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Resumen

INTRODUCCION. La sensibilidad de las pruebas convencionales (examen directo,
cultivo) para el diagnéstico de la onicomicosis (25 a 80%), representa un pro-
blema para la decisién terapéutica del dermatélogo.

OBJETIVO. Determinar la exactitud diagnéstica de la muestra de la lamina un-
g
gular en pacientes con diagnéstico clinico de onicomicosis.

METODOLOGIA. Es un estudio prospectivo de pruebas diagnésticas en 50 pa-
cientes con sospecha de onicomicosis. Se tomé muestra de la ldmina ungular
con cortatifias estéril en el 4rea de onicélisis para pruebas micolégicas (KOH-
cultivo) y de histopatologfa (hematoxilina y eosina y 4cido peryédico de Schift), y
muestra de detritos mediante raspado del lecho para prueba micolégica. La toma
de muestras y el procesamiento de las pruebas se realizaron en laboratorios de
referencia y se interpretaron de manera ciega e independiente. La muestra de
detritos se consideré la prueba estidndar.

RESULTADOS. Se observé compromiso de los pies en 90% de los pacientes, 86,6%
con afectacién del primer dedo. La prueba micolégica de detritos fue positiva en
80% de los casos, encontrandose estructuras micéticas en el examen directo en
72% y aislamiento al cultivo en 64%. En la ldmina ungular, la sensibilidad fue
de 87,5% y la especificidad de 80%; el cociente de probabilidades positivo fue
4,4. Cinco muestras positivas con la tincién PAS fueron negativas en la prueba
estandar. La sensibilidad neta aument6 a 95% mediante el analisis de las pruebas
en paralelo de la lamina ungular. La mayorfa de los aislamientos fueron especies
de Candida (77,3% en detritos y 75,9% en la lamina ungular), y C. parapsilosis fue
el aislamiento més frecuente.

CONCLUSION. Se propone la muestra de la lamina ungular para pruebas mico-
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l6gicas y tincién de PAS, como complemento a la muestra de detritos para el
diagnéstico de onicomicosis.

PALABRAS CLAVE: diagnéstico, onicomicosis, ldmina ungular.

Summary

INTRODUCTION: The sensitivity of conventional tests (direct-culture) for
the diagnosis of onychomycosis (25-80%) represents a problem for the
dermatologist’s therapeutic decision.

OsJECTIVE: To determine the diagnostic accuracy of the nail plate sample in
patients with clinical diagnosis of onychomycosis.

METHODOLOGY: Prospective study of diagnostic tests in 50 patients with sus-
pected onychomycosis. The nail plate sample was taken with sterile nail clippers
from the onycholysis area for mycological testing (KOH-culture) and histopa-
thology (HE-PAS). Another sample by scraping debris from the ungueal bed
was taken for mycological test. Sample collection and processing of the tests
were performed in reference laboratories and interpreted blindly and indepen-
dently. The debris from the ungueal bed was considered the gold standard.

REesuLTs: Feet were involved in 90% of patients, 86.6% with involvement of the
hallux. The mycological test positivity was 80% for detritus, fungal structures
were found by direct in 72% and in 64% were isolated by culture. In nail plate
sample, the sensitivity was 87.5% and specificity was 80%, the positive likelihood
ratio was 4,4. Five samples that were positive for PAS staining were negative in
the gold standard test. Net sensitivity increased to 95% by analysis of parallel
testing of nail plate. Most of the isolates were Candida species (77,3% in debris
and 75,9% in nail plate), C. parapsilosis being the most commonly isolated.

ConcrusioN: We propose the nail plate sample for mycological test and PAS
staining, in addition to the sample of debris for the diagnosis of onychomycosis.

KEY wWORDSs: Diagnosis, onychomycosis, nails

Introduccion

La onicomicosis es una infeccién micética de las ufias
causada por dermatofitos, levaduras o mohos no derma-
tofitos. A menudo es una infeccién inocua, pero puede
causar malestar e infeccién bacteriana secundaria. Su

pado del lecho.

incidencia en el mundo esti en incremento; se observa tritos subungulares.

