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“IDENTIFICACION DE LA BIOTA MICOTICA CUTANEA EN PACIENTES CON
DERMATITIS ATOPICA ATENDIDOS EN EL HECMN SXXI.”

. RESUMEN

INTRODUCCION: La dermatitis atdpica es una enfermedad cronica y recidivante de
la piel que se caracteriza por prurito intenso, piel seca, inflamacion y en ocasiones
de eccema. Predomina en la infancia y persiste en la edad adulta hasta en un 60%
a 70% de los pacientes. Adicionalmente al déficit en la funcion de barrera de la piel
y las alteraciones inmunoldgicas, la evidencia esta aumentando en relacion a que
la patogenia de la DA también estd conectada a una disbiosis de la biota. En
relacion a la biota micética cutdnea, son escasos los estudios referentes a su
participacion en la etiologia de la enfermedad. Por lo tanto, se cree que la biota
fungica cutanea de pacientes con DA es diferente de la de los individuos sanos.

OBJETIVO: Identificar la biota micotica cutanea en pacientes con DA del Servicio
de Dermatologia y Micologia del Hospital de Especialidades del CMN SXXI.

PACIENTES, MATERIALES Y METODOS: Estudio clinico tipo transversal. Se
incluyeron pacientes con diagnéstico de dermatitis atopica, atendidos en el
Servicio de Dermatologia y Micologia Médica del Hospital de Especialidades del
CMN SXXI y un grupo control sano, pareado por edad y género, en el periodo
comprendido de febrero a abril de 2016. Se realizé interrogatorio a todos los
pacientes sobre datos demograficos, tratamiento, prurito, puntuacion SCORAD,
ademas de comorbilidad. Se tomaron escamas de piel de 5 zonas: cuello, pliegues
antecubitales (2) y popliteos (2) asi como de otras regiones con actividad. Las
muestras se cultivaron en ADS simple, ADS con antibiéticos, ADS con aceite de
oliva y agar Dixon. Se efectué examen directo de todas las muestras.

RESULTADOS: Se incluyeron en el estudio 24 pacientes y 24 sujetos sanos. En 8
pacientes se realizé cultivo siendo todos negativos. A todos se les realizé estudio
micoldgico directo identificando levaduras de Malassezia spp. en todos los casos.
En el grupo de pacientes la mayor cantidad de levaduras fue en pliegue popliteo
izquierdo y la menor cantidad en pliegue antecubital izquierdo (x= 28.7 vs. 8.2). La
comparacion entre pacientes y controles sanos resulté con diferencia significativa
(p= 0.0023, ANOVA). La cantidad total de levaduras no se relacion¢ directamente
con el grado de severidad o intensidad del prurito en la DA, observando
cantidades variables en diferentes grados de SCORAD.

CONCLUSIONES: El microorganismo mas frecuente de la biota micética cutanea
en pacientes con dermatitis atopica son las levaduras de Malassezia spp. y este
hecho no se relaciona con la severidad de la enfermedad. La cantidad de
levaduras es mayor en pacientes que en controles sanos. Por lo tanto, la
colonizacion por levaduras del género Malassezia, no justifica el tratamiento con
antifungicos en la enfermedad.



“IDENTIFICACION DE LA BIOTA MICOTICA CUTANEA EN PACIENTES CON

DERMATITIS ATOPICA ATENDIDOS EN EL HE CMN SXXI”

ILANTECEDENTES

2.1.- Introduccion

La dermatitis atopica (DA) (neurodermatitis diseminada infantil, prurigo de Besnier,
eccema del lactante o eccema atdpico), es una enfermedad cronica y recidivante
de la piel, la cual se caracteriza por prurito intenso, piel seca, descamacion,
inflamacion 'y eccema.(!’' Es uno de los principales motivos de consulta
dermatologica durante la etapa infantil.?) Figura entre las 10 dermatosis mas

comunes, afecta a todas las razas y con mayor frecuencia a las mujeres.(")

La DA puede presentarse a cualquier edad; sin embargo, predomina en la
infancia.® Inicia cominmente entre los 3 a 6 meses de edad. Aproximadamente
60% comienza la sintomatologia en el primer afo y hasta el 90% lo ha hecho a los
5 afos.® Persiste en la edad adulta hasta en 60% a 70% de los pacientes.(") De
los pacientes que presentan la enfermedad hasta la edad adulta, el 50% y el 60%
persisten con un curso crénico, recurrente. Se ha calculado que el 2 a 4% de los
individuos adultos se ven afectados por AD. De estos, aproximadamente un tercio
son pacientes en los que la enfermedad aparecié por primera vez en la edad

adulta.®



La incidencia de la DA ha aumentado en las ultimas décadas, actualmente afecta
hasta 20% de la poblacién infantil mundial.®® En México se ha registrado una
prevalencia de 3.9 % hasta 12.7 % de los nifios de 6 a 14 afos. 67 Rodriguez
Orozco y cols. (2007), han estimado su prevalencia en 1.1 hasta 10.1% en
menores de 18 afios. @9 La DA afecta del 1% al 3% de la poblacion adulta
(Katsarou, 2011), sin embargo existen pocos estudios de prevalencia en poblacion

adulta.(1.10)

2.1.1.- Etiologia

Es el resultado de la piel seca hipersensible que compromete la funcién de barrera
protectora de la capa cornea desarrollando facilmente dermatitis en respuesta a
diversos estimulos externos incluyendo los microorganismos de la piel.('") 20 a
40% tienen una mutacion genética innata en el gen de la filagrina®, una proteina

clave de la capa granulosa que facilita la diferenciacion terminal de la epidermis.(12)

Hasta en el 70% de los pacientes existe el antecedentes de atopia y se han
descrito los antigenos de histocompatibilidad HLA-A9, HLA-A3, HLA-B12 y HLA-
Bw40. Estudios sobre migracion poblacional y el desarrollo de DA apoyan la
hipétesis de que son mas importantes los factores ambientales y el estilo de vida

occidental que las diferencias raciales en el desarrollo de la enfermedad.('?)

La inhalacion de aeroalergenos tales como acaros del polvo doméstico, epitelio de

animales y/o pdlenes, se asocia con el agravamiento de las lesiones de DA.(14)
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Los niveles séricos elevados de IgE en estos pacientes pueden estar relacionados
con alergia o atopia y también pueden reflejar una respuesta aberrante a un

microrganismo colonizador.(14)

Se ha relacionado con una fuerte respuesta Th2 a antigenos ambientales, posibles
deficiencias en la inmunidad innata y una alteracion bien documentada del

microbioma de la piel.(15.16)

2.1.2.- Cuadro clinico

Clinicamente se distinguen tres fases: 1) fase del lactante: 0 — 2 afios de edad,
2) fase de la infancia: entre 2 a 12 afios, y 3) fase de la adolescencia y del adulto:

mayores de 12 afios.

Las manifestaciones clinicas clasicas son el eccema y el prurito.('’) En pacientes
adultos, estudios previos han reportado la topografia de inicio mas frecuente en
sitios de flexién, seguido de las manos y parpados. Otras areas menos frecuentes
son el tronco, el cuello, la cara, y las superficies extensoras. Por otro lado, la
mayoria de los autores acepta que la forma mas frecuente de presentacion en el
adulto es la que afecta tipicamente pliegues de flexion como cuello, pliegues
antecubitales y pliegues popliteos, en forma de eccema exudativo o
liquenificacion. Sin embargo, hasta en 11.1% de los pacientes, la distribucién
puede presentar variantes morfolégicas atipicas dificultando el diagndstico, con

aspectos clinicos parecidos al eccema numular, prarigo o dermatitis seborreica.(18)
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Existen otras manifestaciones clinicas que no son constantes; se incluyen en los

criterios menores de Hanifin y Rajka.(Ver cuadro 1)

Cuadro 1.- Criterios diagndsticos para la dermatitis atdpica

CRITERIOS DIAGNOSTICOS PARA DERMATITIS ATOPICA
Hanifin y Rajka (1980)

El diagndstico requiere al menos de tres criterios mayores mas tres menores
Criterios mayores:

1. Prurito con o sin excoriacion

2. Liquenificacion y linealidad flexural en adultos. Dermatitis de cara y superficie
extensora en los nifios

. Dermatitis crénica o recurrente

. Historia familiar o personal de atopia (asma, rinoconjuntivitis, urticaria
contacto, dermatitis atdpica) respiratoria o cutanea.

AW

Criterios menores:

* Xerosis

* Ictiosis/palmas hiperlineales/queratosis pilar

* Edad de comienzo temprano. Susceptibilidad a infecciones cutaneas
bacterianas y virales

* Dermatitis de manos y pies

* Eccema de pezdn

* Queilitis

* Conjuntivitis recurrente

* Pliegue infraorbitario

* Oscurecimiento periorbital

* Palidez facial/eritema facial

* Eritrodermia * Pitiriasis alba

* Pliegue anterior del cuello

* Acentuacion perifolicular

* Dermografismo blanco

* Dafo a la inmunidad celular

* Queratocono

* Catarata subcapsular anterior

*Modificados en 1997 por The Joint Task Force on Practice Parameters (AAAAI, ACAAI, JCAAI)
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La dermatitis atopica puede coincidir o preceder a otras manifestaciones de atopia
Entre los diversos tipos de atopia parece haber una base genética sobre la que
actuan multiples factores exdgenos. Lichtenstein y Svartengren postulan que
existe un juego comun de genes para la atopia en general, pero también un gen
especifico para cada manifestacion de la enfermedad. Ambas enfermedades
comparten mecanismos patogénicos y etiologicos (respuesta de células T para
IgE). Es frecuente, en el mismo paciente, la “progresion del eccema atépico al

asma” (marcha atopica) a través de la edad.("®

El riesgo de otras enfermedades atdpicas, principalmente asma vy rinitis alérgica,
se incrementa en nifios con dermatitis atdpica.??) Un nifio con dermatitis atopica
moderada a severa tiene un riesgo del 14.2% al 52.5% de desarrollar asma, ya
sea simultanea o posteriormente en la vida, mientras que el riesgo de desarrollar

rinitis alérgica es tanto como el 75%.(0:2")

La DA impacta significativamente en la calidad de vida del paciente y su familia, ya
que afecta el desarrollo y funcionamiento emocional y psicosocial del afectado.
Los pacientes atdpicos suelen presentar alteraciones en sus vinculos familiares y
sociales tanto por la apariencia provocada por la enfermedad como por la
irritabilidad, los trastornos del suefio, la necesidad de mayor dedicacion y tiempo

en el cuidado personal.(?2)

La asociacion entre DA y las alteraciones en la salud mental en nifios vy
adolescentes ha sido bien establecida. Grandes series han demostrado que se

asocia con trastornos de salud mental, incluyendo el trastorno por déficit de
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atencion con hiperactividad, depresion, ansiedad, trastorno de conducta, y el

autismo.®)

En la poblaciéon adulta, los pocos estudios informan que los pacientes con DA
tienen mayores niveles de depresion y ansiedad que los controles asi como un

predominio en mujeres. (2325

2.1.3.- SCORAD (Scoring AtopicDermatitis)

Dentro de las herramientas con las que se cuenta para establecer un grado de
afeccion se encuentra el indice de severidad de la dermatitis atopica (SCORAD) el
cual es un instrumento que se cred y validé en 1993 por el Grupo de Trabajo
Europeo sobre la dermatitis atdépica y toma en cuenta el porcentaje de area
corporal afectada asi como algunos sintomas como eritema, edema, exudado,
excoriaciones, liquenificacion y xerosis ademas del prurito.® (Ver anexo 3) El

puntaje total clasifica la afeccion como leve < 15, moderada 15-40, severa >40.(26)

2.1.4.- Diagnéstico

El diagndstico de la DA se realiza clinicamente. El prurito y las lesiones
eccematosas crénicas o recurrentes, con la morfologia y topografia tipica, en

pacientes con historia de atopia, son esenciales para el diagndstico.®
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Diversos criterios se han desarrollado por diferentes grupos para ayudar en la
clasificacion. Los criterios de diagndstico mas reconocidas son los criterios de
Hanifin y Rajka (1980), que requiere que se cumplan 3 de 4 criterios principales y
3 de 23 criterios menores (Ver cuadro 1). Posteriormente, fueron modificados en

1997 por The Joint Task Force on Practice Parameters.(®)

Los datos de laboratorio son inconstantes y poco especificos; muchos de estos
nifios tienen eosinofilia periférica y elevacion de la IgE. La determinacion de esta
ultima no esta justificada, como tampoco el realizar pruebas con antigenos o de
IgE especifica si no existen otras manifestaciones clinicas de hipersensibilidad

susceptibles de una intervencion terapéutica.

