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RESUMEN

La onicomicosis es una infeccidon en las ufias causada por hongos dermatofitos, hongos
filamentosos no dermatofitos o levaduras. Las ufias infectadas presentan cambio de
coloracion, engrosamiento y deformacion. La prevalencia esta relacionada con factores
ambientales, la susceptibilidad del hospedador y la patogenicidad del hongo causante.
Las infecciones fangicas ponen en riesgo el éxito de una cirugia de trasplante, siendo
una causa importante de morbilidad. El objetivo de este trabajo fue aislar e identificar
mediante PCR-secuenciacion las especies causantes de onicomicosis a partir de los
cultivos de pacientes incluidos en el protocolo para trasplante renal atendidos en el
Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS, de la
Ciudad de México. Se utilizaron escamas de ufias de pacientes mayores de 18 afios, en
protocolo para trasplante renal y donadores, atendidos durante el 2020, 2021 y el
primer trimestre del 2022. Las muestras fueron sometidas a un examen directo (ED)
con hidréxido de potasio (20%) y cultivadas en Agar Dextrosa Sabouraud y agar-tierra-
pelos con antibidticos. De los cultivos positivos, se hizo un examen microscopico con
azul de algodon, los hongos filamentosos fueron cultivados en Agar Borelli y se realizé
un cultivo monospoérico en Agar Papa Dextrosa (APD). Se registr6 la morfologia
macroscopica y microscoépica, se realizd extraccion de ADN y se amplificé y secuencié
la region espaciadora interna transcrita (ITS), la subunidad mayor (LSU) del ADN
ribosomal y la regidén que codifica a B-tubulina (TUB). Se analizaron 135 muestras de 75
pacientes. El 45.3% de las muestras eran de pacientes Pre- trasplante, 37.3% fueron de
Post-trasplante, del 2.7% recibimos muestras de pre y post trasplante; el 14.7%
restante correspondio a donadores. El ED fue positivo a estructuras fungicas en 73.9%
(96 muestras), negativo en 19.2% y no realizado en 9.6% de las muestras. De los 96
ED positivos, 71 dieron cultivo positivo: 74% dermatofitos, 10% levaduras y 17%
hongos filamentosos no dermatofitos. Las especies mas frecuentes fueron Trichophyton
rubrum (T. rubrum), seguido de T. interdigitale y Candida albicans. En el analisis
filogenético de las especies de dermatofitos, se distinguieron tres clados bien definidos.

PALABRAS CLAVE: Onicomicosis, Dermatofitos, Trasplante.



ABSTRACT

Onychomycosis is a nail infection caused by dermatophytes , non-dermatophyte molds,
or yeasts. Infected nails show color change, thickening and deformation. The prevalence
is related to environmental factors, host susceptibility and pathogenicity of the causative
fungus. Fungal infections jeopardize the success of transplant surgery, being an
important cause of morbidity. The aim of this study was to isolate and identify by PCR-
sequencing species that cause onychomycosis from cultures of patients included in
kidney transplant protocol attended at the Hospital de Especialidades del Centro Médico
Nacional Siglo XXI of the IMSS, in Mexico City. Nail scales from patients over 18 years
of age, in protocol for kidney transplantation and donors, seen during 2020, 2021 and
the first quarter of 2022 were used. Samples were subjected to direct examination (DE)
with potassium hydroxide (20%) and cultured on Sabouraud Dextrose Agar and soil-hair
agar with antibiotics. Of the positive cultures, a microscopic examination was made with
Lactophenol Cotton Blue, the filamentous fungi were cultivated on Borelli Agar and a
monosporic culture was made in Potato Dextrose Agar. Macroscopic and microscopic
morphology was recorded, DNA extraction was performed and Internal transcribed
spacer (ITS) region, large subunit (LSU) of ribosomal DNA and the region encoding -
tubulin (TIUB) were amplified and sequenced. 135 samples from 75 patients were
analyzed. 45.3% of the samples were from pre-transplant patients, 37.3% were from
post-transplant, 2.7% were from pre- and post-transplant patients; the remaining 14.7%
corresponded to donors. The DE was positive in 73.9% (96 samples), negative in 19.2%
and unrealized in 9.6% of the samples. Of the 96 DE positives, 71 were culture positive:
74% dermatophytes, 10% yeasts, and 17% non-dermatophyte molds. The most frequent
species were Trichophyton rubrum (T. rubrum), followed by T. interdigitale and Candida
albicans. In the phylogenetic analysis of the dermatophyte species, three well-defined

clades were distinguished.

KEYWORDS: Onychomycosis, Dermatophytes, Transplant.
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INTRODUCCION

La onicomicosis es una infeccion comun de las ufias que afecta al 5.5% de la poblacién
mundial. Es causada por hongos dermatofitos, hongos filamentosos no dermatofitos
(HFND) o levaduras (Kaur, et al., 2008; Petrucelli et al., 2020). Esta infeccion fungica
representa el 50% de todas las onicopatias a nivel mundial, afectando la placa y el
lecho ungueal principalmente de las ufias de los pies (Kaur et al., 2008). Cinco
principales tipos de onicomicosis han sido descritos: subungueal distal y lateral,
subungueal proximal, blanca superficial, endonyx y distréfica total (Zaias, 1972; Singal
& Khanna, 2011).

Los dermatofitos son hongos filamentosos patégenos del orden Onygenales que tienen
la capacidad de invadir y alimentarse de estructuras queratinizadas como la piel, el
cabello y las ufias (de Hoog et al., 2017). En un principio el orden Onygenales fue
dividido en solo tres géneros: Trichophyton, Microsporum y Epidermophyton (Gnat et
al., 2021). Sin embargo, actualmente con el uso de técnicas moleculares la taxonomia
de los dermatofitos se ha modificado y en 2017 se incluyeron los géneros Nannizzia,
Arthroderma, Paraphyton, Lophophyton, Ctenomyces y Guarromyces (de Hoog et al.,
2017; Gnat et al., 2021).

Tanto los dermatofitos como los HFND infectan principalmente ufias de los pies,
mientras que las levaduras son mas comunes en ufias de las manos y pueden ser
adquiridas a partir de humanos, animales o el suelo (Cobos Llado6 et al., 2016). El
dermatofito Trichophyton rubrum (T. rubrum) es el agente causal mas comun de la
onicomicosis, seguido de T. mentagrophytes y Epidermophyton floccosum (E.
floccosum) (Cobos Lladoé et al., 2016).

Las ufias infectadas presentan cambio de coloracion, engrosamiento y deformacion;
esto puede provocar distrofia de las ufias y su separacion del lecho ungueal (onicdlisis);
en casos graves llega a provocar dolor en los dedos y afectar las funciones tactiles
(Cobos Lladé et al., 2016; Gupta et al., 2020). La prevalencia esta relacionada con

factores ambientales, la susceptibilidad del hospedador y la patogenicidad del hongo
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causante de la infeccion (Kaur et al., 2008). Se sabe que ciertos factores de riesgo
aumentan la susceptibilidad del hospedero; esos factores incluyen el envejecimiento, el
sexo, la genética, el clima, la ocupacion, la frecuencia de viajes, el tabaquismo, el
calzado oclusivo y el uso de instalaciones compartidas como bafios y vestidores
(Petrucelli et al., 2020).

Los pacientes sujetos a trasplante renal tienen un riesgo mayor que la poblacion
general de presentar onicomicosis debido a la terapia inmunosupresora a la cual son
sometidos con el fin de minimizar el riesgo de rechazo; no obstante, tiene un gran
impacto en el resultado del trasplante, siendo una causa importante de morbilidad
(Oliveira et al., 2019; Zarei et al., 2020). El riesgo aumenta cuando se ha tenido tifia
ungueal o tifla del pie antes de la cirugia, o se tiene antecedentes familiares de estas
infecciones (Cobos Lladé et al., 2016; Petrucelli et al., 2020).

La finalidad de este trabajo fue identificar, mediante técnicas de biologia molecular las
especies de hongos que estan causando onicomicosis en pacientes incluidos en el
protocolo para trasplante renal del Hospital de Especialidades del Centro Médico
Nacional Siglo XXI de la Ciudad de México durante los afios 2020, 2021 y el primer
trimestre del 2022.

ANTECEDENTES

1. MICOSIS SUPERFICIALES
El sistema tegumentario es la primera barrera contra el ambiente y microorganismos
externos, especialmente contra los patdégenos. También es un nicho ecoldgico para
microorganismos comensales que tienen papeles fundamentales en la salud (Vettorato
et al., 2003). Estd compuesto por piel, cabello, ufias, glandulas sebaceas y glandulas
sudoriparas, que ademas son elementos activos del sistema inmunitario al ayudar a
controlar y prevenir infecciones y otros dafios y mantienen la homeostasis del tejido
(Burstein et al., 2020; Vettorato et al.,, 2003). La piel tiene similitudes anatémicas,

funcionales y moleculares con las células epiteliales del timo; ademas, los



queratinocitos producen sustancias que activan la maduracion de los linfocitos T
(Burstein et al., 2020).

Entre las infecciones tegumentarias mas frecuentes, estan las micosis superficiales que
afectan del 20% al 25% de la poblacion mundial y se especula que su incidencia va en
aumento, por lo que son un serio problema de salud publica mundial (Ameen, 2010;
Havlickova et al., 2008). En México se estima que aproximadamente 10% de la
poblacion padece una micosis superficial en su vida; es una de las primeras causas de
consulta en el servicio dermatologia y constituyen hasta el 80% de las micosis
(Manzano-Gayosso, 2008). Los hongos causantes infectan las capas queratinizadas de
la epidermis o la porcién suprafolicular del cabello, ocasionando dafio tisular limitado

teniendo un impacto principalmente cosmético (Borman & Summerbell, 2003).

Las micosis superficiales se dividen en dermatofitosis y en dermatomicosis. Las
dermatofitosis son las mas comunes y son causadas Unicamente por dermatofitos. Las
dermatomicosis incluyen la pitiriasis versicolor, candidosis cutanea, piedra blanca y
piedra negra, tifia negra, onicomicosis e infecciones parecidas a dermatofitosis, pero
causadas por hongos normalmente saprobios o fitopatdgenos oportunistas (Borman &
Summerbell, 2003; Manzano-Gayosso, 2008). La incidencia de estas micosis esta
influenciada por la regiébn geografica, el clima, el aspecto socioeconémico, la

inmunocompetencia de individuos y la disponibilidad de un tratamiento (Ameen, 2010).

2. ONICOMICOSIS
2.1. ASPECTOS GENERALES

La onicomicosis es una afeccion comun descrita por primera vez en 1853. Se estima
gue afecta al 5.5% de la poblacibn mundial, representando el 30% de las micosis
superficiales y el 50% de las onicopatias, o que genera una carga econOmica
importante a los sistemas de salud (Kaur et al., 2008; Mendoza et al., 2012). Se
caracteriza por la invasion de un hongo patégeno ya sea dermatofito, levadura o HFND

en la placa y/o el lecho ungueal (Cobos Lladé et al., 2016; Petrucelli et al., 2020).



El término onicomicosis viene del griego onyx (ufia) y mykes (infeccidbn por hongos)
(Martinez-Herrera et al., 2015). La Sociedad Internacional de Micologia Humana y
Animal sugiere la nomenclatura de la infeccion segun el agente etiolégico que la
provoca, denominando tifia ungueal cuando es provocada por un dermatofito,
candidosis ungueal si es provocada por una levadura del género Candida y micosis
ungueal cuando es provocada por un HFND u otra levadura (Kaur et al., 2008;

Martinez-Herrera, et al., 2015).

Es una infeccidn superficial crénica considerada como un problema cosmético de poca
prioridad, esto ha permitido el aumento de su propagacion, alta prevalencia y falta de
tratamiento en los centros de salud (Gupta et al., 2020). Aunque se puede presentar
tanto en las ufias de las manos como en las de los pies, es mas frecuente observarla
en las ufias de los pies, principalmente afectando el primer dedo; es poco habitual que
afecte mas de una ufia a menos que exista algun traumatismo o0 inmunosupresion
(Gupta, et al., 2020; Kaur et al., 2008).

Las ufias cumplen multiples funciones: protegen a los dedos de traumatismos, mejoran
el tacto fino y aumentan la sensibilidad tactil; cuando se encuentran infectadas, la
movilidad del dedo se ve limitada, afecta la circulacién periférica y es propensa a la
colonizacion por otros microorganismos (Scher et al., 2007). Las ufias infectadas deben
ser tratadas, ya que se corre el riesgo de diseminacioén del hongo a otras partes del
cuerpo, o a otras personas, desarrollar infecciones bacterianas secundarias, celulitis,

reacciones idiopaticas o urticaria cronica (Cobos Lladé et al., 2016; Kaur et al., 2008).

Con el creciente niamero de hongos reconocidos como posibles patégenos es
importante la identificacion precisa del hongo causante de la infeccion para seleccionar
el tratamiento adecuado (Ungo-kore et al., 2021). Para lograr un diagnodstico adecuado
de la infeccion, lo primero que se realiza es un examen directo de escamas de la ufia
afectada con KOH, para la busqueda de estructuras fungicos; el resultado es
corroborado mediante el cultivo micoldgico del cual se hace la identificacién tradicional

mediante el analisis de las caracteristicas morfolégicas (Gupta et al., 2020).



Existen casos en los que la curacion se da de manera espontanea, pero habitualmente
es necesario el uso de antifangicos topicos y sistémicos junto con avulsidon o
eliminacion del area afectada. Se recomienda que el tratamiento dure de 12 a 18
meses para garantizar la eliminacion de la infeccion al dejar crecer una nueva placa
ungueal sana (Scher et al., 2007). Los antifungicos mas utilizados son itraconazol,
griseofulvina, fluconazol y terbinafina; La griseofulvina solo es efectiva en el tratamiento
de la tifia ungueal, mientras que los otros antifingicos tienen diferentes grados de
eficacia contra los diversos tipos de hongos (Garcia-Martos et al., 2000; Mahoney et al.,
2003).

Para la eleccion del tratamiento se deben tomar en cuenta otros factores como la
preferencia del paciente, su estado de salud general, el consumo de otros
medicamentos y la respuesta previa a antifingicos. De ser necesario y posible, deben
realizarse pruebas de sensibilidad para asegurar la efectividad del tratamiento (Scher et
al., 2007). Se estima que hasta un 25% de los pacientes experimenta una infeccién
totalmente nueva después haber logrado una cura 0 no se curan totalmente.
Generalmente, después de un intervalo de al menos 1 afio después del tratamiento, se
presentan casos de reinfeccidn, que puede estar asociada con un tratamiento
inadecuado, no seguir adecuadamente el tratamiento 0 seguir expuesto a multiples
factores predisponentes (Scher et al., 2007; Petrucelli et al., 2020). La identificacion de
la especie fungica causante y el seguimiento del tratamiento acompafiado de un

experto reducen el riesgo de reinfeccion (Petrucelli et al., 2020).

2.2. PRESENTACION CLINICA

La onicomicosis no solamente tiene implicaciones cosmeéticas, sino que tiene efectos
negativos  fisicos, fisiologicos, = emocionales, sociales 'y ocupacionales.
Psicolégicamente provoca baja autoestima, inseguridad, depresion y dificultad para
socializar; fisicamente provoca dolor, limita la movilidad y afecta la circulacion periférica
(Cobos Lladé et al., 2016).



Se estima que las ufias de los pies son 25 veces mas afectadas que las de las manos
(Cobos Llado et al., 2016). En los pies la onicomicosis provoca mayores sintomas
fisicos al impedir actividades diarias como caminar, mientras que cuando se presenta
en las manos tiene un efecto mas psicosocial ya que causa baja autoestima al sentir
verguenza e inseguridad debido a que la exposicion es mayor (Cobos Lladé et al.,
2016; Kaur et al., 2008).

El cuadro clinico causado por una especie fungica es indistinguible del causado por
otra. La infeccibn comienza del borde distal o lateral extendiéndose por debajo del
lecho ungueal donde puede causar cambio de color (amarrillo, blanco o marrén),
separacion del lecho ungueal (onicdlisis), engrosamiento por acumulacién subungueal
de detritus epidérmico, distrofia, paroniquia y/o fragilidad (Gupta et al., 2020; Mahoney
et al., 2003). Aunque es una enfermedad principalmente asintomatica, en
manifestaciones graves provoca molestia, dolor, inflamacion con aumento de volumen
del area, disminucion de las funciones tactiles, limitaciéon de la movilidad y posible
afeccion de la circulacién periférica (Cobos Lladé et al., 2016).