Utilidad de la muestra de la ldmina ungular

BLANCA SUPERFICIAL: debe tomarse muestra por raspado
de superficie de la uia.

SUBUNGULAR PROXIMAL: cortar la ldmina y realizar ras-

ENDONIX SUBUNGULAR: se toma muestra de ldmina y de-

compromiso entre 2 y 20% de la poblacién general y es
la causa més frecuente de distrofias ungulares (50%). Las
especies de dermatofitos son causantes de infeccién en
ufias en 90% de los casos en Estados Unidos y Europa.
En las unas de las manos, las especies de Candida, princi-
palmente C. albicans, son las mas frecuentemente aisladas
en los pafses tropicales y, los dermatofitos, en las infec-
ciones de las unas de los pies'™.

La clasificacién clinica de la onicomicosis tiene cinco

categorfas’>%*:

DISTAL Y LATERAL SUBUNGULAR: la muestra para
examen debe tomarse tan cerca como sea posible al drea
de una adherida.

www.revistasocolderma.com

DISTROFICA TOTAL: debe tomarse fragmento de la una
con detritos.

El diagnéstico de la onicomicosis ha planteado un pro-
blema para el dermatélogo, puesto que luego de tener
la sospecha clinica, debe realizarse una confirmacién por
laboratorio, buscando tener una tipificacién adecuada del
agente causal, para tomar una decisién terapéutica.

Se reconoce que la deteccién del hongo en muestras de
ufia tiene muchas limitaciones, pues depende de muchos
factores. La preparaciéon previa del drea analizada, la ca-
lidad y toma del espécimen, su manipulacién y tincién,
la visualizacién al microscopio, la técnica de siembra, el
medio de cultivo, la experiencia del observador, el nimero
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Sospecha clinica de onicomicosis

Detritos
(Muestra “Prueba estandar")

KOH
Cultivo

Lamina
(Muestra “Prueba en estudio”)

KOH HE
Cultivo PAS

Ficura 1. Toma de muestras en 50 pacientes con sospecha clinica de onicomicosis.

y la viabilidad de organismos en la muestra y el tiempo
de interpretacién de resultados, entre otros, juegan un
papel importante en el reconocimiento de los agentes
etiol6gicos de la onicomicosis. El examen directo y el
cultivo, considerados la prueba estandar, con frecuencia
son reportados como negativos, con una sensibilidad que
oscila entre 25 y 80% con los métodos convencionales de
toma de muestra y procesamiento>***'?. En este sen-
tido, diferentes series han reportado una proporcién de
falsos negativos entre 5 y 50 %">*10131718,

La utilizacién de otras técnicas para mejorar la exac-
titud diagnéstica en la onicomicosis, ha sido motivo de
multiples estudios. Se han propuesto métodos como: la
tincién con calcofliior para el examen directo, la evalua-
ci6én histopatolégica con tinciones de acido peryédico de
Schift (PAS) y de plata metenamina, las pruebas de in-
munohistoquimica, la citometria de flujo, la microscopia
confocal, la PCR y la PCR-RFLP">%71%1%19,

El Comité de la American Academy of Dermatology en
sus gufas de onicomicosis, propone para el diagnéstico: el
criterio clinico y las pruebas de laboratorio, en las cuales
sugiere la prueba micolégica (KOH y cultivo), el corte
de lamina ungular para evaluacién histopatolégica y la
biopsia de uifia (cuando las pruebas anteriores han sido
negativas)'’.

El proposito de este estudio fue determinar la exac-
titud diagndstica de la muestra de la lamina ungular en
pacientes con diagndstico clinico de onicomicosis.

Pacientes y métodos

Se llev6 a cabo un estudio prospectivo de las caracte-
risticas operativas de pruebas diagnésticas en 50 pacien-
tes con lesiones clinicas sospechosas de onicomicosis,
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que asistieron a la consulta de dermatologfa de la Clinica
Universitaria Bolivariana y a un consultorio dermato-
16gico de la Clinica SOMA. Todos los pacientes dieron
su consentimiento por escrito para participar en el es-
tudio. La investigacién, considerada de riesgo minimo,
fue aceptada por el Instituto de Etica y Bioética de la
Universidad Pontificia Bolivariana.

