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1.Introduccion

La onicomicosis es una infeccion ungueal mas frecuente y cronica (Llado, et al.2017)
causada por hongos, sin embargo, es la enfermedad menos atendida y diagnosticada
por las principales instituciones de salud. La onicomicosis es una enfermedad de alta
frecuencia en zonas calurosas y tropicales (Mendoza, et al, 2012). México destaca
por su diversidad climética; clima tropical, seco, templado y frio polar, siendo los
factores ambientales, sociales y politicos, parte fundamental en el diagnéstico y
tratamiento de la onicomicosis. En tiempos actuales, las dermatofitosis se tratan bajo
un diagnostico determinado por la manifestacién clinica, dejando a un lado los
resultados emitidos por el laboratorio clinico.El diagnéstico de la onicomicosis
requiere de una confirmacién de laboratorio, pues, el tratamiento tiene como factor la
identificacién de la especie causante de la afeccién (Gupta et al, 2020). En casos
especificos, la onicomicosis provocada por hongos dematidceos, el tratamiento
convencional, sea oral o topico, resulta pobre, debido a la resistencia ante los
farmacos. Gupta y colaboradores (2003), en una revision bibliografica sobre
tratamientos aplicados a pacientes con onicomicosis con agentes causales a;
Scopulariopsis donde los pacientes interrumpieron tratamiento por dafio hepéatico y
no mostraba mejoria, con Aspergillus la mayoria presentaba mejoria después de 6
meses de tratamiento y con Candida se lograba recuperar la ufia tras meses de
tratamiento.

En este trabajo, se aislaron hongos en pacientes que presentaron alteraciones en las
ufias, guiados bajo los criterios clinicos para onicomicosis. Cada paciente informé
sobre las condiciones de vida que ayudan a predecir el origen de la enfermedad. En
principio se realizé examen directo con negro de clorazol para determinar si el origen
del dafio en la ufia es por hongo o en su defecto por algun otro factor.

El aislamiento de los agentes causales se realizé en medios de cultivo agar Mycosel,
que inhibe el crecimiento de algun posible contaminante de la muestra o laboratorio.
Las condiciones de crecimiento se realizaron a temperatura ambiente, seguida de una
observacién morfoldgica a nivel microscépico, luego se prosiguié a una identificacion
molecular finalizando con pruebas de sensibilidad antifingica a la terbinafina.
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2. Marco teérico

2.1 Los hongos

Los hongos o Eumycota son una clase definida de microorganismos, la mayor parte
de los cuales son formas de vida libre, que actian como putrefactores en el ciclo
energético (Ryan, 2017). Los hongos en base a su morfologia los podemos clasificar
en dos grandes grupos: mohos y levaduras. Los mohos varian en forma y tamario,
son multicelulares y forman hifas y las hifas forman una estructura filamentosa
(Wickes et al, 2018) que a su vez forman micelio. El micelio tiene una estructura
porosa, que se forma por la expansion de la punta apical de la hifa partiendo de una
espora o inéculo (Fricker et al, 2007). Luego de una fase de crecimiento isotrépico,
comienza una ramificacion aleatoria (figura 1) que da origen a colonias arbéreas
fractales. La densidad y topologia de la red se controlan por las condiciones
nutricionales y ambientales (Osman Erkmen, 2021). El micelio determina la
morfologia colonial de los hongos que puede variar de color y de consistencia de
especie en especie, mientras que los hongos levaduriformes colonias mucoides
regulares y redondas.

protein

—glucan

chitin

Figura 1. Micelio en varias escalas de longitud: (a) vista a macroescala (5 cm x5 cm x 5 cm), (b)
imagen SEM de la microestructura; barra de escala 100, y (¢c) esquema que muestra la estructura de
la pared de una sola hifa (Osman Erkmen, 2021)