De acuerdo con los criterios propuestos por Zaias en 1972, las onicomicosis presentan
alguna de las cinco variedades clinicas, dependiendo del grado de afeccion de la

[Amina:

1) Subungueal distal y lateral: es la forma mas comun; el hongo entra por el surco
ungueal distal y lateral, invadiendo la capa cornea del lecho y del hiponiquio ungueal,
propagandose hacia el flujo de crecimiento, infectando toda la ufia y ocasionando
cambio de color, hiperqueratosis subungueal, onicdlisis, onicodistrofia y/o paroniquia
(Zaias, 1972).

2) Subungueal proximal: comienza debajo del pliegue ungueal proximal
extendiéndose distalmente sin afectar la superficie, migra a la matriz subyacente y se
disemina distalmente debajo de la placa ungueal ocasionando paroniquia; es comun en

pacientes inmunocomprometidos (Zaias, 1972).



3) Blanca superficial: la placa ungueal es infectada causando pequefias manchas
blancas opacas bien delimitadas, acompafiado del adelgazamiento de la lamina

ungueal; no presenta inflamacién (Zaias, 1972).

4) Endonyx: es la forma clinica menos frecuente; es causada por invasion a la placa
ungueal a partir del surco ungueal distal formando parches de color blanco lechoso y
penetrando la lamina ungueal; no ocasiona hiperqueratosis ni onicélisis (Singal &
Khanna, 2011)

5) Distréfica total: puede ser primaria 0 secundaria a partir de las otras formas
clinicas, la placa ungueal es destruida completamente (Singal & Khanna, 2011).

Aungue la onicomicosis no se considera una enfermedad mortal, no puede tratarse
como un simple problema cosmético; La enfermedad es de larga duracion a pesar de
tener una terapia temprana y adecuada (Scher et al., 2007). Enfermedades como
psoriasis, eczema, liquen plano ungueal, infecciones bacterianas, dermatitis por
contacto, distrofia por trauma, paroniquia congénita, tumores, sindrome de las ufias
amarillas y onicdlisis idiopética, dan un cuadro clinico similar por lo que un diagnéstico

preciso es importante (Kaur et al., 2008).

2.3. AGENTES CAUSALES
2.3.1. DERMATOFITOS

Los dermatofitos son los principales agentes causales de la onicomicosis; causan entre
el 50% y el 80% de todos los casos; son los responsables del 90% de las infecciones
de los pies y el 50% de las manos (Kaur et al., 2008; Leung et al., 2020). T. rubrum es
la especie mas comun causante de onicomicosis, seguida por T. mentagrophytes y E.
floccosum. Especies de Microsporum u otras de Trichophyton son raramente aisladas
de esta afeccidn (Leung et al., 2020). La tifia ungueal en los pies suele ser secundaria
a una tifia del pie cronica, mientras que en las manos puede surgir como una infeccion

secundaria de la tifia del pie, palmar o ungueal de los pies (Cobos Llad¢ et al., 2016).



2.3.2. HONGOS FILAMENTOSOS NO DERMATOFITOS (HFND)

Los HFND causan del 1.5% al 6% de las onicomicosis, dependiendo de la region
geografica y el método de diagndstico que se utilice. Afectan principalmente los pies y
se asocian con inflamacién periungueal (Kaur et al., 2008). Estos hongos estan
presentes en el suelo y en la materia organica, la mayoria con una distribuciéon mundial.
Cuando son aislados en un laboratorio de diagnostico, puede ser debido a que sean
contaminantes ambientales, comensales, colonizadores transitorios, invasores
secundarios, invasores primarios 0 acompafantes de dermatofitos en infecciones
mixtas (Martinez-Herrera et al., 2015; Singal & Khanna, 2011).

Los principales HFND aislados como agentes causantes de onicomicosis son
Scopulariopsis brevicaulis y Aspergillus versicolor, seguidos de Acremonium sp.,
Fusarium sp., Aspergillus sp., Alternaria sp., Scytalidium hyalinum y Onychocola
canadensis (Cobos Lladé et al., 2016). El diagndstico, se basa en la sospecha clinica y
en la confirmacion repetida demostrando que crecen mas de cinco colonias de forma
reproducible a partir de la ufia en diferentes momentos (Gupta et al. 2003). El
tratamiento es dificil ya que no responden adecuadamente a los antimicoticos
convencionales, por lo que su identificacion es muy importante (Martinez-Herrera et al.,
2015; Singal & Khanna, 2011).

En México la incidencia calculada de este grupo de hongos es de 2.25%; se han
reportado S. brevicaulis, A. niger, A. fumigatus, A. flavus, F. oxysporum, F. solani,
Cladosporium spp., Alternaria alternata, Acremonium spp. y Curvularia spp. como
agentes causales (Moreno & Arenas, 2010). En pacientes con alguna
inmunodeficiencia como diabetes y esclerosis multiple, se han reportado Paecilomyces
spp., Tritirachium oryzae, Phialophora spp., Rhizopus spp., Neoscytalidium dimidiatum
y Chaetomium globosum como causantes de onicomicosis (Martinez-Herrera et al.,
2015; Sanchez- Cardenas et al., 2021).



2.3.3. LEVADURAS

En los ultimos afios han aumentado los reportes de levaduras que causan infecciones.
Entre el 8 y el 10% de las onicomicosis son causadas por levaduras principalmente del
género Candida, afectando generalmente las ufias de las manos (Cobos Llado et al.,
2016; Singal & Khanna, 2011). Candida albicans (C. albicans) es la principal levadura
aislada de pacientes con onicomicosis, abarcando casi el 70% de los casos; le siguen
C. parapsilosis, C. guilliermondii C. tropicalis, C. krusei y en menor medida se reportan
otros géneros como Trichosporon cutaneum, Geotrichum candidum y Geotrichum
capitatum (Cobos Llado et al., 2016; Singal & Khanna, 2011).

Las especies de Candida son parte de la microbiota comensal y transitoria, por lo que
son considerados patégenos enddgenos oportunistas, aunque ocasionalmente se
puede propagar entre individuos o intrahospitalariamente (Havlickova et al., 2008). La
onicomicosis por Candida se divide en tres tipos: paroniquia, que se manifiesta por
tumefaccion y eritema en los pliegues ungueales proximales y laterales; granuloma,
gue implica la invasion directa de la placa ungueal, produciendo engrosamiento de esta

y onicolisis, condicion en que la placa ungueal se separa del lecho (Kaur et al., 2008).

En la dltima década las especies de Trichosporon spp. han tenido mayor relevancia
como causa de onicomicosis. Se han reportado las especies T. asahii y T. cutaneum
como las mas frecuentes después de las especies del género Candida (Martinez-
Herrera et al., 2021). En pacientes inmunocomprometidos la infeccion puede
diseminarse produciendo fungemias con una mortalidad de hasta el 80% (Ortega-

Springall et al., 2016; Martinez-Herrera et al., 2021).
2.4. EPIDEMIOLOGIA

La prevalencia de onicomicosis esta estimada entre 14 y 23% en la poblacién general,
y esta determinada por factores predisponentes como hiperhidrosis, onicogrifosis, la
edad, factores sociales, ocupacion, clima, traumatismos repetidos en las ufas,
exposicidon frecuente al patdgeno, disminucion de la funciéon inmune, falta de higiene,

mal corte de las ufias y uso de zapatos oclusivos (Haghani et al., 2019; Garcia-Martos
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et al., 2000). En pacientes con enfermedades como diabetes, psoriasis, insuficiencia
venosa y arterial, virus de inmunodeficiencia humana (VIH) e insuficiencia en algun

organo la prevalencia aumenta hasta un 25% (Gupta, y otros, 2020).

La incidencia no cuenta con valores establecidos debido a que los reportes vienen
Gnicamente de la consulta dermatoldgica, pero se estima que va en aumento gracias a
las migraciones masivas y a los viajes recreativos que han conducido a la dispersion de
los agentes etiolégicos principalmente en paises industrializados (Ameen, 2010;
Manzano-Gayosso, 2008). La incidencia es influenciada por el ambiente, el hospedador
y el patdgeno, el riesgo de la infeccion aumenta por factores como la edad, el sexo, la
genética, el tabaquismo, frecuencia de viajes, uso de saunas, bafios y piscinas
publicas, antecedentes familiares, traumatismos repetidos y funcién inmunitaria
disminuida (Ameen, 2010; Petrucelli et al., 2020).

La onicomicosis es una enfermedad comdn en todo el mundo y es considerada como
un trastorno de adultos mayores, pacientes inmunosuprimidos y de grupos
ocupacionales (soldados, deportistas, obreros o bomberos) (Cobos Lladé et al., 2016).
Los agentes etioldgicos varian segun la region geografica; son diferentes incluso dentro
de un mismo pais y cambian junto con los patrones de migracion, el crecimiento del
turismo, la globalizacion y el cambio en las condiciones socio economicas que
provocan que se propaguen especies poco comunes (Ameen, 2010; Havlickova et al.,
2008; Ungo-kore et al., 2021).

Se ha visto que en paises occidentales con climas templados los dermatofitos son los
principales causantes de onicomicosis, mientras que en paises con clima tropical son
mas frecuentes las levaduras y HFND (Ameen, 2010). En México no se cuenta con
datos precisos y actuales de la prevalencia y de la incidencia de esta enfermedad. En
un estudio realizado de 1992 a 2005 en el que se reportaron 5 221 casos de
onicomicosis se calculé una prevalencia de 3.22%. En 2010 se reportaron 12,637
pacientes con onicopatias; en el 48% se diagnosticaron onicomicosis y en el 88% los

pies fueron los afectados (Cobos Llado et al., 2016).
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3. PACIENTES DE TRASPLANTE DE ORGANOS

El trasplante de o6rganos se ha convertido en una alternativa comun cuando se
presenta falla de algun 6rgano, para permitir aumentar la calidad y la esperanza de vida
de los pacientes; su éxito se debe a las técnicas quirdrgicas actuales y a los regimenes
inmunosupresores prolongados que mejoran la aceptaciéon e impiden el rechazo del
injerto, al inhibir la activacion de los linfocitos T y B por la estimulacion ante los
antigenos de histocompatibilidad del érgano donado (Oliveira et al., 2019; Zarei et al.,
2020).

La terapia inmunosupresora interfiere también con la reactividad hacia organismos
infecciosos, por lo que se asocia a una mayor susceptibilidad a infecciones por hongos,
bacterias, virus y protozoos comunes y oportunistas, que toman un curso agresivo y
atipico, particularmente se presentan infecciones de tipo cutaneo (Oliveira et al., 2019).
Las infecciones posteriores a una cirugia de trasplante son un desafio que persiste y
tienen un gran impacto en la aceptaciéon del érgano trasplantado. Se presentan
inmediatamente después del trasplante o durante el periodo perioperatorio, siendo las
infecciones del tipo fangico un problema importante ya que presentan una tasa de
morbilidad y mortalidad de hasta el 90% (Lima et al., 2013; Zarei et al., 2020).

La incidencia y la etiologia de las micosis varian dependiendo de la edad, enfermedad
subyacente, tipo de trasplante, condicién del érgano donado, tiempo postrasplante,
entorno hospitalario y la terapia inmunosupresora. Las micosis pueden ser enddgenas
0 exogenas, pero se ha visto que es posible adquirirse a partir del 6rgano trasplantado
o mediante una transfusion, tendiendo a ser generalizadas (Magafia Ramirez et al.,
2013; Virgili et al., 2002).

Los inmunosupresores inhibidores de la calcineurina como ciclosporina, azatioprina y
tacrolimus, han sido asociados con micosis superficiales (Oliveira et al., 2019). La piel
es un Organo inmunoldgicamente activo por su funcion de barrera ante agentes
externos y la produccion de queratinocitos. Al ser afectada la piel o sus anexos por

hongos, puede ser un signo de una micosis invasiva, por lo que su diagnéstico y
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tratamiento oportuno son importantes para mejorar la supervivencia de los pacientes
(Lima et al., 2013; Oliveira et al., 2019; Zarei et al., 2020).

3.1. ONICOMICOSIS EN PACIENTES DE TRASPLANTE RENAL

El trasplante renal es considerado la mejor terapia para pacientes con insuficiencia
renal crénica, que antes solo tenian como opciones de tratamiento la hemodialisis o
didlisis peritoneal (Vettorato et al., 2003; Tapia-Amador et al., 2022). En México el
primer trasplante renal fue realizado en 1963 en el Hospital General del Centro Médico
Nacional del Instituto Mexicano del Seguro Social (Ayala-Garcia et al., 2020). Hasta el
2020 se realizaban en promedio 2,705 trasplantes renales anuales; este nimero bajo
drasticamente debido a la epidemia por COVID-19. Durante este afio 2022 se han
realizado un total de 2,712 trasplantes de rifidén, de los cuales 278 fueron realizados en
el Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI, y existen 15,261
pacientes en espera (Sistema Informatico del Registro Nacional de Trasplantes, 2022).

La terapia inmunosupresora a largo plazo reduce el numero de células de Langerhans
epidérmicas, induce el engrosamiento y retrasa la descamacion del estrato cérneo, lo
que los predispone a una variedad de complicaciones cutaneas, principalmente
fungicas como la onicomicosis (Gulec et al., 2003). La prevalencia de onicomicosis en
estos pacientes es del 5.17% y su incidencia varia del 10 al 13%. El riesgo aumenta
cuando hay antecedentes de onicomicosis y/o tifia del pie en el paciente o en los
familiares (Cobos Lladoé et al., 2016).

La literatura indica que las lesiones cutaneas pueden ser el primer hallazgo de una
infeccion fungica invasiva (Lima et al., 2013). Cuando se propaga una infeccion que
inicia como onicomicosis se puede observar linfadenopatia severa, hifas dentro de los
nodos linfaticos y fungemia potencialmente mortal, por lo que debe tomarse en serio su

diagnostico en estos pacientes (Cobos Lladé et al., 2016; Gileg et al., 2003).
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4. DERMATOFITOS

Los dermatofitos son hongos filamentosos cosmopolitas, los cuales pertenecen al
Phylum Ascomycota, orden Onygenales, familia Arthrodermataceae (de Hoog et al.,
2017). Se caracterizan por su capacidad para utilizar la queratina como fuente de
nutrientes lo que les permite invadir el estrato corneo de la epidermis, el cabello y las
ufias causando infecciones subagudas o cronicas. A estas infecciones se les denomina
tinas (de Hoog et al., 2017; Gnat et al., 2021).

Las tifias comprenden el 58% de todas las micosis superficiales (Manzano-Gayosso,
2008). En pacientes inmunocomprometidos pueden evolucionar rapidamente y llegar a
formas extensas confinadas a la epidermis, o presentar un comportamiento invasivo a
sitios extra cutdneos causando granulomas, nodulos, papulas o lesiones

frecuentemente asociadas a prurito, dolor y exudado (Rouzaud et al., 2018).

La patogenia de las dermatofitosis presenta cuatro etapas: adhesion, colonizacion,
invasion y penetracion (Burstein et al., 2020). Los sintomas y duracion de estas etapas
varian dependiendo del hospedador y de los factores de virulencia como: enzimas
queratinoliticas (hidrolasas, glucanasas, quitinasas, manosil-transferasas), proteinas de
choque térmico, proteinas del dominio LysM y produccién del ergosterol. Las quitinasas
(subtilisinas y fungalisinas) son el principal factor de virulencia ya que permiten la
colonizacion y el mantenimiento del hongo en el hospedero; se ha visto que estas
proteasas interfieren con la respuesta inmune del hospedero ante si mismo y otros

patdgenos (Burstein et al., 2020).

Los hongos dermatofitos se pueden clasificar de acuerdo con su habitat natural en
antropofilicos cuando estan mejor adaptados al humano; zoofilicos cuando estan mas
adaptados a animales no humanos; y geofilicos cuando su principal habitat es el suelo
como saprobios (Havlickova et al., 2008). Los hongos antropofilicos estan relacionados
con micosis cronicas y leves de baja inflamacion, pero son altamente contagiosas; los
zoofilicos se caracterizan por causar mayor inflamacion y los geofilicos infectan
esporadicamente a humanos y otros animales ocasionando signos y sintomas variables
(Havlickova et al., 2008; de Hoog et al., 2017).
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Los principales géneros Trichophyton, Microsporum y Epidermophyton son patégenos
tanto de humanos como de otros animales (Vera Diaz, et al., 2015). Por mucho tiempo
solo se consideraban estos géneros como los pertenecientes al orden Onygenales. Sin
embargo, gracias a las herramientas de biologia molecular, la taxonomia de los
dermatofitos ha evolucionado conformandose actualmente por nueve géneros
Trichophyton, Microsporum, Epidermophyton, Nannizzia, Arthroderma, Paraphyton,
Lophophyton, Ctenomyces y Guarromyces (de Hoog et al., 2017; Gnat, et al., 2021).
Las especies T. rubrum, T. mentagrophytes, M. canis y E. floccosum tienen una
distribucion mundial. T. rubrum es la especie antropofilica méas frecuente causante de

diferentes tipos de tifia (Ameen, 2010).