Ante la sospecha diagnéstica de onicomicosis, los pa-
cientes se aplicaban ciprofloxacina tépica dos veces al dfa
en la ldmina afectada durante cinco dias; tres dias des-
pués de suspenderla, se tomaban las muestras de lamina
ungular y detritos subungulares (FIGURA 1).

La toma de muestra de ldmina ungular fue practicada
por el mismo dermat6logo con un cortatfias estéril en
el drea de onicélisis més proximal al lecho adherido; la
mitad de esta ldmina ungular se colocaba en frasco con
formol al 10% para estudio histopatolégico con tinciones
de hematoxilina y eosina (HE) y 4cido peryédico de
Schiff (PAS) en el Laboratorio de Patologfa de la Escuela
de Ciencias de la Salud de la Universidad Pontificia Bo-
livariana; la otra mitad era remitida el mismo dfa y con
el paciente, en tubo estéril al Laboratorio de Referencia
de Micologfa Médica y Experimental de la Corporacién
para Investigaciones Biolégicas para su procesamiento y
toma de muestra de detritos.

En este laboratorio se practicaba raspado subungular
de la ufia afectada para obtener la muestra de detritos.
Para ello, se procedié a hacer un raspado de toda la zona
afectada del lecho ungular con una lanceta de punta
roma, tratando de hacerlo tan profundamente como la
lesién permitiera.

A ambas muestras (ldmina y detritos) se les hacfa la
prueba micolégica (examen directo [KOH] y cultivo).
Primero, se hizo la siembra de los cultivos en forma sepa-
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rada para cada muestra (detritos y pequefios fragmentos
de la ldmina ungular), utilizando para cada una de ellas
tres cajas de Petri que contenfan medio de cultivo para
hongos: Sabouraud dextrosa agar (BBL), agar Mycosel
(BBL) y agar papa dextrosa. Estos se mantuvieron en
incubacién a temperatura ambiente durante 20 dfas y se
revisaron semanalmente para detectar el crecimiento de
hongos. Cuando se observaron cultivos con presencia de
colonias indicativos de algiin agente fiingico, se procedié
a la identificacién morfolégica, tanto macroscépica como
microscépica, del microorganismo aislado para lograr la
tipificacién de género y especie.

Por otra parte, y después de la siembra de los cultivos,
se hizo el examen con KOH individual para cada tipo de
muestra (detritos y ldmina); en el caso de los detritos, se
deposité el resto de esta muestra sobre una ldmina de
vidrio (portaobjetos) al cual se le adicion6 KOH al 10%;
el espécimen fue calentado brevemente y cubierto con
una laminilla de vidrio (cubre-objetos) para ser evaluado
microscépicamente y detectar la presencia o ausencia de
elementos fingicos.

La biopsia se partid, con ayuda de un cortaufas estéril,
en pequefios fragmentos los cuales se depositaron sobre
una lamina de vidrio; se les adicion6 KOH al 20%, se de-
jaron allf 20 minutos, aproximadamente, para su ablan-
damiento, y posteriormente, la preparacién fue cubierta
con una laminilla de vidrio para proceder a su observa-
cién, de la misma manera que se hizo con los detritos. La
toma de la muestra, el procesamiento y la interpretacién
de la prueba micolégica, de ambas muestras, fueron he-
chas en el laboratorio de referencia mencionado, por dos
profesionales designadas para este estudio.