2.2 Composicion de los hongos microscépicos

Los hongos son organismos eucariotas, conformados estructuralmente por quitina,
manano y glucano. En la pared celular fangica la matriz de quitina y glucano se
entrecruzan, formando una matriz quitina/glucano, de la cual, la fraccion de glucano
contiene 3 1,3-glucano como principal elemento, y 3 1,6-glucano, all,3-glucano
como otro tipo de glucanos secundarios (Free, 2013). En la figura 2 se muestra la
estructura basica de la pared celular fungica. La quitina conforma entre el 1%y el 15%
de la masa de la pared celular de los hongos, donde las levaduras tienen alrededor
del 1% a 2% de quitina, mientras que los mohos poseen 15% de quitina (Free, 2013).
La quitina se sintetiza por la quitina sintasa asociada a la membrana plasmatica. Las
enzimas necesitan UDP-N-acetilglucosamina contenido al lado del citoplasma de la
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membrana, para utilizarlo como sustrato en la sintesis de moléculas de quitina lineal.
(Free, 2013). La cantidad de proteina contenida en los hongos filamentosos esta
conformada entre 20% a 30% de la pared celular en masa (Bowman et al, 2006). Las
proteinas mas comunes en la pared de los hongos son las glicoproteinas. Dentro de
sus funciones, es dar mantenimiento a su forma, ayudan en los procesos de adhesién
en caso de union a células huésped, también sirven de proteccion frente a sustancias
extrafias y transmision de sefiales (Pontén, 2008).

—— Plasma membrane g gpi Anchor Chitin Glucans (p-1,3-p-1,6-,a-1,3-)

Protein  —{_ N-linked oligosaccharide - Galactomannan or mannan

Figura 2. Estructura basica de la pared celular fangica. (Free, S. J., 2013)
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2.3 Metabolismo fungico

El metabolismo fungico se basa en procesos aerobios o anaerobios facultativos,
ademas de ser organismos heterétrofos, ya que no son capaces de hacer sus propios
nutrientes (Trujillo, 2020). Su nutricibn esta basada en absorcion de sustancias
simples o complejas, a comparacion de las bacterias, los hongos son capaces de
utilizar azucares complejos como fuente de energia (Trujillo, 2020). Los elementos
gue requieren en concentraciones milimolares son: el carbono, nitrogeno, oxigeno,
azufre, fosforo, potasio y magnesio; los micronutrientes suministrados en
concentraciones micromolares, comprenden oligoelementos como calcio, hierro,
cobre, manganeso y zinc (Walker et al,2017). En la Tabla 1 muestras los elementos
requeridos y su funcién en los hongos. Muchos hongos necesitan vitaminas que
pueden estar presentes en las impurezas de la peptona y del azlcar o en ocasiones
en medios de cultivos (Arenas y Torres, 2020. Micologia Médica llustrada).

Tabla 1. Requerimientos nutricionales de los hongos. (Walker et al,2017).

Elemento Fuentes comunes Funcion celular

Carbono azucar Fuente de energia. Elemento
estructural de células fungicas
en combinacion con H, Ny O.

Hidrégeno Protones de acido en Fuerza motriz de protones

el ambiente. transmembrana vital para la
nutricion fungica.
Mantenimiento de pH acido
intracelular necesario para el
metabolismo fungico.

Oxigeno O, aire Sustrato para vias
respiratorias. Funcion de
enzimas oxidativas. Sintesis
de ergosterol y acidos grasos
insaturados.

Nitrogeno NH4", sales, urea, Estructural y funcionalmente

aminodcidos. como nitrégeno amino
organico en proteinas y
enzima.

Fosforo Fosfatos Traduccién de energia, acidos
nucleicos y estructura de
membrana.

Potasio K* Equilibrio i6nico. Actividad
enzimatica.

Magnesio Mg”* Actividad enzimdtica,
estructura celular y de
organelos.

