion de terapia tépica y sistémica crea sinergia en sus efectos
terapéuticos, lo que permite acortar el tratamiento sistémico. Rigopoulos et al.
encontraron gue la combinacién de amorolfina en laca y 2 pulsos con itraconazol
es mas segura, efectiva y menos costosa que la monoterapia con 3 pulsos de

itraconazol para casos moderados a severos de candidosis ungueal (14, 31)

9.2 Sistémico

Incluye varias categorias entre los que destacan los polienos (anfotericina), los
azoles en los que el mecanismo de accion se basa en la inhibicién de la enzima
lanosterol desmetilasa, que induce un efecto fungistatico que frena la proliferacion

del hongo y se necesitan concentraciones mucho mas altas para conseguir el
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efecto fungicida. Dentro de estos destacan los triazoles (fluconazol, itraconazol),

imidazoles (clotrimazol, ketoconazol, miconazol).

La anfotericina B es un polieno que es de utilidad en el tratamiento de la

candidosis mucocutanea crénica, sin embargo en la candidosis ungueal responde

lentamente, ya que se une fuertemente a proteinas penetrando menos en los

tejidos. En un estudio realizado en el Hospital General de México por Gutiérrez y

cols, se reportd que la resistencia de C. tropicalis, C. lusitaniae a la anfotericina B

puede ser intrinseca o adquirida, y se asocia con alteraciones en los lipidos de la

membrana celular y a las moléculas de esterol (26)

Azoles:

Ketoconazol, fue el primer antifangico imidazélico utilizado por via oral, aunque en la
actualidad estad practicamente en desuso debido a los efectos secundarios que
presenta y a las interacciones con otros farmacos, solo se utiliza como agente topico.

Fluconazol, es un antifingico de tipo triazélico de uso oral, capaz de penetrar en las
ufias a través del lecho ungueal y de la matriz con el que se alcanzan concentraciones
en las ufias a las 2-3 semanas que se mantienen por 3-6 meses después del
tratamiento (14). Aun no ha sido aprobado por la FDA para el tratamiento de la
onicomicosis (3). Las pautas de tratamiento son de 50mg/dia o de 300-450
mg/semana, presentando bajas tasas de curacibn en comparacibn con otros
antifingicos que oscilan entre el 12 y 37% en tratamientos de 6 y 12 semanas (para
las ufias de manos y de los pies, respectivamente). Se han descrito porcentajes del 21
al 32% de curacion tras 48 semanas de tratamiento con dosis orales de fluconazol de
150 mg/12 semanas y 150 mg/25 semanas con un 56 y un 39% de fallos terapéuticos
(15), respectivamente, en promedio del 15-61% (3) Se han descrito problemas de
resistencia intrinseca y adquirida, en especial entre algunas especies del género

Candida, entre las que se encuentra C. glabrata, C. krusei (6, 30)

Itraconazol, es un antimicoético triazélico de amplio espectro que se aprob6 en 1995
por la FDA para el tratamiento de la onicomicosis; es el agente més efectivo para
candidosis ungueal, superior al fluconazol, con un rango de curacion micologica en
formas distales de entre el 65 y el 88% (15). Es altamente lipofilico por lo que su

absorcion mejora con los alimentos (32). Presenta alta afinidad por la queratina con
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adecuada penetracién en la ufia y alcanza concentraciones inhibitorias efectivas en
las zonas distales, se detecta en las ufias 7 dias después de iniciado el tratamiento y
persiste después del tratamiento por 6-9 meses (14). Se incorpora a la matriz de la
ufia por difusion desde lecho ungueal, en donde forma una barrera fungistatica que
evita la invasion del hongo. El tratamiento se administra en forma de pulsos 200 mg/12
h durante una semana por mes, seguido de 3 semanas sin tratamiento o 200mg/dia
durante 2 meses para las ufias de las manos y durante 3-4meses para las ufias de los
pies (21,33). En un estudio en 44 pacientes con candidosis ungueal tratados con
pulsos de itraconazol por 1 semana durante 3 meses mostraron curacion en ufias de
pies del 90.6% y en ufas de las manos del 100% (5). El tratamiento en pulsos esta
aprobado por la FDA so6lo para ufias de las manos. Los efectos adversos del
itraconazol incluyen nauseas, dolor abdominal, dispepsia y cefaleas. Sus principales
interacciones con otros medicamentos incluyen la fenitoina, los hipoglucemiantes
orales, los anticoagulantes cumarinicos, la digoxina, la terfenadina, el astemizol y la

ciclosporina, entre otros, al igual que otros azoles. (18).

Alilaminas

La terbinafina es un derivado de alilaminas que bloquea la sintesis del ergosterol
al inhibir la enzima escualeno-epoxidasa, lo cual lleva a una disminucion del
ergosterol en las membranas celulares y una acumulacion toxica intracelular de
escualeno (3). En estudios in vitro, la terbinafina tiene actividad fungicida contra
los dermatofitos y C.parapsilosis, mientras que para C. albicans tiene una
actividad fungistatica (14,33), lo que limita su uso en esta especie. En una revision
sistematica realizada por Cribier y Bakshi en tres estudios de candidosis ungueal,
se mencionan tasas de eficacia de hasta el 64% en uilas de manos con menor
porcentaje en ufias de los pies (34). Segal et al. evaluaron la eficacia de la
terbinafina durante 16 semanas a dosis de 250mg dia en 20 pacientes con
candidosis en ufias de pies y manos; de los que presentaban afeccién ungueal en
pies (3 pacientes), sélo uno observé curacion completa y 2 de ellos mejoria del
80%. (35) Zaidi et al reportaron una curaciéon completa del 33% en 15 pacientes
utilizando dosis altas de terbinafina 500mg durante 52 semanas, refiriendo que la
terbinafina es efectiva contra Candida pero se requieren tratamientos prolongados
(36).
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Cuando esta afectado el borde lateral de la ufia o hay infeccion mixta, la queratina
de la ufa afectada puede ser extirpada quirdrgicamente. La paroniquia
recalcitrante con invasion secundaria de la lamina ungueal puede ser tratada
mediante excision quirlrgica en forma de media luna del pliegue de la ufia

engrosada seguido por avulsién ungueal (37).

10.MECANISMOS DE RESISTENCIA DE LOS AZOLES

Los mecanismos de resistencia mas importantes son: alteracion de las bombas de
flujo que interfieren en el transporte por flujo dependiente de ATP, disminuyendo la
concentracion de la droga dentro del hongo. Se han encontrado bajas
concentraciones de azoles por los genes que codifican las cintas de uniéon a ATP
(ABC), se encuentran sobrerregulados como son para C. albicans (MDR1, CDR1,
CDR2), C. glabrata (CgCDR1, CgCDR2), C.dubliniensis (CdMDR1, CdCDR1,
CdCDR?2), C. krusei (ABC1y 2), C. tropicalis (CDR1-homélogo) (35). Alteracion de
transporte de antimicoticos por flujo dependiente del gradiente de protones de
membrana. Adquisicidon de mutaciones puntuales que codifican en el gen de la
enzima blanco (ERG11) que desmetila lanosterol en biosintesis del ergosterol, que
por cambio conformacional, afecta la unién de azoles y finalmente por alteracion
en las via de biosintesis del ergosterol, que no permiten a los azoles interferir en la
membrana celular del hongo, esto se ha relacionado a la mutacién del gen ERG3
en algunas especies de Candida (25,38,39). Las levaduras pueden usar vias
alternas de resistencia: formacion en superficies sintéticas o naturales de biofilms
0 biopeliculas que se organizan en forma de una densa red de células
diferenciadas formando una capa de matriz extracelular, que son una barrera
fisica para la penetracion de los antifungicos (25,26,38,39).