La histopatologia puede ser util en casos que planteen problemas de diagndstico
diferencial. Las caracteristicas histolégicas varian de acuerdo a la etapa de la
enfermedad. Lesiones agudas se caracterizan por espongiosis y un infiltrado
perivascular de linfocitos, monocito, células dendriticas y escasos eosindfilos en la

dermis. Las lesiones subagudas y crénicas presentan hiperqueratosis y acantosis.

2.1.5.- TRATAMIENTO

El enfoque terapéutico de la DA comprende el manejo del brote agudo y las
medidas generales para que la exacerbacién pueda prevenirse (tratamiento pro

activo). Evitar dentro de lo posible los factores desencadenantes, restablecer la
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funcién barrera de la piel y mejorar la sintomatologia durante los brotes

constituyen los principales objetivos del tratamiento.

TRATAMIENTO TOPICO.-

Los emolientes son la base del tratamiento de mantenimiento, actuan mejorando
la funcion de barrera cutanea y ejercen un efecto ahorrador de corticoides.® Los
corticoides topicos constituyen el tratamiento de primera linea en la DA durante la
fase aguda.®”) Los inhibidores de la calcineurina, tacrolimus y pimecrolimus, han
demostrado su eficacia y seguridad en el tratamiento de la dermatitis atdpica
moderada y severa. En caso de que la DA presente sobreinfeccion, existe
evidencia de que el tratamiento topico con mupirocina o acido fusidico es

efectivo.®

TRATAMIENTO SISTEMICO.- Indicado para los casos refractarios.

-Ciclosporina.- Actua inhibiendo la transcripcidén de IL 2 y otras citocinas, evitando
la activacion de los linfocitos T.?8) Se ha utilizado como rescate en el tratamiento
de la DA recalcitrante. Consigue una respuesta dosis dependiente en menos de 2
a 6 semanas a dosis de 3 a 6 mg/kg/dia.?® Los efectos secundarios son dosis
dependientes y mas frecuentes en adultos. Entre éstos destacan: sintomas
gastrointestinales, infecciones, aumento de la creatinina, hipertensién, cefalea,
parestesias distales, hiperplasia gingival e hipertricosis. Todos ellos suelen remitir
tras el cese del farmaco.?”) La eficacia a largo plazo de CSA para la EA no puede

determinarse sobre la base de la literatura actual.(@®
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-Azatioprina (AZA).- Analogo de purina que inhibe la produccion de ADN,
afectando preferentemente a las células con altas tasas de proliferacion, tales
como células B y células T durante los estados de enfermedad inflamatoria.(@® El
inicio de la respuesta terapéutica es aproximadamente a los 2 a 3 meses, por lo
que se considera un medicamento involucrado en el control de recidivas. Los
efectos secundarios mas frecuentes son: nauseas, cefalea, infecciones viricas,
linfopenia leve transitoria asociada o no a neutropenia, elevacion de
transaminasas y excepcionalmente aplasia medular, linfoma y algunas neoplasias.
La seguridad en su empleo es mayor si se realiza la determinacién de la enzima

tiopuril metil transferasa.@”)

-Mofetil de micofenolato (MMF).- Bloquea la biosintesis de purina via a través de la
inhibicion de la inosina monofosfato deshidrogenasa. Afecta selectivamente las
células B y células T.(28) Se considera un farmaco eficaz en el tratamiento de la DA
moderada a severa. La dosis varia de 0,5-3 gramos/dia. Su efecto inicia dentro de
4 a 8 semanas con buen perfil de seguridad a largo plazo. Entre sus efectos
secundarios frecuentes destacan los sintomas gastrointestinales. Los efectos

graves son excepcionales.

-Metotrexate.- Es un metabolito antifolato que bloquea la sintesis de ADN, ARN y
purinas. Afecta negativamente a la funcion de células T.%®) Dosis bajas de
metotrexate han demostrado eficacia en el tratamiento de la DA moderada a
severa principalmente en pacientes adultos. Se utiliza a dosis 10 a 25 mg por
semana. Entre los efectos secundarios comunes estan los digestivos, que mejoran
al cambiar la via de administracion, asi como la elevacion de enzimas hepaticas.
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-Corticoides orales.- Son el pilar del tratamiento de rescate de los brotes severos
de DA.@") En general, debe evitarse debido a los efectos adversos a corto y largo
plazo. Ademas, los ciclos cortos de corticosteroides orales pueden dar lugar a

erupciones atopicos.(?® Se considera tratamiento con nivel de evidencia IV.

Algunos pacientes con DA y prurito intenso pueden beneficiarse con el uso de

antihistaminicos por via oral.®

La fototerapia constituye un tratamiento de segunda linea en la DA. Se reserva
para casos con lesiones extensas o resistentes a los tratamientos tdpicos

habituales.®

Otras modalidades de tratamiento son interferon gamma, inhibidores orales de la
calcineurina y anticuerpos monoclonales anti IgE (Omalizumab) las cuales se

reservan para casos severos refractarios a los tratamientos anteriores. (@)

En un porcentaje importante de pacientes, el cuadro clinico no se encuentra
relacionado con alergias alimentarias, pero en aquellos pacientes con DA
moderada o grave que no responden al tratamiento habitual, el médico debe
considerar la posibilidad de que un alérgeno alimentario pueda actuar como factor

desencadenante del brote.®)
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2.2.- El microbioma de la piel

Una amplia variedad de bacterias y hongos se encuentran en la piel humana.
Desde una perspectiva simplificada, son sobre todo las caracteristicas fisicas y
quimicas de un area en particular de la piel las que determinan la biota
microbiana. En particular el grosor de la piel, el numero de pliegues asi como la
cantidad de anexos cutaneos (glandulas sudoriparas y sebaceas, foliculos pilosos
y su actividad) asi como diferencias en la produccion de hormonas sexuales tienen
un efecto sustancial en el microbioma piel. Por otro lado, las caracteristicas del
huésped como edad, género y factores inmunolégicos, ademas, tienen una
influencia en su composicion, por lo que la biota normal residente puede variar
significativamente en diferentes sitios del cuerpo. Ademas la ocupacién, los
factores ambientales, la ropa y el uso de antibidticos, cosméticos, jabones,
productos de cuidado personal topicos o sistémicos y humectantes también son

posibles factores que afectan a los microorganismos de la piel.(14:30)

La inmunidad del huésped influye en la microbiota de la piel y por el contrario, el
microbioma tiene un fuerte impacto en el desarrollo del sistema inmune del
huésped.('” Se sospecha que también, su desequilibrio, puede ser la causa de
ciertas enfermedades autoinmunes ademas de procesos infecciosos. A pesar de
los enormes avances en el campo, las interacciones entre el cuerpo humano y su

microbioma siguen siendo en gran parte desconocido.®"

El analisis de la unidad ribosomal de 16S del gen de ARN se utiliza como el

estandar para la identificacién bacteriana y clasificacién taxonémica bacteriana: el
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recuento de bacterias aerobias tomados de areas como axilas o pliegues
intertriginosos de los pies pueden llegar a 107 bacterias/cm?, mientras que la piel

seca en el antebrazo o en el tronco puede albergar 102 bacterias/cm?.(30)

Se ha mostrado que la piel esta ocupada por 19 phyla, pero se consideran cuatro
los predominantes: Actinobacteria (51.8%), Firmicutes (24.4%), Proteobacteria
(16.5%) y Bacteroidetes (6.3%).1431:32) Gracias al Human Microbiome Project
(HMP) se ha definido que la variabilidad entre individuos es alta, como es la
variabilidad temporal dentro del mismo individuo. Sin embargo, los tipos
dominantes de bacterias que residen en la piel parecen ser relativamente estables,
con tipos de bacterias menos abundantes que representan la variabilidad.®% En
individuos sanos los sitios mas constantes son el conducto auditivo externo,
pliegue inguinal, pliegue alar y narinas, mientras que hay una variacion
significativa en la segunda toma de muestras de la fosa poplitea, antebrazo volar y
nalga, lo que sugiere que la estabilidad longitudinal del microbioma de la piel
depende de la topografia. En general, los sitios contralaterales en el mismo
individuo son mas similares entre si que a un sitio correspondiente en otro
individuo.® La microbiota fungica en areas sebaceas tiende a ser menos diversa
que la bacteriana, dominadas por especies de Malassezia, especificamente M.
restricta y M. globosa. Ademas de Malassezia y Propionibacterium, las zonas

sebaceas de la piel permiten la colonizacion por acaros de la piel Demodex. (3%

20



2.3.- El microbioma de la piel en la dermatitis atopica

Las diferencias en la microbiota cutanea se cree que son atribuibles a las
diferencias en la condicion fisiolégica de la piel entre los pacientes con DA y
sujetos sanos. Por ejemplo, el pH de la piel puede cambiar la microbiota

cutanea.(

Los estudios actuales han demostrado que la DA puede, al menos en parte, tener
una etiologia microbiana subyacente. Existen algunos datos que los
microorganismos cutaneos pueden, contrariamente, tener un impacto en el

sistema inmunoldgico del huésped.(14.33:34)

La DA se produce a menudo en zonas caracteristicas de la piel tales como los
pliegues antecubitales y popliteos, o que podria explicarse en parte por las

diferencias en el microbioma de la piel.(%)

Queda por determinar si estas especificidades son impulsadas por la estructura de
la comunidad microbiana enddgena o so6lo es un epifendmeno debido a los
cambios secundarios, como por ejemplo cambios en la barrera de la piel en la DA
o factores inmunoldgicos. Sin embargo, los cambios caracteristicos en la
colonizacion microbiana han despertado un interés en el desarrollo de nuevos

métodos y tratamientos de diagnostico.('%)
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2.4.- Biota bacteriana de la piel en DA

En estudios recientes se ha producido una fuerte asociacion entre el
empeoramiento de la actividad de la enfermedad y la menor diversidad bacteriana
de la piel en ausencia de tratamiento. Se ha demostrado que después de la
terapia adecuada el microbioma cutaneo tiende a regenerarse. Los cambios en el
microbioma se han identificado principalmente en los sitios de predileccion de la
enfermedad, por ejemplo, pliegues o area facial, y se cree que son atribuibles a las
diferencias en la condicion fisiolégica de la piel entre los pacientes con DA y
sujetos sanos.(1432.35) En contraste, el tratamiento intermitente o activo asi como el
efecto de la terapia UV de banda estrecha se asocian con diversidad bacteriana

superior, (14.36.37)

Entre los microrganismos que se han relacionado en la fisiopatologia,
Staphylococcus epidermidis esta presente en la microbiota de la piel de individuos
sanos, mientras que S. aureus no lo esta.®® El nivel de colonizacién por S.
epidermidis disminuye gradualmente con el aumento de la gravedad AD.('*) En
contraste, en los pacientes con DA, el pH de la piel se desplaza hacia la

neutralidad, permitiendo que S. aureus crezca y exacerbe la DA.(114)
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2.5.- El microbioma fungico en DA

En el caso de la microbiota fungica, ésta tiende a ser menos diversas que la
bacteriana en areas sebaceas, dominados por especies de Malassezia,

especificamente M. restricta y M. globosa.®0

Los niveles de expresion de péptidos antimicrobianos también pueden afectar la
microbiota fungica. Los péptidos antimicrobianos conocidos como defensinas y
catelicidinas son deficientes en la piel de pacientes con DA, y por tanto la
microbiota fungica debe ser diferente entre pacientes con AD y los individuos

sanos.(1)