Para el procesamiento en el Laboratorio de Patologfa,
una vez que la muestra de la lamina ungular hubiera
estado en formalina al 10% durante dos horas, era pro-
cesada de la manera habitual mediante ablandamiento
previo en hidréxido de potasio al 20% a 56 °C durante una
hora; posteriormente, deshidratada en pasos sucesivos de
alcohol etilico al 95% y de xilol, inclusién en parafina a
60°C y corte en micr6tomo para obtener secciones histo-
l6gicas de 4,0 pm de espesor. Las muestras de la lamina
ungular para histopatologfa fueron interpretadas por el
mismo patélogo, de manera ciega e independiente de la
prueba micolégica. Dichas muestras fueron evaluadas en
dos oportunidades y cuando se presenté duda o inconsis-
tencia diagnéstica, fueron interpretadas por un segundo
patélogo.

El espécimen de la ldmina ungular afectada se consi-
der¢ la prueba en estudio y la prueba micolégica (KOH-
cultivo) de detritos subungulares como la prueba es-
tdndar; esto dltimo se hacfa teniendo en cuenta el criterio
estdndar para el diagnéstico de onicomicosis de acuerdo
con lo aceptado en la préactica clinica: hallazgos semio-

www.revistasocolderma.com

Utilidad de la muestra de la ldmina ungular

HONGO AISLADO No.
Especies de Candida 34
C. parapsilopsis 21

C. guillermondi 6

C. tropicalis 4

C. albicans 3

S. dimidiatum 6

T. mentagrophytes 2

Fusarium sp. 1

T. rubrum 1
Total hongos aislados 44

CULTIVOS POSITIVOS: 32
TaBLA 1. Aislamientos obtenidos en los cultivos positivos de
muestra de detritos subungulares.

l6gicos sugestivos, sumado a un resultado positivo en
al menos una de las muestras de la prueba micolégica
(KOH o cultivo)°.

Para el procesamiento de la informacién se utilizaron
los programas SPSS®, versién 15.0 (Chicago, Illinois),
y EPIDAT, versién 3.1 (Organizacién Panamericana de
la Salud, Washington, D.C.). La informacién se analiz6
mediante la estadistica descriptiva (frecuencias absolutas
y relativas) para las variables sociodemogréficas, clinicas,
microbioldgicas y de patologfa. Para determinar la sensi-
bilidad, especificidad, valores diagnésticos y cocientes de
probabilidad de la muestra de ldmina ungular, se crearon
tablas de contingencia y los resultados se presentan con

su respectivo intervalo de confianza del 95% (IC%(V).

Resultados

Se evaluaron 50 pacientes con lesiones ungulares sospe-
chosas de onicomicosis mediante examen clinico, 86% de
sexo femenino, y con edades comprendidas entre los 8 y
los 78 afios.

En 90% de los pacientes se observé compromiso de
los pies, de los cuales 86,6% tenfan afectacion del primer
dedo (89/45); sélo un paciente tenfa compromiso de
manos y pies. En casi todos los pacientes (98%) la lesién
se encontré a nivel subungular distal; dos de ellos tam-
bién tenfan compromiso proximal.

La prueba micolégica de detritos fue positiva en 80%,
mientras que la de ldmina ungular lo fue en 74% (preva-
lencia aparente).

En la muestra de detritos, se encontraron estructuras
fliingicas al examen directo en 72% y se obtuvo aisla-
miento de hongos en el cultivo en 64%. En 32 muestras
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HoNGO AISLADO No.
Especies de Candida 22
C. parapsilopsis 15

C. guillermondi 4

C. albicans 2

C. tropicalis 1

S. dimidiatum 4

T rubrum 2

T. mentagrophytes 1
Total hongos aislados 29

CULTIVOS POSITIVOS: 26

TaBrLA 2. Aislamientos obtenidos en los cultivos positivos de
muestra de ldmina ungular

de detritos positivas al cultivo, se obtuvieron 44 agentes,
con crecimientos de un tnico hongo en 21 muestras, dos
hongos en 10 muestras y tres hongos en una muestra; la
mayorfa de los aislamientos fueron de especies de Can-
dida (77,3%) (TABLA 1).

