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DIAGNOSTICO ETIOLOGICO DE ONICOMICOSIS POR TECNICAS DE
BIOLOGIA MOLECULAR

Onicomicosis

Infeccidén de la ufia causada por hongos. Causa trastornos tréficos en la ufia
afectada (decoloracién, adelgazamiento...). Es la infeccibn ungueal mas
frecuente a nivel mundial.

Aproximadamente el 90% de las onicomicosis estdn causadas por hongos
Dermatofitos.

Los Dermatofitos son un grupo de hongos filamentosos capaces de metabolizar
la queratina, lo que les permite provocar infeccion de piel integra, pelo y ufias.

Los Dermatofitos causantes de la mayor parte de onicomicosis son
Trichophyton rubrum y Trichophyton interdigitale .

Catlab recibe un promedio de 1500 muestras anuales para diagnostico
microbiologico de onicomicosis.

Diagnostico de laboratorio

Se basa en la observacién microscopica y el cultivo. Estas técnicas presentan
bastantes limitaciones:

— Microscopia:

— Observacién directa de la muestra pretratada con hidroxido
potasico (KOH) para disolver la queratina.

— Técnica rapida, pero de baja sensibilidad.

— Muy especifica, pero solo permite distinguir la presencia de
levaduras u hongos filamentosos, sin poder establecer
identificacion de género y especie.

— Cultivo:

— Lento (hasta tres semanas de incubacion).

— Requiere viabilidad de los microorganismos.

— A menudo presenta crecimiento de hongos no dermatofitos, lo
gue implica repeticion de la toma de muestra para establecer su
valor clinico.

Aunque la onicomicosis es una infeccion local que no reviste gravedad, afecta
a la vida cotidiana del paciente: evolucion torpida, visitas meédicas repetidas,
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afectacion estética, posible dolor y dificultad en la deambulacion...ademés de
un cierto componente estigmatizador, debido a la connotacidén de este tipo de
lesiones con falta de higiene y eventual contagio.

Por estas razones, nos planteamos la necesidad de introducir técnicas
moleculares para el diagnostico de laboratorio, puesto que incrementan
significativamente la sensibilidad y acortan el tiempo de respuesta.

Por otra parte, la practica sistematica de antifungigrama de hongos
dermatofitos no esta indicada: un resultado positivo de la técnica molecular
hace innecesario el cultivo, con el consiguiente ahorro de material y trabajo
técnico.

PCR hongos dermatofitos: evaluacion e implementacion

Se evalu6 el sistema comercial de PCR multiple DermaGenius® 2.0
(PathoNostics, The Netherlands), que incluye targets para C. Albicans
(levadura frecuentemente implicada en onicomicosis), T. tonsurans, T.
mentagrophytes, T. rubrum/soudanensi, T. interdigitale and T. violaceum.

Este sistema puede utilizarse en cualquier laboratorio que disponga de
infraestructura basica para técnicas de Microbiologia molecular.

Se procesaron 152 muestras de ufias, en las que se aplicaron las técnicas
convencionales de microscopia y cultivo y, paralelamente la PCR.

118 fueron KOH positivas y 34 KOH negativas

KOH Positiva Cultivo positivo* Cultivo negativo
PCR positiva 51 21
PCR negativa 4 10
KOH Negativa Cultivo positivo* Cultivo negativo
PCR positiva 1 2
PCR negativa - 19

* Aislamiento en cultivo del mismo hongo detectado por la PCR.

(Las muestras no incluidas en la tabla corresponden a muestras no amplificables o cultivos
positivos a hongos no dermatofitos)
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El tiempo medio de respuesta para los cultivos positivos fue 13.5 + 5.01 dias.
Los resultados de la PCR se obtienen en 3 horas desde el inicio del
procesamiento de la muestra.

Cuando se utilizé el cultivo positivo como gold estandar, DermaGenius®2.0
gPCR presenté 92.8% sensibilidad, 62.7% especificidad, 61.9% VPP y 93.1%
VPN.

Cuando como gold standard se consideraron tanto PCR como cultivo positivos,
la sensibilidad de la primera fue 93.3%, en tanto que la del cultivo fue solo
64.4%.

En base a los resultados obtenidos (similares a los de la bibliografia revisada),
en Catlab aplicamos desde ese momento un algoritmo para el diagndstico
microbiolégico de las onicomicosis. Dadas las caracteristicas epidemiologicas
de nuestra poblacién, para la rutina habitual utilizamos un kit del mismo
fabricante que contiene solo tres dianas C. albicans, T. rubrum/soudanensi, i T.
interdigitale.

Algoritmo para el diagnostico etiolégico de onicomicosis

Muestra
ungueal
|
| |
KOH + KOH -
PCR - Cultivo
PCR + PCR -
Resultado definitivo _
. Cultivo

(No cultivar)
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Aproximadamente una tercera parte de las muestras ungueales recibidas en el
laboratorio son KOH positivas. En su gran mayoria la PCR directa sobre este
grupo de muestras nos da el diagnaostico etiolégico.
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