T. mentagrophytes es el segundo dermatofito mas comun; es considerado un complejo
de variedades antropofilicas y zoofilicas genéticamente indistinguibles; a las variedades
antropofilicas se les llama T. interdigitale; esta variedad se distingue morfolégicamente
ya que genera menos microconidios que las variantes zoofilicas (Nenoff et al., 2007).
Todas las especies de T. mentagrophytes tienen microconidios redondos, de paredes
lisas, no forman macroconidios y forman hifas en espiral; macroscopicamente se
asemejan a T. rubrum al formar colonias algodonosas o0 granulosas que pueden tener

un pigmento amarrillo a marron (Nenoff et al., 2007).

Las especies del género Trichophyton son muy parecidas; las colonias suelen ser
blancas a amarillas con un aspecto algodonoso, producen microconidios redondos,
piriformes o en forma de clava, de pared lisa, que se forman individualmente a lo largo
de las hifas y macroconidios en distintas cantidades de paredes lisas, delgadas a
gruesas, con 1-12 tabiques y pueden observarse en racimos (Borman & Summerbell,
2003; Macura, 1993). Las colonias de T. rubrum suelen ser algodonosas y producen un
pigmento vino a rojo. Las colonias de T. interdigitale son mas pulverulentas a
granulosas, algunas producen pigmento marron-rojo, no forma macroconidios, pero
produce microconidios abundantes e hifas en espiral. En la morfologia macroscopica de
T. tonsuras suele observarse un centro plegado, aspecto aterciopelado a pulverulento y
con pigmento difuso marron; microscopicamente produce pocos macroconidios
(Macura, 1993; Nenoff et al., 2007).
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Las colonias de E. floccosum son de aterciopeladas a pulverulentas, de color blanco,
amarillo o verde oliva y en algunas ocasiones produce pigmento. Microscopicamente
son facilmente distinguibles ya que no producen microconidios y sus macroconidios son
ovales, claviformes, lisos, de paredes delgadas, con dos a seis segmentos y dispuestos
a lo largo de las hifas individualmente o en forma de racimo (Borman & Summerbell,
2003; Macura, 1993). Las especies del género Microsporum forman colonias blancas,
algodonosas, con pigmento amarillo difuso, que producen macroconidios fusiformes,
equinulados, con 4 a 15 septos que crecen individualmente desde los extremos de las
hifas (Borman & Summerbell, 2003; Macura, 1993).

La mayoria de los laboratorios clinicos que hacen diagndstico micologico se basan en
las caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas y fisiologicas para diferenciar los géneros
y especies. La identificacion se basa principalmente en la morfologia de la colonia y los
conidios, aunque también se utiliza el cuadro clinico como referencia (de Hoog et al.,
2017; Faramarzi et al., 2021). Esta forma de identificacion resulta complicada debido a
la similitud morfologica, la variabilidad y los polimorfismos entre los hongos o el mismo
taxon. Una especie puede presentar diferentes fenotipos de acuerdo con las
condiciones de su aislamiento, lo que ocasiona que sea confundida con otra especie o
gue se tengan varios nombres para hombrar a una sola especie (de Hoog et al., 2017;
Kanbe, 2008). Los cultivos de muestras médicas y veterinarias que tienen mucho
tiempo de haber sido tomadas muestran caracteristicas fenotipicas insuficientes para

identificar y diferenciar especies (de Hoog et al., 2017).

Los géneros de los dermatofitos estdn estrechamente relacionados filogenética y
taxon6micamente (Kanbe, 2008). La identificacion de género y especie se hace
generalmente usando las secuencias del espaciador transcrito interno (Internal
Transcribed Spacer ITS) del ARN ribosdmico (18S, ITS1, 5.8S, ITS2 y 26S) debido al
alto poder de resolucion de esta region (Kanbe, 2008). En 2017, de Hoog y
colaboradores construyeron un arbol filogenético donde se distinguen siete clados de
dermatofitos: el clado (A), que contiene especies antropofilicas y zoofilicas del género
Trichophyton; (B), compuesto Unicamente por Epidermophyton floccosum; (C),

especies zoofilicas y geofilicas de Microsporum; (D) y (E) con grupos de especies
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heterotalicas; (F), incluye a la especie M. canis; y el clado (G), con especies geofilicas

del teleomorfo Arthroderma (de Hoog et al., 2017).

En estudios taxondmicos como el realizado por de Hoog (2017), se ha observado
claramente una separacion entre los clados predominantemente antropofilicos como
Trichophyton y Epidermophyton. En los clados zoofilicos y geofilicos como el del
género Microsporum y esta diferencia también se ve directamente en las especies
como T. interdigitale que permanece diferenciada de las variantes zoofilicas de T.
mentagrophytes (de Hoog et al., 2017). Las especies predominantemente antropofilicas
y zoofilicas constituyen la copa del arbol filogenético, mientras que las especies

geofilicas se encuentran en la base (de Hoog et al., 2017; Pchelin et al., 2016).

En México la incidencia de las dermatofitosis es del 16 — 60%, constituyendo del 70 al
80% de las micosis superficiales; de las formas clinicas, las méas frecuentes son la tifia
ungueal y la tifa de los pies y las menos frecuentes son la tifia del cuerpo, de la ingle y
de la cabeza (Arenas et al., 2010; Lopez-Aguado et al., 2021; Manzano-Gayosso,
2008). T. rubrum es la especie mas frecuente constituyendo hasta el 70% de los casos;
T. mentagrophytes (incluyendo la variedad T. interdigitale) el 10%; T. tonsurans 3%; M.
canis 13%; y E. floccosum 1% (Arenas et al., 2010; Lépez-Martinez et al., 2010;
Manzano-Gayosso, 2008).

JUSTIFICACION

Los pacientes con insuficiencia renal cronica tienen alta probabilidad de mortalidad,
siendo el trasplante renal una opcién para mejorar la calidad de vida. Los pacientes con
trasplante renal presentan con frecuencia complicaciones dermatologicas asociadas a
la inmunosupresién propia y del tratamiento (Ayala-Garcia et al., 2020; Tapia-Amador
et al., 2022).

En México las micosis superficiales afectan alrededor del 10% de la poblacion, siendo
la onicomicosis uno de los motivos mas frecuentes de consulta dermatologica y
representando el 5% de las dermatosis diagnosticadas en pacientes de trasplante

renal. A pesar de que no es una condicion mortal, tiene un impacto importante en la
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calidad de vida del paciente y puede ser indicio de una micosis sistémica (Manzano-
Gayosso, 2008; Tapia-Amador et al., 2022).

Este estudio contribuirA a conocer la prevalencia y los agentes causales mas
frecuentes de onicomicosis, y con ello buscar estrategias para prevenir, tratar y

controlar de manera adecuada la infeccion en pacientes inmunosuprimidos.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cuales son las especies causantes de onicomicosis en los pacientes incluidos en el
protocolo para trasplante renal atendidos en el Hospital de Especialidades de Centro
Médico Nacional Siglo XXI del IMSS?

HIPOTESIS

Hipdtesis alterna: Las principales especies causantes de onicomicosis en los pacientes
con protocolo para trasplante renal son los hongos dermatofitos.
Hipotesis nula: Las especies de hongos dermatofitos no son los principales agentes

causantes de onicomicosis en pacientes con protocolo para trasplante renal.

OBJETIVO

OBJETIVO GENERAL

Aislar e identificar mediante PCR-secuenciacién las especies causantes de
onicomicosis a partir de cultivos de escamas de ufias procedentes de pacientes
incluidos en el protocolo para trasplante renal atendidos en el Hospital de
Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS, de la Ciudad de
México.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
¢ Aislar los hongos obtenidos por cultivo de escamas de ufias de pacientes en
protocolo para trasplante renal.
e Estudiar las caracteristicas morfologicas (microscépicas y macroscopicas) de los

hongos aislados.
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e Identificar por PCR-secuenciacion los hongos recuperados.

METODOLOGIA

MUESTRAS

Se recibieron 135 muestras de escamas de ufias con onicopatia de 75 pacientes
mayores de 18 afos, incluidos en un protocolo para trasplante renal y de algunos
posibles donadores, referidos del Servicio de Dermatologia del Hospital de
Especialidades Centro Médico Nacional Siglo XXI de la Ciudad de México de enero del
2020 a febrero del 2022.

PROCESAMIENTO DE MUESTRAS
EXAMEN MICROSCOPICO DIRECTO

Las escamas fueron sometidas a un examen directo (ED) utilizando hidroxido de
potasio al 20% (KOH) para la visualizacion de estructuras fungicas (Mendoza et al.,
2012). En los casos en que se recibid la ufia completa, ésta fue raspada con una hoja
de bisturi previamente esterilizada o limpiada con alcohol al 70% para obtener

escamas.

Las escamas fueron colocadas en un portaobjetos, afladiendo una gota de KOH y
colocando encima un cubreobjetos; la preparacion se dejé reposar por 20 minutos
antes de su examinacion en un microscopio optico de campo claro a 10X y 40X. Los
resultados fueron reportados como negativo, positivo a filamentos (o artroconidios) o
positivo a levaduras, e indicando la abundancia de estructuras fangicas con ++

(escasas), +++ (moderadas), o 5+ (abundantes).

CULTIVO

Las escamas fueron cultivadas en dos medios: Agar Dextrosa Sabouraud con
antibiotico (ADSa) para el aislamiento de levaduras y hongos filamentosos y Agar-
Tierra-Pelos con antibiético (ATPa, para promover el crecimiento de dermatofitos).
Ambos medios contienen como antibiético cicloheximida y cloranfenicol que inhiben el
crecimiento de bacterias y de hongos filamentosos con bajo o nulo poder patégeno que

podrian competir por los nutrientes impidiendo el crecimiento de los hongos. En los
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casos en que el examen directo con KOH mostré estructuras concordantes con
levaduras, las escamas también fueron sembradas en Agar Dextrosa Sabouraud sin
antibiéticos (ADS, debido a que diversas levaduras principalmente del género Candida
no crecen en presencia de cicloheximida). Los cultivos fueron incubados a 28 °C,

maximo 3 semanas con revision a los 5, 15y 21 dias.

PROCESAMIENTO DE LOS CULTIVOS POSITIVOS

Al tener un cultivo positivo se resembré una colonia en ADSa y/o ADS para purificar el
aislado y se realiz6 un ED con azul de algodén para identificar de forma preliminar el
género y la especie del hongo por sus caracteristicas macroscopicas y microscopicas.
En caso de resultar un HFND se revisé el nimero de colonias del primo aislamiento y
se realiz6 un segundo cultivo de la muestra para determinar si el crecimiento era

debido a contaminacion o en efecto era posible causa de infeccion.

En el caso de los dermatofitos y los HFND, se realizé el ED con azul de algodén
utilizando cinta adhesiva transparente, para tomar el micelio con la parte adhesiva y la
ayuda de un asa micoldgica. En caso de levaduras un pequefio fragmento de la colonia
fue tomado con un asa bacteriolégica y se coloc6 en un portaobjetos sobre una gota de
azul de algodon homogeneizando la muestra y colocando encima el cubreobjetos. La
preparacion fue visualizada en un microscopio de campo claro a 10X y 40X.

CULTIVO MONOSPORICO

A partir de un cultivo puro de dermatofitos en ADSa se realizé un subcultivo en Agar
Lactrimel de Borelli incubandose a 28 °C durante una semana para promover la
conidiaciéon. Después del tiempo de incubacién se realizé un ED de la colonia con azul
de algodon para comprobar morfologia y pureza; posteriormente se tomé un tubo de
1.5 ml colocandole 250 pl de solucion salina estéril y un fragmento de la colonia
agitando cuidadosamente la solucion sin desprender el micelio del agar. Este
procedimiento fue similar para los HFND, aunque los medios fueron diferentes

dependiendo del género.

A partir de la suspension se cuantificaron los conidios colocando 10 pl de esta en una

camara de Neubauer, visualizada en un microscopio de campo claro a 40X y utilizando
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la féormula (ndmero de conidios)(5)(10%) = conidios/ml. Al obtener el promedio de
conidios en la suspension se realizaron diluciones hasta obtener un aproximado de 10-
25 conidios en cada 10-20 ul; de esta dilucién se sembraron 20 ul por estria cerrada en
Agar Papa Dextrosa (APD), para incubar a 28 °C y ser revisado cada 24 hrs hasta que

se observan pequefias colonias aisladas.

Una colonia aislada crecida en APD (u otro medio para HFND) fue sembrada en Agar
Lactrimel de Borelli incubdndose hasta tener la muestra suficiente para realizar
microcultivo en Agar Lactrimel de Borelli, en ADSa, en ATPa. Se preparé un subcultivo

para conservar en solucién salina para su almacenamiento.

ESTUDIO MACROSCOPICO Y MICROSCOPICO

El estudio macroscopico se realizé a partir de subcultivos en ADSa y ATPa, que fueron
incubados por 15 dias a 28°C. Las caracteristicas de la colonia como aspecto, color,
superficie, textura, borde y produccion de pigmento fueron consideradas para
determinar por lo menos el género. Se realizé registro fotografico.

El estudio microscépico fue realizado a partir de microcultivos, preparados en cajas
Petri de vidrio estériles, en donde se mont6 un portaobjetos sobre un triangulo de
vidrio; encima del portaobjetos se colocaron dos cuadros de 0.5 x 0.5 cm de Agar
Lactrimel de Borelli; en cada orilla del agar se inocul6 la muestra y se colocé encima un
cubreobjetos estéril. A la caja Petri se adicion6 agua glicerinada al 10% estéril para
evitar la deshidratacion del agar.

Los microcultivos fueron incubados durante 3 a 5 dias, dependiendo del crecimiento de
la muestra, a 28°C. Las estructuras microscopicas fueron observadas en un
microscopio de campo claro a 40 y 100X tomando el cubreobjetos del microcultivo y
colocandolo en un portaobjetos limpio con una gota de azul de algodén. Se realizé

registro fotografico.

EXTRACCION DE ADN UTILIZANDO EL PROTOCOLO DE FENOL-CLOROFORMO
Para la extraccion de ADN se inocul6 el cultivo monospoérico en un matraz Erlenmeyer

de 150 ml conteniendo 50 ml de Caldo Dextrosa Sabouraud, incubandose en agitacion

20



a 28°C durante 5 dias. El micelio obtenido se filtr6 con ayuda de un embudo de plastico
y papel filtro estéril; la masa fungica fue lavada con agua destilada estéril y secada
totalmente con papel filtro; se cubrié con papel aluminio manteniéndolo en hielo hasta

Su uso.

El micelio obtenido fue fragmentado en un mortero estéril en presencia de nitrégeno
liquido (N2) hasta obtener un polvo fino. En un tubo estéril de 2.0 ml se coloco el
micelio pulverizado junto con 600 pl del buffer de lisis y 10 pl de proteinasa K (20mg/pl);
el tubo fue agitado manualmente hasta quedar una mezcla homogénea e incubado en

bafio seco a 65°C por 1 hora.

Pasado el tiempo de incubacion se adiciond 1 volumen de una mezcla de fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico (en proporciones 25-24-1) y se agité firmemente hasta
obtener un aspecto lechoso; la mezcla fue centrifugada a 14 000 rpm por 15 minutos.
La fase acuosa (sobrenadante) fue recuperada en un tubo estéril de 1.5 ml y se
adicionaron dos voliumenes de etanol al 100% y 0.1 volumen de Acetato de sodio 3M,

agitando el tubo por inversion suave hasta la visualizacion de hebras blancas.

La muestra fue centrifugada a 14,000 rpm por 5 minutos precipitando el ADN en el
fondo del tubo. El sobrenadante fue desechado y se agregé al tubo 1 ml de etanol al 70
%. Se agitd el tubo firmemente y se centrifugd a 10,000 rpm por 5 min. El etanol fue
decantado y se dejo secar la pastilla de ADN a temperatura ambiente, la cual fue
resuspendida en agua ultrapura milliQ y se adicionaron 2 ul de RNAsa (Thermo

Scientific) para finalmente incubar a 37°C por 1 hr.