Se han encontrado los siguientes patrones de sensibilidad: C.albicans, C.
parapsilosis y C.tropicalis, por lo general son susceptibles al fluconazol, mientras
gue las CMI de C.glabrata entran en la categoria de susceptible dependiendo de la
dosis. Para el itraconazol, C.glabrata y C.krusei con frecuencia tienen CMI en la

categoria de susceptibles dependiendo de la dosis y resistentes. Los triazoles de
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ultima generacion como el voriconazol y el posaconazol son menos activos contra
cepas de C. glabrata que contra aislamientos de C.albicans, C.krusei,
intrinsecamente resistente al fluconazol y resistente o susceptible-dependiente de

la dosis de itraconazol (40).

11. PRUEBAS DE SENSIBILIDAD

Las pruebas de sensibilidad in vitro a los agentes antifungicos se han convertido
en una necesidad actual de los laboratorios de micologia médica y de las
industrias farmacéuticas, donde constituyen una de las principales lineas de
investigacion debido al aumento del numero de micosis, la disponibilidad de
nuevos agentes antifungicos, la aparicion de nuevas especies patdégenas y al
incremento en el numero de reportes de resistencia que son causa de fracaso
terapéutico, especialmente en pacientes inmunodeprimidos o con determinadas
comorbilidades. Con la generacion de nuevos agentes antimicoticos se deriva la
necesidad de desarrollar pruebas de susceptibilidad in vitro, estandarizadas y
clinicamente relevantes para ser utilizadas como guias terapéuticas y evaluar la
actividad antifungica.

Al inicio los estudios de susceptibilidad para antifangicos previos y uso de métodos
estandarizados eran inconsistentes y muy poco reproducibles, ya que hay muchos
factores que influyen en estos ensayos, como el tamafio del in6culo, la
composicién y pH del medio, el formato de la prueba y la temperatura de
incubacion.

En 1982 el National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS)
actualmente Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) conformé un
subcomité que se encargo6 de evaluar la practica de las pruebas de susceptibilidad
con antimicoticos en hospitales de Estados Unidos (41). En 1992 aparecié el
primer estandar internacional para susceptibilidad de levaduras basado en un
método de macro-dilucion en caldo (adaptado posteriormente a micro-dilucion),
para facilitar este procedimiento. Este documento (M27-A) fue aprobado en 1997,

en el se especifican los procedimientos de macrodilucién y microdilucion en caldo
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para la determinacién de susceptibilidad en levaduras tales como Candida spp y
cryptococcus neoformans, permite medir las CIMs para: anfotericina B, 5-
fluorocitosina, ketoconazol, fluconazol e itraconazol de las principales especies de
levaduras oportunistas, este método proporciona el tamafio y concentracion del
in6culo, composicién del medio de cultivo, tiempo y temperatura de incubacion;
preparacion de los antifungicos y los requerimientos de control de calidad,
demostrando una adecuada reproducibilidad en laboratorio en diversos estudios
multicéntricos (42,43). En el 2002, el CLSI public6é el documento M-27-A2 el cual
establece la definicion de la lectura de CMI y los limites de control de calidad para
los nuevos triazoles: voriconazol, posaconazol y ravuconazol.

El estandar europeo, el Subcommittee on Antifungal Susceptibility Testing del
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (AFST-EUCAST), ha
desarrollado un estandar de microdilucion para determinar la CMI para especies
de Candida fermentadoras, la version definitiva se publico el afio 2007, esta
basada en el NCCLS descrito en el documento M-27-A2, en ésta se incluyen
algunas modificaciones que permiten la automatizacion de este método, se
establecen los puntos de corte clinicos de acuerdo a la especie, la relacion entre
criterios farmacocinéticos, farmacodindmicos y la distribucion de las CIMs.
Algunas diferencias entre éstos son el tiempo de incubacién ya que para EUCAST
se requiere de 24 hrs y para el estdndar CLSI de 48 hrs (44), el primero utiliza un
in6culo mayor; la lectura es espectrofotométrica en EUCAST vy visual en CLSI.
Ambos utilizan RPMI 1640 con glutamina, sin bicarbonato y una concentracién de
glucosa de 0,2 (CLSIl) y 2% (EUCAST) (41). Es recomendable leer en cada
estandar sus propios puntos de corte, ya que pueden leer las CIMs de manera
distinta. El método EUCAST es menos laborioso, mas facil de interpretar; el
agregado de glucosa y el aumento del indculo acortan el tiempo de lectura de la
CIM a 24 horas, en una evaluacién multicéntrica se demostré que el EUCAST es
un método reproducible con una concordancia del 94% para los laboratorios.

En el 2008 se elabord el documento M-27-A3 que contiene modificaciones en la
lectura de la CMI y de los tiempos de incubacion, informacién sobre la lectura e

interpretacion de los resultados de las pruebas de susceptibilidad para nuevos
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agentes antifungicos: caspofungina, anidulafungina y micafungina; se establece
una escala numérica para la comparacion de la lectura visual de la cantidad de
crecimiento en los tubos control e incluye los métodos de macro y microdilucién
para proporcionar resultados similares de CMI (40).

En el 2009, ante la emergencia de cepas resistentes al fluconazol, el CLSI publico
el estandar por difusiéon en agar M44-A, de esta forma, es posible determinar de
manera rapida la sensibilidad al fluconazol en levaduras de Candida, es un
método de difusion en disco, simple y rapido, desarrollado para levaduras y
disponible para farmacos solubles en agua, tales como 5-fluorositocina (25,45). Se
obtiene un halo de inhibicion cuya medicidn correlaciona muy bien con el método
de referencia, lo cual ha sido demostrado en estudios multicéntricos. La
desventaja es que soélo existen puntos de corte para fluconazol y voriconazol,
ademas de que la inhibicién parcial del crecimiento dificulta determinar la CIM con
precision. Puede haber falsos positivos para C. glabrata y otras especies de
Candida no albicans y pobre concordancia comparado con el método de
referencia para fluconazol e itraconazol (46). El uso de azul de metileno disperso
en la superficie de la placa parece mejorar los limites de la zona de inhibicion y

facilitar la lectura (47).

11.1 Métodos comerciales

El documento M27-A del NCCLS, se considera un meétodo de referencia, sin
embargo su técnica de realizacion es muy compleja y laboriosa, sobre todo en la
preparacion de las diluciones de los farmacos y del indculo, existiendo dificultades
para la obtencion de los antifingicos como sustancias puras valoradas, por eso se
han creado métodos comerciales en los laboratorios clinicos que han permitido un
gran avance en los estudios de sensibilidad a antifungicos, facilitando su
introduccion en la rutina de trabajo (40,48). Entre éstos se encuentran los

siguientes:

e Etest, aprobado por la Food and Drug Administration (FDA) para susceptibilidad in
vitro de Candida sp a fluconazol e itraconazol, este es un método simple, que

involucra la inoculacion del hongo en placas de agar, seguido de la aplicacion de una
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tira plastica inerte impregnada con un gradiente de concentracién del antifingico, tras
una incubacién a 35° durante 24-48 h para Candida sp y 48-72 h para C. neoformans
se determina la CIM en el punto de interseccion de la elipse de inhibicion de
crecimiento con la tira de Etest (32,42). La correlaciéon con el método M27-A2 varia
entre el 60 y el 100%, segun algunos estudios. (33)

Sensitre_Yeast One, es un método semiautomatizado, estandarizado y cémodo,

basado en las recomendaciones del documento M27-A del NCCLS, se basa en la
microdilucién en caldo, pero con un sustrato cromogénico para facilitar la
interpretacion de la CIM. Su correlacion con el método de referencia es bastante
buena, tiene la ventaja de una lectura mas objetiva, ya que los pocillos de crecimiento
son de color rosa y cuando no hay crecimiento se mantienen azules, muestra una
correlacion de (70-100%) con el método de referencia, la variacion de color del
indicador reduce el efecto de arrastre caracteristico de los azoles en los métodos de
dilucién (32,47,48).