Azufre Sulfatos y metionina  Aminoécidos sulfidrilo y
vitaminas

Hierro Sales férricas. Fe** Hemoproteinas y citocromo.

es quelado por
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sideroforos y liberado
como Fe?" dentro de

la célula
Cobre Sales cupricas Pigmentos redox.
Manganeso Mn?* sales Actividad enzimatica
Zinc Zn** sales Actividad enzimaética

2.4 Onicomicosis

De las mas de 90 000 especies de hongos conocidas, menos de 200 se han reportado
como causantes de enfermedades en humanos. Estos trastornos tienen
caracteristicas clinicas y microbioldgicas singulares y se le denomina micosis (Ryan,
2017). Las micosis o tifla son las infecciones ocasionadas por organismos
pertenecientes al reino fungi y para su estudio se dividen en dos grupos, micosis
superficiales y micosis profundas (Saul,2015). Las micosis superficiales afectan
principalmente la queratina de la piel. Las tifias superficiales se clasifican de acuerdo
con el sitio de parasitacion de los dermatofitos, su frecuencia de presentacion es la
siguiente: Tifa de la cabeza 4-10%, del cuerpo (piel lampifia) 15%, de la ingle 4%, de
la mano 2%, de los pies 30-45%, de las ufias (onicomicosis dermatofiticas) 30% (del
Carmen Padilla, 2003).

La palabra onicomicosis proviene del griego onyx y mykes que significa ufia y hongo,
respectivamente (Marin et al, 2019)). La onicomicosis es la infeccion de la ufa
causada por hongos, y estos pueden ser de tres especies diferentes: dermatofitos,
mohos o levaduras (Totosaus y Sanchez-Regafia, 2011). El agente etioldgico mas
importante de esta enfermedad es Trichophyton rubrum (Carrillo-Dover et al, 2009).
Las infecciones por dermatofitos restantes son causadas por Epidermophyton
floccosum, especies de Microsporum, Trichophyton verrucosum , Trichophyton
tonsurans , Trichophyton violaceum , Trichophyton soundanense , Trichophyton
krajdenii, Trichophyton equinum y especies de Arthroderma (Leung et al, 2020).

La onicomicosis presenta cinco formas clinicas: onicomicosis subungueal distal y
lateral (figura 3), aqui, el hongo inicialmente invade el hiponiquio y luego progresa
hasta afectar la parte inferior del borde libre distal de la lamina ungueal (Zaias,1992).
Onicomicosis blanca superficial (figura 3), se caracteriza por una localizacién
superficial de hongos en la superficie dorsal de la placa ungueal (Piraccini y Tosti,
2004). Onicomicosis subungueal proximal (figura 3), aqui la ufia presenta una
coloracion blanquecina en su tercio proximal, con afectacion de la matriz y, en
ocasiones, hiperqueratosis subungueal u onicolisis (Gonzalez-Lopez et al, 2017).

Endonyx onicomicosis (figura 3), afecta la superficie interna de la placa ungueal sin
inflamacion del lecho ungueal, onicolisis o hiperqueratosis subungueal (Bunyaratavej
et al, 2015). Onicomicosis distrofica total (figura 3), es la forma mas grave de la
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onicomicosis, donde la superficie de la ufia esta difusamente engrosada, friable y
amarillenta. (Gupta et al, 2020).

Figura 3. Formas clinicas de onicomicosis. A) Onicomicosis subungueal lateral distal del dedo gordo
del pie. Coloracion amarillenta (Torres-Sangiao et al, 2006). B). Onicomicosis blanca superficial por
Trichophyton interdigitale infeccién. Pequefias manchas blanquecinas, opacas y friables se extienden
sobre la superficie (Piraccini y Tosti, 2004). C) Onicomicosis subungueal proximal en primer dedo del
pie derecho (Gonzalez-L6pez et al, 2017) D) Coloracion blanca lechosa de la superficie de la ufia sin
cambios en la superficie en la onicomicosis endonyx (Bunyaratavej et al, 2015). E) Onicomicosis total:
la lamina ungueal esta completamente invadida por hongos y friable (Gupta et al, 2020).

Borde libre Hiponiquio

Pliegue
ungueal lateral

Pliegue

Figura 4. Esquema que muestra los elementos anatomicos del aparato ungueal en una visién frontal.
(Martin, B. ,2013)
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2.5 Factores de riesgo

Factores de riego de Uso
onicomicosis Rooa aiusada

Humedzd excesive por Alteraciones fisioldgicas

Transpiracion

Alteracién morfologiz unguea _

=utool

Traumsatismo

Mat=cidn
Actividades Obreros
Ocupacién de rissgo Soldados

Deportistas

Peicoldgics == Vigorexia

Figura 4. Factores de riesgo en onicomicosis. La onicomicosis puede ser causada por factores tales
como alteraciones fisiolégicas, por contacto, por determinadas actividades o de alguna indole
psicolégica.