Son escasos los estudios en la bibliografia mundial que reportan la participacion
de la biota micética cutanea en la patogenia de la enfermedad. Tal es el caso del
estudio de Zhang et al. (2011) realizado en Japon, de 3647 clones del gen rRNA
fungico de muestras de escamas de pacientes con DA donde encontraron que
esta, ademas de ser diferente a la reportada comunmente en poblacién sana,
también difiere de acuerdo con la gravedad de la DA. Su analisis de secuencias de
ADN se realiz6 mediante tres categorias taxondmicas: microbiota de Malassezia,
microbiota de levaduras excluyendo Malassezia y microbiota fungica filamentosa.
En 1797 clones de pacientes con DA, 1215 (68.7%) pertenecian al género
Malassezia, 360 (19.9%) a correspondian al grupo de levaduras no Malassezia y

222 (12.3%) eran hongos filamentosos. 3%

De los 1850 clones de los sujetos sanos, la proporcién que pertenecen al género

Malassezia fue mayor que la de los pacientes con DA (1455 clones, 79.2%),
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mientras que la proporcion de clones que pertenecen a las levaduras no
Malassezia (247 clones, 12.8%) y hongos filamentosos (148 clones, 8.1%) fue

menor.®)

En relacion a los hongos filamentosos, se detectaron 5.2 £ 0.8 especies por caso
en los pacientes con DA y 4.3 £ 0.8 especies por caso en individuos sanos. Los
hongos filamentosos presentes en >1% del numero total de clones a partir de las
muestras de los pacientes incluyeron Alternaria alternata, Aureobasidium
pullulans, Cladosporium spp, y Toxicocladosporium irritans. Las dos ultimas
especies fueron unicas a los pacientes con DA, mientras que los dos primeros se

detectaron en ambos conjuntos de muestras.©9)

En ese mismo estudio, el andlisis de la microbiota de levaduras no Malassezia de
los pacientes con DA fue mas diversa que la de los individuos sanos. Ademas, el
numero de especies detectadas disminuyd con el aumento de la gravedad de la
DA (es decir, 16.3 £ 1,2 en los casos de actividad leve, 13.0 £ 0 a moderada y 9.7
*+ 1.5 en los casos graves graves). Las especies de levaduras que representaron
>1% del numero total de clones de las muestras de los pacientes fueron Candida
albicans, C. parapsilosis, Cryptococcus diffluens, C. liquefaciens, Trichosporon
asahii, Meyerozyma guilliermondii (nombre anamorfico, Candida guilliermondii),
Rhodotorula glutinis, y R. mucilaginosa, C. diffluens y C. liquefaciens eran
exclusivas de los pacientes con DA, mientras que C. parapsilosis, Meyerozyma
guilliermondii, R. glutinis, R. mucilaginosa y T. asahii se detectaron tanto en los

pacientes con DA y en personas sanas. (39
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2.6.- El hongo Malassezia

La levadura lipofilica de Malassezia es el hongo predominante en la piel
humana.(") Es un saprofito de la piel y se ha asociado con varias enfermedades
cutaneas, como pitiriasis versicolor, foliculitis, dermatitis seborreica, dermatitis

atopica, pustulosis cefalica neonatal y psoriasis.#%41)

Como las especies de Malassezia requieren lipidos para el crecimiento,
preferentemente colonizan areas seborreicas como la cabeza, la cara o el cuello,

en lugar de las extremidades o el tronco.(!"41)

La colonizacion de la piel por especies de Malassezia comienza durante las
primeras semanas de vida, alcanzando niveles del 30% al cabo de un mes.®#243)
Sin embargo, se ha reportado ausencia de colonizacidn en nifios recién nacidos a
término, sugiriéndose que no es probable la trasmision del hongo Malassezia
desde la madre al nifio durante el nacimiento.4 Investigaciones realizadas en
hospitales de Rochester y Phyladelphia demostraron una colonizacion de la piel
menor del 5% en los primeros tres meses de vida.®?4% En Tailandia se reporto
que el 47% de los nifios que tenian de 1 a 5 dias de nacidos estaban colonizados
con Malassezia furfur, sefalandose algunas diferencias entre la influencia de los
factores genéticos y ambientales en la colonizacién. Algunos datos apuntan que el
principal factor que contribuye en la colonizacion de la piel de los recién nacidos e
infantes son los ambientales.**) En nifios menores de 10 afios la colonizacion es
baja, pero durante la edad prepuberal y puberal, debido al aumento de la actividad

de las glandulas sebaceas, la colonizaciéon es mayor (80 al 90%) en la edad
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adulta.®® Afirmacion que contrasta con los resultados obtenidos por Gupta et al.
(2004), quienes reportan el mayor numero de aislamientos (93.3%) en el grupo

etario mayor de 60 afios de edad.“”)

Se estima que Malassezia spp puede aislarse del 90% de la piel de individuos
sanos. La colonizacién de estas levaduras parece estar influenciada por factores
raciales, sexuales y cambios estacidénales siendo mas aislada en épocas calidas y
humedas. Es posible que factores climatoldgicos jueguen un papel importante en
las especies de Malassezia presentes en la piel sana; por ejemplo, se ha senalado
que M. sympodialis es mas comun en climas frios y M. globosa en climas calidos
con locacion tropical.“® Estudios realizados en Espafia y Japdn reportan un
predominio de M. sympodialis en piel sana, mientras que en el Reino Unido M.
globosa, M. sympodialis y M. restricta son mas comunes en nifos y adultos,
observandose pocos aislamientos de M. furfur, sefialandose que esta especies es

muy frecuente en piel sana de individuos que habitan en areas tropicales.*%)

En individuos sanos, las especies de Malassezia varian de acuerdo a la region
corporal estudiada. De tronco se ha aislado M. sympodialis, M. globosa, M. furfury
M. slooffiae. En la piel cabelluda, ademas de estas especies, se ha aislado M.
restricta. En conducto auditivo externo se reportan M. restricta, M. globosa y M.
sympodialis, evidenciandose una alta diversidad de especies en individuos

sanos.(®0)
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La presencia de las especies de Malassezia también parece estar relacionada con
la edad. Gupta et al. (2004) senalan que M. furfur y M. globosa son la especie mas
aislada en nifios y adolescentes, M. sympodialis es la mas comun en adultos

sanos.*7)

Se ha estudiado la capacidad inmunomoduladora e invasiva de este organismo y
se demostr6 que modifica la sintesis de citocinas proinflamatorias e
inmunomoduladores al disminuir la IL-1, inhibir la IL-6 y el TNF y al aumentar la IL-
10 y el Factor de Crecimiento Transformante-1. La supresién de la respuesta

inflamatoria inducida por este hongo tiene un papel importante en la cronicidad.“?

2.6.1.- El hongo Malassezia y su papel en la dermatitis atépica

En contraste con S. aureus, especies de Malassezia colonizan ambos pacientes:
con DA e individuos sanos.("") Varios estudios epidemioldgicos se han llevado a
cabo durante la ultima década para dilucidar el papel de Malassezia como un
factor agravante en la DA.®Y El primero se llevd a cabo por Nakabayashi et al.
(Japdén, 2000) detectando a M. furfur en 21.4%, M. globosa en 14.3%, M.
sympodialis en 7.1% y M. slooffiae en 3.6% de las muestras de pacientes
japoneses con DA, respectivamente.®? Un estudio realizado en Suecia en 2005
produjo resultados similares.(®* Sin embargo, un estudio canadiense por Gupta et

al. (2001) informé que la especie predominante fue M. sympodialis y se detecté en
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el 51.3% de las muestras de los pacientes con DA.("41) Asi mismo, Sugita et al.
detectaron en todas las muestras a partir de pacientes con DA, fueron detectado el
nivel de colonizacién por M. restricta siendo aproximadamente 1.6 veces la de M.
globosa.®® Malassezia sympodialis fue la segunda especie predominante
(detectado en 58% de los casos) y M. dermatitis, M. furfur, M. obtusa, y M.
slooffiae se detectaron en menos de 30% de los casos. Estos resultados sugieren
que tanto M. globosa y M. restricta pueden exacerbar significativamente la

DA (11.54)

La microbiota de Malassezia spp. en la piel, también se asocia con la gravedad de
la DA.%4) Kaga et al.®®) encontraron que en 56 pacientes adultos con DA en cuello
y cabeza (21 con DA leve, 18 con DA moderada y 17 con DA grave) y 32
individuos sanos, el nivel de colonizacién por Malassezia fue casi idéntico entre los
pacientes con DA leve y moderada y los individuos sanos mientras que la
colonizacion por Malassezia en los casos de DA graves fue aproximadamente de
2 a 5 veces mas que en los pacientes con DA leve y moderada e individuos sanos.
M. globosa y M. restricta, representaron mas del 80% del total de la colonizacion
por Malassezia spp. en pacientes con DA de todos los niveles de gravedad, pero
sus proporciones difieren con severidad. En los casos leves y moderados, M.
restricta predominé sobre M. globosa (p < 0.05), mientras que las proporciones de
M. globosa y M. restricta eran casi idénticas (p > 0.05) en los pacientes

graves.(11.39)

28



Zhang et al. (2011) @9 en su andlisis de 3647 clones del gen rRNA flngico en
muestras de escamas de nueve pacientes con DA (3 leves, 3 moderadas y 3
casos graves) y 10 individuos sanos revel6 58 hongos y siete filotipos
desconocidos. Malassezia represento el 63 a 86 % de los clones identificados en
cada paciente. El numero de clones no tuvo relacién significativa con la gravedad
de la enfermedad, los casos leves, moderados y severos representaron el 67.8 +
2.2,70.7 £ 2.8 y 64.9 £ 1.8% de los clones, respectivamente. El estudio también
confirmd que tanto M. globosa y M. restricta fueron las especies predominantes
independientemente de la gravedad de la enfermedad con una tasa de deteccion
de 57.5 a 70.4% en todos los clones analizados. Sin embargo, la proporcion de M.
globosa con M. restricta en los casos leves y moderados (M. restricta/M. globosa:
3.1-3.4 en casos leves y 2.1 - 4.1 en los moderados) diferian de los casos graves

(1.1-1.4).011.39)

Anticuerpos IgE especificos contra Malassezia spp. estan presentes en el suero
de pacientes con DA mientras que no se encuentran en el suero de individuos
sanos.®) Muchos estudios han informado de anticuerpos IgE especificos contra
Malassezia en pacientes con DA.(157) Kato et al.®”) (2006) cuantificaron los
anticuerpos IgE especificos contra las proteinas solubles de ocho especies de
Malassezia en muestras de suero de pacientes con DA. El nivel de IgE especifica
para M. restricta fue mayor que con otras especies de Malassezia (M. Dermatis,
M. furfur, M. globosa, M. obtusa, M. pachydermatis, M. slooffiae y M.

sympodialis).("")
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Los mecanismos precisos por los cuales la colonizacion por Malassezia induce la
produccion de anticuerpos IgE y las cascadas inflamatorias que llevan a la DA no
estan claros. La presencia de anticuerpos IgE se ha implicado en la produccion de
citoquinas de tipo Th2, la diferenciacién de las células cebadas y el crecimiento, la
migracion y la activacion de los eosindfilos.('") Un estudio reciente ha demostrado
que los queratinocitos secretan varias citoquinas de tipo Th2 que son criticos en la
patogénesis de la DA.(%®) La secrecion de citocinas por el analisis de perfiles de
matriz de anticuerpos ha revelado que M. globosa y M. restricta inducen la
secrecion de citoquinas distintas de tipo Th2 por los queratinocitos humanos: M.
globosa induce la secrecién de IL-5, IL-10 e IL-13 mientras que M. restricta induce
la secrecion de IL-4. Estos resultados han sido confirmados por el analisis de
microarreglos de cDNA mostrando que M. globosa y M. restricta incrementan la

transcripcion de los genes de IL-5 e IL-4, respectivamente, en los queratinocitos.

Estas observaciones proporcionan evidencia de una posible relacion entre la
colonizacion por Malassezia y el incremento en la produccion de IgE en la DA. Se
ha observado una correlacion significativa entre el nivel de anticuerpos IgE
especificos de Malassezia y los criterios de gravedad clinica. La IgE total ha

mostrado solo una ligera correlacion con criterios de gravedad.(!)