Vitec, es una método automatizado para determinar la CIM que utiliza una lectura
espectrofotométrica facilitando su lectura, tiene la ventaja de encontrarse acoplado a
la identificacidn de levaduras con un alto nivel de concordancia y reproductibilidad de
los resultados de 93.7 a 97.9%(47)

Fungitest, es una prueba de sensibilidad, calorimétrica basada en un método de
microdilucién a seis antifungicos a dos concentraciones diferentes: Anfotericina B (2 y
8ug/ml);  5-Fluorocitosina (2 'y 32 uglinnriririMiconazol (05 y 8
pgOOOO0O0Fluconazol (8 y 64 upgOdOnOOOltraconazol y Ketoconazol (0.5 y 4
pgOOO0O0 Este equipo permite clasificar a la cepa como sensible, resistente o con
sensibilidad intermedia al antifingico. Consiste en una microplaca con 16 pozos: dos
controles negativos, dos controles positivos de crecimiento y 12 pozos que contienen
los antifingicos deshidratados, a los pozos se les adiciona un medio RPMI 1640
amortiguado, con un indicador redox (azul de alomar). La estimacién del crecimiento
se basa en la reduccion del indicador, que torna el medio de azul a rosa. Cuando el
crecimiento de la levadura es inhibido por el agente antifiingico, el medio permanece
azul (49). Es un método en los que se reporta una excelente correlaciébn con
anfotericina B y fluocitosina (100 y 99% respectivamente) con los azoles es menor
reportandose para el itraconazol de 56- 64% y para el fluconazol del 70-76%, sin
embargo es un método rapido (50). Davey et al estudi6 de forma comparativa el

método de microdilucion en medio liquido (M27-A) en donde se presenta una
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concordancia total para anfotericina B, independientemente de la cepa y Unicamente
tras categorizar la sensibilidad de las cepas en sensibles, intermedias y resistente fue
superior el método de microdilucién en medio liquido (M27A). La concordancia global
con el método de referencia fue superior al 70% para todas las especies y superior al
75% para los cinco antifungicos incluidos. Para fluconazol e itraconazol, esa
concordancia fue del 75 y 83% respectivamente en el conjunto de cepas estudiadas,
destacando el 100% para ambas técnicas en Candida parapsilosiso el 94-98% para C.
albicans (49).

e Sistema ATB es una técnica de dilucién en caldo, no colorimétrica, basada en el M27-
A del CLSI, mientras que las tabletas Neo-Sensitabs se utilizan para la determinacion
de la sensibilidad por difusién en agar (44). EI ATB F3 es un método eficaz y confiable
para determinar la sensibilidad a la anfotericina B y a la 5-fluorocitosina, sin embargo,
presenta algunas limitaciones con las especies C. glabrata y C. krusei y con el

antifungico fluconazol (45).

Existen otros métodos para susceptibilidad antifingica, que debido a su mayor
complejidad se realizan en laboratorios de referencia o altamente especializados,
entre éstos se encuentran la determinacion de concentracion fungicida minima,
determinacion de curvas de muerte, citometria de flujo y cuantificacion de

ergosterol.
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PARTE Il. MATERIAL Y METODO

METODOLOGIA.

Tipo y disefio del estudio:

Se realizé un estudio transversal, descriptivo y observacional, comprendido en el

periodo de febrero a abril del 2013. Se revisaron a los pacientes en la consulta

externa del servicio de trasplantes del Hospital General de México. El estudio fue

aprobado por Comité de Etica e Investigacion de este hospital con nimero de
registro D1/12/109/3/95

Poblacién y tamafio de la muestra:

Criterios de Seleccion:

Inclusién y exclusién

1.

a > wNn

Pacientes con trasplante renal que fueron trasplantados en este hospital.
Pacientes registrados en la consulta externa del Servicio de Trasplantes
Género masculino o femenino

Mayores de 18 afos

Pacientes que aceptaron participar en el estudio y firmaron el consentimiento
informado.

Se excluyeron los pacientes que recibieron tratamiento antimictico topico

(Imes antes) y sistémico (3 meses antes de la inclusion al estudio) previo.

El tamafo de la muestra se calcul6 de acuerdo a la siguiente formula:
n=2? pg/d?
Z = 1.96 (Considerando que la poblacion estudiada tiene una distribucion

normal)

P= .30 (Considerando que las onicomicosis constituyen el 30% de micosis

superficiales)
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Q= .70 (Es el complemento de P)

D= precision 10%

Sustituyendo los datos en la formula se obtuvo de la siguiente manera:
(1.96)%(0.3)(0.7)/(0.1)*= 0.806/0.01= 80.6
Resultando una n: 81 pacientes

Definicién de la variables a evaluar y forma de medirlas:

NOMBRE DE VARIABLE

TIPO DE VARIABLE Y
ESCALA DE MEDICION

UNIDAD DE MEDICION

DEFINICION
OPERACIONAL

Candidosis ungueal

Cualitativa nominal

0=no

1=si

Presencia de onicopatia

Especies aislados

Cualitativa nominal

C. albicans, C. glabrata, C.
parapsilosis, C. Guillermondi, C.
tropicalis, C. Krusei

Especies de Candida
aisladas en el estudio in
vitro

Sensibilidad in vitro

Cualitativa nominal

Sensible (1) Rosa-Rosa
Intermedia (2) Rosa-Azul
Resistente (3) Azul-Azul

La prueba considera la
susceptibilidad a los
siguientes 6 antimicoticos
anfotericina B (2 y
[ug/ml); 5-fluorocitosina (2
y 32 pg/miimiconazol
(0.5 y 8 pg/ml); fluconazol
(8 y 64pg/ml); [litraconazol
y ketoconazol (0.5 y
4ug/ml)

Variables Secundarias

NOMBRE DE VARIABLE

TIPO DE VARIABLE Y

UNIDAD DE MEDICION

DEFINICION
OPERACIONAL

ESCALA DE
MEDICION
Edad Cuantitativa continda Afios Afos cumplidos al
momento del estudio
Sexo Cualitativa nominal 1. Mujer Fenotipo del paciente
al momento del estudio
2. Hombre
Tiempo de trasplantado Cuantitativa continda Meses Periodo comprendido
entre el trasplante y la
inclusién al estudio.
Tratamiento previo Cualitativa nominal 1. Didlisis Recibio dialisis o

hemodidlisis previo a
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2.  Hemodidlisis trasplante

Enfermedades asociadas Cualitativa nominal 1. Cardiovasculares Enfermedades
- concomitantes en el
Metabdlicas )
paciente
3. Otras
Tipo de onicopatia Cualitativa nominal 1. Perionixis Datos clinicos
. encontrados en la
Onicolisis

lamina ungueal
3. Distrdfica total

Localizacion de onicopatia Cualitativa nominal 1. Manos Topografia de las ufias
. afectadas
2. Pies
Tiempo de evolucion de Cuantitativa Meses Tiempo transcurrido
. desde la aparicién de
candidosis

fecha de trasplante

Procedimiento:

Se reviso a los pacientes en la consulta externa del Servicio de Trasplantes.

1.
2.

Se lleno la hoja de datos (vease Anexo 1).

La onicomicosis se clasifico clinicamente de acuerdo a la exploracion fisica en
perionixis, onicolisis y distrofia ungueal.

Se realiz6 examen directo mediante raspado con cureta, del primero y quinto
dedos de pies y en pulgar de manos, se recolecto el polvo y los fragmentos de
las ufias.

