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I. RESUMEN

“Estado actual de la resistencia antifingica en aislados de pacientes con onicomicosis

en un hospital de alta especialidad”

Antecedentes: La resistencia antifungica (RA) es un tema de estudio relativamente reciente que hasta los
afios ochenta era poco reportado. EI método actual para medir la resistencia antifingica de forma
cuantitativa es la micro-dilucion en placa. La onicomicosis es la principal infeccion que afecta las ufias. La
alta prevalencia de onicomicosis, cronicidad, facil acceso a la obtencion de muestra, podria permitir a los
investigadores proponer esta enfermedad como un modelo de estudio para determinar la frecuencia de
resistencia antifungica, asi como los factores clinicos y epidemioldgicos asociados.

Objetivo: Determinar la frecuencia de resistencia antifungica y los factores asociados a resistencia
antifungica en aislados de pacientes con onicomicosis de un hospital de alta especialidad.

Material y Métodos: Se obtuvieron aislados fungicos de pacientes con sospecha de onicomicosis atendidos
en el Hospital de Especialidad del CMN Siglo XXI. En los aislados flngicos se realizaron pruebas in vitro
de sensibilidad mediante el método de microdilucién en placa siguiendo las normas de la Clinical and
Laboratory Standars Institute (CLSI).

Anélisis estadistico: Se realizd un anélisis descriptivo de las variables clinicas y epidemiolégicas de los
pacientes. Para el caso de variables cuantitativas se calcularon medidas de tendencia central y de dispersion;
en el caso de variables cualitativas, se determinaron medidas de frecuencia. Para el contraste de hipétesis y
la comparacién entre subgrupos se utilizé Ji cuadrada para las variables cualitativas y U de Mann Whitney
para las cuantitativas. Los datos se analizaron utilizando el programa SPSS 23.

Resultados: Se estudié un total de 43 pacientes con onicomicosis. La media de duracién en meses de la
onicomicosis fue de 81 SD+ 64 meses. Las formas clinicas mas frecuentes fueron la distrofica total con 29
casos, 67.4% y subungueal distal con 14 casos, 32.6%. Se identificd un predomino de especies del género
de Candida con un total de 34 aislados, 3 del género Rhodotorula (7%) y 6 del género Trichosporon (14%).
De acuerdo con el anlisis bivariado realizado, solo el antecedente de tratamiento antifingico previo fue el
factor asociado con mayor frecuencia de resistencia antiflngica con una p < 0.001y un OR de 6.9 IC: 1.8-
26. Por otra parte, la forma clinica de onicomicosis (p= 0.140), antecedente de inmunosupresion (p= 0.242)
y evolucidn de la enfermedad (p=0.575) no fueron estadisticamente significativos.

Conclusiones: La prevalencia de resistencia antifungica en especies levaduriformes en pacientes con
onicomicosis del hospital de especialidad de CMN Siglo XXI fue del 58.1%.

El antecedente de exposicion previa a antimicoticas en los pacientes demostrd ser un factor asociado al
aumento en la frecuencia de resistencia antifingica en los aislados micéticos (p<0.001, OR: 6.9)

Las caracteristicas del paciente como forma clinica de onicomicosis, inmunosupresion y tiempo de
evolucion de la onicomicosis no se asociaron con aumento en la frecuencia en la resistencia en los aislados
micoticos.



Il.  ANTECEDENTES

Resistencia antiflingica

La resistencia a los antifungicos es un tema de estudio relativamente reciente, debido a que
hasta los afios 80 del siglo pasado, este fendmeno era poco reportado.[1] Sin embargo, el numero
de casos de micosis con falla terapéutica se ha incrementado, debido posiblemente a cambios en
las caracteristicas de los pacientes v.g. aumento en la esperanza de vida, SIDA, enfermedades
autoinmunes, incremento de céncer en todas sus formas, trasplantes, terapias con
inmunosupresores etc. [2] Por otra parte, los hongos han desarrollado diversas estrategias para
anular el efecto de los antimicéticos, por ejemplo, desarrollo de bombas para eliminar el
antifungico, modificacion de las moléculas blanco, formacion de biopeliculas y mutacién de genes
enzimaticos. [3] Finalmente, las condiciones ecoldgicas también pueden incidir en la falta de
respuesta terapéutica, como el material sintético del calzado y uso de calzado cerrado que propicia
el calor y la humedad.[4]

La falla terapéutica en el contexto de una micosis, se refiere a la falta de resolucion de la
infeccion micotica posterior a realizar un diagnostico de certeza e indicar un tratamiento adecuado.
De los factores que pueden ocasionar falla terapéutica probablemente el mas importante es la
resistencia antifingica expresada por los agentes infecciosos.[5] Por otra parte, como se mencion6
previamente otros factores asociados a la falla terapéutica son factores del hospedero como la
inmunosupresion, trastornos de absorcion y alteraciones circulatorias, que no necesariamente se

asocian a resistencia in vitro de la cepa.[5]



Se considera que un microorganismo es resistente cuando la Concentracion Minima
Inhibitoria (MIC, por sus siglas en inglés) excede los limites de susceptibilidad dados para una
cepa salvaje.[5]

La Resistencia antifangica se clasifica en dos tipos: la intrinseca o también llamada
primaria y la resistencia secundaria. En la resistencia primaria los hongos son intrinsecamente
resistentes porque carecen de las moléculas blancos, o desde su aparicion tienen mecanismos que
les permiten evitar el efecto, [6] por ejemplo Candida krusei tiene una resistencia primaria a
fluconazol. Mientras que, recibe el nombre de resistencia secundaria aquella desarrollada como
consecuencia de la exposicion a un farmaco.[6] Este Gltimo factor asociado, actualmente ha sido
el mas estudiado y demostrado como factor de induccion de resistencia antifungica en diversos
estudios.[7] Se desconoce actualmente si existen algin otro factor asociado relacionado al
hospedero que pudiera favorecer el desarrollo de resistencia antifingica.

Entre los estudios que han analizado este fendbmeno se encuentra un estudio de 5 afios de
seguimiento realizado en el St. Luke"s Episcopal Hospital, Houston, Texas, en donde se aisl6 un
total de 329 cepas, observando un aumento en el aislamiento de cepas resistentes al comparar los
resultados al principio y al final del estudio, también hubo un cambio en la frecuencia de las
especies causales: al inicio del estudio, el porcentaje de aislamiento de Candida albicans era del
87% vy el resto de las especies representaba el 13% (en las que la resistencia a antifungicos es mas
frecuente); al final del estudio, solo el 31% de las especies aisladas correspondieron a C. albicans.
[8]

La evolucion de la resistencia antifungica en especies de Candida ha sido estudiada
también en nuestro pais. Gonzales G. y cols. realizaron un estudio longitudinal en el periodo 2004-

2007 para determinar la distribucion de especies de Candida y su sensibilidad mediante



microdilucion en caldo de aislados sanguineos, en Monterrey, México. Como resultado aislaron
398 especies de Candida, distribuidos de la siguiente manera: C. albicans 127, C. parapsilosis
151, C. tropicalis 59, C. glabrata 32, C. Krusei 11, C. guilliermondii 5, C. famata 4, C. utilis 2, C.
zeylanoides 2, C. rugosa 2, C. lusitaniae 2 y C. boidinii 1. En los resultados de sensibilidad las
especies de C. albicans, C. parapsilosis y C. tropicalis fueron en general sensibles a fluconazol y
anfotericina. Por otra parte C. glabrata, 31.3% de sus aislados fueron resistentes a fluconazol,
43.3% a itraconazol y 12.5% a anfotericina.[9]

En otro estudio realizado por Robledo-Leal E. y cols. se estudié la sensibilidad a
tiabendazol y fluconazol de diferentes especies de dermatofitos mediante macrodilucién en caldo.
Se estudiaron un total de 45 dermatofitos (T. rubrum (10), T. mentagrophytes (10), T. tonsurans
(10), M. canis (10) y E. floccosum (5) y se midieron las MICs para la inhibicion del 50% y 90%
de los aislados a los 5 y 7 dias. El estudio concluyd que los niveles de MICs para Tiabendazol
fueron menores comparados con fluconazol en todas las especies, excepto para M. canis en donde
se obtuvieron valores similares de MICs.[10]

Es conocido que la interaccion del agente causal con el agente antimicrobiano puede
favorecer la aparicion de cepas resistentes, experiencia que se adquirio con la resistencia bacteriana
a los antibidticos, por lo tanto es importante transpolar este factor de exposicion previa en cepas
micoticas para el desarrollo de resistencia antifingica, esto nos obliga a tomar en cuenta variables
como el uso indiscriminado de antimicoticos, la poca regulacion en el uso de antimicéticos
sistémicos y topicos, asi como la mala prescripcion.[1] En Reino Unido, tomando en cuenta esta
I6gica, existe una regulacion mas estricta en la venta de antifingicos, siendo fluconazol en
monodosis el Unico antifdngica oral disponible para el manejo de vulvovaginitis y balanitis.[1] En

nuestro pais, los antimicéticos, sean orales o topicos, no requieren receta médica para su venta.



Metodos de estudio de la resistencia antifungica

La Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) es la dosis minima de concentracion de un
antimicrobiano que resulta en una reduccién significativa o falta de crecimiento total de un
microorganismo. [11] Existen técnicas convencionales y nuevas para el estudio de la MIC y por
lo tanto de la sensibilidad micética. Las técnicas convencionales con aceptacion estandarizada y
universal son las desarrolladas por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) y el
European Committee on Antibiotic Susceptibility Testing (EUCAST) las cuales estan basadas en
procedimientos de micro dilucién en placa, que mide la concentracion minima inhibitoria del
crecimiento de un microorganismo en una placa de 96 pozos que en cada columna contiene un
antifangico a diferentes concentraciones conocidas. [11] El inconveniente de estos procedimientos
es que son complejos, consumen demasiado tiempo y por lo tanto no son usados de forma rutinaria.
Por otra parte, existen pruebas estandarizadas semicuantitativas que han demostrado un
desempefio adecuado en discernir entre la susceptibilidad entre cepas salvajes y cepas con
sensibilidad intrinseca o adquirida. Entre estas, las técnicas de difusion en disco para levaduras y
filamentos también estan desarrolladas por la CLSI las cuales son méas simples, econémicas y
ademas son adaptables para medicamentos hidrosolubles como la 5 flurocitosina y fluconazol.[12]
Ademas, existen métodos comerciales que cuantifican la sensibilidad antifungica de forma directa.
La forma de estandarizacion de estas técnicas fue mediante la correlacion de la zona de inhibicion
obtenida en disco con las pruebas de micro dilucion en caldo. Dentro de este grupo se incluye la
prueba E-test (AB Biodisk, Solna, Sweden), en donde la eleccion del medio de crecimiento es

critica y el agar RPMI es el mas util. El estudio es adaptable tanto para levaduras como hongos



filamentosos, ademéas de ser un método reproducible. Otro método utilizado es el Sensititre
YeastOne (TREK Diagnostic System) que utiliza un panel antifangico colorimétrico en una placa
de microdilucion [11, 12] EI VITEK 2 es un sistema de prueba para sensibilidad antifungica
totalmente automatizada, el cual ha sido comparado con el estandar de referencia de microdilucién

en placa, no obstante, este es solo uUtil para medir resistencia antifingica en levaduras.[12]