Otra conexion importante entre la colonizacion por Malassezia spp. y la DA se
relaciona con el aumento de la secrecidén del factor estimulante de colonias de
granulocitos y macrofagos (GM-CSF) y de citocinas de atraccién de células T
(CTACK) por los queratinocitos.®® Malassezia globosa es capaz de estimular los
queratinocitos para secretar GM-CSF, que contribuye principalmente al
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mantenimiento del proceso inflamatorio cronico en la DA mediante la mejora de la
capacidad presentadora de antigeno por las células de Langerhans y células
dendriticas. Malassezia restricta induce la secrecion de CTACK por los
queratinocitos; CTACK atrae selectivamente las células T de memoria a sitios

inflamatorios y esta aumentada en pacientes con DA.('"

Clemmensen y Hjorth (1983), demostraron que el ketoconazol oral es eficaz en
pacientes adultos con DA de cabeza y cuellos (HANAD, head and neck atopic
dermatitis) con pruebas de prick positivas para Malassezia. Un numero de
estudios también se han realizado con itraconazol.("V (Svejgaard et al. 2004)
observando una mejora significativa en el SCORAD de la zona de la cabeza y el
cuello en los grupos con 400 y 200 mg de itraconazol diario. Asi como también
una mejora significativa en el SCORAD de la zona de la cabeza y el cuello con

itraconazol 200 mg en comparacion con placebo.(!"
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2.7.- Otros hongos relacionados a la dermatitis atépica

Especies de Candida pueden desempefar un papel importante en la patogénesis
de la DA a través de la estimulacion del sistema inmune humoral. Algunos
investigadores han informado que el aumento de la severidad de la dermatitis
atépica se asocia con la produccion de anticuerpos especificos vs. Candida
albicans. En el estudio de Matsumura et al., el nivel de anticuerpo IgE contra
Candida albicans en pacientes con DA fue significativamente mayor que en los
controles. En el estudio Faergemann, pacientes pediatricos y pacientes con DA
severa tenian mayor nivel de anticuerpos IgE contra Candida albicans que

aquellos con enfermedad leve y controles.(®%)
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ll. JUSTIFICACION

La biota micdtica cutanea en pacientes con DA varia en relacion a la de individuos
sanos. Esta constituida principalmente por diversas levaduras y hongos
filamentosos, aunque predominan las levaduras del género Malassezia
(principalmente M. globosa y M. restricta). Otros autores han encontrado que esta

disbiosis es capaz de influir en la evolucion clinica de DA.

Son escasos los estudios en la bibliografia mundial que describen especificamente

las caracteristicas de la biota micética cutanea en los pacientes con DA.

Debido a que se trata de un motivo de consulta comun en la poblacion mexicana,
seria importante identificar la biota micotica cutanea en la DA en busqueda de
nuevas dianas terapéuticas en nuestra poblacion que podrian mejorar la atencién

y calidad de vida de los pacientes con esta enfermedad.

En México, no se cuenta con datos descriptivos acerca del tema por lo que es
conveniente conocer las caracteristicas de la misma en nuestra poblacion ya que

las condiciones sociodemograficas varian en relacion a otros paises.

IV. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ En nuestra poblacién, los pacientes con DA expresan una biota micética cutanea

diferente a la de la poblacion sana?
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V. HIPOTESIS

La biota micética cutanea de los pacientes con DA severa se encuentra alterada y

es abundante en especies oportunistas y/o patégenas.

VI. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.:

e |dentificar la biota micética cutanea en pacientes con dermatitis atépica
severa del Servicio de Dermatologia y Micologia del Hospital de

Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

¢ |dentificar la biota micética cutanea de la topografia habitualmente afectada
por DA.

e Identificar la biota micética cutanea de las areas habitualmente afectadas
por DA en pacientes controles sanos.

e Correlacionar la biota micética cutanea con la actividad clinica del cuadro
de DA.

e Correlacionar la biota micética cutanea con el tipo de tratamiento y

comorbilidad en los pacientes con DA.
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VIl. PACIENTES, MATERIALES Y METODOS
1.- TIPO DE ESTUDIO:

Encuesta transversal.
2.- UNIVERSO DE TRABAJO:

Pacientes que acudieron a la consulta al Servicio de Dermatologia y
Micologia del Hospital de Especialidades del CMN SXXI, con diagndstico de
dermatitis atopica y personas sin antecedentes personales de dermatosis

y/o atopia que acudieron al Hospital de Especialidades del CMN SXXI.

3.- DEFINICION DE VARIABLES:

Variable demografica Edad
Sexo
Peso
Talla

indice de masa corporal

Variable independiente Dermatitis atopica

Variable dependiente Biota micética cutanea

Otras variables Comorbilidad: diabetes mellitus, hipertension
arterial, asma, rinitis, dislipidemia y depresién

*Descripcién detallada de cada variable ver anexo 7.
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4.- SELECCION DE LA MUESTRA:

Se incluyeron a todos los pacientes con diagndstico de dermatitis atdpica que
acudieron al Servicio de Dermatologia y Micologia del Hospital de Especialidades
del CMN SXXI y personas sin antecedentes personales de dermatosis y/o atopia

que acudieron al Hospital de Especialidades del CMN SXXI.

5.- CRITERIOS DE SELECCION:

Criterios de inclusion:

a) Mayores de 16 anos.

b) Pacientes con diagnéstico de DA severa atendidos en el Servicio de

Dermatologia y Micologia del HE CMN SXXI.

c) Sujetos sanos sin antecedentes personales o familiares de DA y sin

lesiones cutaneas.

Criterios de no inclusion:

a) Pacientes que no acepten participar en el estudio.

Cada participante firmé una carta de consentimiento informado de acuerdo a su

condicion de participante en el estudio. (Ver anexos 4-6)
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6.- PROCEDIMIENTOS:

Se formaron 2 grupos de trabajo: pacientes con diagnéstico de DA, atendidos en
el Servicio de Dermatologia y Micologia del Hospital de Especialidades del CMN
SXXI y un grupo control sano pareado con el grupo de pacientes por edad vy

geénero, en quienes se analizé la biota micotica cutanea.

De todos los sujetos de ambos grupos, se llen6é 1 formato de registro (Anexos 2 y
3) que incluyé datos demograficos como edad, sexo, comorbilidad (HAS, DM,
dislipidemia y obesidad). En el caso del grupo de pacientes, se recabd ademas,

tratamiento actual, severidad del prurito, puntuacion SCORAD.

De todos los sujetos en estudio, se recolecté muestras de escamas de piel de 5
zonas preestablecidas: cuello, pliegues antecubitales (2) y popliteos (2) y en los
pacientes con DA se tomaron muestras extras de aquellas regiones con evidencia

clinica de actividad.

Se obtuvieron dos tipos de muestras:

1) Por raspado directo de la piel en forma superficial con ayuda de un bisturi
mellado al fuego, las cuales fueron sembradas en agar dextrosa Sabouraud
(ADS) simple, ADS adicionado con antibiotico, agar Sabouraud con aceite de
oliva y agar Dixon y se cultivaron a 28 y 37 grados centigrados. Los cultivos se

reportaron como negativos, posterior a los 14 dias.
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2) Por técnica de impronta con cinta adhesiva transparente.®9 (la cual consiste en
el contacto directo con la piel de un segmento de 5-7 cm de longitud de cinta
adhesiva transparente) para su observacion bajo microscopio optico a 1000x,
mediante examen directo, preparada con tinta azul de metileno 1%, observando

un total de 25 campos de cada muestra obtenida.

7.- ANALISIS ESTADISTICO:

Se realizé un analisis de frecuencias de la especie identificada en la biota micética
cutanea y su distribucién. Ademas se ajustd su asociacion con sexo, edad y otras

variables obtenidas en la captacion de datos mediante un analisis de ANCOVA.

Se aceptd el valor de p < 0.05 como significativo. El analisis se realizé con el

programa SPSS 20.
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VIIl.- RECURSOS

RECURSOS HUMANOS

Un meédico adscrito al Servicio de Dermatologia y Micologia Médica del Hospital
de Especialidades, CMN SXXI, un médico investigador adscrito al Laboratorio de
Investigacion Médica en Dermatologia y Micologia, un médico residente de quinto
afno de Dermatologia y personal del laboratorio de Micologia Médica del mismo

hospital.

MATERIALES Y EQUIPO

Muestras de escamas de piel, un microscopio Optico, material de laboratorio,

computadora y material de oficina.

RECURSOS FisICOS

Instalaciones de la consulta externa del Servicio de Dermatologia y Micologia
Médica y del Laboratorio de Micologia Médica del Hospital de Especialidades,

CMN SXXI.

RECURSOS FINANCIEROS

El estudio se llevara a cabo con los recursos propios de los investigadores y de la

institucién. Los investigadores declaran que no existe ningun conflicto de interés.
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IX. RESULTADOS

En el periodo comprendido entre febrero y mayo de 2016, se analizaron un total de
24 pacientes con diagnodstico de dermatitis atopica atendidos en el Servicio de
Dermatologia y Micologia Médica del Hospital de Especialidades del CMN SXXI,
IMSS, los cuales correspondieron a 14 hombres y 10 mujeres (58.33 % y 41.66 %,
respectivamente), con una media de edad de 42.92 anos (47.5 £ 29.5 en hombres
y 54 £ 13 en mujeres). La media de talla fue de 1.62 m (DE % 0.13) y el promedio

de IMC de 26.66 (DE + 7.28) (Ver tabla 1).

Se analizaron ademas 24 sujetos sanos y sin antecedentes de dermatitis atopica

con caracteristicas de sexo y edad similares al grupo problema quienes se

consideraron grupo control.

Tabla 1.- Caracteristicas demograficas de la poblacion estudiada.

DERMATITIS
VARIABLE ATOPICA S NMRIoIL
n= 24 (%) n= 24 (%)
Sexo

Femenino 10 (41 6) 10 (41 6) Na

Masculino 14 (583) 14 (583) Na
Edad (anos)

%+ DE 42.92 £14.42  42.92 £14.42)  0.953
Peso (kg) x £ DE 69.6 £ 22.8 -
Talla (m) % + DE 1.62£0.13 -
IMC (kg/m?) ¥ + DE  26.66 + 7.28 -

IMC: indice de masa corporal
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La depresion y la dislipidemia son las enfermedades concomitantes mas
frecuentes (45 y 41 %, respectivamente). Ademas 4 pacientes presentaron

hipertension, 3 diabetes mellitus y 3 obesidad.

La frecuencia de comorbilidad entre ambos grupos fue estadisticamente diferente

(p< 0.0005) (Ver tabla 2).

La distribucién de los pacientes por severidad de la enfermedad fue: DA leve:

37.5% (n=9), DA moderada 41.66 % (n=10) y DA severa 20.83 % (n=5).

Tabla 2.- Comorbilidad en la poblacién de estudio.

DERMATITS
COMORBILIDAD ATOPICA sl el D
n=24
n= 24

Hipertension, n (%) 4 (16.6) 1(4.16) 0.184
Diabetes, n (%) 3(12.5) 0 (0) 0.0005
Dislipidemia, n (%) 10 (41.6) 0 (0) 0.0005

Hipercolesterolemia 8 (33.3) 0 (0) 0.0005

Hipertrigliceridemia 3 (12.5) 0 (0) 0.0005
Obesidad, n (%) 3(12.5) 0 (0) 0.0005
Depresion, n (%) 11 (45.8) 0 (0) 0.0005
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El asma bronquial y la rinitis alérgica se presentaron en 9 y 10 pacientes (37 % y

41 %, respectivamente).

La azatioprina y mofetil de micofenolato fueron los medicamentos mas empleados
en el tratamiento de la dermatitis atopica (45.8 % y 27.1 %, respectivamente) y
fueron empleados como monoterapia. Entre los tratamientos combinados el
esquema mas empleado fue prednisona mas mofetil de micofenolato en 16.66 %

(n=4) seguido de prednisona mas azatioprina en 12.5 % (n=3).