En el examen directo de la lJdmina ungular se encon-
traron estructuras fingicas en 70%, con cultivo positivo
en 52%. En las 26 muestras de ldmina ungular positivas
al cultivo, se aislaron 29 agentes, obteniéndose un cre-
cimiento tnico en 88,5%. Al igual que en el cultivo de
detritos, el aislamiento més frecuente fue de especies de
Candida (75,9%) (TABLA 2).

No se tuvieron en cuenta como muestras positivas, los

Rev Asoc Colomb Dermatol. 2011;19: 194-200

aislamientos de hongos considerados contaminantes:
uno de Candida magnoliae, dos de Penicilium spp., uno de
Thichosporum mucoides, uno de Thichosporum spp. y dos
de Paectlomyces variotiz; o con especie no tipificable: dos
de Candida spp.

En 15 muestras los aislamientos fueron exactamente
concordantes en el cultivo de detritos y de ldmina un-
gular. La exactitud diagnéstica de la lJdmina ungular fue
de 86% (IC,,, 75,4-96,6). Las caracteristicas operativas
de la prueba en estudio se presentan en la TABLA 3.

En la evaluacién histopatolégica de la muestra de la
ldamina ungular, se identificaron estructuras fingicas en
cuatro (8%) de las muestras con HE y 29 (58%) de las
tefiidas con PAS. Cinco muestras positivas en la tincién
con PAS fueron negativas en la prueba estandar. La exac-
titud diagnéstica de la histopatologia con PAS fue 58%
(IC,,,, 438,3-72,7); las demds caracteristicas operativas de
esta prueba se presentan en la TABLA 4.

La sensibilidad neta mediante el anélisis de pruebas en
paralelo de lamina ungular (KOH + cultivo + PAS) au-
mentd a 95%.

Discusion

La creciente importancia de la onicomicosis, no sélo por
el aumento en su frecuencia sino también por el incre-
mento de patégenos emergentes, plantea un reto diag-
néstico y terapéutico.

A partir de la década de los noventa, se ha observado
un incremento de mohos no dermatofitos y especies de
Candida en onicomicosis, como se ha reportado en este

Prueba estandar
(examen directo o cultivo de

Prueba en estudio
(examen directo o cultivo

Sensibilidad: 87,5 % (76-99)
Especificidad: 80 % (50,2-100)

ke detritos subungulares) Total Valor diagnéstico positivo: 94,6 %
la ldmina ungular) Positiva Negativa (86-100)
Positiva o 9 57 Valor diagnéstico negativo: 61,5%
(81,2-91,8)
Negativa 5 8 13 Cociente de probabilidades positivo:
Total 40 10 50 4,4 (1,3-15,2)

TasLA 8. Sensibilidad, especificidad, valores predictivos y cociente de probabilidades de la prueba fingica de la 1dmina ungular.

Prueba estandar

Prueba en estudio (examen directo o cultivo de

Sensibilidad: 60 % (43,6-76,4)
Especificidad: 50 % (14-86)

(histopatologfa con PAS) detritos subungulares) Lol Valor diagnéstico positivo: 82,8 %
67,3-98,2
Positiva Negativa ( . ) e .
Valor diagndstico negativo: 23,8 %
Positiva 24 5 29 (8,2-44,4)
Negativa 16 5 21 Cociente de probabilidades positivo:
O
Total 40 10 50 1,2 (0,6-2,5)

TaBLA 4. Sensibilidad, especificidad, valores predictivos y cociente de probabilidades de la histopatologfa con PAS.
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Sospecha clinica de onicomicosis

l

Muestra de detritos subungulares

!

Prueba micolégica

Utilidad de la muestra de la ldmina ungular

Directo

/_I_V

+ - +

Tratamiento

Cultivo

Continua sospecha clinica de onicomicosis

M

Nueva muestra

4 e

Detritos subungulares

Lamina ungular

Directo Cultivo Directo

estudio. Aunque este hecho no tiene una interpreta-
cién clara, es posible que los tratamientos eficaces para
dermatofitos, la inmunosupresién que confiere mayor
sensibilidad a Candida y la ausencia de tratamientos
adecuados para los mohos no dermatofitos, pudiesen ex-
plicar esta tendencia®®.