Onicomicosis

Dentro de las infecciones fungicas, la onicomicosis es la infeccion mas comun en las ufas
y es causada por diferentes agentes: levaduras, hongos filamentosos y dermatofitos, (hongos
filamentosos altamente queratinofilicos) [13] Las levaduras asociadas con mayor frecuencia son
del género Candida; de los hongos filamentosos, tenemos diferentes especies de los géneros
Aspergillus, Fusarium, Scopulariopsis y Acremonium y finalmente los dermatofitos, agentes
queratinofilicos que habitualmente se desarrollan en areas corporales de temperatura y humedad
elevadas, condiciones ecoldgicas que se presentan en los pies de las personas que usan calzado
cerrado y en consecuencia este tipo de hongos pueden ser agentes causales hasta en 75% de los
casos de onicomicosis.[13]

La prevalencia de la onicomicosis va en aumento y representa unas de las infecciones
dermatologicas més frecuentes. En Estados Unidos se calcula que la onicomicosis afecta del 7-
14% de la poblacion, lo que genera el 50% de los padecimientos ungueales. [14] En México puede
llegar a representar el 24% de las consultas dermatologicas. [15]

En un estudio realizado en el Hospital de Especialidades de CMN Siglo XXI en donde a

partir de 22,502 estudios micologicos realizados en un periodo de 20 afios, se diagnostico un total



6547 onicomicosis. De estos pacientes se obtuvieron aislados diferentes: levaduras 51.4%;
dermatofitos 32.9 % y mohos 15.5 %. [16]

De acuerdo con Baran R.[17] las onicomicosis se clasifican en: onicomicosis subungueal
distal y lateral (OSD-L), donde los dermatofitos son los principales agentes causales y la
parasitacion inicia por el borde libre de la ufia y avanza hacia la base de la ufia; onicomicosis
subungueal proximal (OSP), causada principalmente por levaduras, y que en ausencia de una
predisposicion evidente como la humedad, son marcadores de inmunosupresion, en este tipo de
onicomicosis la parasitacion se inicia a partir del borde proximal; onicomicosis blanca superficial
(OBS), causada principalmente por especies de dermatofitos y que no se asocia directamente a
inmunosupresién; Onicomicosis distrofica total (ODT), que se caracteriza por destruccion de toda
la ufa.

La prevalencia de parasitacion ungueal en pacientes inmunodeprimidos, en cualquiera de
sus formas clinicas, es mayor que en la poblacion general y a pesar de que los dermatofitos, no son
capaces de generar invasion a 6rganos internos como: pulmén, rifién corazon etc., por ausencia de
queratina, estos representan una fuente de infeccion para la diseminacion a otras areas de la piel.
[18] Por otra parte, la onicomicosis puede favorecer la sobreinfeccion por agentes bacterianos que
pueden poner en peligro la vida del paciente inmunosuprimido.[18]

Para el tratamiento de la onicomicosis se dispone de medicamentos topicos, sistémicos,
laser y terapia fotodinamica, pero la resolucion de la parasitacion depende del uso de tratamiento
sistémico, reservando el tratamiento topico en monoterapia en caso de embarazo, falla hepatica,
onicomicosis blanca superficial, hipersensibilidad al farmaco sistémico y para acortar el periodo
de tratamiento sistémico. [19, 20] Los tratamientos de laser y terapia fotodinamica estan siendo

utilizados sobre todo para dar manejo al problema en la formacion de biopelicula [19]



La eleccion de la mejor alternativa depende de diversos factores como el tipo subclinico,
agente causal, severidad de la onicomicosis, efectos adversos del tratamiento y los costos del
mismo. [19]

La onicomicosis producida por dermatofitos en donde se afecte menos del 50% de la ufia
(sin afeccion a matriz/lunula) se recomienda manejo combinado con terbinafina 250 mg via oral
en combinacién con diversos antifingica topicos como efinaconazol, amorolfina, tavaborole y
ciclopirox con una duracién de 6 semanas.[19-21] En el caso de afeccion superior al 50% (con
afeccion a matriz/lunula) se recomienda el uso de terbinafina 250 mg via oral durante un periodo
de 6 semanas si no afecta ufia de primer dedo y durante 12 semanas si esta afectada.[19-21]

Otras alternativas de tratamiento sistémico son los azdlicos, como el fluconazol e
itraconazol. El itraconazol se utiliza como alternativa de onicomicosis por dermatofitos a dosis de
200 mg al dia durante 6 semanas si no se afecta ufia de primer dedo y 12 semanas si se afecta 6 en
ciclos de 200 mg 2 veces al dia durante una semana por 3 meses [19-21]

Por otra parte, en onicomicosis por levaduras del género Candida, el tratamiento con
azolicos es la piedra angular. EI més utilizado es itraconazol, a la misma dosis que en onicomicosis

por dermatofitos.[19]



Resistencia antifungica en onicomicosis

Cuando se inici6 el uso de antifungicos sistémico para la onicomicosis, éstos mostraron
buena respuesta con indices de curacion cercana al 90% cuando se administraba en tiempo y dosis
adecuada.

En las dos ultimas décadas, el incremento de casos de falla terapéutica que se observa en
pacientes con onicomicosis y también en otras infecciones fungicas es un fendbmeno que se
presenta también en centro médicos de alta especialidad, como el Hospital de Especialidades en
donde se llevo a cabo este estudio. En base a ello, en el afio 2008, en el Hospital de Especialidades
del Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS, se realizd un primer estudio para determinar la
resistencia a los antifungicos de aislados micoticos tanto de infecciones superficiales como de
profundas. Se analizé un total de 76 aislamientos, de los cuales 36 correspondieron a dermatofitos;
a estos se les determino el perfil de sensibilidad por medio de la técnica de E-Test (estudio semi-
cuantitativo); los resultados mostraron que los dermatofitos aislados en ese centro tenian una
resistencia del 19.4% a uno o mas de los compuestos azélicos [22, 23] En otro estudio mexicano,
Manzano-Gayosso y colaboradores estudiaron la sensibilidad antifngica a compuestos azélicos
de aislados levaduriformes de onicomicosis en 4 hospitales de la Ciudad de México. Obtuvieron
un total de 166 aislamientos a los cuales determinaron la sensibilidad a ketoconazol, itraconazol y
fluconazol mediante el método de microdilucion en placa. Como resultado, el 30.7% (51/166

aislados) mostraron resistencia a uno o varios azoles probados [24]



Genes de resistencia antifungica

El estudio de la resistencia antifingica, aunque de manera lenta es cada vez mas importante
en todo el mundo y actualmente se ha demostrado en algunos hongos la existencia de genes
asociados a los mecanismos de resistencia antimicotica previamente mencionados. Estos trabajos
se han realizado principalmente en levaduras del género Candida y con mayor frecuencia
asociados a farmacos azolicos.

A continuacion, se presenta un resumen del mecanismo de resistencia antifungica y los

genes asociados.

Mecanismos de resistencia a los azoles

Alteracién en las enzimas que intervienen en la biosintesis de ergosterol: Sustitucién del

Ergll (Cyp51A)

Los azoles actuan interrumpiendo la produccion de ergosterol a través de la inhibicién de
la enzima Ergl1 en el caso de levaduras, la cual es homologa a Cyp51A en hongos filamentosos).
Esta enzima cataliza la remocion del grupo 14alfa-methyl del lanosterol. Dentro de los
mecanismos mas descritos en la resistencia en azoles es la sustitucion de aminoacidos en el sitio
de unidn al farmaco; este mecanismo es descrito principalmente en Candida. Aproximadamente
140 modificaciones han sido descritas en cepas resistentes, muchas de las cuales tienen efectos
aditivos. Dos de las alteraciones mas comunes descritas en C. albicans son R467K y G464S. Otros
hongos en los que se ha reportado estas mutaciones son en Candida glabrata, C. neoformans y A.

fumigatus.[25]
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Alteracion de las enzimas implicadas en la biosintesis de ergosterol (sobre-expresion)

Este mecanismo de resistencia ha sido descrito en Candida albicans. La sobreexpresion
del receptor contribuye al incremento en la necesidad de farmaco y por lo tanto la reduccién en la
susceptibilidad del microorganismo. Los cambios moleculares han sido descritos como
amplificaciones del gen Ergll por duplicacion de cromosomas o aumento de factores de
transcripcion como Upc2, este dltimo dado por cambio del amino&cido glicina por aspartato en la

posicion 648 (G648D). [25]

Bombas de eflujo

La presencia de bombas de eflujo es un mecanismo presente en muchas especies de hongos.
En los hongos se han descrito dos sistemas encargados de estos sistemas de eflujo: La superfamilia
ABC (ATP-binding cassette) y los MFS (major facilitator family). Dentro de los multiples ABC
existentes, el de mayor importancia es el PDR (pleitropic drug resistance).[25] Los CDR (candida
drugs resistance) son un subgrupo de genes de la superfamilia ABC que han sido los més descritos
en especies de C. albicans, C. glabrata y C. neoformans. De forma similar a los CDR, los MDR
(multidrug resistance) son genes asociados al aumento en la actividad de las bombas de eflujo y
que estan asociados con la funcion de los MFS; estos también se han descrito en especies de C.
albicans y C. dubliniensis. Ademas del aumento en la expresion de los genes CDR, se ha descrito
un aumento en los factores de transcripcién asociado al aumento de actividad de los CDR 'y MDR;
entre estos los mas descritos son el TACL1 (transcriptional activator of CDR) y MRR1 (multidrugs

resistence regulator 1). [25]

Mutaciones en la enzima 5, 6 desaturasa (Erg3): Enzima responsable de la produccién y

acumulacién de un precursor de ergosterol que es toxico para las levaduras, 14 alfa-metil-3-6-diol
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(intermediario en la biosintesis de ergosterol). Las mutaciones puntuales implican la sustitucion
D19E (cambio de acido aspartico por acido glutamico en la posicion 19), lo que produce inhibicién
de la enzima y confiere resistencia a los azoles con acumulacion de un esterol no tdxico para la

célula que es, 14 alfa-metilfecosterol. [25]

Mecanismo de resistencia en equinocandinas

Las fallas al tratamiento, resultado de la resistencia a equinocandinas, es secundario a la
sustitucion de aminoécidos en la subunidad Fks de la glucano-sintetasa, codificada por el gen
FKS1. Esta enzima es necesaria para la produccién de 1,3-beta-D glucano, el cual forma parte
esencial de la pared celular; por tal motivo, no es afectada por el funcionamiento de los MDR. Las

especies en las que ha sido descrito son C. glabrata, C. albicans y Aspergillus fumigatus. [25]

Mecanismo de resistencia a alilaminas

Mutaciones puntuales en el gen SQLE

Las alilaminas son antifangicos que tiene como blanco la enzima SQLE. Su uso es extenso
en el manejo de infecciones causadas por dermatofitos. La descripcion de mutaciones puntuales
en el gen SQLE han sido descritas en cepas resistentes a este tipo de farmacos. Las mutaciones
descritas en este gen consisten en sustituciones de aminoécidos en cuatro posiciones (Leu393,

Phe397, Phe415 e His440) las cuales han sido determinadas en especies de Trichophyton. [26, 27]
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En la Tabla 1 se indican los genes de resistencia que han sido descritas en diferentes géneros y/o

especies de hongos.

Tabla 1: Principales genes de resistencia antifingica

Gen de resistencia | Especie fungica descrita Farmaco Mecanismo descrito
antifangica implicado
Ergll o Cyp51A Candida albicans, C. | Azoles Mutacion en el sitio de union
glabrata, C. parapsilosis, C. al farmaco (sustitucion de
tropicalis, C. krusei, aminoéacidos),
Cryptococcus neoformans, sobreexpresion del sitio de
Aspergillus fumigatus unién.
Factores de transcripcion
descritos: Upc2p
CDR 1y CDR2 C. albicans, C. glabrata, C. | Azoles Activacion de los sistemas
neoformans ABC (ATP-binding
cassettee, PDR) y los MFS.
(Major facilitator family).
MDR1 o PDR1 C. albicans, C. dubliniensis, Actllan como bombas de
A. fumigatus, Trichophyton salida para el farmaco.
spp. Factores de transcripcion
asociados: TAC1, MRR1
FKS1 C. glabrata, C. albicans y A. | Equinocandinas | Sustitucion de aminoacido en

fumigatus.

la subunidad Fks glucano-

sintetasa.