En 4 pacientes se utilizaron otros farmacos como ciclosporina (n=1), metotrexate

(n=2) y talidomida (n=1) (Ver tabla 3).
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dermatitis atopica.

Tabla 3.- Proporcion de enfermedades atopicas y tipo de tratamiento en pacientes con

DERMATITIS
VARIABLE ATOPICA
n = 24 (%)
Atopia, n (%)
Asma 9 (37.5)
Rinitis alérgica 10 (41.6)
Tratamiento tépico, n (%)
Esteroide tépico 7 (29.16)
Emoliente 2 (8.33)
Tratamiento sistémico, n (%)
Azatioprina 11 (45.8)
PDN + AZA 3 (12.5)
Mofetil de micofenolato 7(27.1)
PDN + MMF 4 (16.66)
Ciclosporina 1(4.1)
PDN + Cs 1(4.16)
Metotrexate 2 (8.3)
PDN + MTX 2 (8.33)
Talidomida 1(4.1)
PDN + Talidomida 0(0)
Sistémico + Tépico 7 (29.16)
SCORAD
(%) 23.2

PDN: prednisona, AZA: azatioprina, MMF: mofetil de micofenolato, MTX:
metotrexate, SCORAD: indice de severidad en dermatitis atépica.
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De ambos grupos de estudio se tomaron en total 5 cintas adhesivas por técnica de
impronta de la piel de las siguientes topografias: cuello, pliegues antecubitales
derecho e izquierdo y pliegues popliteos derecho e izquierdo. Cada muestra fue
procesada con tincion de azul de metileno y analizada posteriormente al
microscopio Optico hasta 1000x. Se observo un total de 25 campos de cada cinta

en busca de estructuras fungicas como levaduras y/o filamentos.

Se logro identificar estructuras morfolégicamente compatibles con Malassezia spp.
en todas las muestras. Solo en 3 muestras (2 pacientes y un sujeto sano) se
identificd otro tipo de microorganismos correspondientes a filamentos en escasa

cantidad.

Al realizar la comparacion entre sexo y cantidad total de levaduras se encontro
diferencia significativa entre sexos iguales, en ambos grupos (pacientes y sujetos
sanos), obteniendo un valor de p < 0.001 en entre los grupos de hombres y p <

0.04 para las mujeres.

Asi mismo se observd una diferencia en la cantidad de levaduras entre sexos

(hombres vs. mujeres) en ambos grupos (p= < 0.05).
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El numero total de levaduras fue mayor en los hombres en ambos grupos vy los
pacientes con DA presentaron una mayor cantidad en ambos sexos comparado

con el grupo control (Ver grafica 1).

Grafica 1.- Relacién entre sexo y cantidad de levaduras por

grupos de estudio.
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H: Hombres, M: Mujeres. El valor de p < 0.05 expresa diferencia

estadistica entre grupos de pacientes.
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En forma general, la cantidad de levaduras no presento diferencia entre ambos
grupos distribuidos por grupos etarios (p=0.847). Sin embargo, los pacientes de
40-59 anos (D2) presentaron la mayor cantidad de levaduras y contrasta
significativamente con sujetos sanos el mismo grupo de edad (p= 0.015) (Ver

grafica 2).

Asi mismo, en el resto de los grupos, a pesar de que los sujetos sanos
presentaron un numero menor de levaduras, estadisticamente no fueron diferentes

contra los pacientes (p < 0.099, p < 0.262)

Grafica 2.- Relacién entre edad y cantidad de levaduras

en el estudio.

p<0.847
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Grupos Etarios

C1: sujetos sanos de 18 a 39 afios D1: pacientes de 18 a 39 afios
C2: sujetos sanos de 40 a 59 afios D2: pacientes de 40 a 59 afios
C3: sujetos sanos > 60 afios D3: pacientes > 60 afios

El valor de p < 0.05 expresa diferencia estadistica
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En el estudio se identificaron levaduras de tipo Malassezia spp. encontrandose en
pacientes con dermatitis atopica la mayor cantidad a nivel de pliegue popliteo
izquierdo y en menor cantidad en pliegue antecubital izquierdo (k= 28.7 vs. 8.2)
(Ver grafica 3). De igual forma, en el grupo control se identificaron solo levaduras
de tipo Malassezia spp. siendo mas abundantes en pliegue popliteo derecho y

menos abundante en pliegue popliteo izquierdo (x= 6.95 vs. 3.33) (ver grafica 4).

A 9 pacientes con diagnostico de dermatitis atopica y presencia de lesiones
eccematosas en otra topografia, se les tomaron muestras adicionales por técnica

de impronta no encontrando diferencia en la cantidad de levaduras.

Grafica 3.- Cantidad de levaduras de Malassezia spp.. en diferentes topografias

en pacientes con dermatitis atépica.

(n=24)
(X=28.7)
(X=16.7)
(X=8.2)

(X=13.91)

(X=16.04)

X = media o promedio
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Grafica 4.- Cantidad de levaduras de Malassezia spp. en diferentes

topografias en individuos sanos.

(X=3.33)

(X=6.95)
(X=6.91)

(X=6.16)

(X=5.87)

X = media o promedio
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La comparaciéon entre ambos grupos resultd con diferencia significativa

(p= 0.0023, ANOVA) (Ver grafica 5).

Grafica 5.- Cantidad total de levaduras de Malassezia spp. en ambos grupos de

estudio.
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La grafica representa el numero total de levaduras en pacientes con dermatitis atépica y controles.
p <0.002
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La cantidad total de levaduras no se correlacion6 directamente con el grado de
severidad de dermatitis atépica (SCORAD), observando cantidades variables en

diferentes grados de SCORAD (Ver grafica 6).

Grafica 6.- Relacion entre cantidad de levaduras y severidad

de la enfermedad.
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SCORAD: indice de severidad en dermatitis atdpica.
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Asi mismo, segun diferentes areas corporales, no se observé una relacién directa entre la

cantidad de levaduras y severidad de la dermatosis (ver gréaficas 7, 8 y 9).

Grafica 7.- Relacién entre severidad de la enfermedad y cantidad de

levaduras en cuello, en pacientes con dermatitis atopica.
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SCORAD: indice de severidad en dermatitis atdpica.
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La cantidad de levaduras fue variable en diferentes grados de severidad en
pliegues antecubitales encontrandose grandes cantidades en pacientes con
severidad leve y escasas levaduras en pacientes con un grado de severidad

mayor (Ver grafica 8).

Grafica 8.- Relacion entre severidad de la enfermedad y cantidad de

levaduras en pliegues antecubitales, en pacientes con dermatitis atdpica.
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SCORAD: indice de severidad en dermatitis atépica.
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De forma similar, en la regién de pliegues popliteos, los resultados variaron

(Ver grafica 9).

Grafica 9.- Relacién entre severidad de la enfermedad y cantidad de levaduras

en pliegues popliteos, en pacientes con dermatitis atdpica.
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SCORAD: indice de severidad en dermatitis atépica.
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21 pacientes cursaron con prurito, de los cuales, en 12 de ellos fue de intensidad
moderada a severa (EVA > 5). El prurito no se correlacioné con el numero total de

levaduras segun se muestra en la grafica 10.

Grafica 10.- Relacioén entre cantidad de levaduras e intensidad del prurito
(EVA).
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EVA: Escala visual analoga.
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En relacidon a la modalidad de tratamiento se buscé relacion entre el tratamiento
recibido y la cantidad de levaduras encontradas; la prueba arrojé diferencias
significativas entre todos los grupos (p < 0.0001, ANOVA) ademas de diferencias
individuales entre los diversos tratamientos. Los pacientes con esteroide sistémico
(prednisona) mostraron diferencia resaltable con ciclosporina y talidomida. Los
pacientes con prednisona y azatioprina presentaron el promedio mayor de

levaduras, con valores similares (ver grafica 11).

Grafica 11.- Medicamento y numero total de levaduras.
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PDN: prednisona, MTX: metotrexate, CYA: ciclosporina, MMF: mofetil de micofenolato,

AZA: azatioprina.
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En 8 pacientes (33.33 %) con presencia de escamas de piel y/o ufias se realizo
estudio directo y cultivo micologico; en las escamas de piel (n=6) el resultado fue
negativo para todos los cultivos y, en uias (n=2), hubo crecimiento de Rhodotorula

spp. en uno de ellos (ver grafica 12).

GRAFICA 12.- DISTRIBUCION DE ESTUDIOS MICOLOGICOS REALIZADOS.

n=24 Rhodotorula spp.
5 4% 4%
n=1n=1
L Cultivo
25 %
n=6
Examen
directo
66%
n=16

Examenes directos realizados n=24. Cultivos realizados n= 8. Cultivos de escamas de piel n= 6.

Cultivos de escamas de ufias n= 2.
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X. DISCUSION

La dermatitis atopica es una enfermedad de naturaleza inflamatoria, de evolucion
cronica, pruriginosa, usualmente asociada a manifestaciones de atopia en otros

organos. ")

Es la enfermedad dermatolégica mas comun en la infancia. En el 90% de los
casos la edad de inicio es antes de los 7 afios y cerca del 2 al 60% persiste en la
edad adulta. Segun la bibliografia existente, de los pacientes adultos con DA, en
cerca de un tercio, la enfermedad aparecié por primera vez en la edad adulta.®®) En

el 25% de nuestra poblacion, el inicio de la enfermedad fue en la edad adulta.

En la actualidad existen discrepancias acerca de si la enfermedad tienen
predominio de un sexo. En poblacion adulta se ha descrito prevalencia en el sexo
femenino.2 En nuestra poblacion encontramos mayor prevalencia en hombres
(58%), contrario a lo descrito por Orfali et. al. y Silverberg et. al. en sus estudios,
donde hubo predominio en las mujeres.263) Asi mismo, no se ha reportado el

sexo como un factor prondstico de severidad.(®3)

En bibliografias previas, no se ha detallado la prevalencia de comorbilidad en la
dermatitis atopica y/o relacion con la severidad; en nuestro estudio no se logré
identificar una relacion con alguna de las enfermedades concomitantes (HAS, DM
y dislipidemia) ya que se encontraron distintos valores de severidad en cada
variable sin identificar una tendencia. Sin embargo ha sido reportado que la

obesidad incrementa el riesgo de algunos trastornos de atopia como el asma,
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especialmente en la presentacion en adultos®¥); dato que no comprobamos en

esta serie.

De los pocos estudios que utilizan muestras de adultos, se ha informado que los
pacientes con DA tienen mayores niveles de depresion y ansiedad que los
controles.?324 Sin embargo, estos estudios tienen limitaciones como muestras de
pequeno tamano, falta de control de los factores de confusidén potenciales o0 no
teniendo en cuenta la gravedad de la DA.®% En una serie de 120 personas en
Korea, se reporté que la proporcion de individuos con al menos 1 tipo de alteracion
psicolégica fue mayor en la poblacion de DA que en la poblacién sana. Depresion
(12%), ansiedad (10%) y somatizacion (12.6%) fueron mas frecuentes en los
individuos con enfermedad moderada a severa.(®® Mina et al reportaron que las
muijeres tienen significativamente mas ansiedad y depresion que en hombres®9),

contrario a lo encontrado en nuestra poblacion (54.5 vs. 45.5%)

El riesgo de otras enfermedades atdpicas, principalmente asma vy rinitis alérgica,
se incrementa marcadamente en nifios con dermatitis atopica.?® Un nifio con
dermatitis atdépica moderada a severa tiene un riesgo del 14.2% al 52.5% de
desarrollar asma, ya sea simultanea o posteriormente en la vida, mientras que el
riesgo de desarrollar rinitis alérgica es tanto como el 75%.2%2") Silverberg y Hanifin
reportaron una prevalencia de 12.7% de asma y 7.8% de rinitis alérgica en
poblacion adulta estadounidense.®2 Por otro lado, en una serie de 80 pacientes
adultos, se encontr6 que 71 presentaron asociacion con enfermedades
respiratorias: 22.5% presentaron asma, rinitis en 21.25% y 45% tuvieron ambas
condiciones.®3 Bannister y Freeman reportaron prevalencias de 18%, 28% y 23%,
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respectivamente.®®) Nosotros hemos descrito valores aun superiores ya que el
asma bronquial y la rinitis alérgica se presentaron en 37% y 41% de nuestra

poblacion, respectivamente; ambas condiciones se presentaron en el 29.1%.