La cantidad de ADN obtenida fue cuantificada por espectrofotometria con un DS-11
Spectrophotometer de DeNovix y la calidad fue determinada por electroforesis en un gel
de agarosa al 0.8% diluido en TAE (Tris 40 mM, acido acético 11.42 ml/ L-EDTA 2 Mm)
1X, colocando por pocillo una mezcla de 3 pl del ADN, 1.6 ul de buffer de cargay 5.4 pl
H20 MiliQ. En un pocillo de cada gel se depositd también el marcador de peso
molecular A DNA/Hind Il Fragments (invitrogen); las muestras fueron corridas en un el
gel al 0.8%, inmerso en TAE 1X, en una camara de electroforesis, por 1 h a 80 voltios;

el gel fue visualizado en un transiluminador de luz UV.
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REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Dos regiones de ADN fueron consideradas para ser amplificadas en todas las
muestras: la region espaciadora interna transcrita (ITS) y la subunidad mayor (LSU) del
ADN ribosomal. Para los dermatofitos se utiliz6 también la region que codifica a beta-
tubulina (TUB). Para todas las reacciones se utilizo el kit Tag DNA polymerase
(recombinant) (Thermo Scientific), el juego de dNTP’s de la misma marca y el

termociclador Corbett CGI-96, Palm-Cycler Thermal Cycler.

Los productos fueron visualizados en un gel de agarosa al 1.5%, inmerso en TAE 1X,
colocando por pocillo una mezcla de 3 ul del producto de PCR, 1.6 ul de buffer de
carga y 5.4 yl H20 MilliQ. En cada gel se deposité el marcador de peso molecular
(Thermo Scientific GeneRuler 100 pb DNA Ladder). Las muestras fueron corridas en
una camara de electroforesis por 1 h a 80 voltios y visualizadas en gel con un

transiluminador de luz UV.

PCR para ITS

Para ITS se usaron los cebadores ITS1 (5-TCC GTA CCT GAA CCT GCG G -3") e
ITS4 (5-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC -3"), la reaccion se realizé a un volumen
final de 50 pl utilizando las siguientes concentraciones finales: buffer (1X) 5 ul, MgCI2
(2 mM) 4 pl, dNTP’s (0.24 mM) 1.25ul de c/u, Taq 0.7ul, cebadores (0.25 ym) 5ul de
c/u, ADN (5 ng/ ul) 5 ul. Las condiciones de amplificacion fueron: desnaturalizacion
96°C por 5 min; 25 ciclos de desnaturalizacién, 95°C por 30 s, alineaciéon 59°C por 30

s; elongacién 72°C por 30 s; elongacion final 72°C por 5 min.

PCR para LSU

Para la amplificacion de LSU se utilizaron los cebadores LROR (5°- ACC CGC TGA
ACT TAAGC -3") y LR5 (5- TCC TGA GGG AAA CTT CG -3'); la reaccion se realiz6 a
un volumen final de 50 pl con concentraciones finales: buffer (1X) 5 ul, MgCI2 (2 mM) 4
M, DNTP’s (0.4 mM) 2 ul de c/u, Taq 0.7 pl, cebadores (0.08 ym) 2 ul de c/u, ADN (5
ng/ul) 5ul. Las condiciones de amplificacion fueron: desnaturalizacion 95°C por 5 min;
30 ciclos de desnaturalizacion 94°C por 30 s, alineacion 52°C por 50 s, elongacion

72°C por 1 min; elongacion final 72°C por 7 min.
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PCR para TUB

Para el gen de B-tubulina se utilizaron los cebadores TUB2Fd (5"- GTB CAC CTY CAR
ACC GGY CAR TG -3") y TUB4Fd (5-CCR GAY TGR CCR AAR ACR AAG TTG TC -
3’). La reaccion se realizd a un volumen final de 50 pl utilizando las siguientes
concentraciones finales: buffer (1X) 5 ul, MgCI2 (2 mM) 4 pl, dNTP’s (0.1 mM) 0.5 ul de
c/u, Taq 0.5 ul, cebadores (0.25 pm) 5ul de c/u, ADN (5ng/ pl) 5ul. Las condiciones de
amplificacion fueron: desnaturalizacion 94°C por 5 min; 30 ciclos de desnaturalizacion
94°C por 45 s, alineacién 62°C por 30 s, elongacion 72°C por 90 s; elongacion final
72°C por 6 min.

SECUENCIACION DE NUCLEOTIDOS

Los productos de PCR observados en el gel de electroforesis como una Unica banda
sin productos secundarios y con la concentracion suficiente fueron purificados con el kit
“‘DNA Clean & Concentrator™-5" (ZYMO RESEARCH) siguiendo las instrucciones del
fabricante. La secuenciacion de los productos de PCR fue realizada con el método de
Sanger por LABSERGEN de LANGEBIO. Los resultados de la secuenciacion fueron
analizados mediante comparaciéon con la base de datos del NCBI, usando la
herramienta nucleétido-BLAST estandar (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/), para determinar

el género y especie del hongo correspondiente.

ANALISIS FILOGENETICO

Para el analisis filogenético de las especies de dermatofitos obtenidas se utilizaron 2
secuencias de referencia por cada especie, obtenidas de articulos cientificos y
descargadas de la base de datos GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank),
(Tabla 1). Las secuencias crudas fueron editadas eliminando las bases con mala
calidad de lectura utilizando las herramientas Trim Low Quality y Delete Trimmed
Sequences y posteriormente revisandolas visualmente y eliminando las partes

necesarias con el programa Chromas 2.6.6.

Para cada locus, las secuencias fueron alineadas individualmente utilizando MEGA 11,
se verificaron visualmente y ajustaron manualmente en donde fue necesario; los

espacios en donde no se encontraba una base definida se completaron utilizando signo
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de interrogacion “?”. Utilizando MrBayes 3.2.7 se construyeron arboles filogenéticos de

inferencia bayesiana utilizando el modelo evolutivo como variacion de tasa distribuida

por gamma entre sitios y una proporcion de sitios invariables (“GTR+I+??”). Se ejecuto

la simulacion de cadena de Markov Monte Carlo las generaciones suficientes para

obtener una desviacion estandar inferior a 0.01; se

realizaron cuatro analisis

simultaneos e independientes, con una frecuencia de muestra de 100, y un diagnostico

de frecuencias de 5000. Se descarto el 25% de las generaciones analisis total y se

visualizaron los arboles usando FigTree.

Especie

E. floccosum

E. floccosum

T. interdigitale

T. interdigitale

T. rubrum

T. rubrum

TABLA 1. CEPAS DE REFERENCIA UTILIZADAS

Cepa

93-2767

CBS 230.76

CBS 232.76

CBS 113889

CBS 391.58

CBS 115318

Origen

Piel

Humano

Tifia del pie

Humano

Onicomicosis

Pais

Tehran,

Iran

Utrecht,
Paises bajos

Utrecht,
Paises bajos

Utrecht,
Paises bajos

Paises bajos

Utrecht,

Paises bajos

ITS LSU

MF434533 MH389717

KT155837 KT55176
KT155838 KT155177
KT155711 KT155030
MH857821

MH869353

KT155717 KT155037

TUB

MG267092

KT155517

KT155518

KT155406

KT155557

KT155413

Referencia

(Faramarzi
et al., 2021),

(de Hoog
etal., 2017).

(de Hoog
etal., 2017).

(de Hoog
etal., 2017).

(de Hoog
et al., 2017).

(de Hoog
et al., 2017).
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RESULTADOS

Se recibieron un total de 135 muestras de 75 pacientes de los cuales 45 fueron
hombres y 30 mujeres. El 45.3% de las muestras eran de pacientes Pre- trasplante,
37.3% fueron de Post- trasplante, del 2.7% recibimos muestras de pre y post
trasplante; el 14.7% restante correspondié a posibles donadores. En cuanto al origen
de las muestras por region afectada, el 94% fueron ufias de pies, y el 6% ufias de las

manos (Figura 1).

Sitio anatodmico mas frecuente con onicopatia

MANO IZQUIERDA

w0

MANO DERECHA

e \
PIE IZQUIERDO
33%

FIGURA 1. Origen y frecuencia del sitio anatomico de las muestras procesadas en este estudio.

EXAMEN MICROSCOPICO DIRECTO

A través del ED se observaron estructuras fangicas en 96 muestras (Figura 2). En el
resultado del ED positivo, la cantidad de estructuras fungicas (filamentos, artroconidios
o levaduras) fue anotada con escasas, moderadas o abundantes, dependiendo de la
percepcion visual (Figura 3). En cinco ED se visualizaron estructuras denominadas
dermatofitomas, constituidos por una masa de color marrén formada por la agregacion

de filamentos y artroconidios (Figura 4) (Gupta et al., 2022).
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FIGURA 2. Examenes directos con KOH al 20% de muestras de diferentes pacientes
mostrando abundantes estructuras fungicas. A) Filamentos (100X), B) Artroconidios (100X), C)
Levaduras (100X).

CARGA FUNGICA DE LAS MUESTRAS

Levaduras Filamentos
Escasas Levaduras
3 Abundantes

Levaduras
Moderadas

%

FIGURA 3. Percepcion de la carga fangica observada en el examen directo con KOH de las
muestras estudiadas. En 83 muestras se observaron filamentos; en diez muestras se
observaron levaduras; y en tres muestras se observaron tanto levaduras como filamentos. En

26 muestras el ED fue negativo.

/3

Levaduras
Abundantes
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5 o n g
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FIGURA 4. Fotos de un Dermatofitoma en ED tomadas a diferentes objetivos. A) 10X; B) 40X;
C)100X.

Algunas muestras con ED positivo no tuvieron crecimiento en los medios de cultivo y a
13 muestras no se les logré realizar este examen debido a que se contaba con poca
cantidad del material, por lo que se le dio preferencia a realizar los cultivos (Figura 5).
En 81 muestras el cultivo fue positivo. En 56 crecieron dermatofitos, 12 HFND, ocho
levaduras y en cinco hubo crecimiento mixto de dos microorganismos diferentes
(HFND/dermatofitos (2), levadura/dermatofito (1), dermatofito/dermatofito (2)).

100
80
60
40
20

5
; s
EXAMEN DIRECTO EXAMEN DIRECTO NO REALIZADO

POSITIVO NEGATIVO
m CULTIVOS mCULTIVOS
POSITIVOS NEGATIVOS

FIGURA 5. Resultado comparativo de los ED y los cultivos. De los 96 ED positivos, 25 muestras
tuvieron cultivos negativos. De los 26 ED negativos, dos mostraron cultivo positivo. De las 13
muestras a las que no se les realizé ED la mayoria dieron cultivos positivos.
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CULTIVOS DE LAS MUESTRAS

En el caso de los cultivos positivos a dermatofitos, en diez muestras crecieron
numerosas colonias en ambos medios de cultivo utilizados; quince muestras tuvieron
cultivos en ADSa negativos y ATPa positivos; diez tuvieron cultivos en ADSa positivos y
en ATPa negativos. En general se obtuvo un mayor nimero de colonias en ATPa que
en ADSa. En el caso de los HFND, todos los cultivos positivos con significancia para

este estudio tuvieron méas de 20 colonias por cultivo (Figura 6C).

FIGURA 6. Ejemplos de colonias desarrolladas en ADSa (izquierda) y en ATPa (derecha). A)
Cultivos negativos (Se observa inéculo de escamas), B) Dermatofitos (T. rubrum), C) HFND (S.
brevicaulis), D) Levaduras (C. albicans), E) Contaminacién de bacterias y Aspergillus sp.,
F) Cultivos con crecimiento bacteriano.

En un nimero importante de los cultivos positivos 0 negativos para hongos, se observo
crecimiento bacteriano (Figura 6F); en muchos casos desde el ED se observé gran
cantidad de estos microorganismos. De los 54 cultivos negativos para hongos, en 20 se
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obtuvo una gran cantidad de colonias bacterianas, de las cuales 14 habian dado un ED
positivo para hongos y en ocho de ellos se habian visualizado también abundantes
bacterias. De las ultimas muestras recibidas se decidié6 hacer identificacion de 5
aislados con apariencia distinta y ya vistas en otros cultivos, por medio del sistema
VITEK 2 (Figura 7).

FIGURA 7. Cultivo de bacterias en ADS, recuperadas del primo-cultivo de diferentes muestras e
identificadas con VITEK 2. A) Kocuria kristinae, B) Sphingomonas paucimobilis,
C) Staphylococcus epidermidis, D) Streptococcus iniae, E) No identificada.

Con los resultados obtenidos de ED y cultivo de todas las muestras procesadas, se
realiz6 un andlisis estadistico para determinar la Sensibilidad, Especificidad, Valor
Predictivo Positivo y Valor Predictivo Negativo de estos procedimientos. Para esto se
utilizé la férmula VP/(VP+FN) para Sensibilidad, VN/(FP+VN) para Especificidad,
VP/(VP+FP) para el Valor Predictivo Positivo y FN/(FN+VN) para el Valor Predictivo
Negativo, donde VP son los verdaderos positivos, FN los falsos negativos, VN
verdaderos negativos y FP los falsos positivos. Los resultados son mostrados en la
Tabla 2.
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TABLA 2. ANALISIS ESTADISTICO ED Y CULTIVO

POSITIVO NEGATIVO S E VPP VPN
(1C) (1C) (1C) (1C)

ED
positivo 96 0
= 0,
(n=96) (ggg"_ 100% 100% 92%
ED 10) | (100-100) (1.00-100) (0.87-097)
negativo 2 24 '
(n=26)
Cultivo
Positivo 81 0
(n=81) 76% 100% 100% 539%
Cultivo (0.69-0.83) | (1.00-1.00) | (1.00-1.00) | (0.45-0.62)
Negativo 25 29
(n=54)

Tabla 2. Andlisis estadistico de la sensibilidad (S) y especificidad (E) del ED y del cultivo. EI ED
presentd una alta sensibilidad y especificidad, con un valor predictivo positivo y negativo (VPP,
VPN) alto; para el cultivo la especificidad y el valor predictivo positivo fueron altos mientras que
la sensibilidad y el valor predictivo negativo fueron bajos. Todos los porcentajes calculados

entraron en el intervalo de confianza (IC).

IDENTIFICACION MORFOLOGICA

Respecto a los dermatofitos, con el aspecto de la colonia y el examen microscopico del
primo aislamiento, se determiné de forma preliminar el género y la especie, con los
siguientes resultados: Trichophyton rubrum (n=50), Trichophyton tonsurans (n=7),
Trichophyton interdigitale (n=1), Trichophyton sp. (n=3) y Epidermophyton floccosum
(n=2). Los HFND identificados fueron: Scopulariopsis sp. (n=4), Aspergillus sp. (n=2),
Chrysosporium sp. (n=2), Fusarium sp. (n=4), Penicillium sp. (n=1). Uno de los HFND
no pudo ser determinado por morfologia. El porcentaje de identificacién de los hongos
recuperados del primo-aislamiento determinada solamente por morfologia es mostrado

en la Figura 8.
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IDENTIFICACION MORFOLOGICA

Candida parapsilosis
2.33% No identificado

1.16%

Candida albicans
6.98%

Trichosporon asahii
1.16%

Fusarium sp.
4.65%

Chrysosporum sp.
2.33%

Scopulariopsis sp.
4.65%

Penicillum sp.
1.16%
Aspergillus sp.
2.33%

Epidermophyton floccosum
2.33%

Trichophyton sp.
3.49%

Trichophyton interdigitale
1.16%

FIGURA 8. Porcentaje de hongos identificados de forma preliminar por sus caracteristicas
macroscopicas y microscopicas. La mayoria de los hongos filamentosos correspondieron a
dermatofitos, en particular a T. rubrum.

Las levaduras fueron identificadas por cultivo en CHROMagar Candida. De las nueve
levaduras aisladas se identificaron Candida albicans (n=6) y Candida parapsilosis (n=2)
(Figura 9, A y B). Esta ultima fue corroborada con el kit API 20C y RapID Yeast Plus,
ya que tuvo crecimiento en ADSa y C. parapsilosis es sensible a la cicloheximida. Los
resultados de estas pruebas no fueron concluyentes, por lo que se optdé por la
secuenciacion para su identificacion final (Figura 9, E y F). La otra levadura aislada fue
identificada como Trichosporon asabhii utilizando el sistema APl 20C que se basa en la

asimilacion de 19 sustratos después de 72 hrs de incubacién (Figura 9, Cy D).
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FIGURA 9. Levaduras identificadas por CHROMagar Candida (A, By C), por API20C (DY E) y
por RapID Yeast Plus panel (F). A) C. albicans; B) Posible C. parapsilosis; C) T. asahii;
D) T. asahii, 2744734 (%id 99.9%), E) Posible C. parapsilosis 2100130 (No concluyente);
F) Posible C. parapsilosis (No concluyente).

Los cultivos de los dermatofitos realizados para observar morfologia macroscopica
alcanzaron un diametro promedio de 3.6 cm tanto en ADSa como en ATPa después de
15 dias de incubacion a 28°C. En la morfologia microscopica de los dermatofitos se

observé micelio hialino, septado y ramificado.