13




Ademas de los estudios in vitro, la correlacion entre resistencia antifngica y genes de
resistencia ha sido estudiada sobre todo en pacientes infectados con VIH. Por ejemplo, Martinez
M et al. evaluaron mediante un estudio longitudinal la evolucidn de la resistencia antifungica de
aislados de C. albicans en un paciente infectado de VIH en terapia continua con fluconazol por
candidosis orofaringea. Durante su seguimiento de 43 meses se detectd un aumento progresivo de
la resistencia antifangica de los aislados, lo que correlacion6 con una sobreexpresion de los genes
MDR y CDR.[7] . En México, los estudios de genes de resistencia han sido evaluados en dos
investigaciones. Como trabajo de tesis, De Gante y cols evaluaron la frecuencia de resistencia
antifangica y de mutaciones en genes asociados de especies de Candida de pacientes
ginecoldgicas. Como resultados obtuvieron 47 muestras positivas a desarrollo de Candida, con un
42.6% de sensibilidad intermedia y 42.6% de resistencia total a azoles; no obstante, no encontraron
diferencia en la frecuencia de presentacion de las mutaciones en los genes UPC2, TAC1, MRR1y
ERG3 en las cepas sensibles y resistentes, por lo que en este estudio ninguna de las mutaciones
estudiadas predecia la presencia de resistencia en las cepas de Candida incluidas.[28] En un
estudio realizado en Chile por Fuentes M y cols., los autores evaluaron los mecanismos de
resistencia a compuestos azélicos y equinocandinas de 20 cepas clinicas mediante la expresion de
genes de resistencia. Concluyeron que entre las diferentes cepas no existe un mecanismo Unico;
no obstante, el mecanismo de resistencia mas prevalente fue la sobreexpresion de bombas de eflujo

en un 60%[29]

Formacion de biopeliculas

La biopelicula se defina al conjunto de células microbianas rodeadas por una matriz

polimérica que facilita la adhesion entre células y entre superficies. Las biopeliculas fungicas
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colonizan superficies inertes y favorecen las infecciones intrahospitalarias asociadas a accesos

venosos, sobre todo descrito en el género Candida [21]

Por otra parte, la onicomicosis no es una patologia exenta de este problema, debido a que
se ha demostrado la capacidad de los dermatofitos para formar biopeliculas en conjuncion con
bacterias, por lo que se ha propuesto que este mecanismo de resistencia a antifingicos y a la
inmunidad del hospedero sea un factor adicional para la falla terapéutica y la cronicidad de la

enfermedad. [30]

A casi una década de estos resultados obtenidos, los estudios en donde se evalla la
sensibilidad, en nuestro pais, siguen siendo escasos y por otra parte, persisten los factores
atribuibles al humano que propician la resistencia antifungica como son: venta de antiflngicos de
cualquier tipo sin necesidad de presentar receta médica, tratamientos incompletos, dosificacion
menor al indicado, uso exagerado de antiflngicos sin diagndstico preciso y la carencia de
reglamentacion en cuanto a la venta de antimicéticos. Por lo anterior, este trabajo aportara
informacion valiosa para determinar la frecuencia actual de resistencia antifingica en hongos
causantes de onicomicosis (dermatofitos, levaduras y mohos) asi como los posibles factores

asociados.
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I1l.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La resistencia antifingica es un fenémeno que va en aumento, que, asociado a la estrecha
gama de antifangicos disponibles, lo convierte en una situacion con impacto clinico y econémico.
Estudios en centros de tercer nivel de hace 10 afios demuestran una prevalencia de resistencia del
19-30% en onicomicosis, cifra que se calcula estd aumentando.

Las medidas de prevencion para la disminucion de este fendmeno son escasas debido a la
poca informacion disponible acerca de los factores asociados. El factor méas descrito para
resistencia antifngica es la exposicion previa a antimicéticos [7]

La onicomicosis por otra parte es una infeccion de alta prevalencia y con altos indices de
falla terapéutica.

En la actualidad no hay estudios realizados en poblacion mexicana en donde se evalué la
frecuencia actual de resistencia antifungica y los posibles factores clinicos y epidemiolégicos

asociados
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IV. JUSTIFICACION

La determinacion de la frecuencia de resistencia antimicotica y los factores asociados a
resistencia antifingica permitird obtener informacién valiosa para implementar medidas que
ayuden a modificar la tendencia de este fenémeno. Debido a su alta frecuencia y gran variedad de
agentes causales, la onicomicosis puede ser un modelo de estudio para analizar la evolucion de las
resistencias en los hongos y determinar posibles factores asociados.

De forma especifica, la informacion que se obtenga permitira tener un mejor abordaje
diagndstico y terapéutico de los pacientes portadores de onicomicosis, por una parte, vislumbrando
la necesidad de estudios de resistencia antifungica en casos de falla terapéutica y la necesidad de

ampliar los medicamentos disponibles para el manejo de esta patologia.
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V. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cudl es la prevalencia de resistencia antifungica en aislados de pacientes con onicomicosis

en un hospital de alta especialidad?
¢Existe asociacion entre la frecuencia de resistencia antifngica con la exposicion previa

de antimicoticos, tiempo de evolucion de la onicomicosis, inmunosupresion y forma clinica de la

onicomicosis?

VI. HIPOTESIS

e La prevalencia de resistencia antifingica de aislados micéticos de pacientes con
onicomicosis de paciente del Hospital de Especialidades de CMN siglo XXI tendran una
frecuencia mayor (30%) respecto al reportado en estudios previos (20%)

e Uno o varios factores, como son la exposicion previa antimicéticos, inmunosupresion,

variedad clinica y tiempo de evolucion incidiran en la frecuencia de resistencia antifungica.
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VIil. OBJETIVO GENERAL

Determinar la prevalencia de resistencia antifungica en onicomicosis de pacientes del
Hospital de especialidades de CMN siglo XXI y determinar los factores asociados a resistencia

antifungica en onicomicosis

VIIl.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Determinar el género y especie de los agentes de onicomicosis mediante técnicas
microbioldgicas (morfologia y fisiologia)

2) Determinar la frecuencia de resistencia de los aislados fangicos frente a los siguientes
antimicéticos: itraconazol, fluconazol, voriconazol, terbinafina, pozaconazol, caspofungina,
anfotericina B y agentes de uso tépico como la ciclopiroxolamina, utilizando el método de
microdilucion en placa.

3) Comparar los porcentajes de resistencia antifingica ajustados por las variables de
comorbilidad, tiempo de evolucién de la dermatosis, variedad clinica y tratamiento antifungico

previo.
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IX. PACIENTES, MATERIAL Y METODOS

a) Disefio del estudio

Estudio observacional, prolectivo, transversal y analitico.

b). - Poblacién objetivo

La poblacion de estudio fueron los pacientes con sospecha de onicomicosis atendidos en el
Laboratorio de Micologia Médica del Hospital de Especialidades durante los 12 meses siguientes
a la aprobacién de este estudio. Los pacientes con sospecha de onicomicosis fueron enviados
principalmente de la consulta externa del servicio de Dermatologia del Hospital de Especialidades
CMN Siglo XXI y también fueron reclutados pacientes del area de hospitalizacion.

c) Descripcién de variables

Variables dependientes:

¢ Resistencia antifungica:
Definicion conceptual: Concentracién Minima Inhibitoria (MIC) que excede los limites

de sensibilidad dado para una cepa fungica.

Definicion operacional: Se definié como el valor de MIC que super6 el valor esperado
para una cepa definida medida a través de la técnica de microdilucion en placa. La técnica de
microdilucion en placa da valores cuantitativos en microgramos/mL, no obstante, para finalidad
del analisis convirtio en dicotomica para analisis bivariado

Tipo de variable: Cuantitativa, pero para analisis se transformo en cualitativa dicotomica.

Escala de mediciones: Microgramos/mL y Ausente=1 Presente=2
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Variables independientes:
e Inmunosupresion:
Definicion conceptual: Situacion o caracteristica de los pacientes que los hace mas
susceptible a ciertas condiciones de predominio infecciosas en comparacion con la poblacion
general.

Definicion operacional:

Para el estudio se interrogdé por comorbilidades, y se catalogé como inmunosupresion las

siguientes condiciones:

Enfermedades reumatoldgicas (lupus, artritis reumatoide, enfermedades granulomatosas)
Diabetes mellitus

VIH

Uso cronico de esteroides sistémicos (utilizados generalmente para trastornos inflamatorios).

Inmunosupresores ahorradores de esteroides (azatioprina, &cido micofendlico, cloroquina,

metotrexato, etc.)
Uso de agentes biologicos inmunosupresores
Alguna otra inmunodeficiencia especifica

La recoleccion de la comorbilidad fue de forma literal, pero se dio una calificacion de
presente 0 ausente si cumplié o no con las condiciones ya descritas.

Para el analisis se consider0 como dicotoOmica, ya sea que esté o no presente la
inmunosupresion.

Tipo de variable: Cualitativa dicotomica
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Escala de medicion: Ausente=1 Presente=2
e Tiempo de evolucion de la onicomicosis:
Definicion conceptual: Tiempo trascurrido desde la primera identificacion del diagndstico
hasta el momento actual
Definicion operacional: Tiempo transcurrido desde la primera identificacion referida por
el paciente (Cambios de coloracion y forma de las ufias) hasta el momento de su registro
Tipo de variable: Cuantitativa discreta

Escala de mediciones: Meses

e Forma clinica de la onicomicosis:
Definicién conceptual: Formas clinicas diferentes en las que se puede presentar una

misma enfermedad.

Definicién operacional: Forma clinica que determind el médico dermato6logo al realizar

la exploracion fisica. Las formas clinicas son:
Onicomicosis subungueal distal-lateral: OSD-L
Onicomicosis subungueal proximal: OSP
Onicomicosis blanca superficial: OBS
Onicomicosis distrofica total: ODT

Tipo de variable: Nominal

Escala de mediciones: OSD-L=1, OSP=2, OBS=3y ODT=4

e Tratamiento o exposicidon previos a antifingicos

22



Definicién conceptual: Tratamientos farmacologicos usado con anterioridad por el
paciente durante la evolucion de la enfermedad

Definicién operacional: Se design6 como presente cuando el paciente recibié manejo
antifangico sistémico de forma terapéutico o profilactico, topico en forma de laca o cremas durante

el periodo de evolucién de la onicomicosis

Tipo de variable: Cualitativa dicotomica

Escala de medicion: Ausente=1 Presente=2

e Agente causal de onicomicosis:
Definicidn conceptual: En enfermedades infecciosas, es el microorganismo, asociado con
una infeccion especifica.

Definicidn operacional: Especie de hongo que se obtuvo en el cultivo

Tipo de variable: Nominal
Escala de mediciones: Dermatofitos=1, Levaduras=2 y Hongos filamentosos no

dermatofitos=3

Por otra parte, en los aislados levaduriformes, se dividieron debido a que estan dominadas
por el género Candida y éstas a su vez por las especies C. albicans y C. parapsilosis. Otros géneros

de relevancia son Rhodotorula y Trichosporon los cuales podrian analizarse en un grupo adicional.
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e Examen directo:
Definicion conceptual: En estudio micoldgico, estructuras micoticas observadas mediante
microscopia en muestra embebida en KOH
Definicion operacional: Estuvo determinado por el investigador principal y el quimico
encargado del laboratorio de micologia. Como resultados probables estan filamentos, estructuras

levaduriformes o negativo.