La distribucion por severidad de nuestra poblacidn es similar a la reportada en
otras series de adultos, donde el mayor porcentaje corresponde a casos de

severidad moderada.®3

Ademas de los diversos tratamientos topicos disponibles como primera linea de
manejo en la dermatitis atopica, existen farmacos inmunosupresores sistémicos
utilizados en los casos severos y refractarios, dentro de los que destacan
principalmente los inmunomoduladores como ciclosporina y azatioprina con nivel
de evidencia A, metotrexate y esteroides sistémicos con nivel de evidencia B, y
mofetil de micofenolato.®”) En nuestra poblacion el 91.6% de los pacientes se
encontrd bajo tratamiento sistémico con alguno de estos agentes (en monoterapia
o en combinacién) al momento del estudio. La azatioprina y mofetil de

micofenolato fueron los medicamentos mas empleados.

La fisiopatogenia bacteriana en la DA ha sido ampliamente investigada. En el caso
del hongo Malassezia, se cree que es un factor agravante en dermatitis atdpica
porque los anticuerpos IgE especificos contra Malassezia estan presentes en el
suero de los pacientes y la terapia antifungica puede mejorar su sintomatologia

disminuyendo el grado de colonizacion por Malassezia spp.(3%-68)

A diferencia de estudios previos que se han centrado en su identificacion en

topografias seborreicas (ya que son organismos lipofilicos)(39:51.56.69-72) "en nuestro
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estudio la intencidn fue identificar la biota micotica cutanea en topografia habitual

de la dermatitis atopica y en sitios de lesiones activas.

La morfologia de las células de levaduras de Malassezia es facil de observar en el
examen micolégico directo con hidréxido de potasio, tinta Parker azul o negra
permanente, solucién de Albert, azul de metileno (1%) o blanco de calcofltor.(374)
Segun diversos autores, el cultivo no parece ser el método mas fiable y adecuado
para su analisis.(1"%®) a probabilidad de aislamiento se encuentra en relacion con
la cantidad del in6culo sembrado. En nuestro estudio, en los casos que
permitieron la recoleccion de escama, las muestras se recogieron mediante un
método reconocido previamente (impronta con cinta adhesiva) y se incubaron en
medios especificos (ADS simple y ADS adicionado con antibiético, ADS con aceite
de oliva y Agar Dixon) a 28 y 37° C. La literatura recomienda dos medios, Dixon y
Leeming y Notman los cuales ofrecen los mejores resultados en cuanto a
aislamientos.“® Sin embargo, se reconoce que los métodos de cultivo
dependiente no pueden proporcionar resultados precisos y fiables para Malassezia
spp. Para evitar esta dificultad Sugita et al. (2001) desarrollaron el primer método
de analisis molecular para Malassezia en el que el que se analiza la muestra por
PCR de tiempo real con deteccion especifica por PCR con un cebador especifico
de la especie o un método de clon de rRNA.®% En el medio de los autores, este
tipo de procesamiento representa una dificultad ya que no se cuenta con la
infraestructura para realizar este tipo de procesamientos lo cual limita los

hallazgos encontrados.
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Las levaduras del género Malassezia son consideradas parte de la biota normal de
piel de humanos y otros vertebrados.(®’ Se estima que Malassezia spp. puede
aislarse del 90% de la piel de individuos sanos (90% en adultos y 36.3% en
nifios).®® Cabe mencionar que en esta investigacion se logré la visualizacion de
levaduras en el 100 % de nuestros controles, cifra superior a la reportada por

estudios previos en cuanto a aislamientos y examenes directos.

Muchos investigadores han evaluado la colonizacién de la piel sana por
Malassezia spp. y su relacion con el sexo encontrando diferentes resultados. En
un trabajo realizado en Bosnia y Herzegovina’® en 20 hombres y 20 mujeres,
reportaron resultados no significativos entre ambos. Igualmente en Canada®“’), la
colonizacion fue similar para uno u otro sexo. Marcon et al. (1992) no encontrd
correlacion con el sexo y el aislamiento de Malassezia spp.“#4) En el presente
estudio se encontré una mayor colonizacion por levaduras en el sexo masculino,
en ambos grupos, con significancia estadistica. En Venezuela Rodriguez (1999),
obtuvo un predominio significativo en el sexo masculino, no obstante esta

superioridad fue encontrada en nifios en edad escolar.(®)

Se ha descrito que la colonizacién de la piel por especies de Malassezia comienza
durante las primeras semanas de vida. Asi mismo se ha sefialado que en la edad
senil la respuesta inmunitaria especifica y no especifica a estas levaduras
disminuye, lo que podria estar influyendo en la alta colonizacion de Malassezia
spp.”) Gupta et al. (2004) encontraron que el mayor nimero de aislamientos
(93,3%) se presentd en el grupo etario mayor de 60 afios de edad.“”) Por otro
lado, Tarazooie et al.”® y Guého et al.’® han sugerido un descenso en la
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colonizacion a medida que se incrementa la edad, dato que concuerda con los
hallazgos hechos por nuestro estudio donde se aprecia una clara disminucion en
el numero de levaduras cuantificadas en personas de mayor edad en ambos

grupos estudiados.

En el presente estudio, para el analisis de los datos se prefiridé agrupar la cantidad
de levaduras encontradas en cada paciente ya que se ha visto que la diversidad
en la composicidén del microbioma entre los sitios del cuerpo es mayor de lo que es
entre los individuos. No obstante representa una limitante puesto que, en la
bibliografia existente, los resultados reportados se basan s6lo en los aislamientos
microbiolégicos, aunque se hayan realizado también examenes directos de las
muestras. En el estudio de Gupta et al.*® se encontré significancia estadistica
entre la biota micética de sujetos sanos y pacientes con dermatitis atopica, siendo
mas abundante en cantidad en la primera sin embargo, nosotros hemos

encontrado mayor cantidad de levaduras en la poblacion enferma (p<0.05).

Tampoco encontramos relacion en la cantidad de levaduras cuantificadas de piel
con y sin lesiones activas, hallazgo similar al estudio de Gupta et al. en donde la

mayoria de los aislamientos se realizaron en piel no lesional.“"

En cuanto a la no-relacién entre la cantidad de levaduras y la severidad de la
enfermedad (medida en SCORAD), este hallazgo se puede transpolar hacia
estudios previos donde el numero de clones identificados tampoco ha mostrado
relacion significativa con la gravedad de la enfermedad.“8) A este respecto,

nosotros reportamos que el caso No. 14 presenté 642 levaduras en el total de

62



todas sus muestras teniendo el SCORAD mas alto entre los pacientes (SCORAD
56), dato que no muestra relacién con otro caso en nuestra misma serie que
presentd 44 levaduras con un SCORAD de 53.5 (paciente No.18) y un paciente
(No. 11) con SCORAD de 0 y un total de levaduras de 69 (Ver anexo 1). Lo
anterior contrasta con el reporte de Aguilera y cols.®® donde se encontrd
correlacion entre el grado de severidad de la enfermedad y la colonizacion por
Malassezia spp., donde de 7 pacientes con DA y examen directo positivo, 3
(37.7%) se ubicaban en el grado 2 de la Evaluacién Global del Investigador y 4 se
encontraron en grados de moderado a muy severo. Asi mismo, Kaga et al. (2011)
encontraron que el nivel de colonizaciéon por Malassezia spp. fue casi idéntico
entre los pacientes con DA leve y moderada y los individuos sanos mientras que la
colonizacion en los casos de DA graves fue aproximadamente de 2 a 5 veces mas

que en los pacientes con DA leve y moderada e individuos sanos. (%%

El prurito es el sintoma mas constante e incapacitante en la dermatitis atépica.('”)
Hasta el momento no existen series que relacionen la presencia y/o intensidad de
éste con la presencia de levaduras. En nuestra investigacion, el prurito no
correlacioné con la colonizacion o el numero total de levaduras presentes en cada

topografia.

Se tiene conocimiento que la inmunosupresion celular y humoral es una condicién
que facilita la replicacion de los hongos.(’”) Nosotros reportamos que la mayor
cantidad de levaduras se presentd en los pacientes en tratamiento con prednisona
y azatioprina. Por otro lado, la menor cantidad de estructuras fungicas se presenté
en el grupo bajo tratamiento con ciclosporina y talidomida, hallazgo que concuerda
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con lo descrito por Cruz et al. quienes refieren que farmacos inmunosupresores
como la ciclosporina y los inhibidores de la calcineurina también son téxicos para

algunos hongos.

En relacién a la ausencia de cultivos positivos en el presente estudio, este hecho
puede estar relacionado con la relativamente escasa presencia de levaduras en
las muestras sembradas. Ademas la poblacion de nuestro medio pertenece al
sector de la poblacion econdmicamente activa, quienes cuentan con un nivel
sociocultural medio-bajo y en el cual se suelen tener habitos higiénicos
adecuados. Nakabayashi et al, en su estudio de 17 pacientes con dermatitis
atopica, reportaron cultivos negativos en 46% de muestras de piel con lesiones
activas y 33% de piel no afectada en pacientes con dermatitis atopica.(%?) El
estudio de Aguilera y colaboradores realizado en poblacion infantil mexicana es el
unico que reporta el resultado de los estudios micoldgicos directos. Este estudio
se realizé en pacientes con diagnéstico de dermatitis atopica y controles sanos,
donde, de las 180 muestras, 10 fueron positivas para Malassezia spp. al examen

directo y solo 2 cultivos fueron positivos.

Por los hallazgos comentados, se hace mas evidente que, al menos en nuestro
medio, el examen directo desempeha una herramienta importante para la
identificacion de esta levadura, el cual es suficiente para demostrar la colonizacion

por Malassezia spp. 69
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XI. CONCLUSIONES

1.- El microorganismo mas frecuente de la biota micoética cutanea en pacientes

con dermatitis atdpica son las levaduras de Malassezia spp.

2.- La cantidad de levaduras en la piel es mayor en pacientes con dermatitis

atépica que en controles sanos.

3.- La cantidad de levaduras en los pacientes con dermatitis atopica no se

relaciona con la severidad de la enfermedad ni con la intensidad del prurito.

4.- Los pacientes en tratamiento con azatioprina y prednisona presentan la mayor

cantidad de levaduras y esta diferencia es equiparable para ambos farmacos.

5.- La cantidad de levaduras es mayor en hombres que en mujeres,

independientemente de presentar o no la enfermedad.

6.- Los pacientes y personas sanas, de 40 a 59 afos, presentan la mayor

colonizacion por levaduras de tipo Malassezia.

7.- No recomendamos el tratamiento antifungico empirico en los pacientes con

dermatitis atdpica.
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XIIl. ANEXOS
(ANEXO 1)

Imagen 1.- Estudio micoldgico directo del caso No. 14.

La foto corresponde al paciente identificado con el numero 14. Se observa gran
cantidad de levaduras en un solo campo de observacion.

Imagen 2.- Estudio micoldgico directo del caso No. 18.

La foto corresponde al paciente identificado con el numero 18. En esta imagen se
observan contadas levaduras y gran cantidad de artefactos.
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Imagen 3.- Estudio micoldgico directo del caso No. 11.

La foto corresponde al estudio micolégico directo del paciente nimero 11. Se
observa uno de los campos de su examen directo donde se identifican escasas
levaduras.