A la muestra se le agreg6 una o dos gotas de KOH al 20%

Se examind directamente con el microscopio y se observé la muestra con
diferentes aumentos para determinar blastoconidias, pseudohifas con
blastoconidias, pseudohifas sin blastoconidias y casos negativos.

Se determind la especie mediante cultivos en medios de agar dextrosa de
Sabouraud (ADS) y ADS con antibiéticos, de acuerdo a caracteristicas
fisiologicas y bioguimicas de la muestra, se identificaron las levaduras
mediante filamentacién en suero humano (2-3 h a 37°C), si presentaron
formacion de clamidoconidias en medio de harina de maiz con Tween 80 al

1%, y también se utilizaron medios cromogeénicos, asi como pruebas de perfil
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bioguimico (APIl-yeast 20) para confirmacidbn de la especie. Mediante
auxanograma calorimétrico que es una prueba colorimétrica de asimilacion de
azucares para la identificacion de levaduras, se confirmo la especie aislada.

De acuerdo al resultado del estudio micolégico se determind la presencia de
candidosis ungueal y la localizacién de ésta en manos o pies.

La sensibilidad in vitro de la especie aislada se determiné mediante el método
comercial calorimétrico Fungitest, el cual se llevé a cabo en una microplaca de
16 pocillos, 2 pocillos fueron para el control del crecimiento y 12 pocillos
contenian los agentes antimicéticos deshidratados. (6 agentes antimicéticos a
2 concentraciones diferentes Anfotericina B (2 y 8ug/ml); 5-Fluorocitosina (2 y
32 ugOmldOOMiconazol (0.5 y 8 pgOmiOOOFIluconazol (8 y 64
pgOmlCidOltraconazol y Ketoconazol (0.5 y 4 pgliml)), 2 pocillos para el
control negativo. El in6culo de la cepa que se aisld, se diluyé en un “medio
suspension”, se distribuy6 en cada uno de los pocillos de la microplaca.

De acuerdo a las concentraciones antimicéticas que presentd la cepa, se
clasifico en sensibles (S), intermedias (l) y resistentes (R). Para la preparacion
de la suspension de hongos se utilizd una pipeta para tomar 2 colonias
similares de un cultivo puro y fresco el cual se obtuvo en un medio de ADS o
ADS con antibioticos, se introdujeron en 3 ml de agua destilada estéril para
obtener un primer inéculo calibrado con un equivalente de opacidad con el
estandar Mac Farland No 1, con una pipeta calibrada se diluyeron 100 [l de
este indculo en 1.9ml de agua destilada esterilizada y se inocularon 20 [l de la
dilucion obtenida en el medio de suspension incluido en el estuche. La
inoculacion de la microplaca se realizO con una pipeta calibrada, se
distribuyeron 100 0l de esta suspension en cada pocillo de la microplaca y se
cubrieron con la pelicula adhesiva. Se incubaron a 37 °© C durante 48 horas.
Solo se examinaron la placas cuando los pocillos del control fueron positivos
(T+) dando un color rosa. Se interpretaron de acuerdo con el color de los 2
pocillos de cada agente antimicotico: azul-azul = ausencia de crecimiento: cepa

inhibida por el agente antimicGtico in vitro, rosa-azul= crecimiento lento: cepa
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intermedia, rosa-Rosa= crecimiento: cepa no inhibida por el agente antimicotico

in vitro.

Andlisis estadistico:

Se mostraron los resultados mediante la descripcion de las variables
mencionadas, de las variables cuantitativas se obtuvo el promedio y la desviacion
estandar, a las variables cualitativas se les calcul6 el porcentaje de los resultados.
Se realizaron los gréficos correspondientes. Se utilizd el programa Excel. Para
comparar variables cuantitativas y cualitativas entre los trasplantados y los
pacientes con micosis y trasplante se ocuparon pruebas t o chi cuadrada
respectivamente. El programa utilizado fue el paquete estadistico SPSS version
17.

Aspectos éticos y de bioseguridad:

Se garantiz6 la autonomia del paciente solicitando la firma en una carta de
consentimiento, asi como la confidencialidad de los datos obtenidos y su derecho

a no participar en el estudio sin que esto influyera en la calidad de su atencion.

Relevancia y expectativas

Con el siguiente estudio los autores esperaron conocer el comportamiento de la
candidosis ungueal en pacientes con trasplante renal, ya que estos pacientes
pueden tener mayor riesgo de contraer una infeccion por este hongo oportunista
evolucionar a una candidosis invasiva lo que incrementaria su mortalidad, por lo
cual es importante identificar la especie y conocer la sensibilidad in vitro que
tienen a los principales antimicéticos para brindar un tratamiento oportuno y

dirigido y de esta manera prevenir una fungemia.

Recursos
Los recursos para el material de obtencion de la muestra de examen directo como
hoja de bisturi, los medios de cultivo, prueba de fungitest, papeleria necesaria

para la recoleccion de datos fueron financiados por el servicio de micologia.
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PARTE Ill. RESULTADOS

Durante el periodo de estudio se incluyeron 85 pacientes (37 mujeres, 44% y 48
hombres, 56%), con un rango de edad de 19 a 54 afios (media 30.5 £ 9.77 afos)
(ver grafica 1), 84 recibieron 6rgano de un donador vivo relacionado y 1 de

donador cadaver.

60 54

50

40

30
20 I Frecuencia

14 10
10 \ 7

Numero de pacientes

19-29 30-39 40-49 50-54
Edad

Gréfica 1. Se muestra la edad de los pacientes con trasplante renal dividido en grupos de edad.

De la poblacion estudiada sélo 5 pacientes (6%) presentaron candidosis ungueal,
16 pacientes (18.8%) presentd infeccidn por dermatofitos y de éstos sélo en 6

pacientes se aisl6 en el cultivo T. rubrum (Ver grafica 2)

Grafica 2. Onicomicosis Cag()c/iida
0

Dermatofitos
— 19%

Grafica 2. Presencia de candidosis ungueal en pacientes trasplantados
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Tabla 4. Al comparar la edad de los pacientes trasplantados contra los que
presentaron candidosis ungueal, no se observan diferencias significativas p>0.05.

La edad no constituy6 un riesgo para el desarrollo de candidosis ungueal.

Edad (afios)

Promedio DE
Trasplantados 30.5 9.77
Trasplantados
31 13.34

con candidosis

Tabla 5. No se encontraron diferencias relevantes en cuanto al sexo y la presencia
de candidosis ungueal, p>0.05, por lo cual la edad no influyé como factor
predisponente para candidosis ungueal.

Sexo
Total

Mujeres Hombres

Trasplantados | 36 (45%) 44(55%) 80(100%)

Trasplantados
o 1(20%) 4(80%) 5(100%)
con candidosis

Tabla 6. Tiempo de trasplante renal en meses entre la poblacion con y sin
candidosis ungueal. p > 0.05. El periodo entre la realizacién del trasplante y la
exploracion fisica se midi6 en meses, observando que no influyé este periodo

como factor predisponente de candidosis ungueal.