Las colonias de T. rubrum en ambos medios presentaron un color blanco, con el centro

ligeramente elevado, textura algodonosa, con margen regular a excepcion de algunos
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cultivos de ATPa en los que debido a los cabellos del agar el margen fue irregular. En
ADSa el reverso de la colonia mostré pigmento color amarillo y en algunos cultivos
pigmento rojo vino. La morfologia microscopica mostré microconidios piriformes en

diferente abundancia, a ambos lados de la hifa, macroconidios ausentes y en algunos

casos se observaron artroconidios (Figura 10).

A
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FIGURA 10. Morfologia macroscopica y microscépica de diferentes aislados de Trichophyton
rubrum. Columna A: cultivo en ATPa; B: anverso en ADSa; C: reverso en ADSa; D: microcultivo
en agar Borelli (100X). Las Filas 1-8 corresponden a los aislados 009- 2, 011, 016, 026-1, 027,
028-2, 033, 036 respectivamente. Con excepcion de la colonia de la Fila 1 cuyo color es
ligeramente grisaceo, las demas colonias son blancas, algodonosas, en ATPa. El ADSa indujo
colonias algodonosas de color blanco, y en el reverso predomina el pigmento amarillo; algunos
aislados formaron pigmento rojo vino. MicroscOpicamente se observa micelio hialino, tabicado,
con conidios piriformes dispuestos a ambos lados de la hifa; el nimero de conidios es variable
en cada aislado.

La morfologia de T. interdigitale fue de margen regular y color blanco en los dos medios
de cultivo utilizados; en ADSa se observé pigmento amarillo y la textura difirié entre los
aislados siendo algodonosa o pulverulenta. Microscépicamente mostré abundantes
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microconidios y escasos macroconidios en forma de mazo, de paredes lisas y delgadas,
con tres a seis segmentos (Figura 11).

B

FIGURA 11. Morfologia macroscopica y microscopica de diferentes aislados de T. interdigitale.
Columna A: cultivo en ATPa; B: anverso en ADSa; C: reverso en ADSa y D: microcultivo en
agar Borelli (100X). Filas 1 — 4, corresponden a los aislados 008-2, 019-2, 064 y 070
respectivamente. El tamafio y el aspecto de la colonia fueron variables, desde blanca vellosa y
plana, hasta casi lanosa y elevada en el centro. La colonia de la fila 4 se observo una colonia
pulverulenta. Fue evidente la produccion de pigmento amarillo (filas 1, 2) o rojo vino (fila 3).
MicroscOpicamente se observaron conidios redondos o cilindricos. Algunas colonias
desarrollaron macroconidios (fila 1 y 4), y algunas mostraron hifas en espiral (fila 3).
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En E. floccosum las colonias fueron blancas, algodonosas a aterciopeladas, con
margen regular y con pliegues en el centro, muy notables en ambos medios de cultivo.
Microscopicamente se observaron abundantes macroconidios en forma de mazo, con

dos a cuatro septos, individuales y en racimo, de pared gruesa (Figura 12).

B
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FIGURA 12. Morfologia macroscopica y microscopica de dos aislados de E. floccosum.
Columna A: cultivo en ATPa; B: anverso de ADSa; C: reverso de ADSa y D: microcultivo en
agar Borelli (100X). La Fila 1 corresponde al aislado 062-1 y la fila 2 aislado 062-2 (ambos del
mismo paciente). En ambos aislados las colonias A y B se observan de color blanco,
algodonosas, de margen regular y centro plegado; C: no se observa pigmento; D:
microscépicamente se observaron hifas hialinas, tabicadas, con abundantes macroconidios en
forma de mazo.

La descripcién de los HFND que se hace a continuacion incluye el nombre con el que

fueron identificados por PCR-secuenciacion.

Los cultivos de Spiromastigoides warcupii en ATPa y ADSa alcanzaron un diametro
promedio de 2.6 cm después de 15 dias de incubacion a 28°C. En ATPa la colonia fue
blanca, irregular, con aspecto lanoso y pigmento vino difuso en el medio; en ADSa la
colonia fue blanca, regular, con una elevaciéon en anillo y pliegues en el borde, su
consistencia fue membranosa y su aspecto polvoso, al reverso se distingue pigmento
marrén claro. Microscopicamente se observaron hifas hialinas y septadas. Conidios
curvos similares a los de Keratinophyton, sobre protuberancias cortas (Figura 13).
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FIGURA 13. Morfologia macroscépica y microscopica del aislado 003-2 identificado como
Spiromastigoides warcupii. La columna A: corresponde al cultivo en ATPa; B: anverso ADSa;
C: reverso ADSa y D: microcultivo en agar Borelli (100X).

La morfologia macroscopica de Keratinophyton hubeiense se realiz6 en Agar Extracto
de Malta de Levadura (MEYA), donde el diametro de la colonia llego a 3 cm después
de 7 dias de cultivo a 28°C, el color de esta fue blanco, de margen regular y aspecto
polvoso/granuloso; en ADSa la colonia alcanz6 un didmetro de 4 cm, de color blanco,
algodonosa, con una depresién y rugosidades en el centro y pigmento amarillo al
reverso. MicroscOpicamente se observO micelio hialino, septado, con conidios

piriformes con bases truncadas intercalares y terminales de paredes lisas (Figura 14).

A B C D |

FIGURA 14. Morfologia macroscopica y microscopica del aislado 015 identificado como
Keratinophyton hubeiense. La columna A: cultivo en MEYA; B: anverso ADS; C: reverso ADS y
D: microcultivo en agar Borelli (100X).

La morfologia macroscopica de Botryotrichum piluliferum se determind en Agar Borelli,
el diametro de la colonia fue de 4.8 cm después de 7 dias de cultivo a 28°C, con
aspecto lanoso, margen regular y color blanco; en ADSa la colonia tuvo un diametro de
3.9 cm, de color blanco, margen regular y borde ligeramente ondulado, aspecto polvoso
y pigmento amarillo ligeramente difundido en el medio; Microscopicamente se observan
conidios globosos, hialinos, ligeramente rugosos (Figura 15).
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FIGURA 15. Morfologia macroscopica y microscopica del aislado 032-1 identificado como
Botryotrichum piluliferum. La columna A: cultivo en Borelli; B: anverso ADSa; C: reverso ADSa y
D: microcultivo en agar Borelli (100X).

La colonia de Aspergillus versicolor en APD alcanzé un promedio de 1.5 cm de
didmetro después de 14 dias de incubacién a 28°C, de color blanco, algodonosa y de
margen regular. En ADS alcanzo un didmetro promedio de 2.5 cm, el color en la
periferia de colonia se mantuvo blanco, mientras que en el centro se observa de color
verde; Microscopicamente se observan hifas hialinas septadas, con cabezas
aspergilares, conidiéforos largos cenociticos, vesiculas esféricas y dos series de
fidlides; los conidios son redondos equinulados (Figura 16).

FIGURA 16. Morfologia macroscopica y microscopica del aislado 051 identificado como
Aspergillus versicolor. A: cultivo en APD; B: anverso ADS; C: reverso ADS y D: microcultivo en
ADS (100X).

La morfologia del género Scopulariopsis fue ligeramente diferente en cada especie. Las
colonias de S. brevicaulis y S. alboflavescens en ADS alcanzaron un promedio de 4.5
cm de diametro después de 7 dias de incubacién a 28°C, con margen regular, de
aspecto polvoso y color crema; en ADSa alcanzé un diametro promedio de 4 cm,
aspecto polvoso y cerebriforme y consistencia membranosa. El color de la colonia de S.

brevicaulis fue blanco-crema, mientras que las de S. alboflavescens fueron marron
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claro. MicroscOpicamente se observo micelio septado y hialino; células conididgenas
(anélides) formando conidios globosos a ovoides, de pared gruesa y equinulados, con
un promedio de largo de 7 um y un ancho de 5.2 ym en los cultivos de S. brevicaulis y
un largo de 6.6 pm y ancho 5.8 ym en los cultivos de S. alboflavescens (Figura 17).

FIGURA 17. Morfologia macroscépica y microscopica de diferentes aislados de Scopulariopsis.
Fila 1 corresponde al aislado 021 de Scopulariopsis alboflavescens, fila 2 aislado 009-1 de
Scopulariopsis brevicaulis. La columna A: cultivos en ADS; B: anverso ADSa; C: reverso ADSa
y D: microcultivo en ADSa (100X).

La morfologia macroscopica del género Fusarium fue similar en las dos especies
aisladas. En Agar Harina de maiz la colonia de Fusarium equiseti alcanzé un didmetro
de 4.5 cm después de 7 dias de incubacion a 28°C; de aspecto algodonoso, color
blanco y de margen regular; en ADS la colonia tuvo un diametro de 5 cm, de superficie
irregular, color crema y de aspecto algodonoso. Fusarium oxysporum en Agar Harina de
maiz formd una colonia de 4.9 cm de diametro, color blanco, margen regular y aspecto
pulverulento; en ADS el diametro fue de 4 cm, de aspecto algodonoso, color blanco y
margen regular. El estudio microscépico de Fusarium oxysporum y Fusarium equiseti
mostré conidios en esporodoquios de longitud variable, falciformes, de pared lisa y
delgada, hialinos y con un tamafio promedio de 6.58 ym de largo y 1.8 um de ancho
(Figura 18).
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FIGURA 18. Morfologia macroscopica y microscopica de diferentes aislados de Fusarium. Fila 1
corresponde al aislado 040-2 de Fusarium equiseti, fila 2 aislado 049-2 de Fusarium oxysporum.
La columna A: cultivos en Agar Harina de Maiz; B: anverso en ADS; C: reverso ADS y D:
microcultivo en agar ADS (100X; 40X).

IDENTIFICACION MOLECULAR

Se extrajo el ADN de 62 aislados (Anexo 3, Figura 19). De la mayoria de aislados se
logr6 obtener un ADN de alto peso molecular y muy poco barrido, por lo que lo
consideramos de buena calidad y adecuado para realizar la amplificacion por PCR de
las regiones pre-establecidas. Para todos los aislados se amplificé un fragmento de las
regiones ITS y LSU. Para los hongos de los géneros Scopulariopsis spp. y Penicillium
spp. solo se usaron los cebadores para LSU. Para los dermatofitos se amplifico
también el gen de la B-tubulina. En la electroforesis se observaron fragmentos de
amplificacion nitidos de aproximadamente 850 pb para ITS (Figura 20), de 1100 pb
para LSU (Figura 21) y de 750 pb para B-tubulina (Figura 22, Anexo 4). Las
secuencias fueron comparadas con las secuencias almacenadas en el GenBank,

considerando que la identidad fuera >99% para la identificacion de especies.
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FIGURA 19. Electroforesis en gel de agarosa de extracciones de ADN mediante
fenol/cloroformo de algunos aislados de dermatofitos. M representa el marcador de peso
molecular ADNA/Hind Ill; Los carriles 1 a 10 corresponden a los aislados: 011, 030, 041, 047,
016, 026-2, 028-7, 044-1, 044-2 y 050-2 respectivamente.
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FIGURA 20. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR de la region ITS (850
pb). M representa el marcador de peso molecular de 100 pb; Los carriles 1 a 10 corresponden a
los aislados: 050-1, 058-2, 064, 068-1, 068-2, 070, 007-1, 028-7, 072-3 y 075 respectivamente.
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FIGURA 21. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR de la region LSU (1100
pb). M representa el marcador de peso molecular de 100 pb; Los carriles 1 a 10 corresponden a
los aislados: 010-2, 019-1, 029-1, 035, 062-1, 046, 050-2, 064, 068-1, 068-2.
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FIGURA 22. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR de la regién B-TUB (750
pb). M representa el marcador de peso molecular de 100 pb; Los carriles 1 a 10 corresponden a
los aislados: 003, 007-1, 019-1, 019-2, 034-4, 044-1, 050-1, 048-1, 062-1, 068-1.

La identificacion molecular de algunos dermatofitos difiri6 con la identificacion previa
basada en la morfologica: cuatro aislados clasificados como Trichophyton rubrum,
molecularmente correspondieron a Trichophyton interdigitale; de siete aislados
morfolégicamente clasificadas como Trichophyton tonsurans, cinco correspondieron a

Trichophyton rubrum y dos a Trichophyton interdigitale; y dos Candida parapsilosis
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identificadas por CHROMagar Candida, finalmente fueron identificadas como Candida
haemulonii.

Se identificaron a nivel de especie Trichophyton rubrum (n=3), Spiromastigoides
warcupii (n=1), Keratinophyton hubeiense (n=1), Scopulariopsis brevicaulis (n=2),
Scopulariopsis alboflavescens (n=2), Aspergillus versicolor (n=2), Penicillium
chrysogenum (n=1), Fusarium oxysporum (n=3), Fusarium equiseti (n=1); también se
identific6 el microorganismo que no se pudo reconocer morfolégicamente como
Botryotrichum piluliferum (n=1) (Figura 23).
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FIGURA 23. Porcentaje de especies de dermatofitos, levaduras y HFND identificadas mediante
PCR-secuenciacion.

Después de la identificacion molecular de todos los hongos aislados, se observé que,
en los tres grupos de pacientes, los dermatofitos fueron los principales agentes
etiol6gicos de onicomicosis con una frecuencia del 39%. De los dos pacientes que se
tuvieron muestras antes y después del trasplante, a pesar del tratamiento antifangico,

se aislo el mismo microorganismo en los dos momentos. De un paciente pre-trasplante
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se obtuvo una infeccion mixta por dos dermatofitos T. rubrum y E. floccosum. En los
tres grupos se observaron infecciones mixtas entre un dermatofito (T. rubrum) y
diferentes HFND: Scopulariopsis brevicaulis, Aspergillus versicolor, Fusarium equiseti,
Botryotrichum piluliferum, y de un donador se aislé T. rubrum y la levadura Trichosporon
asahii (Tabla 3).

TABLA 3. GRUPOS Y FRECUENCIA DE HONGOS CAUSANTES DE ONICOMICOSIS EN
PACIENTES EN PROTOCOLO DE TRASPLANTE RENAL

Organismo aislado Pre- Post- Donador | Frecuencia
Trasplante Trasplante

Dermatofitos 13 14 3 39%
HFND 5 1 1 9%
Levaduras 2 1 0 4%
Mixto 2 3 2 9%
Negativo 14 11 5 39%
Total 36 30 11 100%

En relacion con el sexo del paciente, la onicomicosis predomind en los pacientes
masculinos, con un total de 64.4% pacientes positivos; los dermatofitos fueron los
agentes causantes predominantes, seguido de las infecciones mixtas y después los
HFND. La Unica levadura aislada en un paciente masculino fue en una infecciébn mixta

de T. rubrum/T. asahii.

En el caso de las mujeres, el 56.3% de las 32 pacientes incluidas en este estudio,
fueron positivas a onicomicosis; igual que en los pacientes hombres, los dermatofitos
fueron los principales agentes causales, seguidos de los HFND vy las infecciones
mixtas. En dos pacientes se aislaron levaduras del género Candida. Los dos pacientes
a los cuales se les analizaron muestras tanto antes como después del trasplante fueron
del sexo femenino, aislandose en un paciente C. albicans en todas las muestras; en la
otra paciente se obtuvo una infeccién mixta de T. rubrum/S. alboflavescens antes del

trasplante y después solo se aisl6 T. rubrum (Tabla 4).
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TABLA 4: GRUPOS DE HONGOS IDENTIFICADOS POR SEXO DE PACIENTE

Organismo aislado Masculino Femenino
Dermatofitos 20 10
HFND 4 3
Levaduras 0 3
Mixto 5 2
Negativo 16 14
Total 45 32

ANALISIS FILOGENETICO

La filogenia de los dermatofitos se realiz6 con cada locus y con la alineacion

concatenada final que incluy6 53 aislados y consté de 1886 caracteres, 660 para ITS,

822 para LSU y 404 para TUB. Los arboles se construyeron considerando como base

el género Trichophyton y como género externo Epidermophyton y se utilizaron dos

cepas de referencia por cada especie. Los arboles individuales de los tres locus y el

arbol concatenado proporcionaron una resolucion satisfactoria que distinguio tres

clados con alto grado de robustez correspondientes a E. floccosum, T. rubrum y T.

interdigitale. (Figura 24-25-26-27).
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FIGURA 24. Arbol filogenético de dermatofitos construido a partir de la alineacién de 53
secuencias de ITS, usando inferencia bayesiana.
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FIGURA 25. Arbol filogenético de dermatofitos construido a partir de la alineacion de 46
secuencias de LSU, usando inferencia bayesiana.
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FIGURA 26. Arbol filogenético de dermatofitos construido a partir de la alineacion de 40
secuencias de 3-tubulina, usando inferencia bayesiana.
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FIGURA 27. Arbol consenso a partir del andlisis bayesiano resultante de la alineacion conjunta
de 53 secuencias de ITS, LSU y B-TUB, mostrando las relaciones filogenéticas de los aislados.
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DISCUSION

Este estudio coincide con otros autores en que el género masculino es el mas afectado
y en que la onicomicosis en los pies es predominante; se observa casi la misma
frecuencia en el primer dedo del pie derecho que en el pie izquierdo, y una menor
frecuencia en las manos (Leung et al., 2020; Moreno & Arenas, 2010; Vera-Diaz et al.,
2015). En este estudio la prevalencia calculada fue del 79% para los pacientes de
trasplante y del 69% para los donadores, similar al reporte de Magafia-Ramirez y
colaboradores (2013) y por Vera-Diaz y colaboradores (2015). La diferencia de
prevalencia entre los dos grupos sugiere que el padecimiento es mas comun en
individuos inmunosuprimidos. La incidencia no se calculd, debido a que no se tiene

registro de la enfermedad antes y después del trasplante en todos los pacientes.