Imagen 4.- Cultivos micologicos

Las fotos corresponden a cultivos micoldgicos negativos. a) paciente No. 2, b) paciente No. 14 (se
observa crecimiento de un hongo contaminante)
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Imagen No. 5.- Iconografia clinica de paciente No. 18

b)

c)

Las imagenes corresponden al caso No. 18. El paciente present6 SCORAD de 53.5, prurito de 10
(EVA) y un total de 44 levaduras. Se observa eritema difuso, liquenificacion moderada y escama. a)
cara, b)pliegues antecubitales, y c) pliegues popliteos.
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Imagen No. 6.- Iconografia clinica de paciente No. 21

a) b)

Las imagenes corresponden al paciente No. 18. La paciente present6 SCORAD de 44.5, prurito de 7 (EVA) y
un total de 24 levaduras. Se observa eritema difuso, liquenificacion moderada, escama y multiples
excoriaciones. a) tronco anterior (“V” del escote) b) extremidades inferiores
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(ANEXO 2)
HOJA DE APTACION DE DATOS

Estudio: “Identificacion de la biota micética cutanea en pacientes con dermatitis
atépica severa atendidos en el HECMN SXXI”

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

No. de Registro:

NOMBRE: NSS:
EDAD: ____ SEXO:______ TALLA: _____ PESO:____ IMC:
DERMATITIS ATOPICA: Si: NO:

SUPERFICIE CORPORAL AFECTADA: % SCORAD:
SINTOMAS ACTUALES: PRURITO: /10

TRATAMIENTO ACTUAL:

1.-

2.-

3.-

4.-

5.-

COMORSBILIDAD:

PADECIMIENTO TRATAMIENTO
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TOPOGRAFIA:

MUESTRAS ADICIONALES:
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(ANEXO 3)
iNDICE DE SEVERIDAD DE DERMATITIS ATOPICA

Estudio: “Identificaciéon de la biota micética cutanea en pacientes con dermatitis
atopica severa atendidos en el HECMN SXXI”

No. de Registro:
INDICE DE SEVERIDAD DE DERMATITIS ATOPICA (SCORAD)
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(ANEXO 4)

HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
(ADULTOS)
ACUERDO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION

NOMBRE DE LA INSTITUCION: Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS)
NOMBRE DEL ESTUDIO: Biota fungica en pacientes con Dermatitis atépica en
poblaciéon del Hospital de Especialidades Centro Médico Nacional Siglo XXI.

NOMBRE DE LA PERSONA A CARGO DEL ESTUDIO DE INVESTIGACION (MEDICO
DEL ESTUDIO O INVESTIGADOR PRINCIPAL): Dra. Adriana Elizabeth Anides Fonseca
y Dr. Luis Javier Méndez Tovar.

DIRECCION DEL CENTRO DEL ESTUDIO: Hospital de Especialidades Dr. Bernardo
Sepulveda. Centro Médico Nacional SIGLO XXI

NUMEROS TELEFONICOS 56276900 EXT 22514 y 21480

NUMERO DEL PACIENTE:

México, D.F. a

Usted esta siendo invitado a participar en el estudio de investigacion denominado “Biota
fungica en pacientes con Dermatitis atdpica en poblacién del Hospital de
Especialidades Centro Médico Nacional Siglo XXI” el cual tiene como objetivo
identificar la biota cutanea fungica en pacientes con dermatitis atdpica en pacientes del
Servicio de Dermatologia y Micologia (SDM) del Hospital de Especialidades del Centro
Médico Nacional Siglo XXI y correlacionarla con la actividad del cuadro dermatoldgico.

PROCEDIMIENTOS

Se realizara toma de muestras superficiales de su piel, sea mediante raspado o con la
colocacion de una cinta adhesiva transparente de la forma menos agresiva posible y con
riesgo minimo de efectos adversos.

PARTICIPACION O RETIRO

Su participacion en este estudio es completamente voluntaria. Si usted decide no
participar, de cualquier manera recibira la atencion médica que suele recibir en el IMSS, y
se le ofreceran los procedimientos establecidos dentro de los servicios de atencion
médica del IMSS.
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Si en un principio desea participar y posteriormente cambia de opinién, usted puede
abandonar el estudio en cualquier momento. El abandonar el estudio en momento que
quiera no modificara de ninguna manera los beneficios que usted tiene como
derechohabiente del IMSS.

Usted puede hacer las preguntas que desee al inicio o a lo largo del estudio a las
personas encargadas del estudio.

¢ QUIEN UTILIZARA Y COMPARTIRA INFORMACION SOBRE MI PARTICIPACION EN
ESTE ESTUDIO?

Su nombre no sera divulgado fuera del hospital en donde usted esta siendo tratado (a). La
informacién que proporcione se almacenara en diferentes sitios bajo un numero de
cbdigo, sin que aparezca su nombre u otra informacién que le identifique. Sin embargo,
nosotros podremos identificarle si fuera necesario por motivos de investigacion. Conforme
a los lineamientos de las buenas practicas clinicas, el investigador del estudio mantendra
su informacion personal por al menos 5 afios.

Existen leyes nacionales e internacionales que obligan al médico del estudio a proteger la
privacidad de sus registros médicos. Los investigadores, haran todos los pasos
razonables para asegurar la confidencialidad y proteccién estricta de su informacion
personal.

Usted tiene el derecho de ver sus registros. No obstante, si firma esta forma, quizas no
pueda ver o copiar algunos de sus registros hasta después de que todos los participantes
hayan sido incluidos en el estudio.

PERSONAL DE CONTACTO PARA DUDAS SOBRE SUS DERECHOS COMO
PARTICIPANTE EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION

Si usted tiene preguntas, dudas o quejas sobre este estudio, o para reportar una lesién
relacionada con el estudio contacte por favor a: Dra. Adriana Elizabeth Anides Fonseca
(investigador principal), Dr. Luis Javier Méndez Tovar (coasesor) o a la Dra. Dulce Maria
Vidales Saldana al teléfono: 56276900 extensiones 22514 o 21480.

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a:
Comisién de Etica de Investigacion de la CNIC del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4°
piso Bloque “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720.
Teléfono (65) 56 27 69 00 extension 21230, Correo electronico:
comision.etica@imss.gob.mx

BENEFICIOS DE SU PARTICIPACION EN ESTE ESTUDIO:
. En caso de detectarse las muestras obtenidas de su persona como positivas y que
se determine relacidn con actividad de su enfermedad, se iniciara el tratamiento indicado.

PAGO POR SU PARTICIPACION EN EL ESTUDIO
o Usted NO recibira pago alguno por participar en este estudio.
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Si firma esta forma:

a) Usted da permiso al médico y el personal del estudio de elaborar sus registros
médicos, realizar algunas preguntas y toma de muestras de escamas de piel para llevar a
cabo este estudio.

b) Usted da permiso al médico de compartir sus registros con otros investigadores
involucrados en este estudio. Estas personas utilizaran sus registros para revisar el
estudio, para verificar la seguridad y los resultados del estudio.

c) Usted da permiso al médico y al personal del estudio de utilizar algunos hechos
derivados de su participacion en este estudio en libros, revistas, diarios y reuniones
cientificas. Si esto pasara nadie utilizara su nombre u otra informacion que pudiera
emplearse para identificarle.

d) Usted da permiso, al médico del estudio de compartir todos sus registros y esta
forma de consentimiento informado con la secretaria de salud (SSA), autoridades del
IMSS vy otras agencias de gobierno o regulatorias en los Estados Unidos Mexicanos vy
otros paises. EI médico del estudio puede también compartir sus registros médicos con el
comité de revisidn de investigacién, con el grupo de revision o con el comité de ética local
de este hospital o clinica. Estas agencias pueden emplear sus registros para verificar la
informacion del estudio, como estan haciendo el estudio los investigadores, la seguridad
de los participantes y los resultados del estudio.

No autorizo que se tome la muestra
I:I Si autorizo que se tome la muestra

Una vez que haya tenido todas sus preguntas contestadas y que se sienta seguro con su
participacion en este estudio, firme por favor aqui abajo.

Nombre de el/la participante o representante legal en letra de molde

Firma del participante Fecha y hora

Firma del médico que explica el consentimiento Fecha y hora
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(ANEXO 5)

HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
(MENORES DE EDAD)

ACUERDO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION

NOMBRE DE LA INSTITUCION: Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS)

NOMBRE DEL ESTUDIO: Biota fungica en pacientes con Dermatitis atépica en

poblacion del Hospital de Especialidades Centro Médico Nacional Siglo XXI.
NOMBRE DE LA PERSONA A CARGO DEL ESTUDIO DE INVESTIGACION (MEDICO
DEL ESTUDIO O INVESTIGADOR PRINCIPAL): Dra. Adriana Elizabeth Anides Fonseca
y Dr. Luis Javier Méndez Tovar.

DIRECCION DEL CENTRO DEL ESTUDIO: Hospital de Especialidades Dr. Bernardo
Sepulveda. Centro Médico Nacional SIGLO XXI

NUMEROS TELEFONICOS 56276900 EXT 22514 y 21480

NUMERO DEL PACIENTE:

México, D.F. a

Usted esta siendo invitado a participar en el estudio de investigaciéon denominado “Biota
fungica en pacientes con Dermatitis atdépica en poblacion del Hospital de
Especialidades Centro Médico Nacional Siglo XXI” el cual tiene como objetivo
identificar la biota cutanea fungica en pacientes con dermatitis atdpica en pacientes del
Servicio de Dermatologia y Micologia (SDM) del Hospital de Especialidades del Centro
Médico Nacional Siglo XXI y correlacionarla con la actividad del cuadro dermatoldgico.

PROCEDIMIENTOS

Se realizara toma de muestras superficiales de su piel, sea mediante raspado o con la
colocacién de una cinta adhesiva transparente de la forma menos agresiva posible y con
riesgo minimo de efectos adversos.

PARTICIPACION O RETIRO

Su participacion en este estudio es completamente voluntaria. Si usted decide no
participar, de cualquier manera recibira la atencion médica que suele recibir en el IMSS, y
se le ofreceran los procedimientos establecidos dentro de los servicios de atencién
médica del IMSS.

Si en un principio desea participar y posteriormente cambia de opinién, usted puede
abandonar el estudio en cualquier momento. El abandonar el estudio en momento que
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quiera no modificara de ninguna manera los beneficios que usted tiene como
derechohabiente del IMSS.

Usted puede hacer las preguntas que desee al inicio o a lo largo del estudio a las
personas encargadas del estudio.

¢ QUIEN UTILIZARA Y COMPARTIRA INFORMACION SOBRE MI PARTICIPACION EN
ESTE ESTUDIO?

Su nombre no sera divulgado fuera del hospital en donde usted esta siendo tratado (a). La
informacion que proporcione se almacenara en diferentes sitios bajo un numero de
cbdigo, sin que aparezca su nombre u otra informacion que le identifique. Sin embargo,
nosotros podremos identificarle si fuera necesario por motivos de investigacion. Conforme
a los lineamientos de las buenas practicas clinicas, el investigador del estudio mantendra
su informacion personal por al menos 5 afios.

Existen leyes nacionales e internacionales que obligan al médico del estudio a proteger la
privacidad de sus registros médicos. Los investigadores, haran todos los pasos
razonables para asegurar la confidencialidad y proteccién estricta de su informacion
personal.

Usted tiene el derecho de ver sus registros. No obstante, si firma esta forma, quizas no
pueda ver o copiar algunos de sus registros hasta después de que todos los participantes
hayan sido incluidos en el estudio.

PERSONAL DE CONTACTO PARA DUDAS SOBRE SUS DERECHOS COMO
PARTICIPANTE EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION

Si usted tiene preguntas, dudas o quejas sobre este estudio, o para reportar una lesion
relacionada con el estudio contacte por favor a: Dra. Adriana Elizabeth Anides Fonseca
(investigador principal), Dr. Luis Javier Méndez Tovar (coasesor) o a la Dra. Dulce Maria
Vidales Saldafia al teléfono: 56276900 extensiones 22514 o 21480.

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a:
Comisién de Etica de Investigacion de la CNIC del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4°
piso Bloque “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720.
Teléfono (65) 56 27 69 00 extension 21230, Correo electronico:
comision.etica@imss.gob.mx

BENEFICIOS DE SU PARTICIPACION EN ESTE ESTUDIO:

. En caso de detectarse las muestras obtenidas de su persona como positivas y que
se determine relacion con actividad de su enfermedad, se iniciara el tratamiento
adecuado.