Tiempo de trasplante (meses)
Promedio DE
Trasplantados 15.2 11.1
Trasplantados
o 19.4 31.1
con candidosis
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El 61% (52 pacientes) de los pacientes recibid tratamiento previo con hemodialisis
antes del trasplante, el 34% (29 pacientes) dialisis peritoneal y el 5% (4 pacientes)
no recibi6é ningun tratamiento dialitico previo. (Gréfica 3)

Grafico 3 Tratamiento previo a trasplante

5%

= Dialisis
peritoneal
= Hemodialisis

= Ninguna

Gréfica 3. Pacientes con didlisis peritoneal, hemodialisis sin tratamiento previo al trasplante

Las principales enfermedades que refirieron los pacientes con trasplante renal
fueron las siguientes: un 53% (45 pacientes) neg6é enfermedades asociadas, el
28% (24 pacientes) refiri6 padecer hipertension arterial sistémica, el 11% (9
pacientes) enfermedades metabdlicas como diabetes mellitus tipo 2,
hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, hipotiroidismo, el 7% (6 pacientes)
enfermedad mixta (cardiovascular y metabdlica), se encontré6 un paciente con
sindrome de Alport (1%). (Grafica 4).

o Grafico 4. Enfermedades Asociadas
- 1%

= Ninguna

11%
\ & Cardiovasculares
Metabdlicas
« Mixtas
~ Otras

Gréfica 4. Distribucion de enfermedades asociadas en pacientes trasplantados

41



Los 5 pacientes con candidosis ungueal recibieron hemodidlisis previo al
trasplante, las principales enfermedades que presentaron fueron cardiovasculares
(HAS) en 2 de ellos y el resto negd alguna enfermedad. (Tabla 7). Observamos
gque comparado con los pacientes trasplantados, no influyeron las enfermedades
asociadas ni el tipo de tratamiento previo (dialisisslhemodidlisis) como factor

predisponente para candidosis ungueal.

PACIENTE TRATAMIENTO PREVIO A ENFERMEDADES
~ TRASPLANTE CONCOMITANTES
DIALISIS/HEMODIALISIS
1 Hemodialisis Negados
2 Hemodialisis Negados
3 Hemodialisis Negados
4 Hemodidlisis HAS
5 Hemodidlisis HAS

Tabla 7. Muestra los 5 pacientes con candidosis ungueal y el tratamiento que recibieron previo al

trasplante asi como las enfermedades concomitantes.

Los principales farmacos inmunosupresores con los que se encontraban los
pacientes eran prednisona, micofenolato, tacrolimus, ciclosporina, sirolimus y
azatioprina, otros medicamentos eran enalapril, bezafibrato, pravastatina,
trimetoprim con sulfametoxazol, aciclovir, furosemida, omeprazol, alopurinol. El
farmaco inmunosopresor con el que se encontraba la mayoria de los pacientes fue
la prednisona (87 pacientes), seguido del micofenolato de mofetilo (77 pacientes) y
el menos utilizado fue la azatioprina (1 paciente) (Gréafica 5). El 97% (82
pacientes), se encontraba con 3 farmacos inmunosupresores, el 2% (2 pacientes)
sblo tenia 2 farmacos y sOlo un paciente se encontraba con 5 farmacos
inmunosupresores. Los 5 pacientes que presentaron onicopatia tenian al menos 3
medicamentos inmunosupresores. Los farmacos inmunosupresores no fueron un
factor de riesgo para candidosis ungueal ya que la mayoria el 97% de la poblacién

se encontraba con 3 farmacos inmunosupresores. (Grafica 6)
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Grafica 5. Farmacos inmunosupresores
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Gréfica 5. FArmacos inmunosupresores en pacientes trasplantados

Grafica 6 NUmero de medicamentos inmunosupresores
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Gréfico 6. Numero de farmacos inmunosupresores en pacientes trasplantados

El resultado del examen directo en los pacientes con candidosis ungueal, 2 de
ellos presentaron filamentos, uno presento artrosporas y dos fueron negativos, sin
embargo el cultivo fue positivo en los cinco pacientes, identificando la especie
patogena.

Tres de los cultivos presentaron crecimiento de C parapsilosis conformacion de
colonias satélites como arafias en puntos alejados de la estria que dan como
resultado un aspecto arborescente, presencia de pseudomicelio fino y grueso,

blastoconidios a lo largo del micelio. En el medio de cultivo CHROMagar se
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observaron colonias blanco-crema mucoide. Un cultivo presentd crecimiento de C.
glabrata con blastoconidios o pequefias células estéricas muy compactas sin
pseudohifas, en el medio CHROMagar se observaron las colonias rosa, brillante y
otro cultivo mediante la prueba de auxonograma se aislo C. guilliermondii (ver
tabla 8).

PACIENTE EXAMEN DIRECTO CULTIVO
1 Negativo C. parapsilosis
2 Filamentos C. parapsilosis
3 Artrosporas C. guilliermondii
4 Filamentos C. glabrata
5 Negativo C parapsilosis

Tabla 8. Resultados de examen directo y cultivo en pacientes con candidosis ungueal.

Dentro de la exploracion fisica las caracteristicas clinicas que se observaron
fueron las siguientes: el primer paciente present6 afeccién distal del plato ungueal,
con pulverizacion, en pie derecho (ler ufia), los cambios ungueales iniciaron 3
afios previos a la exploracion, antes de la realizacion del trasplante renal ya
presentaba los cambios ungueales. (Fig. 1). El segundo paciente presento
afeccion en mano/pie derecho, en la mano presentaba afeccion lateral del plato
ungueal (12 ufia), con pulverizacién y distrofia, en pie se observaba distrofia total
(8 primeras ufias), los cambios ungueales se presentaron 3 meses previos a su
revision, posterior a la realizacion del trasplante (Fig. 2). El tercer paciente
presenté onicolisis pie derecho (ler ufia) con lineas de Beau los cambios
ungueales se presentaron 2 afios previos a la exploracion posterior a la realizacion
del trasplante (Fig. 3). El cuarto paciente presentd onicolisis en pie izquierdo (ler
ufa), los cambios ungueales iniciaron un afo previo a la exploracion, posterior a la
realizacion del trasplante (Fig. 4). El quinto paciente presentd paquioniquia,
xantoniquia en pie derecho (ler ufia), que iniciaron 3 afios previos a la

exploracion, posterior a la realizacion del trasplante renal (Fig. 5). (ver tabla 9).
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Cuatro pacientes presentaron los cambios ungueales posterior a la realizacion del

trasplante.

Distal Pie derecho 3 afios
2 Distrofica Mano y pie derecho 3 meses
3 Onicolisis Pie derecho 2 afios
4 Onicolisis Pie izquierdo 1 afio
5 Paquioniquia/xantoniquia Pie derecho 3afios

Tabla 9 Topografia, tipo de onicopatia y tiempo de evolucién en pacientes con candidosis.

Figura 1. Paciente 1con afeccién distal del plato ungueal con pulverizacion
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Figura 2. Paciente 2 presenta afeccion en primeras ufias de pie y mano derecha

Figura 3 . Paciente 3 presenta onicolisis con lineas de Beau en pie derecho (ler
uia)
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Figura 4. Paciente 4 presenta onicolisis en pie izquierdo (1er ufia)

Figura 5. Paciente 5 presenta paquioniquia, xantoniquia en pie derecho (1ler uiia)

La sensibilidad in vitro mediante la prueba de fungitest se obtuvo de acuerdo a dos
concentraciones de los diferentes antimicéticos. Los resultados que presentaron
fueron los siguientes: El paciente 1, en el que se aislé en el cultivo C. parapsilosis
presentd sensibilidad a anfotericina B, presentd resistencia a concentraciones
bajas de 5-fluorocitosina, miconazol, ketoconazol, itraconazol y fluconazol, fue

sensible a altas concentraciones a 5-fluorocitosina, y sensibilidad dosis-
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dependiente a itraconazol y fluconazol, el paciente 2 en el que se aislé en el
cultivo C. parapsilosis fue sensible a las dos concentraciones a 5-fluorocitosina y
anfotericina B, sensible a altas concentraciones a miconazol, ketoconazol,
fluconazol e itraconazol, con resistencia a bajas concentraciones a miconazol e
itraconazol. El paciente 3 en el que se aisldé C. guilliermondii fue sensible a 5-
fluorocitosina y anfotericina B, sensible a altas concentraciones a miconazol,
ketoconazol, itraconazol y fluconazol, resistente a bajas concentraciones a
miconazol e itraconazol. En el paciente 4 en el que se aisl6 en el cultivo C.
glabrata presentd sensibilidad a bajas y altas concentraciones a 5-fluorocitosina,
anfotericina B, miconazol, ketoconazol y fluconazol con resistencia a itraconazol a
bajas concentraciones y sensibilidad a altas concentraciones. El paciente 5 en el
gue se aislé C. parapsilosis presentd sensibilidad a bajas y altas concentraciones
a 5 fluorocitosina, anfotericina B, ketoconazol, itraconazol y fluconazol con

resistencia a bajas concentraciones a miconazol. (ver Tabla 10)