Tipo de variable: Nominal

Escala de mediciones: Filamentos =1 y Levaduras =2 Negativo= 3

e Sexo
Definicidn conceptual: Taxdn que agrupa a especies que comparten ciertos caracteres

Definicion operacional: Sexo consignado en la hoja de registros

Tipo de variable: Cualitativa dicotdmica

Escala de mediciones: Mujer=1y Hombre=2

e Edad
Definicidn conceptual: Tiempo transcurrido desde el nacimiento hasta el momento actual.
Definicién operacional: Tiempo Transcurrido desde el nacimiento hasta el registro del

paciente.

Tipo de variable: Cuantitativa discreta

Escala de mediciones: Afos
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d) Reclutamiento de pacientes

En el reclutamiento participo el Servicio de Consulta Externa de Dermatologia, de donde
se enviaron pacientes para estudio micologico al identificar los probables casos de onicomicosis
(cambios en la coloracion o en la forma de la ufia) que es parte del protocolo diagndéstico realizado
en la préactica clinica diaria. Se informaba al médico que funge como parte de los investigadores
ante la sospecha de un probable caso de onicomicosis y él se encargaba de obtener el
consentimiento para el uso del material biolégico en pruebas de resistencia. Ademas, posterior a
obtener el consentimiento informado para participar en el estudio, se procedié a realizar un
interrogatorio para el llenado de la hoja de datos del paciente. (ver hoja de recoleccién de datos en
anexos).

A los pacientes que fueron enviados al laboratorio de micologia se realizaron los
procedimientos correspondientes a la toma de muestra, examen directo y cultivos (ver
procedimientos).

De los pacientes con cultivos positivos se realiz6 el concentrado de los datos
epidemioldgicos como: edad, género, antimicéticos orales administrados y tiempo de
administracién, enfermedades concomitantes, medicamentos inmunosupresores administrados. La
figura 1 muestra el flujograma de reclutamiento de pacientes.

e). Criterios de inclusion

Pacientes mayores de 18 afios de cualquier sexo

Pacientes con cultivo positivo para especies productoras de onicomicosis: dermatofitos,

levaduras y hongos filamentosos no dermatofitos
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f). Criterios de exclusién

Se excluyeron aquellos pacientes que por cualquier motivo no contaron con los datos

clinicos o epidemioldgicos completos

Cultivos de pacientes con desarrollo de hongos contaminantes o aquellos cultivos que no

fue posible purificarlos.

Pacientes que no firmaron el consentimiento informado

Figura 1. Flujograma de reclutamiento de pacientes

Eliminacion —

Cultivo negativo

Paciente con sospecha de onicomicosis
( discromia ungueal o distrofia ungueal)

Estudio directo y cultivo (todas las
muestras se cultivan a pesar de un
estudio directo negativo)

Cultivo positivo : Se incluye para
pruebas de resistencia

Purificacién de cepas y estudio de
resistencia mediante microdilucién en
placa

Con resistencia en Sin resistenciaen
microdilucion en placa microdilucién en placa
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g) Célculo del tamafio de muestra

Se calculd6 el tamafio de muestra utilizando el programa GPower version 3.1 con formula
de diferencia de proporciones a una cola, con el estadistico de ji cuadro exacto de Fisher para un
estudio transversal. Considerando un nivel de confianza del 95%, un poder del 80%, a la
proporcidn 2 se asignd un valor de 0.60, que representa la frecuencia esperada de resistencia anti
fufiica en la poblacion de estudio, y a la proporcién 1 de 0.20 (correspondiente a la frecuencia de
resistencia antifungica conocida al momento), dando como resultado un valor de 36, que
corresponden al nimero minimo de pacientes con un cultivo positivos que se requieren reclutar,

repartido en 18 sujetos de estudio por grupo.

Por otra parte, al tomar en cuenta las variables independientes de importancia para el
estudio como son la exposicion previa a antimicoéticos, la variedad clinica y la presencia de
inmunosupresion, el calculo de tamafio de muestra no se modifica debido a que los valores
utilizados son los mismos que se tomaron para calcular la frecuencia de resistencia antifungica (en
este caso 0.20 para los pacientes sin el factor y 0.6 para los pacientes con el factor). Si tomamos
en cuenta la regla de los pulgares para las variables de estudio de importancia, requerimos un total
de 40 pacientes.

Finalmente, concluimos que una muestra de 40 pacientes portadores de onicomicosis con

un cultivo positivo es suficiente para obtener resultados estadisticamente significativos.
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X.  ANALISIS ESTADISTICO

Se realizd una descripcidn de las caracteristicas generales de la poblacion con el célculo de
medidas de tendencia central y medidas de dispersidn para variables cuantitativas, frecuencias y
porcentajes para variables cualitativas. Para el contraste de hipotesis de las variables cualitativas
dicotomicas del estudio (exposicion previa de antimicoticos, forma clinica de onicomicosis,
comorbilidad) se utilizaron tablas de contingencia de 2x2 con las pruebas de estadistica de Ji
cuadrada exacta de Fisher por el tamafio de muestra y la cantidad de casos esperado por celda. Por
otra parte, la otra variable de importancia para el estudio era el tiempo de evolucion de la
onicomicosis, la cual es una variable cuantitativa, debido a que tuvo una distribucién no normal se
utilizé la mediana como medida de tendencia central y la U de Mann-Whitney como prueba
estadistica. Debido al tamafio de muestra, no se consideréd prudente realizar un analisis
multivariado con regresion logistica. Para llevar a cabo el analisis estadistico se utiliz6 el programa

estadistico IBM SPSS Statistics 23

28



XI. RESULTADOS

Se estudié un total de 43 paciente con el diagndstico de onicomicosis confirmado mediante
cultivo, la media de edad fue de 53 SD £16 afios. La distribucion de sexo fue de 29 mujeres (67.4%)
y 14 hombres,32.6%, (tabla 1), la media de duracion en meses de la onicomicosis fue de 81 SD+
64 meses, se calculd de igual forma la mediana que fue 60 meses y RIQ de 0. La forma clinica
mas frecuente fue la distrofica total con 29 casos, 67.4% y subungueal distal con 14 casos, 32.6%,

no se presentd ningun caso de blanca superficial, (tabla 2).

Tabla 1 Distribucién por sexo Tabla 2. Formas clinicas de onicomicosis
Frecuencia Porcentaje Frecuencia Porcentaje
Mujer 29 67.4 Subungueal distal 14 32.6
Hombre 14 32.6 Distroéfica total 29 67.4

Por otra parte, se catalogaron 23 (53.5%) pacientes como sanos y 20 (46.5%) de los
pacientes como inmunosuprimidos, dentro de las patologias interrogadas fueron enfermedad renal
cronica (3), lupus eritematosos sistémico (5), trasplantados renales (3), artritis reumatoide (3), VIH

(1) diabetes mellitus (2), vasculitis y otros (3). Tabla 3
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Tabla 3. Estado de inmunidad de los pacientes

Frecuencia Porcentaje

Inmunocompetente 23 53.5

Inmunosuprimido 20 46.5

En relacion con el procesamiento de las muestras, durante el examen directo con KOH al

10%, 26 mostraron estructuras filamentosas, 7 estructuras levaduriformes y 10 arrojaron un

resultado negativo. Tabla 4

Tabla 4. Examen directo de escama

Frecuencia Porcentaje

Filamentos 26 60.5
Levaduras 7 16.3
Negativo 10 23.3

El antecedente de exposicion para agentes antimicéticos fue positivo para 20 pacientes

(46.5%) y negativo para 23 pacientes (53.5%). Tabla 5

Tabla 5. Tratamiento antifingico previo

Frecuencia Porcentaje

Sin tratamiento 23 535

Tratamiento Previo 20 46.5
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Los 43 aislados patdgenos obtenidos en cultivos de pacientes con onicomicosis fueron
Unicamente especies levaduriformes, a pesar de que en un inicio se plante6 estudiar también
especies filamentosas, esto debido a contaminacion de los cultivos filamentos por acaros
inutilizando los cultivos de esas especies. Debido a que las especies levaduriformes eran
suficientes para completar el tamafio de muestra requerido fue por lo que se decidio continuar con

las pruebas de sensibilidad.

Se identificd un predomino de especies del género de Candida con un total de 34 aislados,
3 del género Rhodotorula (7%) y 6 del género Trichosporon (14%). Se realizo identificacion de
especies del género Candida mediante medio especial de CHROMagar® y mediante sistema
VITEK® siendo las especies mas frecuentes C. albicans 16 (37.2%) y C. parapsilosis con 16
(37.2%), teniendo solo un aislado para C. galli (2.3%) y otro para C. guilliermondii (2. 3%) (tabla
6).

Tabla 6. Cultivos de agentes patdgenos de onicomicosis

Frecuencia Porcentaje
C. albicans 16 37.2
C. parapsilosis 16 37.2
C. galli 1 2.3
C. guilliermondii 1 2.3
Trichosporon sp 6 14.0
Rhodotorula sp 3 7.0
Total 43 100.0
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La resistencia global de las 43 muestras sometidas a pruebas de sensibilidad fue del 58.1%,
esto significa que 25 aislados de las 43 tuvieron resistencia por lo menos a uno de los antifangicos,
de los 7 antifungicos utilizados, por otra parte, 18 de los 43 aislados mostraron una sensibilidad

frente a los 7 antifungicos probados. (Tabla 7)

Tabla 7. Resistencia antifungica global

Frecuencia Porcentaje

Sensible 18 41.9
Resistente 25 58.1
Total 43 100.0

Por otra parte, se midio la frecuencia de aislados multirresistentes que se defini6 como
aquellos aislados resistentes a 2 0 mas farmacos antifingicos, resultando un namero de 15 aislados
(34.9%). De los estudios de sensibilidad realizados para otros antifingicos de uso para levaduras,
pero no para onicomicosis, como es el caso de anfotericina y caspofungina, se obtuvo un total de
1 (3%) y 9 (20%) cepas resistentes, respectivamente. En relacion con caspofungina, 6 de las cepas
que resultaron resistentes correspondieron a Trichosporon, género de levaduras que muestra una

resistencia innata a caspofungina.
El porcentaje de resistencia antifingica agrupada por antimicotico fue la siguiente:

Itraconazol: 13 (30.2%); fluconazol: 9 (20.9%); caspofungina: 9 (20.9%); anfotericina: 1 (2.3%);
voriconazol: 17 (39.5.%); posaconazol: 14 (32.6%). La tabla 8 muestra el nimero de aislados

resistentes a los diferentes grupos de farmacos.
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Tabla 8. Resistencia antifngica por especie de levadura y antifungico

Itraconazol \oriconazol Fluconazol Posaconazol Caspofungina  Anfotericina  Ciclopiroxolamina Total

C. albicans (n=16) 11 10 9 9 1 0 0

C. parapsilosis 1 1 0 0 0 1 0

(n=16)

C. gali (n=1) 0 0 0 0 0 0 0

C. guilliermondi 0 1 0 0 1 0 0

(n=1)

Trichosporon sp 0 4 0 3 6 0 0

(n=6)

Rhodotorula sp 1 0 0 2 1 0 0

(n=3)

Total 13 (30.2%) 17(39.5) % 9 (20.9%) 14 (32.6%) 9 (20.9%) 1 (2.3%) 0 25(58.1%)

Se realizo6 analisis bivariado de la variable dependiente de respuesta principal que fue la
resistencia antiflngica y las caracteristicas clinicas independientes principales que se plantearon
que fue la evolucion de la onicomicosis, la exposicion previa a antimicaticos, la presencia de
comorbilidad que propicia inmunosupresion y la forma clinica de la onicomicosis. Graficas de 1-

3.