2.6 Prevalencia

La onicomicosis es la enfermedad mas frecuente de las ufias, representa de 18% a
50% de todas las onicopatias, y 30% de las infecciones de piel, se estima una
prevalencia de 3 a 13.8% en la poblacion general (Lladé et al, 2017).
Aproximadamente el 10% de la poblacién general, el 20% de la poblacién mayor de
60 anos, hasta el 50% de las personas mayores de 70 afios y hasta un tercio de los
diabéticos tienen onicomicosis (Thomas et al, 2010).

En cuanto al sexo, Arenas, R. (2002) informan que los hombres resultan mas
afectados en la mayoria de los estudios, aunque en un reciente trabajo se reporto que
la onicomicosis por levaduras es mas comun en mujeres, mientras que en varones
era mas comun la infeccion por dermatofitos. Esta enfermedad es menos comun en
nifos que en adultos, con una prevalencia promedio menor a 2% probablemente
debido a un menor contacto con el hongo (Cortés et al, 2020).
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El envejecimiento de la poblacién, el aumento del uso de medicamentos
inmunosupresores, el aumento de la prevalencia de enfermedades subyacentes (VIH
y diabetes) que suprimen el estado inmunitario de los pacientes, el aumento de la
exposicion a spas y piscinas publicas, el uso de zapatos ajustados para la moda se
ha reconocido como un factor para el aumento de las micosis (Bitew y Wolde, 2019)

2.7 Antecedentes histéricos

En 1853, la onicomicosis fue descrita e informada por primera vez por Meissner, un
estudiante de medicina aleman (Thomas et al, 2010). Las infecciones de las ufas y
pliegues ungueales causadas por levaduras del género Candida fueron descritas por
Dubendorfer entre 1904 y 1910 (Rippon JW., 1990). La micosis microsporia se
describié en 1842y la tricofitia en 1845 (Go6tz H, 1962), mientras que Sabouraud hizo
una descripcién clinico-micologica de las enfermedades producidas por dermatofitos,
denominando tifia unguium a la infeccién de las ufias por estos microorganismos
(Ballesté et al, 2003)

2.8 Agentes causales

2.8.1 Levaduras

Las levaduras siguen en frecuencia a los dermatofitos y son responsables de 5% a
17% de las onicomicosis en general (Ballesté et al, 2003). La especie mas
frecuentemente aislada segun Cabafies (2018) es Candida albicans; aunque esta
especie forma parte de la flora normal y no se encuentra habitualmente colonizando
la piel puede encontrarse en condiciones especificas cominmente asociado a
inmunosupresion. Otras especies causantes de onicomicosis son C. parasilopsis, C.
guillermondi, C.tropicalis, C. ciferrii, C. sake, C. haemulonii, C. famata, C. krusei, y C.
tropicalis (Ballesté et al, 2003).

Las levaduras del género Trichosporon forman parte de la flora de piel y tracto
digestivo. En 2011 se report6 el primer caso de onicomicosis causadas por este
agente (Rizzitelli et al, 2016). Dentro del género, solo ciertas especies son capaces
de parasitar al hombre (Ballesté et al.,2003), especifican que dentro de ellas se
encuentra Trichosporon cutaneum, Trichosporon ovoides, Trichosporon asahii,
Trichosporon asteroides y Trichosporon mucoides.

2.8.2 Mohos no dermatofitos

Hobak y Gémez (2017) describen los mohos como agentes de onicomicosis en dos
grupos: los mohos hialinos y los mohos dematiaceos. Estos pueden encontrarse
asociados a dermatofitos y levaduras, en estos casos no se les da valor como agente
causal y se les considera como contaminantes.

20



La frecuencia de onicomicosis por este grupo de hongos oscila segun diferentes
autores entre 1%-10% dependiendo de la region geogréfica E Casanova-Claure
(2018). Algunos mohos no dermatofitos que causan infecciones de las ufias incluyen
especies de Scopulariopsis, Scytalidium, Fusarium, Aspergillus y Onychocola
canadensis (Gupta et al, 2003).