Para el laboratorio de referencia donde se realizé la
prueba micolégica de detritos, se tiene una sensibilidad
estimada en 79%°; para la prueba micoldgica de la lamina
ungular, en este estudio, la sensibilidad para la deteccién
de hongos fue de 87,5%, superior a la reportada para la
prueba estdndar.

Esta gran capacidad de deteccién resalta la importancia
de la remisién de estas muestras a laboratorios especia-
lizados, sin desconocer que la posibilidad de falsos nega-
tivos no es despreciable y que la mayor deteccién se logra
con el examen directo, el cual fue positivo para este es-
tudio, 72% en detritos y 70% en ldmina ungular, en com-

www.revistasocolderma.com

Cultivo

Ficura 2. Propuesta de abordaje

diagnéstico de la onicomicosis.
PAS

paracién con el cultivo, que fue de 64% en detritos y 52%
en ldmina ungular. Esta sensibilidad del KOH pudiera
incrementarse, ain més, con el uso de dimetilsulféxido,
tinta china, negro de clorazol E o fluorocromo™'*'%2°,

Teniendo en cuenta que el rendimiento diagnéstico de
la muestra en estudio (lamina ungular) fue muy satis-
factorio (86%), debe tenerse presente que al analizar de
manera aislada el resultado del cultivo, en definitiva el
método que demuestra el agente causal, sigue teniendo
las mismas limitaciones que el cultivo de detritos®.

La evaluacién histopatolégica con PAS es muy répida
y puede ser més especifica al diferenciar entre invasién
y mera colonizacién, con una sensibilidad reportada de
80,8 a 98,8%>'"'*19%! ‘muy superior a lo encontrado en
este estudio (60%), lo que podria explicarse por dificul-
tades técnicas ya identificadas en otros estudios, como
el ablandamiento de la lamina requerido para lograr un
buen corte®?, la precipitacién de la tincién y el hecho de
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ser una técnica dependiente del observador. Es de anotar
que, a pesar de la baja sensibilidad detectada en este es-
tudio para el PAS, cinco muestras fueron positivas para
hongos por este método que no fueron detectadas por
la prueba estdndar.

La inconsistencia en la sensibilidad de la prueba mi-
colégica y el tiempo que toma el resultado del cultivo,
hacen que el PAS se proponga como una prueba comple-
mentaria®®'®'"?%; sin embargo, otros estudios sugieren
incluso que pudiera ser el tnico método o prueba es-
tandar en el diagnoéstico de la onicomicosis®™'".

Nuevas tecnologfas propuestas para el diagnéstico de
onicomicosis, conllevan altos costos y limitaciones como
métodos de rutina en la prictica clinica">*"'*!*19,

De acuerdo con lo propuesto por las gufas de la Ame-
rican Academy of Dermatology con respecto al diagnéstico
de onicomicosis mediante el uso de pruebas maltiples'®,
los resultados de este estudio demuestran que la utiliza-
cién de pruebas simultdneas en ldmina ungular (KOH +
cultivo + PAS) aumenta la sensibilidad a 95%.

La confirmacién del diagnéstico clinico de onicomicosis
implica la persistencia en la bisqueda del agente causal,
lo cual pudiera lograrse mediante multiples pruebas que,
si bien es cierto aumentan los costos, podrian practicarse
con un abordaje racional, propuesto por los autores, me-
diante el uso de pruebas seriadas (FIGURA 2).

La dificultad del diagnéstico de la onicomicosis me-
diante las pruebas de laboratorio convencionales, con-
lleva una gran frustraciéon no sélo para el paciente sino
para el dermatélogo. Con los resultados de este estudio,
se propone la muestra de lamina ungular, para prueba
micolégica y tincién PAS, como complemento a la
muestra de detritos subungulares, para el diagnéstico de
la onicomicosis. Esto permitirfa un mayor acercamiento
diagnéstico, incrementando la sensibilidad para la detec-
cién del hongo y una mejor decisién terapéutica.
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