De acuerdo con el analisis bivariado realizado, solo el antecedente de tratamiento
antifangico previo fue el factor asociado con mayor frecuencia de resistencia antifingica con una
p <0.001 y un OR de 6.9 IC: 1.8-26. Por otra parte, la forma clinica de onicomicosis (p= 0.140),
antecedente de inmunosupresion (p= 0.242) y evolucion de la enfermedad (p=0.575) no fueron

estadisticamente significativos.
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Gréfica 1. Resistencia antifungica y tratamiento antifangico previo
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Gréfica 2. Resistencia antifingica y forma clinica de onicomicosis
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Graéfica 3. Resistencia antifungica e inmunosupresion
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Ademas del analisis bivariado realizado para la variable dicotdmica de exposicion previa
antimicoticos y la variable dicotomica de resistencia antifungica, también se realiz6 una
descripcion y analisis de los niveles de MICs por aislados y por antecedente de exposicidn

antimicoticos.

Los niveles de referencia y las medianas de MICs por aislado y antifingico, se muestran
agrupados en la tabla 9 y 10. Debido a que los aislados de C. guillermondi y C. galli solo fue uno

respectivamente, se presentan los valores de MICs para cada antifangico. Tabla 11

Mediante el estadistico U de Mann-Witney se compard las subpoblaciones de aislados para
determinar si hubo diferencia significativa en la mediana de MICs. El andlisis mostré que los
aislados de C. albicans tuvieron una mediana mayor para todos los azoles con una p significativa

< 0.001. La mediana de MICs para caspofungina en el género Trichosporon fue también
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estadisticamente significativa con respecto al resto de las especies, esto explicado por la resistencia

innata ya conocida de este género a ese grupo de farmacos.

Por otra parte, el andlisis bivariado tomando en cuenta los MICs y el antecedente de exposicion a
antifungicos, también demostro tener una mediana mayor para los casos en donde existia un
antecedente de exposicidn. Esta diferencia resultd significativa para todos los medicamentos del

grupo de los azoles. (p<0.001)

Tabla 9. Niveles de MICs por aislado

Rango (MIC)

Especie Sensible < Resistente > Mediana

C. albicans (16) AMB 1 1 0.25
FCz 2 4 4 (p<0.001
Icz 0.125 0.5 9 (p<0.001)
vzC 0.125 0.5 15 (p<0.001)
PZC 0.06 0.06 0.25 (p<0.001)
CPF 0.25 0.5 0.5
CPX 1 1 0.125
AMB 1 1 0.25

C. parapsilosis(16) FCz 2 4 0.125
ICz 0.125 0.5 0.03
VvzC 0.125 0.5 0.187
PzC 0.06 0.06 0.03
CPF 2 4 1
CPX 1 1 0.125
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Tabla 10. Niveles de MICs por aislado

Rango (MIC)
Especie Sensible < Resistente > Mediana
Trichosporon sp AMB 1 1 0.125
(6) FCz 2 4 2.25
ICz 0.125 0.5 0.15
vzC 0.125 0.5 0.75
PzC 0.06 0.06 0.077
CPF 0.25 05 16 (p< 0.001)
CPX 1 1 0.125
AMB 1 1 0.125
Rhodotorula sp (3) Fez 2 4 1
ICz 0.125 0.5 0.5
vzC 0.125 0.5 0.5
PzC 0.06 0.06 0.125
CPF 0.25 0.5 1
CPX 1 1 0.25
Tabla 11. Niveles de MICs por aislado
Especie CPF AMB CLP ICz PCz FCz vcz
C. gali .500 .500 125 .030 .030 .2500 .250
C. quillermondi 16.000 1.000 125 125 125 25.0000 2.000

37



XIl. DISCUSION

La onicomicosis es un problema de alta prevalencia, a nivel mundial afecta aproximadamente
un porcentaje que va del 2-50%. En Estados Unidos la prevalencia es del 7-14% y en México el
30%. En el &mbito global representa el 50% de la patologia ungueal y el 30% de las micosis

superficiales [31, 32]

El aumento en la longevidad, inmunosupresion (VIH, diabetes, uso de esteroide, uso de
inmunosupresores, quimioterapia), el uso de antibiéticos de amplio espectro, trastornos
circulatorios en miembros periféricos, alteraciones de la absorcion e interacciones
medicamentosas, no solo han favorecido que este tipo de infecciones vayan ganando mayor
terreno, sino que ademas son factores que entorpecen la evolucion de estas infecciones generando

fallas terapéuticas. [2]

A pesar de que la onicomicosis por si mismo no es un problema grave, es un problema cronico
que genera morbilidad y estrés, asociada con los problemas estéticos en los pacientes, gastos en
atencion medica y exposicion a farmacos, y lo mas importante, la ufia se convierte en un reservorio
de gérmenes potencialmente causantes de micosis sistémicas como las candidosis.[33] Lo
anterior, aunado a la alta incidencia de falla terapéutica ensombrece el panorama de esta
enfermedad. Por tal motivo, recientemente es mas comudn observar estudios enfocados en los

factores que implica esta situacion, uno de éstos, la resistencia antifungica.

Nuestro estudio tuvo como objetivo el determinar la prevalencia de resistencia antifungica en
pacientes con onicomicosis en un hospital de alta especialidad, para demostrar la tendencia hacia
el aumento de este fendmeno y tratar de determinar los posibles factores clinicos que influyen este

fendmenao.
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Las caracteristicas clinicas de nuestros pacientes y presentadas en el apartado de resultados son
comparables y han sido también encontradas en estudios previo, sobre todo las caracteristicas
generales de los pacientes. Por ejemplo, Manzano-Gayosso y cols. estudiaron la sensibilidad a
especies levaduriformes en paciente con onicomicosis en 4 centros de especialidades. Encontrd
un predominio de afeccidn en el sexo femenino del 70.5%, muy cercano al 67.4 % encontrado en
nuestro estudio y acorde a otros reportes internacionales. [34, 35] La edad promedio fue de 51
afios con un rango de 41-71 afos, en nuestro estudio el promedio fue de 53 SD +16 afios. Por otra
parte, en relacion a los aislamientos levaduriformes también se observo la tendencia en el aumento
de aislamiento de especies de C. parapsilosis (31%) y C. albicans (22%), en el caso de nuestro
estudio cada una tuvo un porcentaje igual del 37% de los aislamientos. Esta tendencia también se
observo en el estudio realizado por Oyarzo y cols. donde también se estudid la sensibilidad de
levaduras en onicomicosis, para este estudio la frecuencia de aislados de C. parapsilosis fue de
36.7 contra 26.5 de C. albicans.[36] Con respecto a otras especies levaduriformes, otros géneros
aislados en ambos estudios fueron Rhodotorula con 1 caso (0.6%) y Trichosporon 3 (1.8%) para
el estudio Manzano-Gayosso y cols [24] y en el caso de nuestro estudio fue de 6 (14%) y 3 (7%),
respectivamente. Por otra parte, en otro estudio reciente realizado en la India por Saleh R. y cols.
se estudiaron 68 pacientes portadores de onicomicosis, aislaron 37 levaduras (32.4%) del género
Candida a las cuales se les midi6 la sensibilidad a fluconazol, itraconazol y terbinafina mediante
el método de difusion en disco en base de agar.[37] En este estudio se encontrd que los pacientes
tuvieron un rango de edad del 16-65 afios, con una afeccion del sexo femenino del 79.4%. Para las
formas clinicas encontraron un 45% de subungueal distal-lateral y 37% de distrofica total,
porcentajes que en nuestros pacientes fue invertido y en mucho mayor proporcién para los casos

de distrofica total, lo que explicamos debido a la mediana de tiempo de evolucién de la
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onicomicosis en nuestra poblacion de estudio. Otra variable que se estudio fue los resultados de
estudios directos con KOH al 10%, en este estudio realizado en la India se manejé de manera
dicotdbmica como positivo y negativo, dando un rendimiento del 77.9%, en nuestro estudio fue del
76.6%. El calculo de otras medidas como sensibilidad o especificidad de este método diagnostico
(examen directo) no se calcul6 por diversos motivos, el principal es debido a que no es parte de
los objetivos ni primarios ni secundarios del estudio, el otro es que debido a la forma en que se
recolecto la muestra y como se selecciond la muestra no permitiria calcular estas medidas, ya que
de forma invariable sesgaria estos valores. Con respecto a los cultivos, en el estudio realizado en
la India tuvieron una frecuencia de obtencion de cultivos positivos del 80.9%. Por metodologia de
nuestro estudio, solo trabajamos con cultivos positivos y descartamos las muestras que resultaron

en cultivos negativos, no se realizd ningun analisis de esta informacién

Como se menciond en el apartado de resultados, la resistencia global encontrada fue de 58.1%,
cercana a la planteada en la hipotesis. El estudio realizado por Manzano-Gayosso y cols en donde
se determind la sensibilidad de aislados levaduriformes de pacientes de onicomicosis a diferentes
azolicos se encontré una resistencia del 30.7%. Estos estudios pueden ser comparables ya que
fueron realizados en hospitales de tercer nivel, que implica una poblacion portadora de
comorbilidades, por lo que anticipdbamos una frecuencia elevada de resistencia a antifingica.
Otro dato a tomar en consideracion que influyd en elevar la frecuencia de resistencia en nuestro
estudio es la inclusién en el analisis de las cepas de Trichosporon que tienen una resistencia innata
a caspofungina, que omitiendo estos casos y para hacerlo comparable con el estudio de Manzano-

Gayosso Y cols nos daria una prevalencia de 44.1%

Saleh R. y cols. encontraron una resistencia a fluconazol, itraconazol y terbinafina del 26.5,

41.2 'y 94.1, respectivamente. La resistencia por medicamento encontrada en este estudio fue mas
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elevada que el reportado en nuestro estudio ya que la resistencia individual al fluconazol e

itraconazol fue de 20.9 y 30.2 respectivamente.

En el estudio de Oyarzo y cols. se estudiaron 117 aislados levaduriformes de onicomicosis de
manos y pies, se probo la sensibilidad a fluconazol e itraconazol, encontrando una frecuencia de
16.2% y 4% respectivamente.[36] Posiblemente se encontrd una resistencia antifingica baja
debido a que predominaron las afecciones en mano, dermatosis que generalmente tiene una
evolucion subaguda, hay que recordar que el aumento de resistencia antifingica elevada se ha

reportado sobre todo en onicomicosis podal, que es en su gran mayoria son de evolucion cronica.

La exposicion a antimicéticos y el cambio en las caracteristicas de los pacientes ha generado
que se observen cambios de especies de levaduras que producen una misma enfermedad. Se
desconoce el mecanismo exacto mediante el cual se explique esta tendencia, pero hay diversos
estudios que han tratado de describir y explicar este fendmeno. Por ejemplo, hay una tendencia
especifica en el cambio de especie de levaduras productora de onicomicosis podal, inclinada hacia
especie de C. parapsilosis y desplazando a C. albicans, [34, 35] algo que ain no se explica

totalmente.

Es de relevancia mencionar que ninguno de los estudios mencionados o realizados al momento
en donde se ha estudiado la resistencia antifingica en onicomicosis se ha buscado el antecedente

de exposicion a antimicoticos como un factor asociado.