2.8.3 Dermatofitos

Los dermatofitos son un grupo extenso y homogéneo de hongos con caracteristicas
taxondmicas, antigénicas, fisioldgicas y patogénicas similares, distinguiéndose entre
si por sus caracteristicas macroscoépicas y microscopicas (Sanchez-Saldafa et al,
2009). Hay (1989) describe a los dermatofitos como hongos filamentosos, septados y
hialinos, cuyas hifas penetran en el estrato corneo de piel y uflas produciendo
proteasas queratinoliticas que les permite invadir estas células. Los dermatofitos que
causan enfermedad se han descrito ampliamente, dentro de los géneros universales
se encuentra; Trichophyton, Paraphyton, Epidermophyton, Nannizzia, Microsporum,
Lophophyton, Arthroderma, Ctenomyces y Guarromyces (de Hoog et al, 2017). En
México los dermatofitos mas frecuentes son (Trujillo, 2020):

Tabla 2. Frecuencia de hongos dermatofitos causantes de onicomicosis en México.

1 Trichopyton rubrum 70%

2 Trichophyton mentagrophytesy T. 10%
interdigitale

3 Microsporum canis 13%

4 Trichophyton tonsurans 3%

5 Epidermophyton floccosum 1%

Estos microorganismos se pueden transmitir de persona a persona (organismos
antropofilicos), otros viven y se transmiten a los humanos a partir del suelo
(organismos geofilicos) y otros se disemina a través de animales (organismos
zoofilicos) (Hainer, 2003).

Para aislar este tipo de agentes causales de onicomicosis, se debe extraer una
muestra del sitio dafiado, pero, dicho espécimen puede tener contaminantes, por lo
gue se utilizan medios con antibiéticos (cloranfenicol y/o gentamicina) y cicloheximida
junto con agar dextrosa Sabouraud, comercialmente Agar Mycosel (Larone, 1996).
Cuando crecen en medios, los dermatofitos pueden producir tres tipos de conidios
asexuales: macroconidios, microconidios y artroconidios (Moskaluk y VandeWoude,
2022). En 2001 Guillot et al, demostraron que la temperatura ideal de crecimiento para
dermatofitos es entre 24°C o 27°C.
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2.9 Diagnostico

Los examenes micoldgicos clasicos siguen siendo las técnicas mas baratas, las que
ofrecen mas informaciéon y se han mantenido como el estandar de oro. El examen
directo conduce a un diagnostico de presunciéon, mientras que el cultivo permite
confirmar el diagndstico e identificar el agente causal, aunque, a pesar de ello, la
sensibilidad de estas técnicas no es del todo satisfactoria y se estima que los falsos
negativos pueden alcanzar hasta el 30% (Fernandez-Chico et al, 2008).

El Instituto Mexicano del seguro Social, en su guia de referencia rapida, describe los
criterios de exploracion para el diagnostico de onicomicosis, los cuales son por:

1. Topografia. - ufias de manos y pies

2. Morfologia. - paquioniquia (engrosamiento), estrias, fragilidad, cambios en
coloracién, onicolisis o hiperqueratosis subungueal.

En el diagnostico con fines epidemioldgicos segun Mendoza y colaboradores (2012),
es necesaria realizar pruebas de morfologia colonial y microscéopica con KOH al 10%
para identificar las estructuras especificas de cada especie y hablando a un nivel mas
riguroso se pueden realizar pruebas bioquimicas y moleculares.

Durante la observacion clinica es importante la consideracion del diagnostico
diferencial, tal es el caso de:

Paroniquia crénica

Verrugas virales

Dermatitis cronica

Liquen planus

Psoriasis

Distrofia de las 20 ufias

Trauma por calzado o manipulacion
Tumores

©No bk wdRE

2.9.1 Técnicas de diagndstico de onicomicosis

Ademas del meétodo de cultivo existen diversos meétodos para identificar el
microorganismo causante de la onicomicosis. En la siguiente figura se muestran los
diversos métodos en la actualidad.
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Tiempo real

PCR
Post PCR
Métodos de Medios de cultivo
identificacidn del
organismo causal de MALDLTOF

onicomicosis

Espectroscopia Raman

Inteligencia artificial

Figura 5. Métodos actuales utilizados para la identificacion del agente causal de onicomicosis (Gupta
et al,2022).