El examen microscépico directo con KOH es un método rapido que permite identificar
estructuras fangicas y orienta a determinar si la causa es un hongo filamentoso o una
levadura. La presencia de dermatofitomas es importante ya que sugiere alteraciones en
la expresion genética y la actividad metabdlica del agente causal, lo que provoca una
baja tasa en la curacion, ayuda en la evasion del sistema inmune e impide la
penetracion de antifingicos (Gupta et al., 2022). Esta estructura fue descrita por
primera vez en 1998 por Roberts y Evans y es una condiciéon poco conocida, lo que
provoca que sea subdiagnosticada al confundirse con onicdlisis (Gupta et al., 2022;

Martinez-Herrera et al., 2012).

Se presentaron 25 cultivos negativos de muestras con ED positivo. Las posibles causas
incluyen: que la muestra se obtuvo inadecuadamente (de zonas poco o no infectadas),
retraso en el procesamiento, la cicloheximida inhibié el crecimiento fungico o el
crecimiento de hongos fue inhibido por bacterias coexistentes (Gupta et al. 2003). Los
examenes directos negativos de las muestras con cultivos positivos pueden ser debido
a que la seccion de la ufia utilizada para el examen directo no contenia estructuras

fungicas (Gupta et al., 2022).

El cultivo es béasico para determinar la viabilidad e identificar al agente causal y llegar a

un diagnostico; este proceso lleva tiempo debido al lento crecimiento de algunas
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especies (Mahoney et al., 2003). Zaias en 1972 determind que en mas del 10% de las
uflas con onicomicosis el hongo causante no logra crecer en el primer intento de
cultivo, por lo que es recomendable volver a sembrar la muestra o tomar una nueva de
ser posible; En este estudio todas las muestras con examen directo positivo, pero
cultivo negativo, se decidié volver a sembrar una segunda y hasta una tercera vez,

dando resultados positivos a dermatofitos en varios casos.

La sensibilidad del ED fue del 97%, mas alta del 48-60% reportada por Leung y
colaboradores (2020) y su valor predictivo negativo fue del 92%; los dos valores
entraron en el intervalo de confianza calculado para cada uno y fueron mas altos de lo
reportado por Karaman y colaboradores (2019) que fue una sensibilidad del 92% y un
valor predictivo negativo del 82%. La sensibilidad del cultivo fue del 76%, mas alta del
60-65% reportada en el mismo tipo de estudio de Leung y colaboradores y con un valor
predictivo negativo del 53%, ambos valores estan dentro del intervalo de confianza
calculado; al igual que en el ED nuestros valores fueron més altos que los reportados
por Karaman y colaboradores con una sensibilidad del 19% y un valor predictivo
negativo del 45%. Estos valores indican que el cultivo es poco sensible como método
de diagnostico, pero a diferencia del ED, permite identificar al agente causal. La
especificidad y el valor predictivo positivo fueron altos debido a que se considero
onicomicosis al tener positivo uno de estos estudios, por lo que no reportamos falsos

positivos.

El crecimiento de bacterias en muestras de onicomicosis se ha reportado
anteriormente. En 1972, Zaias reportdo ED en los que se observaron bacterias y
filamentos y en cuyos cultivos se aislaron Unicamente bacterias. Este fue un fenémeno
gue también se observé en algunas de las muestras, lo que nos indica que las
bacterias inhiben el crecimiento del agente etiologico. Joyce y colaboradores (2019)
reportaron bacterias en el 50% de muestras de onicomicosis, identificando al género
Staphylococcus en el 50% de ellas, siendo la mas frecuente S. epidermidis. En el
mismo estudio de Joyce y colaboradores no se reportd una relevancia en la infeccion

debido a que las bacterias aisladas e identificadas forman parte de la microbiota.
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En nuestro estudio de las 4 bacterias identificadas uUnicamente Staphylococcus
epidermidis y Kocuria kristinae forman parte de la microbiota cutanea y gastrointestinal
respectivamente; sin embargo, tanto estas dos especies como las otras dos
identificadas causan infecciones que pueden llegar a bacteriemias en pacientes
inmunocomprometidos (Bernshteyn et al., 2020; lonescu et al., 2022; Joyce et al.,
2019).

La identificacion preliminar del género de un hongo cultivable, en particular de un
dermatofito, empieza al observar las caracteristicas de la colonia, el color, la textura o
aspecto y la produccion de pigmento (Petrucelli et al., 2020). Para la identificacion de
las especies de dermatofitos es importante la visualizaciébn de las caracteristicas
microscoépicas; sin embargo, la similitud morfolégica y la escasa o nula esporulacién
dificultan la identificacion. En este estudio utilizamos el medio ATPa que promueve la
conidiacién, por lo que contribuye a la identificacion del género y la especie (Macura,
1993; Petrucelli et al., 2020).

Las especies del género Trichophyton son muy parecidas, las colonias suelen ser
blancas a amarillas con un aspecto algodonoso, producen microconidios redondos,
piriformes o en forma de clava, de pared lisa, que se forman individualmente a lo largo
de las hifas; suelen también formar macroconidios en cantidades variables, de pared
lisa y tabicados (Borman & Summerbell, 2003; Macura, 1993;). Las colonias de T.
rubrum suelen ser algodonosas y la mayoria producen pigmento rojo vino. Las colonias
de T. interdigitale son mas pulverulentas a granulosas, algunas producen pigmento
marrén-rojo, no genera macroconidios, pero produce microconidios abundantes e hifas
en espiral (Macura, 1993; Nenoff et al.,, 2007). Las colonias de E. floccosum son de
aterciopeladas o ligeramente pulverulentas, de color blanco, amarillo o verde oliva y en
algunas ocasiones produce pigmento; microscopicamente son facilmente distinguibles
ya que no producen microconidios y sus macroconidios son claviformes, de pared lisa y
delgadas con dos a seis segmentos y dispuestos a lo largo de las hifas individualmente

o en forma de racimo (Macura, 1993; Borman & Summerbell, 2003).

Los HFND encontrados en este estudio incluyeron Spiromastigoides warcupii,

Keratinophyton hubeiense, Botryotrichum piluliferum, Fusarium oxysporum y Fusarium
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equiseti. Todos ellos forman colonias blancas muy similares entre si, por lo que la
identificacion de género se realiz6 mediante las caracteristicas microscopicas y la
especie fue determinada por PCR-secuenciacion (Motamedi et al., 2016; Stchigel et al.,
2017; Wang et al.,, 2016 ; Veiga et al., 2018). Spiromastigoides warcupii macro y
microscopicamente fue muy similar al género Keratinophyton por lo que la PCR-
secuenciacion nos revelo el género y especie correcta (Motamedi et al., 2016; Stchigel
et al., 2017).

Botryotrichum piluliferum no es una especie comun por lo que su morfologia
microscopica nos era desconocida lo que no nos permiti6 hacer una identificacion
preliminar (Wang et al., 2016). Mientras que los géneros Aspergillus y Scopulariopsis
son muy comunes. Aspergillus forma colonias con pigmento verde y Scopulariopsis
forma colonias color marrén, polvosas; la morfologia microscépica fue util para
confirmar el género; la identificacion de especie se realizé6 mediante PCR-secuenciacion
(Ramirez Hobak et al., 2017).

El medio diferencial CHROMagar Candida estd ampliamente validado y tiene una
sensibilidad del 97% y una especificidad del 92% para la identificacion de Candida
albicans; por esta confiabilidad para la determinacién de esta especie no se utilizo
secuenciacion (Estrada-Barraza et al., 2011). Candida haemulonii fue identificada por
PCR-secuenciacion; al principio se habia identificado como C. parapsilosis debido a
gue en CHROMagar las colonias tomaron un color rosa pélido y es considerada como
patégeno frecuente causante de onicomicosis. Su crecimiento en ADSa, la ausencia de
pseudohifas e hifas y los resultados ambiguos de las pruebas bioquimicas comerciales
nos hizo dudar de la primera identificacién, por lo que se optd por la identificacion
molecular de la region ITS. Diversos aislados de esta especie presentan diferentes
rangos de asimilacion de carbohidratos y de resistencia a antifungicos, lo que hace
dificil su identificacidon con métodos comerciales (Coles et al., 2020; Estrada-Barraza et
al., 2011).

Otra levadura identificada fue Trichosporon asahii, esta levadura forma en ADS colonias
color crema, cerebriformes, irregulares y genera hifas y pseudohifas. Esta levadura

hidroliza urea, prueba que ayuda a diferenciarla de los géneros Candida y Geotrichum.
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La identificacion de esta especie se realizd por el método APl 20X, considerado
estandar de oro para la identificacion de levaduras basado en la asimilacion de
carbohidratos y formacién de hifas y pseudohifas (Estrada-Barrazar et al., 2011; Mehta
et al., 2021).

La identificacion de los hongos a nivel de especies permite el conocimiento de las
especies predominantes y nuevos agentes patdgenos lo que es importante desde el
punto de vista ecoldgico, epidemiologico y terapéutico, posibilitando encontrar los
factores de riesgo, tendencias epidemioldgicas, rutas de infeccion y dar y crear
tratamientos adecuados (Ameen, 2010; Rezaei-Matehkolaei et al., 2014; Faramarzi et
al., 2021).

La secuenciacion es un procedimiento que permite diferenciar especies fungicas de
forma precisa (de Hoog et al., 2017; Macura, 1993). En el estudio microscépico
preliminar se habian identificado siete muestras como T. tonsurans; por el estudio
molecular se determiné que correspondian a cinco T. rubrum y dos T. interdigitale. T.
tonsurans es uno de los principales agentes etiolégicos de tifia de la cabeza en México
y América Latina, pero solo ocasionalmente es causante de onicomicosis; en este
estudio no fue aislado en ninguna muestra (Arenas et al., 2010; Moreno & Arenas
2010).

T. rubrum fue el microorganismo aislado con mayor frecuencia (62.79%), seguido de T.
interdigitale (8.14%), lo que coincide con estudios similares respecto a agentes
causantes de onicomicosis (Joyce et al., 2019; Tapia-Amador et al., 2022). C. albicans
fue el tercer hongo mas frecuente con el 6.98% de los aislados y el 66% de las
levaduras aisladas. Esta levadura fue aislada de una paciente femenina pre y post
trasplante. Se ha reportado que C. albicans causa el 70% de las onicomicosis por
levaduras y se ve principalmente en mujeres (Leung et al., 2020). En la mayoria de los
estudios sobre onicomicosis se observa este orden de frecuencia en los agentes
causales; T. rubrum, T. interdigitale y C. albicans (Gupta et al., 2022; Leung et al.,
2020).
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Los demas hongos aislados representaron el 22.9% de los cuales 2.33% fue el
dermatofito E. floccosum, 2.33% la levadura Candida haemulonii, 1.16% Trichosporon
asahii y el 16.27% correspondieron a los HFND que es un porcentaje mas alto de lo
reportado por Leung (2020) y por Moreno y Arenas en 2010 que reportan 2-14% para
los HFND, dependiendo de la region geogréafica y la poblacion estudiada y una
frecuencia del 1-4% por especie similar a lo encontrado en este estudio. De los HFND
aislados los géneros Aspergillus, Scopulariopsis, Fusarium y Penicilium se han
reportado ampliamente en estudios anteriores siendo las especies Scopulariopsis
brevicaulis, Aspergillus versicolor y Fusarium oxysporum los mas frecuentes con una

amplia distribucion en México (Moreno & Arenas, 2010).

Trichosporon sp. tiene una prevalencia como agente causante de onicomicosis en
México del 2.51% a 42.8%, por lo que es comun aislarla. Igual que C. albicans, la
especie T. asahii puede este ser enddégena o exbégena, ya que forma parte de la
microbiota gastrointestinal, del tracto respiratorio, de la piel y de las mucosas (Colombo
et al, 2011). C. haemulonii es una especie oportunista que puede causar onicomicosis
Hasta el 2017 no se habia reportado C. haemulonii en México. En 2020 se report6 el
primer caso como causa de sepsis en un nifio con cirugia cardiaca previa (Ramos et al.,
2015; Reséndiz-Sanches et al, 2020).

El aislado del género Spiromastigoides no ha sido reportado como causante de
onicomicosis. Este hongo cominmente se encuentra en el estiércol y pocas veces ha
sido aislado como causa de infecciones en animales y humanos con una baja
virulencia. Este género es perteneciente al orden Onygenales por lo que es
queratinofilico (Stchigel et al., 2017). El género Keratinophyton, antes conocido como
Chrysosporium también pertenece al orden Onygenales; tiene una distribucién mundial
y se encuentra en restos de pelo o plumas; se ha reportado que este género causa
onicomicosis, pero no se tienen reportes donde se haya identificado la especie

Chrysosporium hubeiense (Motamedi et al., 2016; Summerbell, 2000).

Botryotrichum piluliferum es un hongo que se encuentra en el suelo. Este género se
considera la forma asexual del género Chaetonium del cual se han tenido reporte en

México y en otros paises como agente etioldgico de onicomicosis. No se tienen reportes
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de onicomicosis por el género Botryotrichum o por la especie Chaetomium piluliferum
(Martinez-Herrera et al., 2015; Wang et al.,2016).

La relacion filogenética entre dermatofitos ha estado en constante cambio debido a que
las especies de este grupo de hongos estan relacionadas estrechamente, lo que ha
llevado a unificar diferentes especies en una sola, determinar nuevas especies y
géneros y proponer complejos de especies cripticas (Garcia-Garces et al., 2018;
Reséndiz-Sanchez et al, 2020).

La filogenia permite reconstruir la historia evolutiva de un microorganismo; comprender
las relaciones entre las especies es clave para entender sus caracteristicas
morfolégicas y moleculares que explican su comportamiento en la naturaleza, en este
caso como patdégenos de humanos dando idea de la epidemiologia y de la relacién de
los aislados clinicos con otros aislados; esto permite desarrollar programas de control,
programas de tratamiento efectivos a diferentes genotipos y disefiar nuevas técnicas de
diagnostico (Montes et al., 2003).

En este estudio se utilizaron tres regiones para construir arboles filogenéticos y realizar
la identificacion molecular. La region ITS es considerada el estandar de oro para la
identificacion de hongos patégenos, ayuda a ver relaciones entre parientes taxonémicos
cercanos que son dificiles de diferenciar morfolégicamente, dentro de esta region se
encuentran las regiones 18S y 5.8S de rDNA que son altamente variables (Nenoff et al.,
2007). TUB es la region que codifica para la proteina tubular monomérica que genera
los microfilamentos, es utilizada para la determinacion de especies ya que cuenta con
intrones que permiten diferenciar especies estrechamente relacionadas (Rezaei-
Matehkolaei et al., 2014). Dentro de la region LSU se tienen los dominios D1 y D2 que
son divergentes, ayudan a discernir entre niveles filogenéticos y taxonomicos y

delimitan taxones entre los hongos del orden Onygenales (Jagielski et al., 2016).

En pacientes de trasplante renal las micosis tienen una prevalencia del 7 al 73.6%,
siendo las micosis superficiales (onicomicosis, tifia del pie y pitiriasis versicolor) las mas
comunes. En 2017 Gomez-Hernandez y colaboradores reportaron una frecuencia de
micosis superficiales del 53.6% en receptores de trasplante renal atendidos en el

Hospital de Especialidades Centro Médico Nacional Siglo XXI; de estos pacientes el
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37.1% presentaba onicomicosis. De acuerdo con algunos autores, las lesiones
cutaneas pueden ser el primer hallazgo de una micosis sistémica (Lima et al., 2013;
Vera Diaz et al., 2015). En México se calcula una mortalidad del 4.6% al 11.3% en
pacientes de trasplante renal; 40% causadas por infecciones, siendo las infecciones
virales la causa mas frecuente, seguidas por las micosis invasivas (Ayala-Garcia et al.,
2020; Caruso Territoriale et al., 2018).