Evans E, analizé un estudio de pacientes que recibian manejo intermitente con azoles para el
manejo de onicomicosis, para determinar si la exposicion intermitente a antifingicos favorecia el
aumento de cepas resistente de aislados de mucosa oral. Se estudiaron un total de 108 pacientes y

se probd la sensibilidad a itraconazol y fluconazol. El estudio no mostr6 cambio en el perfil de

41



especies que colonizaban la mucosa oral durante el tiempo de tratamiento ni tampoco un aumento
en la frecuencia de aislados resistentes en estos pacientes, concluyendo que a nivel de la mucosa
oral la exposicion previa y de forma intermitente no aumentaba la frecuencia de resistencia

antifangica en los asilados. [38]

El uso de fluconazol de forma profilactica ha permitido observar el cambio de especies
productoras de candidemia en paciente inmunosuprimidos hacia especies con resistencias innata

hacia azoles como C. glabrata y C. krusei[39, 40]

Estos estudios podrian explicar que el cambio transitorio de la biota hace que predominen
especies resistentes a azoles y que, por lo tanto, aumente su frecuencia de aislamiento, pero no
explica en este caso el aumento de especies de C. parapsilosis en la onicomicosis, ya que esta no
es una especie con resistencia innata a azoles y que ademas en los diversos estudios realizados,

ésta no es la especie que mayor resistencia aporta a las casuisticas.

La exposicion previa a antimicoticos en el contexto de la onicomicosis se ha estudiado
previamente por Gupta y colaboradores en paciente con antecedente de falla terapéutico.[41] El
estudio consistid en una cohorte retrospectiva que incluyo a 18 paciente portadores de
onicomicosis a los cuales se busco el antecedente de falla terapéutica y por ende la exposicion a
antifangicos. Este trabajo se enfocd en especies filamentosas (dermatofitos) y su sensibilidad a
itraconazol, terbinafina, ketoconazol y ciclopirox. El estudio no demostré resultados significativos
en el antecedente de la falla terapéutica con el aumento de la resistencia antifungica medida in
vitro y concluye que existen otros factores ademas de la resistencia antifungica que influyen en la

falla terapéutica.
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Aunque el estudio anterior tiene una metodologia adecuada, no podriamos traducir los

resultados a nuestro estudio, debido a que las especies productoras de onicomicosis son diferentes.

Como habiamos mencionado previamente, es indiscutible que en el contexto de falla
terapéutica sean mdultiples los factores que influyen, algunos prevenibles y otros de
comportamiento independiente e inherente al paciente. El estudio tenia la finalidad de demostrar
que la resistencia antifungica es un problema vigente que tiene una tendencia al alza, y que, aunque
no es el Unico factor asociado a falla terapéutica, si es un factor que puede tener implicacion con

la exposicién previa a antimicéticos, como sucede con los antibioticos.

Por lo anterior, nuestro estudio demuestra que en el contexto de onicomicosis debe evitarse la
exposicion inadecuada (dosis insuficiente, tiempo de tratamiento insuficiente) para evitar el
aumento de este fendmeno. Actualmente, en México se requiere receta médica para adquirir
antibacterianos,[42] contrario a sus contrapartes antifungicas. Nuestro estudio ofrece, entre otros,
la evidencia necesaria para evitar el uso inadecuado de estos antimicrobianos a la par de como se

realizd con los antibioticos.

Como se habia mencionado, en Reino Unido, existe regulacion sobre la compra de
antifangicos, por lo que el unico antifingica via oral disponible, es fluconazol en monodosis. El
desarrollo de resistencia antimicotica con la exposicion previa de antimicoticos topicos no ha sido
demostrado, por lo que podria considerarse continuar con su venta libre debido a que las tifias

superficiales tienen alta prevalencia y generalmente tienen buena respuesta a manejo topicos.

Es deseable que se realicen estudios con la mayor evidencia posible, no obstante, el estudio
transversal era adaptable para responder a los objetivos planteados en nuestro estudio, de forma

ideal para el estudio de las enfermedad cronicas y frecuentes, es realizar estudios de cohorte, para
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el caso de la resistencia antifungica en onicomicosis consistiria en iniciar el seguimiento al
momento del diagndstico y antes de la exposicion al antimicotico, continuar el seguimiento y
aquellos que presentaran falla terapéutica, seleccionarlos y medir la sensibilidad del cultivo al
inicio y posterior a recibir el tratamiento. Lo anterior ya fue realizado por Gupta y cols. pero en
especies filamentosas, por lo que seria interesante su adaptacion a levaduras. Por otra parte, un

estudio como el anterior implica mayor gasto de recursos y tiempo, que a veces no es adaptable.

El estudio de los mecanismos de resistencia antifungicas y los genes relacionados, es otro dato
interesante que podria ser estudiado en aislados levaduriformes de pacientes con onicomicosis y
conocer la relacion clinica, in vitro y molecular existente dentro de este fenémeno. Asi, como
primer paso, seria identificar la presencia del gen de resistencia en los aislados y ademas medir la
expresion de éstos. Lo anterior, adaptado a un estudio de cohorte, podria secuenciar el proceso de

resistencia secundaria inducida en levaduras en un modelo vivo.
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XIl.  CONCLUSIONES

1.- La onicomicosis por levaduras es una enfermedad que predomina en poblacién adulta y

en el sexo femenino

2.-La onicomicosis por levaduras esta producida predominantemente por el género Candida
y ésta a su vez por las especies C. parapsilosis y C. albicans, otros géneros reportados en muchos

menos proporcidn son Trichosporon spp. y Rhodotorula spp.

3.-La prevalencia de resistencia antifingica en especies levaduriformes en pacientes con
onicomicosis del hospital de especialidad de CMN Siglo XXI fue del 58.1%, muy alta respecto a

estudios previos.

4.-El antecedente de exposicion previa a antimicéticas en los pacientes demostroé ser un factor

asociado al aumento en la frecuencia de resistencia antifingica en los aislados micéticos.

5.-Las caracteristicas del paciente, la forma clinica de onicomicosis, inmunosupresion y tiempo
de evolucién de la onicomicosis no se asociaron con aumento en la frecuencia en la resistencia en

los aislados micéticos.
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X1V.- CONSIDERACIONES ETICAS

El presente estudio se rige bajo los principios éticos de la declaracion de Helsinki de
beneficencia, no maleficencia, justicia y autonomia. De acuerdo con el reglamento de la Ley
General de Salud en Materia de Investigacion para la salud en su articulo 17, la presente
investigacion se considera con riesgo minimo para los participantes.

Es importante delimitar la practica clinica de la actividad propiamente de
investigacion. Dentro del Servicio de Dermatologia del Hospital de Especialidades CMN Siglo
XXI, la onicomicosis es una dermatosis que se sospecha mediante la exploracion fisica al observar
cambios de coloracion y forma de la ufia. Como parte del protocolo diagnéstico se envia a realizar
estudios microbioldgicos de escama de ufias, que consisten en examen directo y cultivo. Hasta ese
punto queda limitado la atencién médica. Por otra parte, a lo que respecta a los estudios de
resistencia antifingica comprometen propiamente a los objetivos del presente estudio, por tal
motivo el consentimiento informado va dirigido a obtener la autorizacion del manejo de las
muestras con esos fines.

Los tratamientos disponibles para el manejo de la onicomicosis en nuestra institucion
se limitan a azolicos. Por lo tanto, en caso de obtener cepas resistentes a los antimicoticos
disponibles en el cuadro basico se informara directamente al médico tratante para que se

implementen estrategias para brindar el mejor tratamiento.
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XV.- CONSIDERACIONES DE BIOSEGURIDAD

El siguiente estudio se rige bajo los lineamientos del Manual de Procedimientos Para el
Manejo y Control de Residuos Bioldgico-Infecciosos Toxico-Peligrosos en Unidades de Atencion
Médica y de su marco juridico correspondiente.

De forma particular se hace referencia a los siguientes aspectos:
1.- Residuos de cultivos y cepas de agentes infecciosos
a) Se aplicara el procedimiento correspondiente de analisis de muestra conforme al manual
de procedimientos de laboratorio clinico.
b) Se colocard el material con residuos bioldgicos-infecciosos en el lugar previamente
asignado en el laboratorio
c) Setrasladara el material a esterilizar y se depositara en el interior de la autoclave de acuerdo
con el “Manual Interno de procedimiento de laboratorio” y se depositaran los guantes
utilizados en el contenedor para residuos de manejo especial.
d) Elrealizara el tratamiento de esterilizacion por autoclave y de sus actividades subsecuentes
conforme al manual de laboratorio clinico de esterilizacién para cultivos y cepas
2.- Material desechable y material para relso en el servicio:
a) Enjuague del material y deposito en el contenedor correspondientes
b) Realizar técnica de lavado del material conforme al procedimiento interno de laboratorio
3.- Tratamiento de esterilizacion por autoclave:
a) Se aplicara el procedimiento conforme al manual de laboratorio clinico de esterilizacion
para cultivos y cepas mediante autoclave e inactiva materiales con residuos de sangre, a

través de este tratamiento o mediante hipoclorito de sodio al 6%
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b) Se realizarad el proceso de esterilizacion de acuerdo con las normas establecidas en el
“Manuel interno de procedimientos de laboratorio”

c) Se solicitara al personal de intendencia retire el material esterilizado concluido el
procedimiento

d) Separacion del material de acuerdo con sus caracteristicas: desechables y para retso en el
servicio
4.- Tratamiento con hipoclorito de sodio para material con residuo de sangre y cultivos
microbianos

o Se utilizaran cubrebocas y guantes como medida de proteccion

o Se agregara en el contenedor la solucion de hipoclorito de sodio al 6%, 10 ml por cada 100
ml de solucion a inactivas

o Se colocara el material en la solucion de hipoclorito de sodio y se dejara durante 60 minutos

5.- Material para retso del servicio:
a) Se realizara la técnica de lavado de material conforma al procedimiento interno de

laboratorio y se colocara el material limpio en el sitio respectivo

De forma especifica para el manejo de material bioldgico (escama de ufias) nos basamos en el
manual “Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories” en su quinta edicion, seccion
VI11-B Agentes fungicos en su apartado de Dermatofitos pagina 176-177.

Aunque las infecciones de piel ufias y pelo por dermatofitos son de las infecciones humanas
mas prevalente, el procesamiento de material clinico aun no ha sido asociado a infeccion en
laboratorios. Las infecciones reportadas han sido adquiridas de animales infectados de forma

natural o experimental y a través del manejo de cultivos. Las formas cronicas aparecen en pacientes
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inmunocomprometidos, adultos mayores y diabéticos, por lo que los pacientes susceptibles deben
tener precaucion extra.