RESULTADO DE SENSIBILIDAD MEDIANTE FUNGITEST
RESULTADO DEL CULTIVO A LAS 48 HORAS A 37°

Especie de T+ 5FC AB MCZz KET ITRA FLU T-
Candida

| C.parapsilosis + RS SS RR RR RI RI -

C. parapsilosis + SS SS RS SS RS SS -

| C. guilliermondii + SS SS RS IS RS IS =

C. glabrata + SS SS SS SS RS SS -

| C parapsilosis + SS SS RS SS SS SS -

Tabla 10 resultados de sensibilidad in vitro a los diferentes antimicéticos. Ausencia de crecimiento: Azul-Azul = T- control negativo.
Crecimiento lento: cepa intermedia: Rosa-Azul. Cepa no inhibida: Rosa-Rosa = T+ control positivo. Cepas sensibles: S. Cepas
intermedias: |. Cepas resistentes: R

5FC: 5 fluorocitosina. AB: anfotericina. MCZ: miconazol. KET: ketoconazol. ITR: itraconazol. FLU: fluconazol
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PARTE IV. DISCUSION

La onicomicosis es la enfermedad mas frecuente del aparato ungueal
constituyendo el 50% de estas entidades y el 30% de las micosis superficiales. La
mayoria de las onicomicosis son producidas por dermatofitos particularmente T.
rubrum y T. mentagrophytes var. interdigitale, éstos causan el 90% de las
infecciones ungueales en pies y un 50% en manos (51), seguidos de especies de
Candida en el 1.7% en ufias de pies a 29.2% en uiias de manos (5) y por hongos
mohos; esta enfermedad puede llegar a afectar la calidad de vida de los pacientes
y en pacientes inmunosuprimidos puede ser una via de entrada para producir
infecciones en tejidos blandos y provocar fungemias llegando a ser mortal en

estos pacientes.

En nuestro estudio similar a lo que se reporta en la literatura en poblacién
inmunocompetente, predominaron las infecciones por dermatofitos en un 18.8%
de la poblacion estudiada sobre Candida que so6lo se encontro en el 5% de los

pacientes. El agente que se aisld en seis cultivos en nuestro estudio fue T. rubrum.

En algunos reportes en diferentes regiones predominan las infecciones ungueales
por Candida sobre dermatofitos sobre todo en climas subtropicales como Brasil,
donde se reporta una prevalencia del 56.8-80.6% (1,52),en algunas poblaciones
de Iran también se muestra este predominio, un ejemplo es un estudio realizado
en la provincia de Kermanshah en el que analizaron 100 pacientes con sospecha
de onicomicosis, de los cuales el 35% de los pacientes presentaron infeccion por
Candida en los cultivos (53), otro fue hecho en Tehran en 504 pacientes con un
59.7% de la poblacion afectada por levaduras seguida de dermatofitos los cuales
constituyeron el 21.3% de los reportes (54). En climas templados como en la

ciudad de México predomina la infeccion por dermatofitos.

Existen escasos estudios en la literatura que evallen la prevalencia de candidosis

ungueal en pacientes trasplantados, la mayoria de estudios se ha realizado en
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pacientes inmunocompetentes, diabéticos o con VIH reportando una prevalencia
entre el 2-56%. La prevalencia encontrada en este estudio fue del 6% coincidente
con otro estudio que se realizé en el Hospital Central Militar en 94 pacientes
trasplantados en el que reportan una prevalencia del 5.3% no variando en gran
medida a comparacién con nuestro estudio (55). En otro estudio que se realiz6 en
102 pacientes trasplantados de rifion reportan menor prevalencia, ya que solo 3
pacientes presentaron candidosis ungueal siendo ésta del 2.6% (56) . Comparado
con los pacientes diabéticos Abad-Gonzalez y cols., reportan una prevalencia de
31.84% vy otros estudios entre el 2.8 y 31%, siendo mayor ya que esta poblacién
presenta ademas algunos factores asociados como enfermedad vascular
periférica, neuropatia y descontrol metabdlico los cuales contribuyen al desarrollo

de candidosis ungueal (7).

Algunos estudios mencionan que la prevalencia aumenta con la duracion de la
hemodialisis; en nuestra poblacién estudiada, los 5 pacientes con candidosis
recibieron tratamiento con hemodidlisis previo al trasplante, sin embargo Kuvandik
et al. realizaron un estudio en pacientes con insuficiencia renal en tratamiento con
hemodialisis sin encontrar relacion entre el tiempo de duracion de la hemodialisis y
el desarrollo de onicomicosis (57), por lo cual no consideramos que la hemodialsis
sea un factor predisponente en nuestra poblacién ya que el resto de pacientes
trasplantados (96%) también recibio este tratamiento y no presentaron candidosis

ungueal.

Dentro de los factores asociados a candidosis ungueal se encuentran los defectos
o alteraciones en la inmunidad como sindrome de DiGeorge,
agammaglobulinemia, displasia del timo, enfermedades sistémicas como diabetes,
enfermedad vascular periférica, uso de antibidticos de amplio espectro, la
exposicion cronica a humedad y quimicos como detergentes, trauma local. En
pacientes trasplantados debido al uso de medicamentos inmunosupresores se
esperaria una prevalencia mayor a la reportada en pacientes inmunocompetentes,

sin embargo en este estudio no se observd que el uso de farmacos
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inmunosupresores constituyera un factor de riesgo para candidosis ungueal, ni
tampoco el numero de farmacos inmunosopresores ya que el 89.4% (76
pacientes) tenia 3 farmacos inmunosupresores y no presentaron candidosis

ungueal.

Candida puede ser patdégeno primario o secundario, como patégeno primario se
observa principalmente en pacientes con severa inmunosupresién como en
pacientes con VIH o candidosis mucocutanea cronica, mientras que como
secundario la invasion por Candida ocurre en casos de desnutricion, enfermedad

vascular periférica (14).

El grupo de edad mas afectado oscila entre los 40-60 afios, en nuestro estudio los
5 pacientes con candidosis se encontraban en un rango de edad entre los 20-29
afios soOlo uno de ellos fue de 54 afios, presentandose a menor edad de la
reportada en poblacion inmunocompetente.

La topografia méas frecuente en candidosis es en manos, siendo el género
femenino mas afectado debido a la ocupacion, ya que la mayoria son amas de
casa que realizan actividades que favorecen la humedad. En nuestro estudio el
género mas afectado fue el masculino, observandose en 4 pacientes, siendo
mayor en ufias de los pies y s6lo un caso en mano y pie derecho se observo en el
género femenino, la localizacion en mano pudo estar favorecida por que la
paciente es ama de casa y estd en mayor contacto con humedad comparada con
los otros 4 pacientes que no realizan estas actividades; este predominio en ufias
de los pies ya se ha observado en algunos estudios, tal es el caso de Ataides et al.
quienes en un estudio realizado en 114 pacientes, encontraron que 95
presentaban onicomicosis, siendo el 56.8% causadas por levaduras, localizandose
en el 40.2% en ufias de los pies versus un 16.7% en manos (1), la localizacion en

los pies esta favorecido por el trauma y al uso de calzado cerrado y sintético.