En México el tratamiento inmunosupresor de eleccion es acido micofendlico, tacrolimus
y prednisona. Estos farmacos inhibidores de la calcineurina estan asociados con una
mayor susceptibilidad a infecciones fungicas recurrentes. Los estudios en México no
han encontrado asociacion entre las dermatomicosis y los esquemas farmacoldgicos.
El riesgo no solo depende del estado de inmunosupresion cronica, sino también de
factores predisponentes en el paciente (Tapia-Amador et al., 2022; Oliveira et al.,
2019).

Los pacientes de trasplante renal tienen las menores tasas de micosis invasiva entre
los pacientes de trasplante de 6rgano soélido. La mayoria de las micosis invasivas en
este grupo de pacientes son causadas por C. albicans y Aspergillus spp.; entre los
géneros mas frecuentes también se encuentra Pneumocystis, Cryptococcus y
Fusarium. En 2019 en Brasil se report6 un aumento de feohifomicosis en estos
pacientes (Caruso Territoriale et al., 2018; Oliveira et al., 2019). Generalmente los
dermatofitos solo ocasionan infecciones superficiales, pero se ha reportado que pueden
invadir tejidos profundos manifestdndose como abscesos subcutaneos o granulomas
en pacientes inmunosuprimidos; de la invasion profunda se puede diseminar de forma
hematdgena volviéndose sistémica. T. rubrum es el dermatofito con mayor prevalencia
de las dermatofitosis invasivas. Silva y colaboradores (2022) reportaron dos casos de
pacientes con trasplante de érgano solido, los cuales presentaban onicomicosis por la
misma especie que les estaba causando la micosis invasiva (Novick, 1987; Silva et al.,
2022).

La presencia de masas nodulares en pacientes inmunosuprimidos con antecedente de
micosis cronica como la onicomicosis, puede ser un factor de riesgo para desarrollar
una micosis diseminada, al ser la ufia y la piel puertas de entrada para que los hongos
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migren a otros sitios (Novick, 1987; Veiga et al., 2018). Algunos de los hongos aislados

en este estudio pueden causar complicaciones en los pacientes de trasplante.

Las especies encontradas en este estudio de Fusarium y de Scopulariopsis
comunmente se encuentran en la materia organica; son oportunistas cuyos casos han
ido en aumento infectando principalmente a pacientes inmunocomprometidos en los
que puede causar micosis subcutaneas, profundas y diseminadas (Jagielski et al.,
2016; Ramirez Hobak et al., 2017). Las micosis profundas causadas por Scopulariopsis
sp. han sido reportadas en pacientes con micosis superficiales e inmunosuprimidos
principalmente por quimioterapia. Este género es altamente resistente a azoles (Kurata
et al., 2018).

En receptores de trasplante las infecciones por Fusarium no son comunes; suelen
presentarse después del trasplante de forma localizada y al diseminarse tiene una
mortalidad de hasta el 33% (Silveira & Husain, 2007). F. equiseti, se considera una
amenaza para la salud publica ya que se ha reportado que causa infecciones
superficiales e invasivas que se disemina por via hematdgena con una alta mortalidad
debido a que sus metabolitos producen citotoxicidad y F. oxysporum forma biopeliculas
y produce necrosis lo que hace dificil el tratamiento (Egbuta et al., 2017; Veiga et al.,
2018).

Aspergillus versicolor puede causar aspergilosis invasiva y produce esterigmatocistina,
una micotoxina que llega a ser cancerigena y hepatotéxica. Esta especie de Aspergillus
no responde a azoles tépicos y es resistente a la griseofulvina, fluconazol y anfotericina
B (Egbuta et al., 2017; Veraldi et al., 2010). Penicillium chrysogenum es un patdgeno
comun, pero no es usual que cause micosis invasiva, aunque esta asociado con falla

terapéutica al ser resistente al itraconazol topico (Egbuta et al., 2017).

Trichosporon es la segunda levadura mas comun causante de infecciones diseminadas
en pacientes inmunocomprometidos después del género Candida; la mortalidad ha sido
reportada entre el 50% y el 80% (Mehta et al., 2021). Este género puede causar
infecciones cutaneas e invasivas; principalmente se ha reportado a Trichosporon asahii
en pacientes inmunocomprometidos (Ortega-Springall et al, 2016). En el presente

estudio esta especie fue aislada de un donador, desarrollando numerosas colonias, por
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lo que se atribuy6 importancia clinica. La identificacion de las especies de Trichosporon
spp. es importante debido a que los patrones de susceptibilidad antifingica son
variables; este género estd ampliamente distribuido en la naturaleza y en ocasiones se
encuentra en la microbiota gastrointestinal permanente, asi como en la piel y el tracto

respiratorio de forma transitoria (Capoor et al., 2013; Chagas-Neto et al., 2008).

Aunqgue las levaduras del género Candida son frecuentes, la especie C. haemulonii no
es comun y los reportes en México son pocos, por lo que su identificacion en dos
muestras del presente estudio llamo6 la atencion. En 2020 Coles y colaboradores
reportaron una incidencia de esta especie del 60% de micosis crénicas en el pie en
pacientes con diabetes no controlada en Estados Unidos. C. haemulonii es
multirresistente a anfotericina B, fluconazol, voriconazol e itraconazol y puede llegar a

causar candidosis invasiva dificultando su tratamiento (Ramos et al., 2015).

La exploracion dermatoldgica periddica de los pacientes en protocolo para trasplante
renal es importante para detectar y prevenir enfermedades dermatologicas que puedan
aumentar su morbilidad y mortalidad posterior al trasplante. El diagnostico de una
micosis con su correspondiente identificacion etiolégica permite dar un tratamiento
temprano y especifico, contribuyendo a evitar el uso de medicamentos y sus reacciones
adversas e interacciones con otros medicamentos; también contribuye a prevenir que

estas micosis progresen a una infeccién sistémica (Ramirez et al., 2017).

CONCLUSION

En este estudio encontramos que la onicomicosis es una patologia frecuentemente
presente en pacientes que van a ser sometidos a un trasplante renal. Por el riesgo de
generar una infeccién invasiva durante la intervencién quirargica, es preciso eliminar
previamente cualquier foco infeccioso. Para esto se requiere realizar una revision
minuciosa, y de ser necesario realizar un estudio micologico, para detectar una

onicomicosis incipiente.

Actualmente siguen siendo muy utiles los estudios tradicionales (examen microscopico
y cultivo para hongos filamentosos; examen directo, cultivo y pruebas bioquimicas para
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levaduras) para establecer el diagnostico de cualquier infeccion fangica, incluida la
onicomicosis. Sin embargo, para la identificacion precisa de los agentes causales, la
morfologia macro- y microscopica ya no es suficiente. Para esto es necesario recurrir a
los procedimientos moleculares para definir sobre todo la especie involucrada en una

onicomicosis, particularmente cuando se trata de géneros o especies poco frecuentes.

En este estudio se demostré que Trichophyton rubrum, T. interdigitale y C. albicans son
los principales agentes causales de onicomicosis en pacientes que estan en protocolo
de trasplante renal. Este resultado no es sorprendente, ya que los dos dermatofitos son
hongos antropofilicos y por lo tanto estan perfectamente adaptados al humano, y C.
albicans es una levadura que forma parte de la micobiota humana. Ademas, en cinco
casos se observaron formaciones de masas flngicas conocidas como dermatofitomas,
lo que nos indica que la terapia antifingica tendra poca eficacia al no poder penetrar
dicha masa y se tendra que optar por un tratamiento que combine la avulsion de la ufia
con un antimicotico via oral; de ser posible se deben realizar previamente pruebas de

susceptibilidad.

El diagnostico y el tratamiento de onicomicosis antes de un trasplante evita las
reacciones adversas e interacciones entre antifungicos e inmunosupresores. Algunos
antifingicos estan contraindicados con el uso de inhibidores de calcineurina, porque
existe un riesgo elevado de nefrotoxicidad para el paciente. También las dosis deben

ser ajustadas dependiendo de otros riesgos y necesidades de cada paciente.

El estudio molecular fue muy util para identificar las especies de hongos menos
frecuentes que los dermatofitos (C. haemulonii, Aspergillus, Scopulariopsis, Fusarium) o
incluso de hongos no reportados como causantes de onicomicosis (Spiromastigoides

warcupii, Botryotrichum piluliferum).

Estudios adicionales al presente trabajo, como la sensibilidad a antifingicos, son
deseables particularmente en hongos comunes como Scopulariopsis o0 Fusarium de los
que se conoce su resistencia, o de Spiromastigoides warcupii y Botryotrichum
piluliferum, de los que se desconoce su grado de sensibilidad, para proponer un

tratamiento efectivo.
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ANEXOS

ANEXO 1. MEDIOS DE CULTIVO

AGAR DEXTROSA SABOURAUD

Digerido pancreatico de caseina ...............

Digerido péptico de tejido animal ..............

DextroSa ....oovveeeee

AGAR DEXTROSA SABOURAUD CON ANTIBIOTICO

Se utilizé el medio comercial agar MYCOSEL
Peptonadesoja .......cccooviiiiiiiiiiiiinn,

DextroSa ......oovveeeee

69



AGAR LACTRIMEL DE BORELLI

AGAR PAPA DEXTROSA
Extractode papa ...........ccooiiiiiiiiiiin,

DextroSa ......oovveeeee

AGAR TIERRA-PELOS CON ANTIBIOTICO

Tierraestéril ..., 20.0 gr
Extractode levadura .............................. 0.9gr
GlUCOSA ... 50qr
AQAr oo 15.0 gr
H2Odestilada ... 1L

Dermasel Selective Supplement SRO075E... 6 ml

Cabello de nifio prepuber cortado en fragmentos y esterilizado (o necesario para

cubrir la caja de Petri )

CALDO DEXTROSA SABOURAUD

Digerido pancreatico de caseina ............... 5049
Digerido péptico de tejido animal .............. 50¢g
Dextrosa ........cooeiiiiii 40.0¢g
H2Odestilada ... 1L
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ANEXO 2. SOLUCIONES
SOLUCION DE AZUL DE ALGODON

Fenol liquido ...,
Acido 1ACtICO .....coovvieiiiiiei e
Glicerol ..o
Azuldeanilina ...
H2Odestilada ...

SOLUCION SALINA
Cloruro de sodio ......ooovviiiii i
HoOdestilada ...,

AGUA GLICERINADA AL 10%
GlICEIOl ..
H20 destilada .........ooov

BUFFER DE LISIS
TrisHCL50 mM (pH 7.2) .o
EDTAS0 MM (pH8.0) ...cvvvviiiiiiieieen,
SDS 3% e
Beta-mercaptoetanol 1% ..........................

H2O destilada estéril ...........ccoiiieeiiii .

BUFFER DE CARGA
Azul de bromofenol ......cooeiiiiiiiiiiiiiiiiin.,
Azul de xilencianol ...

Glicerolenagua ...........cocoiviiiiiiiiian.

TAE (50X)
Trisbase ..o
Acido acético glacial ..............................
EDTAOSM (pH8.0) c.vviiiiii
H2Odestilada ...
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ANEXO 3. DATOS EPIDEMIOLOGICOS GENERALES

Ndmero
Paciente | Sexo de Tipo de Paciente | Procedencia Directo Cultivos BLAST NCBI Procesamiento
muestras
001 M 1 Post Trasplante Pies Filamentos Sin crecimiento No aplica Negativo
Abundantes
. Filamentos ) . .
002 F 1 Pre Trasplante Pies Moderados Bacterias No aplica Negativo
Negativo Sin crecimiento No aplica Negativo
003 E 3 Pre Trasplante Pies Filamentos | Chrysosporium Splromastlg_(_)ldes Procesado
Moderados sp. warcupii
Negativo Sin crecimiento No aplica Negativo
Filamentos . . ) .
Moderados Sin crecimiento No aplica Negativo
004 M 2 Post Trasplante Pies
Negativo Sin crecimiento No aplica Negativo
005 M 1 Pre Trasplante Pies Filamentos | Scopulariopsis Scopulariopsis Procesado
Moderados sp. alboflavescens
. Filamentos ;
006 F 1 Post Trasplante Pies Moderados T. rubrum No aplica No procesado
Filamentos Trichophyton Trichophyton Procesado
Abundantes sp. rubrum
007 E 3 Pre Trasplante Pies Filamentos Trichophyton Trichophyton Procesado
Abundantes sp. rubrum
Filamentos Trichophyton Trichophyton Procesado
Abundantes sp. rubrum
Fléamemos T. rubrum No aplica No procesado
scasos
008 M 2 Pre Trasplante Pies -
No T. rubrum Trlchoph_yton Procesado
realizado interdigitale
No Scopulariopsis Scopulariopsis
realizado sp. brevicaulis Procesado
Pre Trasplante - -
Filamentos T rubrum Trichophyton Procesado
Abundantes rubrum
009 F 5 Pies Filamentos Sin crecimiento No aplica Negativo
Escasos
Post Trasplante Filamentos T. rubrum Trichophyton Procesado
Moderados rubrum
Fléamentos T. rubrum No aplica No procesado
scasos
Filamentos T rubrum Trichophyton Procesado
Moderados rubrum
010 F 2 Donador/Familiar Pies
No Trichophyton
realizado T. rubrum rubrum Procesado
011 M 1 Pre Trasplante Pies NO T. tonsurans Trichophyton Procesado
realizado rubrum
012 F 1 Pre Trasplante Pies Negativo Sin crecimiento No aplica Negativo
013 M 1 Pre Trasplante Pies Fléamentos Sin crecimiento No aplica Negativo
scasos