Los dermatofitos poseen un potencial moderado de riesgo para los pacientes con inmunidad
normal. En el laboratorio clinico, el manejo inapropiado de cultivos es la fuente mas comin de
infeccion en el personal de laboratorio. EI procedimiento de laboratorio mas comun para detectar
infeccion por dermatofitos es la microscopia directa de la piel, pelo y ufias, seguida del aislamiento
e identificacion en medios de cultivo especiales. Otras formas de adquisicion, es mediante contacto
directo con piel, pelo o ufias contaminadas de otro ser humano. Los cultivos se manejaran en
campana de flujo laminar de bioseguridad 2 con lo que se espera evitar tanto la contaminacién del

cultivo como una remota posibilidad de contaminacién ambiental.
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XVI1.- CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Reclutamiento de pacientes y XXX XXX XXX XXX XXX XXX
toma de muestras
Aislamiento y purificacion de XXX XXX XXX XXX XXX XXX
cultivos
Deteccion de resistencia in vitro XXX XXX

Reclutamiento de pacientes y obtencion XXX XXX XXX XXX

de muestra
Aislamiento y purificacion de cultivos XXX XXX XXX XXX XXX
Deteccion de resistencia in vitro XXX XXX XXX XXX
Analisis de Resultado, Conclusiones y XXX XXX
redaccion de documento escrito para
titulacion y publicacion




XVIL.- INSTITUCIONES PARTICIPANTES Y ACTIVIDADES A REALIZAR EN CADA
CENTRO
Reclutamiento de pacientes y obtencion de muestras
Aislamiento y purificacion de cultivos
Deteccion de sensibilidad In Vitro
Analisis de Resultado, Conclusiones y redaccién de documento escrito
A). Hospital de Especialidades, Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS
A.1. Servicio de Dermatologia y Micologia Médica. Captacion y registro de pacientes por el
Dr. Garcia
A.2. Laboratorio de Investigacion Médica en Dermatologia y Micologia.
- Examen directo de muestras de escamas de ufias, cultivo e identificacion fisioldgica de
aislados.
- Cultivos Monosporicos para realizar los estudios de sensibilidad
Estas actividades se realizaron por los Dres. Garcia Pérez y Méndez Tovar.
- Andlisis estadistico de resultados. Realizados por los Dres. Garcia Pérez y Méndez

Tovar

B). Unidad de Micologia, Facultad de Medicina de la UNAM

- Estudios de sensibilidad antifangica. Fueron realizados por el Dr. Garcia Pérez bajo la

supervision de la M. en C. Patricia Manzano Gayosso. Proyecto FM/DI/No. 018/SR//2019
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XVIIl.- RECURSOS FINANCIEROS
Este proyecto sera sometido a todas las convocatorias posibles para obtener recursos
financieros para la compra de las cepas control, medios de cultivo, material de laboratorio

consumible, desechable y los reactivos necesarios para las identificaciones microbioldgicas.

También se considerara la compra de material necesario para la realizacion de las pruebas
moleculares y los estudios de sensibilidad en placa por el método de microdilucion, sin embargo,
mientras no se obtenga ninguna subvencion econémica los proyectos se iniciaran con el material

existente en los laboratorios de las instituciones participantes como se ha acordado.

Desglose financiero

Es desglose financiero para la rea

A) Estudios microbioldgicos

- Agar Dextrosa Sabouraud simple 1 frasco................... 2500 pesos mexicanos
- Agar Dextrosa Sabouraud con antibiotico 1 frasco.......... 3500 pesos mexicanos
- Cajas de Petri 1000 cajas desechables..................... 1000 pesos mexicanos

- Colorantes y reactivos para aclarado de escama........... 1000 pesos mexicanos

B) Estudio de sensibilidad antifingica, bloque de
36 aislados. . .ooveiei i 1500 pesos mexicanos
Consideramos se realizaran 40 estudios

conuncostototal de...........oevviiiiiiiiiiii 6250 pesos mexicanos
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XIX.- ANEXOS

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN PROYECTOS DE
INVESTIGACION

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

E UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION Wwﬁ&‘.é" = ?ﬁuﬁ

Y POLITICAS DE SALID 1 =

IMSS i NG
COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

CARTA DE CONSENTIMIENTO
(ADULTOS)

Lo (a) estamos invitando a participar en el estudio de investigacion con el Nombre: ESTADO
ACTUAL DE LA RESISTENCIA ANTIFUNGICA EN AISLADOS DE PACIENTES CON
ONICOMICOSIS EN UN HOSPITAL DE ALTA ESPECIALIDAD, el cual se llevara a cabo
en el Servicio de Dermatologia y Micologia Médica del Hospital de Especialidades en el Centro
Médico Nacional Siglo XXI en colaboracion con la Unidad de Micologia de la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional Autonoma de México.

Lugar y Fecha:

NuUmero de registro:

Objetivo y justificacion: El objetivo del presente estudio es medir la frecuencia actual de la
resistencia a medicamentos que se usan para tratar los hongos de las ufias, el cual es un problema

en aumento y que afecta la eficacia de los tratamientos en los pacientes que padecen esta infeccion.

Procedimiento: Si usted acepta participar, autoriza el uso de las muestras de escama para estudios
mas especializados, el cual incluye estudios para saber si el hongo es resistente algin
medicamento. Al aceptar su participacion, usted también acepta que se obtengan datos personales

y acerca de su padecimiento, lo cual serd obtenido mediante un cuestionario con duracién
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aproximada de 10 minutos. En caso excepcional y cuando un dato sea omitido realizaremos una

Ilamada telefonica con duracion no mayor de 5 minutos para recabar dicha informacion.

Posibles riesgos y molestias: Los riesgos de la investigacion son nulos, debido a que se utilizaran
las mismas muestran ya obtenidas para el diagnostico de la infeccion de hongos en las ufias. Las
posibles molestias pueden ir relacionadas al consumo de tiempo que implica la realizacion de la
entrevista para el llenado de la hoja de datos y en caso excepcional mediante una llamada

telefénica.

Posibles beneficios que recibira de participar en el estudio: Los beneficios de participar en el
estudio es determinar si el hongo que esta provocando la infeccion de las ufias es resistente algln
medicamento utilizado para el tratamiento de los hongos, lo anterior permitiria buscar otras

posibilidades de tratamiento y, por lo tanto, que la infeccidn de sus ufias pueda resolverse.

Informacién sobre resultados y alternativas de tratamiento: Los resultados de resistencia
antifingica de su muestra seran comunicados a su médico tratante. La opcion de tratamiento a
elegir después de tener los resultados de resistencia algin medicamento sera decision de su médico

tratante.

Participacion o retiro: Es importante que sepa que no recibird un pago por su participacién y que
el estudio no implica gasto alguno para usted, de la misma manera, es importante que sepa que
conserva el derecho de solicitar que su muestra no sea utilizada para los fines con los que esta

contemplada en este estudio.

Privacidad y confidencialidad: La informacién que nos proporcione para identificarlo(a)
(nombre, teléfono y direccion), al igual que sus respuestas a los cuestionarios y los resultados de
sus pruebas clinicas y de laboratorio, seran guardados de manera confidencial, para garantizar su
privacidad. Cuando los resultados de este estudio sean publicados o presentados en conferencias,
no se dara informacién que pudiera revelar su identidad, la cual serd protegida al asignarle un

namero que utilizaremos para identificarle en nuestras bases de datos.
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Pago por su participacion en el estudio: Usted NO recibira pago alguno por participar en este

estudio

Si tiene dudas sobre su participacion puede comunicarse con el Dr. Luis Javier Méndez Tovar,
Investigador principal del estudio adscrito al Laboratorio de Investigacion Médica en
Dermatologia y Micologia, Unidad de Investigacion Médica en Epidemiologia Clinica Hospital
de Especialidades, CMN Siglo XXI, IMSS Correo: [jmt@unam.m  Teléfono: 56 276900
ext:21480

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: Comision
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) 56276900

extension 21230, correo electrénico: comiteeticainv.imss@gmail.com

Declaracion de Consentimiento
Se me ha explicado con claridad en qué consiste este estudio, ademas he leido (o alguien me ha
leido) el contenido de este formato de consentimiento. Se me han dado la oportunidad de hacer

preguntas y todas mis preguntas han sido contestadas a mi satisfaccion.

Al firmar este formato estoy de acuerdo en participar en la investigacion que aqui se describe.

Nombre y firma del Participante Nombre y firma de testigo 1 Nombre y firma de testigo
2

Firma del encargado de obtener el consentimiento informado
Le he explicado el estudio de investigacion al participante y he contestado todas sus preguntas.
Considero que comprendié la informacion descrita en este documento y libremente da su

consentimiento a participar en este estudio de investigacion.

Nombre y firma del encargado de obtener el consentimiento informado
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Hoja de recoleccion de datos

Instituto Mexicano del Seguro Social
Centro Médico Nacional Siglo XXI
Hospital de Especialidades Servicio Dermatologia y Micologia Médica

Nombre: NUmero de seguro social:

Clave de registro en protocolo

Sexo Edad

Ocupacion

Tiempo de evolucion y variedad clinica de la onicomicosis

Tratamientos previos

Comorbilidades

Tratamiento para las comorbilidades:

Telefono y correo

electronico

Resultados de estudios micologicos:
Examen directo

Cultivo
Resistencia
antifangica

56



Cuadro descriptivo de variables que se analizaran en el estudio

Variable Definicion Definicion operacional Tipo de Escala de
conceptual variable medicion
Resistencia Concentracion Valor de MIC que supera el Cuantitativa | Microgramos/ml
antifangica Minima Inhibitoria valor esperado para una cepa continua
(Variable (MIC) que excede los | definida medida a través de la
dependiente) limites de técnica de microdilucion en
susceptibilidad dado | placa
para una cepa
micotica.
Inmunosupresion Situacion o En términos para el estudio se | Cualitativa | Ausente=1
caracteristica de los interrogara por comorbilidades, | Dicotomica | Presente=2

pacientes que los
hace mas susceptible
a ciertas condiciones
de predominio
infecciosas en
comparacion con la

poblacion general.

y se catalogard como
inmunosupresion las siguientes
condiciones:

a. Enfermedades
reumatologicas (Lupus,
Aurtritis reumatoide,
enfermedades
granulomatosas)

b. Diabetes mellitus
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c. VIH
d. Enfermedad renal cronica
e. Trasplantados
f. Uso cronico de esteroides
sistémicos (utilizados
generalmente para
trastornos inflamatorios).
g. Inmunosupresores
ahorradores de esteroides
(Azatioprina, &cido mico
fendlico, cloroquina,
metotrexato, etc.)
h. Uso de agentes bioldgicos
inmunosupresores
i. Alguna otra
inmunodeficiencia
especifica
La recoleccion de la
comorbilidad seré de forma
literal, pero se dara una
calificacion de presente o
ausente si cumple o no con las

condiciones ya descritas.
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Para el andlisis se considerara
como dicotémica, ya sea que
este 0 no presente la

inmunosupresion.

Tiempo de Tiempo trascurrido Tiempo transcurrido desde la Cuantitativa | Meses
evolucion desde la primera primera identificacion referida | discreta
identificacion del por el paciente (Cambios de
diagnostico hasta el coloracion y forma de las ufias)
momento actual hasta el momento de su
registro
Variedad clinica Formas clinicas Forma clinica que determine el | Nominal OSD-L=1
diferentes en las que | medico dermat6logo al realizar OSP=2
se puede presentar la exploracién fisica. OBS=3
una misma Las formas clinicas son: ODT=4
enfermedad Onicomicosis subungueal

distal-lateral: OSD-L
Onicomicosis subungueal
proximal: OSP
Onicomicosis blanca
superficial: OBS
Onicomicosis distrdfica total:

oDT
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Tratamiento previo | Tratamientos Se designara como presente Cualitativa | Presente=1

0 exposicion previa | farmacoldgicos usado | cuando el paciente haya dicotdbmica | Ausente=2

a antimicoticos con anterioridad por | recibido manejo antifingico
el paciente durante la | sistémico de forma terapéutico
evolucion de la o profilactico, tépico en forma
enfermedad de laca o cremas durante el

periodo de evolucién de la
onicomicosis

Examen Directo En estudio Estara determinado por el Nominal Filamentos =1
micoldgico, investigador principal y el Levaduras =2
estructuras micoticas | quimico encargado del
observadas mediante | laboratorio de micologia.
microscopia en Como resultados probables
muestra embebida en | esta filamentos y estructuras
KOH levaduriformes.