PAGO POR SU PARTICIPACION EN EL ESTUDIO
o Usted NO recibira pago alguno por participar en este estudio.
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Si firma esta forma:

a) Usted da permiso al médico y el personal del estudio de elaborar sus registros
médicos, realizar algunas preguntas y toma de muestras de escamas de piel para llevar a
cabo este estudio.

b) Usted da permiso al médico de compartir sus registros con otros investigadores
involucrados en este estudio. Estas personas utilizardn sus registros para revisar el
estudio, para verificar la seguridad y los resultados del estudio.

c) Usted da permiso al médico y al personal del estudio de utilizar algunos hechos
derivados de su participacion en este estudio en libros, revistas, diarios y reuniones
cientificas. Si esto pasara nadie utilizara su nombre u otra informacion que pudiera
emplearse para identificarle.

d) Usted da permiso, al médico del estudio de compartir todos sus registros y esta
forma de consentimiento informado con la secretaria de salud (SSA), autoridades del
IMSS vy otras agencias de gobierno o regulatorias en los Estados Unidos Mexicanos vy
otros paises. EI médico del estudio puede también compartir sus registros médicos con el
comité de revisidn de investigacién, con el grupo de revision o con el comité de ética local
de este hospital o clinica. Estas agencias pueden emplear sus registros para verificar la
informacion del estudio, como estan haciendo el estudio los investigadores, la seguridad
de los participantes y los resultados del estudio.

No autorizo que se tome la muestra
I:I Si autorizo que se tome la muestra

Una vez que haya tenido todas sus preguntas contestadas y que se sienta seguro con su
participacion en este estudio, firme por favor aqui abajo.

Nombre y firma de los padres o representante legal (en letra de molde) Fecha y hora
Nombre y firma de los padres o representante legal (en letra de molde) Fecha y hora
Nombre y firma del médico que explica el consentimiento Fecha y hora
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(ANEXO 6)

HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
(GRUPO CONTROL)
ACUERDO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION

NOMBRE DE LA INSTITUCION: Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS)
NOMBRE DEL ESTUDIO: Biota fungica en pacientes con Dermatitis atépica en
poblacion del Hospital de Especialidades Centro Médico Nacional Siglo XXI.

NOMBRE DE LA PERSONA A CARGO DEL ESTUDIO DE INVESTIGACION (MEDICO
DEL ESTUDIO O INVESTIGADOR PRINCIPAL): Dra. Adriana Elizabeth Anides Fonseca
y Dr. Luis Javier Méndez Tovar.

DIRECCION DEL CENTRO DEL ESTUDIO: Hospital de Especialidades Dr. Bernardo
Sepulveda. Centro Médico Nacional SIGLO XXI

NUMEROS TELEFONICOS 56276900 EXT 22514 y 21480

NUMERO DEL PACIENTE CONTROL:

México, D.F. a

Usted esta siendo invitado a participar en el estudio de investigaciéon denominado “Biota
fungica en pacientes con Dermatitis atdpica en poblacién del Hospital de
Especialidades Centro Médico Nacional Siglo XXI” el cual tiene como objetivo
identificar la biota cutanea fungica en pacientes con dermatitis atépica en pacientes del
Servicio de Dermatologia y Micologia (SDM) del Hospital de Especialidades del Centro
Médico Nacional Siglo XXI y correlacionar los resultados obtenidos con la actividad del
cuadro dermatoldgico. Asi mismo se compararan los resultados encontrados en los
pacientes con Dermatitis atopica con los encontrados en personas sin esta enfermedad
(como es su caso particular) para evaluar las diferencias.

PROCEDIMIENTOS

Se realizara toma de muestras superficiales de su piel, sea mediante raspado gentil o con
la colocacion de una cinta adhesiva transparente de la forma menos agresiva posible y
con riesgo minimo de efectos adversos.

PARTICIPACION O RETIRO

Su participacion en este estudio es completamente voluntaria. Si usted decide no
participar, de cualquier manera recibira la atencion médica que suele recibir en el IMSS, y
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se le ofreceran los procedimientos establecidos dentro de los servicios de atencién
médica del IMSS.

Si en un principio desea participar y posteriormente cambia de opinidn, usted puede
abandonar el estudio en cualquier momento. El abandonar el estudio en momento que
quiera no modificara de ninguna manera los beneficios que usted tiene como
derechohabiente del IMSS.

Usted puede hacer las preguntas que desee al inicio o0 a lo largo del estudio a las
personas encargadas del estudio.

¢ QUIEN UTILIZARA Y COMPARTIRA INFORMACION SOBRE MI PARTICIPACION EN
ESTE ESTUDIO?

Su nombre no sera divulgado fuera del hospital en donde usted esta siendo tratado (a). La
informacién que proporcione se almacenara en diferentes sitios bajo un numero de
cbdigo, sin que aparezca su nombre u otra informacién que le identifique. Sin embargo,
nosotros podremos identificarle si fuera necesario por motivos de investigacion. Conforme
a los lineamientos de las buenas practicas clinicas, el investigador del estudio mantendra
su informacién personal por al menos 5 afos.

Existen leyes nacionales e internacionales que obligan al médico del estudio a proteger la
privacidad de sus registros médicos. Los investigadores, haran todos los pasos
razonables para asegurar la confidencialidad y proteccién estricta de su informacion
personal.

Usted tiene el derecho de ver sus registros. No obstante, si firma esta forma, quizas no
pueda ver o copiar algunos de sus registros hasta después de que todos los participantes
hayan sido incluidos en el estudio.

PERSONAL DE CONTACTO PARA DUDAS SOBRE SUS DERECHOS COMO
PARTICIPANTE EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION

Si usted tiene preguntas, dudas o quejas sobre este estudio, o para reportar una lesion
relacionada con el estudio contacte por favor a: Dra. Adriana Elizabeth Anides Fonseca
(investigador principal), Dr. Luis Javier Méndez Tovar (coasesor) o a la Dra. Dulce Maria
Vidales Saldana al teléfono: 56276900 extensiones 22514 o 21480.

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a:
Comisién de Etica de Investigacion de la CNIC del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4°
piso Bloque “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720.
Teléfono (55) 56 27 69 00 extension 21230, Correo electronico:
comision.etica@imss.gob.mx

PAGO POR SU PARTICIPACION EN EL ESTUDIO
o Usted NO recibira pago alguno por participar en este estudio.
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Si firma esta forma:

a) Usted da permiso al médico y el personal del estudio de elaborar sus registros
médicos, realizar algunas preguntas y toma de muestras de escamas de piel para llevar a
cabo este estudio.

b) Usted da permiso al médico de compartir sus registros con otros investigadores
involucrados en este estudio. Estas personas utilizaran sus registros para revisar el
estudio, para verificar la seguridad y los resultados del estudio.

c) Usted da permiso al médico y al personal del estudio de utilizar algunos hechos
derivados de su participacion en este estudio en libros, revistas, diarios y reuniones
cientificas. Si esto pasara nadie utilizara su nombre u otra informacion que pudiera
emplearse para identificarle.

d) Usted da permiso, al médico del estudio de compartir todos sus registros y esta
forma de consentimiento informado con la secretaria de salud (SSA), autoridades del
IMSS vy otras agencias de gobierno o regulatorias en los Estados Unidos Mexicanos vy
otros paises. El médico del estudio puede también compartir sus registros médicos con el
comité de revision de investigacion, con el grupo de revisién o con el comité de ética local
de este hospital o clinica. Estas agencias pueden emplear sus registros para verificar la
informacion del estudio, como estan haciendo el estudio los investigadores, la seguridad
de los participantes y los resultados del estudio.

No autorizo que se tome la muestra
I:I Si autorizo que se tome la muestra

Una vez que haya tenido todas sus preguntas contestadas y que se sienta seguro con su
participacién en este estudio, firme por favor aqui abajo.

Nombre de el/la participante o representante legal en letra de molde

Firma del participante Fecha y hora

Firma del médico que explica el consentimiento Fechay hora

90



(ANEXO 7) DESCRIPCION DE LAS VARIABLES.

NZ:‘:::‘* Tipo de ES::'a Definicion Definicion Unidad de
. variable . conceptual operacional medicion
variable medicién
VARIABLES DEMOGRAFICAS
Tiempo
transcurrido Tiempo
Cuantitativa desde el transcurrido desde
Edad . Razén nacimiento el nacimiento Ainos
continua .
hasta el hasta el registro
momento del paciente
actual
Taxon que
agrupa a .
Cualitativa . especies que Sexo consllgnado Mujer=1
Sexo e Nominal en la hoja de
dicotdmica comparten . Hombre=2
. registro
ciertos
caracteres
Cuantificacion total
o Fuerza con la en kilogramos
Cuantitativa . ) .
. . que la Tierra registrado porla | Kilogramo
Peso Continua | Razén .
atrae un misma persona en (kg)
cuerpo la misma bascula
calibrada
Al i
Longitud de . .tura reg|str§da
una persona utilizando el mismo
Talla Cuantlltatlva Razén medida de estadiometro para Metros
Continua . todos los (m)
los pies a la .
pacientes, en la
cabeza . .
primera evaluacion
Medida de Relacién del peso
- . en Kg con el
Indice o asociacion
Cuantitativa \ cuadrado de talla )
de masa . Razon | entre el peso Kg/m
Continua en metros,
corporal y la talla de .
o registrado durante
un individuo

las consultas
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(ANEXO 7) DESCRIPCION DE LAS VARIABLES

Nombre . Escala e s . ., Unidad
Tipo de Definiciéon Definiciéon
e variable 25 conceptual operacional S
variable medicion P P medicion
VARIABLE INDEPENDIENTE
Enfermedad de
. Deben estar
la piel
) presentes:
caracterizada . .
por prurito, cambios
.es . . eccematosos ;
Dermatitis oL ) manifestaciones oy Si=1
- Cualitativa |Nominal ) . con patron tipico
atépica de inflamacién e No=0
- . y especifico de
cronica: prurito
. . la edad y curso
intenso, piel .
. cronico y
seca, eritema y .
recidivante
exudado
VARIABLE DEPENDIENTE
Especies .
. P Se analizaran
Biota fungica que se las principales
. as Cualitativa . aislan de los P .p Si=1
micotica .., . _|Nominal ) especies
, dicotoémica cultivos de las ) e No=0
cutanea identificadas por
muestras de
. separado
escamas de piel
OTRAS VARIABLES
Si existe el
antecedente
Esla
. . personal de
coexistencia en .
. presencia de
el mismo alguna p.e
Comorbi- o individuo de una .
. Cuantitativa . A enfermedad DM
lidad ) Nominal 0 mas . ,
continua como diabetes Si=1
enfermedades, .
3 mellitus, No=
ademas de la . .
hipertension
enfermedad .
. ) arterial,
primaria

hiperlipidemia,
obesidad, etc.
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(ANEXO 8)

CONSIDERACIONES ETICAS
Para la realizacion de este estudio se obtuvo la aprobacion de los Comités de
Investigacion Cientifica como de la Comision de Etica en Investigacién en Salud
del C.M.N. Siglo XXI.
Riesgo de investigacion: Segun la Ley General de Salud en materia de
investigacion para la salud en su articulo 17, el presente estudio confirié un riesgo
minimo.
Contribuciones y beneficios del estudio para los participantes y la sociedad: Los
pacientes no recibieron ningun beneficio directo de este estudio. En cuanto a la
utilidad del estudio, conocer las caracteristicas del microbioma fungico en los
pacientes con DA permitié identificar y descalificar otras dianas terapéuticas en
nuestra poblacion.
Confidencialidad: En cuanto al paciente, no se identificaron sus datos personales y
se mantuvo la confidencialidad de la informacién relacionada con su privacidad
(Articulo 21 Fraccion VIII de la Ley General de Salud).
Condiciones en las que se solicitd consentimiento informado: De acuerdo a la
enmienda de la Ley General de Salud en materia de Investigacion, se solicito carta
de consentimiento informado para recabar la informacién por interrogatorio directo
a la poblacion estudiada (Anexo 2). El participante tuvo la libertad de retirar su
consentimiento en cualquier momento de la investigacion sin que esto modifique
su seguimiento o tratamiento de su enfermedad. (Articulo 21, Fracciones |-VII de

la Ley General de Salud).
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