En este estudio las especies que se aislaron mediante cultivo fueron por C.
parapsilosis (en 3 pacientes), C. guilliermondii (1 paciente) y C. glabrata (1
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paciente) a diferencia de lo que se reporta en la literatura en la que C albicans es
la principal especie patdgena seguida de C parapsilosis, C. glabrata C.
guilliermondii, C. krusei, en nuestra poblacion no se observé este predominio, sin
embargo si fue por otras especies ya reportadas en candidosis ungueal como
factores etioldgicos, en recientes estudios reportan un incremento de C.
parapsilosis sobre C. albicans asi como de C. guilliermondii y C. tropicalis (16),
Manzano-Gayosso et al realizaron en 4 centros de atencién dermatomicolégicos
de la ciudad de México un estudio en el que C. parapsilosis se encontro en el
31.9% de los pacientes, seguida de C. albicans en un 22.4% (10), Segal y col en
un estudio retrospectivo realizado en Israel en 2 centros diferentes encontraron a
C. parapsilosis con mayor prevalencia comparado con otras especies de Candida
en ufias de manos y pies (58), en paises como la India también se muestra este
predominio de C. parapsilosis en manos y pies, al igual que en Bélgica en ufias de
los pies (52), en Alemania en un estudio retrospectivo de 5077 muestras de ufas,
el 29% present6 infeccion por levaduras y de éstas el 42% fue causada por C
parapsilosis, seguida de C. guilliermondii en el 20.1% y en tercer lugar C. albicans
en el 14.2% (59). Segal et al menciona que cuando la localizacion es en manos el
principal agente causal es C. albicans y en pies es mas frecuente por C.
parapsilosis, este autor también refiere que el tipo de onicopatia que predomina
con C. albicans es la paroniquia (60) y en los casos de C. parapsilosis se observa
afeccion distal de la ufia. La prevalencia C. guilliermondii como agente causal en
onicomicosis varia del 2.9-12.7% (24,61) la importancia de este agente es que se
ha reportado implicada en osteomielitis, pericarditis y fungemia (48), C. glabrata
como agente causal de onicomicosis es una especie poco frecuente, en un estudio
realizado en Turquia (62), fue la tercera causa de candidosis ungueal, Abad-
Gonzalez y col., la reportan en cuarto lugar en pacientes diabéticos, con lo que
observamos que es una especie no frecuente como agente etiolégico de

candidosis ungueal.

Las principales formas clinicas de candidosis ungueal son paroniquia, onicolisis y
la forma distréfica total; en nuestro estudio las formas clinicas observadas fue

onicolisis en dos pacientes, la forma distrofica total se observé en un paciente,
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estos 3 pacientes ademas presentaban infeccion mixta con dermatofitos, Los otros
dos pacientes presentaron otras caracteristicas de la candidosis ungueal como es
la pigmentacion de la lamina que algunas veces puede aparecer con paroniquia y
coloracién blanca amarillenta, la cual se observd en uno de los pacientes y en el
otro paciente se observé afeccion distal del plato ungueal con pulverizacién, en
estos dos pacientes la infeccidén solo fue por Candida, a diferencia de los otros 3

pacientes éstos no mostraron las formas clinicas mas frecuentes.

El diagndstico se realiza mediante examen directo, el cual sélo sirve para saber si
hay presencia o no de hongo, sin embargo existe la posibilidad de dar falsos
negativos en un 5-15% (2) de las muestras, Nazar et al mencionan que el examen
directo negativo se presenta con mayor frecuencia en onicomicosis por Candida
gue en aquellas causadas por dermatofitos 0 mohos, explican que esto pueda
deberse a una baja concentracién de Candida, a la ubicacién de las levaduras en
soélo ciertas areas de la muestra ungueal o a la colonizacion de la placa ungueal
(63); en nuestro estudio los examenes directos fueron negativos en dos pacientes
y dos pacientes mostraron filamentos y uno artrosporas compatible con una
infeccidn mixta por dermatofitos, es por eso que se recomienda siempre realizar
cultivo para descartar infecciones mixtas, ademas de que el cultivo es el Unico
puede identificar el agente causal (2). Algunos autores como Manzano y cols.,
mencionan que en el aislamiento de levaduras es importante realizar una

clasificacién taxonémica completa y distinguir entre invasion y colonizacion.

La terapéutica con antifUngicos en ocasiones puede ser un problema, ya que
algunas especies presentan resistencia adquirida o intrinseca y cada vez surgen
nuevas especies patégenas, por lo que la identificacion de las levaduras
causantes y la sensibilidad in vitro constituye una herramienta muy importante

para el adecuado tratamiento.

Los métodos de sensibilidad in vitro son utiles para predecir si determinado

antifingico tiene la habilidad para erradicar a determinado hongo y detectar la
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resistencia de éste.

El fungitest comparado con el método de referencia el documento M27-A, tiene
una concordancia con éste del 100% para anfotericina B, del 95% para 5-
fluorocitosina, 84% para miconazol, 83% para itraconazol, 77% para ketoconazol y
76% para fluconazol (49). En este estudio las 3 cepas de C parapsilosis mostraron
sensibilidad a anfotericina B, 2/3 cepas fueron sensibles a 5 fluorocitosina a altas y
bajas concentraciones, la otra so6lo fue sensible a alta concentracién, a los
compuestos azélicos, 2/3 cepas mostraron ser resistentes a concentraciones bajas
itraconazol, 2/3 fueron sensibles a concentraciones altas y 1/3 fue sensible dosis-
dependiente; a fluconazol 2/3 fueron sensibles a bajas y altas concentraciones, 1/3
presentd sensibilidad dosis-dependiente, esta divergencia respecto de C.
parapsilosis a los diferentes antimicéticos pueda deberse a que C parapsilosis
representa un complejo el cual estd compuesto por 3 especies las cuales son C
parapsilosis en sensu stricto, C. orthopsilosis y C. metapsilosis, pudiendo esto
influir en su patréon de sensibilidad; C. glabrata y C. guilliermondii presento
sensiblidad para 5 fluorocitosina y anfotericina, fueron resistentes a bajas
concentraciones de itraconazol y sensibles a altas concentraciones a itraconazol y

fluconazol.

En general observamos que a bajas concentraciones de itraconazol presentan
tanto C. glabrata. C. guilliermondii como C parapsilosis resistencia, esto quiza
ocasionado al uso profilactico del itraconazol, por lo cual se tienen que usar dosis
mas altas para obtener resultados. De acuerdo a la literatura en la que se
menciona la resistencia intrinseca de C glabrata a itraconazol, en nuestro estudio
fue sensible en un 100% a concentraciones de altas de 4 pgliml, también se
reporta resistencia a fluconazol (45,48), en nuestro estudio fue sensible a bajas y
altas concentraciones, los mecanismos de resistencia se atribuyen a una
sobreregulacién a diversos transportadores como CgCDR1 y CgCDR2 asi como a
SNQ2, también se ha visto una mutacion o sobreexpresion del gen ERG11, el cual

también esta implicado en la resistencia que muestran otras especies como C.
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krusei y C. albicans a fluconazol (64). En otros estudios refieren que C. glabrata
presenta susceptibilidad dosis-dependiente a los diversos azolicos (61), lo cual

coincide con nuestro estudio en que a altas concentraciones de itraconazol y

fluconazol mostraron sensibilidad.
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PARTE V. CONCLUSIONES

e La onicomicosis en pacientes trasplantados de rifidn no mostr6 mayor
prevalencia de candidosis ungueal comparado con la poblacion
inmunocompetente.

e Los dermatofitos fueron los principales agentes etioldgicos de onicomicosis al
igual que en la poblacion general.

e El uso de farmacos inmunosupresores, enfermedades asociadas y el
tratamiento dialitico previo al trasplante no constituyeron un riesgo para el
desarrollo de candidosis ungueal en esta poblacion.