Continua en la pagina siguiente.
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Numero
Paciente | Sexo de Tipo de Paciente | Procedencia Directo Cultivos BLAST NCBI Procesamiento
muestras
Filamentos
Escasos Bacterias No aplica Negativo
/Bacterias
014 F 2 Post Trasplante Pies
Filamentos
Escasos Bacterias No aplica Negativo
/Bacterias
015 E 1 Pre Trasplante Pies Filamentos | Chrysosporium Keratlnqphyton Procesado
Abundantes sp. hubeiense
016 M 1 Pre Trasplante Pies Negativo T. tonsurans T”?ng&}émn Procesado
- . . Staphylococcus . .
017 M 1 Donador/Familiar Pies No realizado epidermidis No aplica Negativo
018 F 1 Post Trasplante Pies No realizado | Sin crecimiento No aplica Negativo
. Filamentos Trichophyton
Pies Abundantes T. rubrum interdigitale Procesado
019 M 2 Pre Trasplante - -
Manos Filamentos T. rubrum Trlchoph_yton Procesado
Escasos interdigitale
. Filamentos ) Aspergillus
020 F 1 Post Trasplante Pies Abundantes Aspergillus sp. versicolor Procesado
Filamentos
Escasos Bacterias No aplica Negativo
/Bacterias
021 M 3 Donador/Familiar Pies Filamentos | Scopulariopsis Scopulariopsis Procesado
Abundantes sp. alboflavescens
Filamentos
Escasos Bacterias No aplica Negativo
/Bacterias
Filamentos . . . )
Abundantes Sin crecimiento No aplica Negativo
022 M 2 Pre Trasplante Pies
Filamentos . - . .
Moderados Sin crecimiento No aplica Negativo
. Filamentos . A . .
023 F 1 Pre Trasplante Pies Moderados Sin crecimiento No aplica Negativo
Filamentos . . .
) Abundantes Bacterias No aplica Negativo
024 F 2 Post Trasplante Pies
Negativo Bacterias No aplica Negativo
025 F 1 Donador/Familiar Pies Negativo Sin crecimiento No aplica Negativo
Lgvaduras Bacterias No aplica Negativo
scasas
026 F 2 Post Trasplante Pies - -
Filamentos T rubrum Trichophyton Procesado
Moderados rubrum
. Filamentos Trichophyton
027 F 1 Post Trasplante Pies Abundantes T. tonsurans rubrum Procesado
Continua en la pagina siguiente.
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Numero Tino de
Paciente | Sexo de Paziente Procedencia Directo Cultivos BLAST NCBI Procesamiento
muestras
. Sin . .
No realizado o, No aplica Negativo
crecimiento
Filamentos T rubrum Trichophyton Procesado
Abundantes rubrum
Filamentos .
Moderados T. rubrum No aplica No procesado
. Filamentos Sin . .
028 M 7 Post Trasplante Pies L. No aplica Negativo
Escasos crecimiento
Negativo Sin No aplica Negativo
& crecimiento P &
Fil t Trichophyt
flamentos T. rubrum fichophyton Procesado
Abundantes rubrum
Fil Trichoph
lamentos T. rubrum richophyton Procesado
Abundantes rubrum
Filamentos Trichophyton
Manos T. rubrum Py, Procesado
Escasos rubrum
029 M 2 Pre Trasplante i Trichonh
. ilamentos richophyton
Pies T. rubrum Py Procesado
Escasos rubrum
030 F 1 Post Trasplante Pies Filamentos T. tonsurans Trichophyton Procesado
Abundantes rubrum
Levaduras sin
031 F 1 Post Trasplante Pies Moderadas .. No aplica Negativo
. crecimiento
/Bacterias
. Botryotrichum
Filamentos Desconocido piluliferum Procesado
i Abundantes _
032 M 2 Post Trasplante Pies T. rubrum No aplica No procesado
Fil t Trichophyt
flamentos T. rubrum fichophyton Procesado
Moderados rubrum
Filamentos T. rubrum Trichophyton Procesado
Abundantes rubrum
033 M 2 Post Trasplante Pies
Filamentos Trichophyton
T. rubrum Procesado
Abundantes rubrum
Filamentos . . .
Moderados Negativo No aplica Negativo
Negativo Negativo No aplica Negativo
034 F 4 Post Trasplante Pies Filamentos Trichophyton
T. rubrum Procesado
Abundantes rubrum
Filamentos T rubrum Trichophyton Procesado
Abundantes rubrum
035 F 1 Pre Trasplante Pies Filamentos T. tonsurans T:rIcho;'r h,y ton Procesado
Abundantes interdigitale
036 M 1 Pre Trasplante Pies Filamentos T. tonsurans Trichophyton Procesado
Abundantes rubrum
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muestras
Filamentos T rubrum Trichophyton Procesado
Levaduras rubrum
T. rubrum No aplica No procesado
Filamentos
Levaduras TrIChOSP? ron No aplica Procesado
asahii
037 V] 6 Donador/Familiar Pies Filamentos T. rubrum Trichophyton Procesado
Moderados rubrum
Negativo Negativo No aplica Negativo
Filamentos T rubrum Trichophyton Procesado
Moderados rubrum
Negativo Negativo No aplica Negativo
038 M 1 Post Trasplante Pies Negativo Negativo No aplica Negativo
I .
039 M 1 Donador Pies Bacterias ¢.7c1.1rla No aplica Negativo
kristinae
Trichoph
Negativo T. rubrum richophyton Procesado
rubrum
040 M 2 Pre Trasplante Pies
Filamentos Fusarium s, Fusarium Procesado
Abundantes P- equiseti
041 M 1 Post Trasplante Pies Filamentos T. rubrum Trichophyton Procesado
Abundantes rubrum
042 F 1 Pre Trasplante Pies Negativo Negativo No aplica Negativo
Levaduras Candida No aplica Procesado
Abundantes albicans P
Levaduras Candida .
Pre Trasplante Abundantes albicans No aplica Procesado
Levaduras Candida No aplica Procesado
Abundantes albicans P
043 F 6 Manos
Levaduras Candida No aplica Procesado
Abundantes albicans P
Levaduras Candida
Post Traspl , No apli P
ost Trasplante Moderadas albicans o aplica rocesado
Levaduras Candida .
. No aplica Procesado
Escasas albicans
Filamentos T rubrum Trichophyton Procesado
Escasos rubrum
044 M 2 Familiar Pies " honh
Filamentos T rubrum Trichophyton Procesado
Abundantes rubrum
045 M 1 Pre Trasplante Pies Filamentos Penicillium sp. Penicillium Procesado
Moderados chrysogenum
Fil t Trichophyt
046 F 1 Post Trasplante Pies flamentos T. rubrum richophyton Procesado
Levaduras rubrum
Fil t Trichophyt
047 M 1 Pre Trasplante Pies flamentos T. rubrum richophyton Procesado
Abundantes rubrum
No realizado T. rubrum Trichophyton Procesado
rubrum
048 F 3 Pre Trasplante Pies Filamentos T rubrum Trichophyton Procesado
Abundantes rubrum
No realizado T. rubrum No aplica No procesado
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Paciente | Sexo de Tipo de Paciente | Procedencia Directo Cultivos BLAST NCBI Procesamiento
muestras
AF:zr: deanr:ss Bacterias No aplica Negativo
. Filamentos . Fusarium
Pies Fusarium sp. Procesado
Abundantes oxysporum
049 M 4 Pre Trasplante
Filamentos Fusarium s No aplica No procesado
Abundantes p- P P
Filamentos . .
Manos Abundantes Fusarium sp. No aplica No procesado
Fil t Trichophyt
ffamentos T. rubrum fichophyton Procesado
Moderados rubrum
ili i Fil t Trichophyt
050 M 3 Donador/Familiar Pies llamentos T. rubrum richophyton Procesado
Abundantes rubrum
Negativo Negativo No aplica Negativo
. Aspergillus
+ Aspergillus sp. . Procesado
051 F 1 Donador/Familiar Pies Filamentos versicolor
Abundantes .
T. rubrum No aplica No procesado
Fil hi
ilamentos | Sp mqomo.n .a s No aplica Negativo
Abundantes paucimobilis
052 F 2 Donador/Familiar Pies
Filamentos Bacterias No aplica Negativo
Abundantes P &
053 M 1 Donador/Familiar Pies No realizado Negativo No aplica Negativo
Filamentos
T. N li P
Moderados rubrum o aplica rocesado
054 M 3 Post Trasplante Pies Filamentos T. rubrum Trichophyton Procesado
Abundantes rubrum
Filamentos T. rubrum Trichophyton Procesado
Abundantes rubrum
Fil
055 F 1 Pre Trasplante Pies flamentos Bacterias No aplica Bacterias
Abundantes
Fil
056 M 1 Post Trasplante Pies flamentos Negativo No aplica Negativo
Escasos
057 M 1 Post Trasplante Pies Negativo Negativo No aplica Negativo
Filamentos | Scopulariopsi: iopsi:
pulariopsis Scopul.arlo;{ﬂs Procesado
Moderados sp. brevicaulis
i Trichophyt
058 M 3 Post Trasplante Pies No realizado T. rubrum fichopryton Procesado
rubrum
Negativo Bacterias No aplica Negativo
059 M 1 Pre Trasplante Pies No realizado Negativo No aplica Negativo
Filamentos
1 . B . . .
060 F Pre Trasplante Pies Moderados acterias No aplica Negativo
Filamentos Streptococcus
061 M 1 Pre Trasplante Pies p . No aplica Negativo
Escasos iniae
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Paciente | Sexo de :::;::e Procedencia Directo Cultivos BLAST NCBI Procesamiento
muestras
T. rubrum Trichophyton Procesado
Filamentos rubrum
Abundantes i
E. floccosum Epidermophyton Procesado
floccosum
062 M 2 Pre Trasplante Pies chooh
T. rubrum Trichophyton Procesado
Filamentos rubrum
Abundantes i
E. floccosum Epidermophyton Procesado
floccosum
Post Fil t Trichophyt
063 M 1 os Pies flamentos T. rubrum richopayton Procesado
Trasplante Abundantes rubrum
. Filamentos Trichophyton
064 M 1 Pre Trasplante Pies Abundantes T. tonsurans interdigitale Procesado
065 M 1 Pre Trasplante Pies Negativo Negativo No aplica Negativo
066 M 1 Pre Trasplante Pies Negativo Negativo No aplica Negativo
067 F 1 Pre Trasplante Pies Negativo Negativo No aplica Negativo
Trichoph
No realizado T. rubrum richophyton Procesado
Post rubrum
068 M 2 Pies
Trasplante Filamentos Trichophyton
T. rubrum Procesado
Abundantes rubrum
Levaduras Candida Candida
S . Procesado
i Moderadas parapsilosis haemulonii
069 F 2 Pre Trasplante Pies
Levaduras Candida .
. No aplica No procesado
Escasas parapsilosis
070 M 1 Post Pies Filamentos T. interdigitale 7:l’IChO[.) h.y ton Procesado
Trasplante Abundantes interdigitale
Post . . . . .
071 M 1 Pies Negativo Bacterias No aplica Negativo
Trasplante
Negativo Negativo No aplica Negativo
Filamentos N . N ii N .
072 M 3 Pre Trasplante Pies Escasos egativo o aplica egativo
Filamentos T. rubrum Trichophyton Procesado
Moderados rubrum
Post " . . . .
073 M 1 Pies Bacterias Negativo No aplica Negativo
Trasplante
Negativo No aplica Negativo
074 M 2 Pre Trasplante Pies Negativo
Negativo No aplica Negativo
Post Fil t Trichophyt
075 M 1 os Pies framentos T. rubrum richopryton Procesado
Trasplante Escasos rubrum
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ANEXO 4. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA DE
EXTRACCIONES DE ADN MEDIANTE FENOL/CLOROFORMO

6557 pb

2322 pb
2027 pb

FIGURA 28. Electroforesis en gel de agarosa de extracciones de ADN mediante
fenol/cloroformo de algunos aislados de dermatofitos. M representa el marcador de peso
molecular ADNA/Hind IlII; Los carriles 1 a 10 corresponden a los aislados: 008-2, 009-2, 010-1,
010-2, 028-2, 029-1, 054-2, 054-3, 062.1 T.r. y 062-1 E.f. respectivamente.

2322 pb
2027 pb

FIGURA 29. Electroforesis en gel de agarosa de extracciones de ADN mediante
fenol/cloroformo de algunos aislados de dermatofitos. M representa el marcador de peso
molecular ADNA/Hind IlII; Los carriles 1 a 10 corresponden a los aislados: 009-4, 034-4, 050-1,
063, 048-1, 048-2, 062-2 E.f., 032-2, 037-1 y 040-1 respectivamente.
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FIGURA 30. Electroforesis en gel de agarosa de extracciones de ADN mediante
fenol/cloroformo de algunos aislados de dermatofitos. M representa el marcador de peso
molecular ADNA/Hind Ill; Los carriles 1 a 10 corresponden a los aislados: 019-1, 019-2, 029-2,
033-1, 037-3, 062-2 T.r., 064, 068-1, 068-2 y 070 respectivamente.
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FIGURA 31. Electroforesis en gel de agarosa de extracciones de ADN mediante
fenol/cloroformo de algunos aislados de dermatofitos. M representa el marcador de peso
molecular ADNA/Hind IIl; Los carriles 1 a 10 corresponden a los aislados: 011, 030, 041, 047,
016, 026-2, 028-7, 044-1, 044-2 y 050-2 respectivamente.
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FIGURA 32. Electroforesis en gel de agarosa de extracciones de ADN mediante
fenol/cloroformo de algunos aislados de dermatofitos. M representa el marcador de peso
molecular ADNA/Hind IlIl; Los carriles 1 a 10 corresponden a los aislados: 003-2, 007-1, 007-2,
075, 072-3, 027, 035, 036, 046 y 058-2 respectivamente.
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FIGURA 33. Electroforesis en gel de agarosa de extracciones de ADN mediante
fenol/cloroformo de algunos aislados de dermatofitos. M representa el marcador de peso
molecular ADNA/Hind IlI; Los carriles 1 a 10 corresponden a los aislados: 015, 020, 032-1, 040-
2, 045, 049-2, 069, 005, 009-1, 021-2 y 058-1 respectivamente.
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ANEXO 5. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA DE LOS
PRODUCTOS DE PCR DE LA REGION ITS.

M1 2 34 56 789 10

FIGURA 34. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR de la region ITS (850
pb). M representa el marcador de peso molecular de 100 pb; Los carriles 1 a 10 corresponden a
los aislados: 009-2, 010-1, 027, 029-1, 034-4, 008-2, 010-2, 019-1, 040-1, 062-1 E.f.
respectivamente.
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FIGURA 35. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR de la region ITS (850
pb). M representa el marcador de peso molecular de 100 pb; Los carriles 1 a 10 corresponden a
los aislados: 009-4, 019-2, 026-2, 028-2, 029-2, 030, 032-2, 036, 044-1 y 062-1 T.r.
respectivamente.
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FIGURA 36. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR de la region ITS (850
pb). M representa el marcador de peso molecular de 100 pb; Los carriles 1 a 10 corresponden a
los aislados: 050-1, 058-2, 064, 068-1, 068-2, 070, 007-1, 028-7, 072-3 y 075 respectivamente.

M 1 2 3 4 56 7 8 9 10

FIGURA 37. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR de la region ITS (850
pb). M representa el marcador de peso molecular de 100 pb; Los carriles 1 a 10 corresponden a
los aislados: 015, 032-1, 040-2, 049-2, 011, 016, 037-1, 041, 047 y 062-2 T.r. respectivamente.
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FIGURA 38. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR de la region ITS (850
pb). M representa el marcador de peso molecular de 100 pb; Los carriles 1 a 10 corresponden a
los aislados: 007-2, 035, 046, 048-2, 054-2, 054-3, 069-1, 003-1, 020 y 051-1 respectivamente.

M1 2 34 5 6

FIGURA 39. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR de la region ITS (850
pb). M representa el marcador de peso molecular de 100 pb; Los carriles 1 a 10 corresponden a
los aislados: 037-3, 044-1, 048-1, 050-1, 062-2 E.f. y 063 respectivamente.
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ANEXO 6. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA DE LOS
PRODUCTOS DE PCR DE LA REGION LSU.
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FIGURA 40. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR de la regiéon LSU (1100
pb). M representa el marcador de peso molecular de 100 pb; Los carriles 1 a 10 corresponden a
los aislados: 016, 033-1, 034-4, 040-1, 044-1, 050-1, 058-2, 032-2, 063 y 070 respectivamente.
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FIGURA 41. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR de la regién LSU (1100
pb). M representa el marcador de peso molecular de 100 pb; Los carriles 1 a 10 corresponden a
los aislados: 008-2, 009-2, 010-1, 011, 030, 037-1, 037-4, 041, 048-1 y 062-1 T.r.
respectivamente.
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FIGURA 42. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR de la region LSU (1100
pb). M representa el marcador de peso molecular de 100 pb; Los carriles 1 a 10 corresponden a
los aislados: 010-2, 019-1, 029-1, 035, 062-1, 046, 050-2, 064, 068-1 y 068-2 respectivamente.

M12 34567282910

FIGURA 43. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR de la region LSU (1100
pb). M representa el marcador de peso molecular de 100 pb; Los carriles 1 a 10 corresponden a
los aislados: 019-2, 029-2, 054-2, 054-3, 009-4, 028-2, 026-2, 027 y 036 respectivamente.
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FIGURA 44. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR de la regiéon LSU (1100
pb). M representa el marcador de peso molecular de 100 pb; Los carriles 1 a 10 corresponden a
los aislados: 003, 007-1, 007-2, 028-7, 062-2 T.r.,, 072-3, 044-2, 075, 048-2 y 062-2 E.f.
respectivamente.
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FIGURA 45. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR de la region LSU (1100
pb). M representa el marcador de peso molecular de 100 pb; Los carriles 1 a 10 corresponden a
los aislados: 015, 020, 032-1, 040-2, 045, 049, 058-1, 009-1, 021-2 y 058-1 respectivamente.
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ANEXO 7. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA DE LOS
PRODUCTOS DE PCR DE LA REGION B-TUB.
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FIGURA 46. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR de la regién 3-TUB (750
pb). M representa el marcador de peso molecular de 100 pb; Los carriles 1 a 10 corresponden a
los aislados: 008-2, 009-2, 010-1, 011, 027, 028-2, 029-1, 030, 032-2 y 037-3 respectivamente.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

FIGURA 47. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR de la region B-TUB
(750 pb). M representa el marcador de peso molecular de 100 pb; Los carriles 1 a 10
corresponden a los aislados 003, 007-1, 019-1, 019-2, 034-4, 044-1, 050-1, 048-1, 062-1 y 068-

1 respectivamente.

87



M1 2 345678 9101

FIGURA 48. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR de la regién 3-TUB (750
pb). M representa el marcador de peso molecular de 100 pb; Los carriles 1 a 10 corresponden a
los aislados 033-1, 040-1, 041, 063, 070, 050-2, 058-2, 054-2, 062-1 E.f., 072-3 y 075
respectivamente.

M 12 345678910

FIGURA 49. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR de la regién 3-TUB (750
pb). M representa el marcador de peso molecular de 100 pb; Los carriles 1 a 10 corresponden a
los aislados 015, 032-1, 040-2, 049-2, 028-7, 035, 041, 046, 047 y 064 respectivamente.
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