Agente causal En enfermedades Nominal Dermatofitos=1,
infecciosas, es el Especie de hongo que se Levaduras=2y
microorganismo, obtenga al cultivo Hongos
asociado con una filamentosos no
infeccion especifica. dermatofitos=3

Sexo Taxon que agrupaa | Sexo consignado en la hojade | Cualitativa | Mujer=1
especies que registro dicotdbmica | Hombre=2
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comparten ciertos

caracteres

Edad

Tiempo transcurrido
desde el nacimiento
hasta el momento

actual.

Tiempo Transcurrido desde el
nacimiento hasta el registro del

paciente.

Cuantitativa

discreta

AN [0
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Manual de procedimientos

Técnicas y procedimientos de laboratorio
1.- Obtencion de muestra:
Se obtuvieron escamas de las ufias mediante hoja de bisturi de region subungueal, en el caso de
dos ufias afectadas se tomé muestra de la ufia con los cambios mas evidentes y de mayor tamafio
(en la onicomicosis hay predominio de la afeccion en primeras ufias). A todas las muestras
obtenidas de escama se realiz6 examen directo con hidroxido de Potasio al 15% y cultivo en agar
dextrosa Sabouraud (ADS), agar dextrosa Sabouraud con antibiéticos (ADS-A), agar lactrimen
(medio de Borelli) y en caso necesario CHROMagar® para especies de Candida.
2.- Purificacion de cepas y cultivos monosporicos
De los aislados positivos (levaduras u hongos filamentosos) se hicieron resiembras purificadas
mediante su cultivo en medios especiales con diferentes nutrientes, y una vez desarrolladas, se
realizaron cultivos monospdricos los cuales se conservaron hasta su uso posterior.
La obtencion de cultivos monosporicos se realiz6 de la siguiente manera:
1. Agregar con pipeta de 2 mL, 1 mL de solucion salina a los tubos con los aislados
purificados
2. Verter en un frasco estéril con pipeta de 20 mL, 5 mL de solucién salina rotulados con el
aislado a diluir
3. Tomar con pipeta de 2 mL y de acuerdo con lo turbio de la solucién hecha del cultivo, entre
0.1-0.5 mL y posteriormente verter en el frasco de 5 mL para diluir ain mas el cultivo.
4. Tomar 0.2 mL de la solucién y realizar siembras en cajas que contenian ADS y ADS-A
Para el caso de levaduras se hizo extensién en cuatro puntos y en caso de hongos

filamentosos se realiz6 distribucién en todo el medio.
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La finalidad de los cultivos monosporicos es obtener colonias Unicas y disminuir la variabilidad
para los estudios de resistencia y biologia molecular.

Los cultivos monosporicos se manejaran en campana de flujo laminar de bioseguridad 2 con
lo que se espera evitar tanto la contaminacion del cultivo como una remota posibilidad de

contaminacién ambiental.

3.- Identificacion de especies

Identificacidn de género y especie por técnicas fenotipicas y fisiologicas.

La identificacion de levaduras se inicia desde el cultivo en CHROMagar®. La principal diferencia
gue permite obtener este medio de cultivo es diferenciar entre Candida albicans vs Candida no
albicans, las especies de C. albicans tornan las colonias de color verde en la placa de cromogeno.
Otras pruebas que ayudan a corroborar los aislados C. albicans es el desarrollo de hifas y
clamidoconidios en el medio de agar papa-zanahoria adicionado con 1% de Tween 80. La técnica
de cultivo consiste en la siembra del agente causal en una estria central en el medio y la colocacion
de un portaobjeto. Su observacion es a las 72 horas, la presencia de hifas/pseudohifas y
clamidoconidias corrobora la presencia de especies de C. albicans.

Por otra parte, el desarrollo de hifas, pseudohifas y tubo germinativo en medio de agar Muller-
Hinton es otra prueba que permite corroborar el desarrollo de es aislados de C. albicans. La técnica
consiste en la inoculacién del agente en la porcién central del medio y la colocacion de portaobijeto.

La lectura se realiza a las 2 horas después de incubacién a 37°C
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En el caso de los aislados filamentosos se identificaran principalmente mediante pruebas

morfoldgicas. La siembra de aislados filamentosos en medios Borelli permite aumentar la

conidiacion y por lo tanto definir la especie correspondiente. Ver tabla 1 e imagenes 1-3

Tabla 1. Caracteristicas de los dermatofitos mas comunes

Trichophyton
rubrum

Trichophytan
tonsurans

Trichophyton
mentagrophytes

Microsporum
canis

Microsporum
gypseum

Epidermophy ton
floccosum

)
by

e
LU RS S

-
o~

Mo presenta

++

Mas de 6 septos

<R

Menos de 6 septos

<TT
&£,

Microaleurioconidios Magroaleurioconidios -
0 00 l_ g e

Micelio delgado

Uamidoconidios

 —

Iarcillos  Espirales

Raguetas
i —

S—_—
Escaso miczlio

Clamidoconidios

Colonia blanca-vellosa
o pulverulenta
Pigmento rojo

Colomia beige
cerebriforme o
crateriforme
Pigmento café

Colonia blanca-vellosa
o pulverulenta
Sin pigmento

Colomia vellosa plano
y radial

Pigmento amarillo-
naranja

Colonia beige polvosa
Sin pigmento

Colonia beige
cerebriforme
Pigmento amarillo-
verdoso

Alejandro Bonifaz, MICOLOGIA MEDICA BASICA [43]
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Imagen 2.- T. tonsurans. A. Cultivo; B microaleurioconidios (40x); C Microaleurioconidios (60x), y D clamidoconidios (40x)
(cortesia: Casanova M, SLP, México).[43]
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Imagen 3.- T. mentagrophytes A. Cultivo; Bmicroaleurioconidios y espirales (10x); C microaleurioconidios sueltos y D
macroaleurioconidios (40x)[43]

4.- Estudios de resistencia in vitro
Estudios de sensibilidad por la técnica de Microdilucién en caldo, siguiendo la metodologia

y los lineamientos propuestos por el CLSI en su documento M27 A3 para hongo levaduriformes.

De manera resumida se realiz6 el siguiente procedimiento (figura 2):
4.i. Con cada aislado preparar una suspension con 10 UFC por mL.
4.ii. Preparar soluciones de los antifungicos a probar, a las concentraciones adecuadas.
4.iii. A cada pozo se le agregan 100 pL de un antimicotico diferente en las concentraciones
preparadas (la mayor concentracién en la columna 1y la menor en la columna 10).

4.iv. Se agregan 100 pL de la suspension del aislado a probar.
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4.v. La columna 11 solo contiene la suspension del aislado a probar (control de viabilidad); la
columna 12 tiene los medios y los antimicoticos sin el aislado a probar (control de esterilidad).
4.vi. Incubar la placa a 35°C y revisar diariamente el crecimiento. La interpretacion de la placa

siguiente seria:

- El aislado esta viable.

- El material empleado estéa estéril.

- El antifungico colocado en la fila A, es eficiente en todas las concentraciones probadas.

- El antifungico colocado en la fila B, no impide el crecimiento del hongo en ninguna de
las concentraciones probadas.

- El antifungico colocado en la fila C, impide el desarrollo en las tres concentraciones
mas elevadas.

- El antifangico colocado en la fila F, impide el desarrollo en las primeras 7

concentraciones probadas.
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Figura 2.- Microdilucién en placa
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4.vii. Los resultados obtenidos se compararan con los puntos de corte establecidos por

el CLSI y EUCAST. La tabla 2 muestra los puntos de corte descritos para el género

Candida.[44]
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Tabla 2. Puntos de corte clinicos (CBP) y puntos de corte epidemioldgicos (ECV/ECOFF) para Candida spp

Puntos de corte clinicos {mg/l)

Puntos de corte epidemiol6gicos (mg/l)

5= 1 DD Rz WT= NWT =
CLSI EUCAST CLsI EUCAST CLSI CLSI EUCAST CLSI EUCAST CLsI EUCAST
Anidulafungina C. albicans 0,25 0,03 05 1 0,06 012 0.25
C. auris 05 1 1 2
C. dubliniensis - 012 025
C. glabrara 0,12 0,06 025 0.5 0,12 025 05
C. guilliermondii 2 4 8 8 16
C. krusei 025 0,06 05 1 0,12 025 05
C. lusitaniae 1 2
C. parapsilosis 2 0,002 4 8 8 8 16
C. tropicalis 025 0,06 05 1 0,12 012 025
Caspofungina C. albicans 0,25 05 1
C. glabrata 0,12 025 05
C. guilliermondii 2 4 8
C. krusei 025 05 1
C. parapsilosis 2 4 8
C. tropicalis 0,25 05 1
Micafungina C. albicans 0,25 0,016 05 1 0,03 0,03 0,06
C. auris 05 05 1 1
C. dubliniensis 0,12 0,25
C. glabrata 0,06 0,03 012 025 006 0,03 0,06
C. guilliermondii 2 4 8 2 4
C. krusei 025 05 1 025 0,5
C. lusitaniae 05 1
C. parapsilosis 2 0,002 4 8 4 4 8
C. tropicalis 0,25 05 1 0,06 0,12
Fluconazol C. albicans 2 2 4 8 8 05 1
C. dubliniensis 05 1
C. glabrata 0,002 <32 64 G4 8 16
C. guilliermondii 8 16
C. lusitaniae 1 2
C. parapsilosis 2 2 4 8 8 1 2
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Puntos de corte clinicos (mg/l)

Puntos de corte epidemiolégicos (mg/l)

5= 5-DD Rz WT=< NWTz=2
CLsI EUCAST CLSI EUCAST CLsI CLSI EUCAST CLSI EUCAST CLsI EUCAST
C. tropicalis 2 2 4 8 8 1 2
C. neoformans 8
Itraconazol C. albicans 0,06 0,12 0,06
C. auris 05 05 1 1
C. dubliniensis 0,06 0,12 2 4
C. glabrata 4 2 8 4
C. krusei 1 1 2 7
C. lusitaniae 1 0,125 2 0,25
C. parapsilosis 0125 025 0,25 0,125 025
C. tropicalis 0,125 0,25 0,25 05 0,125 1 025
Isavuconazol C. auris - 1 - 2
C. dubliniensis 0,06 0,125
Posaconazol C. albicans 0,06 0,12 0,06 012
C. auris - 025 - 05
C. dubliniensis 0,06 0,12
C. glabrata 1 2
C. guillermondii 05 1
C. krusei 05 1
C. lusiraniae 0,06 012
C. parapsilosis 0,06 0,12 025 05
C. tropicalis 0,06 0,12 0,12 025
Voriconazol C. albicans 0,12 0,06 0,25-0,5 1 05 0,03 0,06
C. dubliniensis 0,06 05
C. glabrata 025 05
C. krusei 05 1 2 05 1
C. parapsilosis 0,12 012 0.25-0,5 1 05 0,03 0,06
C. tropicalis 012 012 0,25-0,5 1 05 0,12 025
Anfotericina B C. albicans 1 2 2 4
C. auris 2 1 4 2
C. glabrata 1 2 2 4
C. krusei 1 2 2 4
C. parapsilosis 1 2 2 4
C. tropicalis 1 2 2 4

CLSI: Committee for Clinical and Laboratory Standards; EUCAST: European Committee for Antimicrobial Susceptibility
Testing; I: cepas intermedias; NWT: non-wild type (no pertenece a la poblacion salvaje); S: cepas sensibles; S-DD: cepas

sensibles dependiendo de la dosis administrada; R: cepas resistentes; WT: wild type (poblacion salvaje).
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