e La especies que mas se aislaron en este estudio fue C. parapsilosis, seguido
de C. guilliermondii y C glabrata a diferencia de lo que reporta la literatura en
donde C. albicans es el principal agente etiolégico, sin embargo estas especies
estan implicadas en candidosis ungueal.

e Las caracteristicas clinicas son importantes para el diagnostico sin embargo no
siempre son sugestivas de candidosis ungueal por lo cual ante la sospecha
clinica es importante realizar examen directo y cultivo para identificar la
especie, ya que se pueden presentar infecciones mixtas, que pueden complicar
el tratamiento y la respuesta terapéutica.

e Los métodos comerciales para sensibilidad in vitro son una herramienta util,
accesible y rapida que permiten implementar una terapéutica eficaz y dirigida a

determinada especie.
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ANEXOS 1

Hoja de coleccion de datos

Iniciales: Edad: anos Sexo:

ANTECEDENTES MEDICOS:
Tratamiento previos: dialisis peritoneal hemodialisis. Fecha de realizacion de

trasplante renal

Crénico degenerativos:

Medicamentos actuales:

CLINICA:

Tipo de onicopatias: Perionixis Onicolisis Distrofica Total

RESULTADOS:

Candidosis ungueal: Si / No

Localizacion: Manos/Pies

Examen directo: Blastoconididas Pseudohohifas / Blastoconidias Pseudohifas

Cultivo:

RESULTADO DE SENSIBILIDAD MEDIANTE FUNGITEST:

Ausencia de crecimiento: Azul-Azul = T- control negativo

Crecimiento lento: cepa intermedia: Rosa-Azul Cepa no inhibida: Rosa-Rosa = T+ control positivo

Cepas sensibles: S Cepas intermedias: |  Cepas resistentes: R
CEPAS RESULTADO DEL CULTIVO A LAS 48 HORAS A 37°
Especie de Candida T+ 5FC AB MCz KET ITRA FLU

5FC: 5 fluorocitosina. AB: anfotericina. MCZ: miconazol. KET: ketoconazol. ITR: itraconazol FLU:fluconazol
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ANEXQOS 2

Consentimiento Informado

Autorizacién para participar en el estudio de investigacion titulado:
“Sensibilidad in vitro, frecuenciay principales especies involucradas en candidosis

ungueal en pacientes postrasplantados de rinén”

Investigadores:
Dr. Andrés Tirado Sanchez, Investigador principal
Dra. Claudia Bafos Segura, Investigador asociado

Dra. Rosa Maria Ponce Olivera, Investigador asociado

Esta forma de consentimiento pudiera tener palabras que yo no entienda. Le puedo
preguntar al médico del estudio para que me explique cualquier palabra que yo no
entienda totalmente o cualquier duda que yo tenga del estudio .

Como paciente que recibi rifidn, se me esta invitando a participar en este estudio de
investigacion para ver que tan frecuente son los hongos en las ufias de mis manos y pies
El hongo que van a buscar en mis ufias se llama Candida y es un hongo que puede estar
en mis ufias sin producir problemas en mi cuerpo o puede producir en mis ufias una
infeccién, que es una enfermedad que a veces no se siente y va haciendo las ufas
gruesas, débiles, que se rompen facilmente y cambian de color, a veces se puede
despegar la uiia.

Si yo decido participar en el estudio, debo acudir sélo una vez a revision y una siguiente
vez para conocer el resultado de mi estudio y si lo necesito me digan mis médicos del
estudio, que me debo poner en mis ufias, el tratamiento y las revisiones que necesite
para ver si ya se quito el hongo, este tratamiento tendré que comprarlo por mi cuenta,
como siempre lo he hecho con mis otros tratamientos.

Es importante que me realice este estudio porque el hongo puede destruir mis ufias y
puede producir infecciones dentro mi cuerpo porque mis defensas estan bajas.

Si decido entrar al estudio, el médico me hara varias preguntas sobre mis enfermedades,

los medicamentos que tomo y me revisara mis ufias.
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Si decido entrar al estudio, debo seguir con las medicinas que tomo normalmente, no
debo suspenderlas por ningin motivo; al entrar en este estudio no se me pedira que lo
haga.

El médico del estudio me hara una revision de las ufas, tomara algunas fotos de ellas y
me hard un raspado de las ufias de las manos y pies, raspandolas con una navajita sin
lastimarme la piel, s6lo sera sobre la ufia y no me dolera, saldrd un polvito que van a
mandar a estudiar en un laboratorio y ver si tengo el hongo, el cual no me costara porque
estoy participando en este estudio.

Nadie que no esté en el estudio sabra los resultados de mi estudio, para estudiar la
muestra del raspado de mi ufia solo le pondran mis iniciales y el resultado sera conocido
solo por mi y mis médicos. Es muy probable que los resultados de todos los estudios se
junten y se publiquen en una revista seria, por lo que les doy mi autorizacion para hacer
esto a mis médicos, siempre y cuando no revelen quien soy.

Las fotografias se tomaran sin poner mi nombre en la fotografia por lo cual nadie sabra
gue son mis ufias ni mis pies y sélo las veran los médicos que hagan este estudio.

Tengo derecho a hacer cualquier pregunta sobre el estudio cuando no entienda algo. Si
no quiero hacerlas en este momento puedo volver después y preguntar lo que no entienda
o tenga duda. Puedo llamar a mis médicos si no puedo ir al hospital, al Dr. Andrés Tirado
Sanchez al cel 55 27 44 28 11 (24hrs) o a la Dra. Rosa Maria Ponce Olivera, al
conmutador 2780-2000 ext. 1055 (lunes a viernes de 8 a 16 hrs) o a la Dra. Claudia
Banos Segura al cel 55 23 00 25 94.

Si tengo duda o alguna pregunta sobre mis derechos como paciente de investigacion,
puedo llamar a la Dra. Estela Garcia Elvira, que es la Presidenta del Comité de Etica al
teléfono 2789-2000 extension 1330, o acudir directamente a la Comision de Etica del
Hospital General de México, en la calle Dr. Balmis 148, Col. Doctores, México, D.F. No
voy a firmar este papel a menos que entienda todo lo que me van a hacer y no tenga
dudas. Los médicos del estudio me deben dar respuesta a todas mis preguntas y resolver
mis dudas del estudio en el que quieren que participe.

Yo puedo decirles que no voy a entrar al estudio y no me va a afectar en mi atencion que
recibo en el hospital, no pierdo ninguno de mis beneficios como paciente del hospital. Solo
debo decirles a mis médicos que no me interesa entrar al estudio, tampoco debo decirles

por qué no quiero.
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Ni los médicos del estudio ni el Hospital me van a pagar por entrar al estudio, ya que
participo de manera voluntaria, sin presiones de ningun tipo y por nadie. Las consultas y
tratamientos que no sean parte del estudio, debo pagarlas yo como normalmente lo hago.

Nombre del paciente

Fecha

Testigo 1 (Nombre) Fecha

Direccion

Relacion con el paciente

Testigo 2 (Nombre) Fecha

Direccion

Relacién con el paciente

Si yo o mis familiares tenemos algun problema o duda con el estudio, debo llamar al Dr.
Andrés Tirado Sanchez al cel. 5527-44-2811 (24hrs) o a la Dra. Rosa Maria Ponce
Olivera al conmutador 27802000 ext. 1055 (lunes a viernes de 8 a 16hrs) o a la Dra.
Claudia Bafios Segura al teléfono 55 23 00 25 94.

En caso de requerir atencién médica debo ir al Servicio de Dermatologia del Hospital
General de México de lunes a viernes de 8 a 16 hrs o al Servicio de Urgencias del

Hospital General de México disponible para mi las 24 hrs.
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