Durante mucho tiempo se ha utilizado los métodos micolégicos convencionales por
su bajo costo, sin embargo, su precision diagndstica del método oscila entre 50% vy
70%, debido principalmente a contaminaciones (Petinataud et al, 2014). La biologia
molecular ofrece ahora herramientas para una sensibilidad superior, velocidad y
precision en el area diagnéstica. Dentro de las técnicas de biologia molecular se
menciona; PCR en tiempo real o post PCR (Watanabe y Ishida, 2017), siendo los
métodos sencillos y aparentemente econdmicos en comparacion con las otras
técnicas.

La mayoria de los métodos basados en ADN usan PCR para amplificar secuencias
especificas de hongos de ADN ribosémico u otros genes conservados. Algunos de
las secuencias utilizados son: secuenciacion de los dominios D1/D2 del gen 28S
rRNA y/o el espaciador transcrito interno (espacios intergénicos ITS1 e ITS2 que
incluyen al gen 5.8S) que ahora permite a muchos laboratorios identificar especies
con precision (Kurtzman, 2014).

2.9.2 Region ITS

Es la region mas utilizada en PCR ya que tiene una organizacion conservada en el
genoma de todos los eucariotes, también tiene un gran nimero de copias lo que
facilita su amplificacion y contienen regiones muy conservadas (18S, 5.8S y 28S), lo
qgue ha permitido un facil disefio de iniciadores (Tovar et al, 2004).
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El gen ribosomal 28S es una region polimérfica del gen ribosomal, cuyo extremo 5’ es
otro punto de identificacion por ser mas informativo debido a su variabilidad.

PFPRIM-R4
2l i TS ITS86, Jrse
1 %8s rRNA> (3 [ 58S rRNA ITS2 28S rRNA
. *
¢ ¢ ~500-800bp o .
401bp SH

Figura 6. Representacion esquematica del gen 18S rRNA ribosomal fungico y
regiones ITS con ubicaciones de union de cebadores. ITS- Region espaciadora
transcrita interna (Embong et al, 2008).

2.10 Diversidad genética

La REP-PCR es una técnica denominada huella gendmica basada en secuencias
repetitivas (rep)-PCR, se basa en amplificacion mediada por PCR de secuencias de
ADN ubicadas entre secuencias repetidas intercaladas especificas en genomas
procarioticos (Louws et al, 1998). Usando estas secuencias ha sido posible,
discriminar serotipos estrechamente relacionados de la misma especie, y grupos de
cepas no relacionadas clonalmente, ya que poseen un gran poder discriminatorio
(Lopez-Ramirez 2018).

2.11 Tratamiento

El tratamiento por onicomicosis suele ser dificil. Se deben considerar algunos factores
antes de iniciar el tratamiento, como gravedad, microorganismo causal,
medicamentos que recibe el paciente, edad, enfermedades concomitantes,
preferencia del paciente, nUmero de ufias afectadas, localizacion, subtipo clinico y
otros factores pronosticos (Mendoza et al, 2012). Actualmente existen tres estrategias
farmacoldgicas, tratamiento oral, tratamiento tépico y terapia combinada.

El tratamiento oral consiste en itraconazol, fluconazol o terbinafina por tiempos que
van de los seis a los nueve meses. El itraconazol puede usarse de dos formas: 200
mg a diario después del desayuno por tres a seis meses, o0 en forma de pulsos: 400
mg diarios (cuatro tabletas) por siete dias, descanso de tres semanas, tratamiento por
tres meses. El fluconazol se usa a dosis de 150 mg cada ocho dias por 30 a 40
semanas, la terbinafina 250 mg al dia también por tres a seis meses (Saul ,2015).

Dentro del tratamiento topico, las lacas, son formulaciones que permiten la
penetracién hasta la lamina ungular (Carrillo-Mufioz et al., 2010).Para aumentar la
penetracién de los farmacos tépicos se hace por medio de oclusion, o se elimina la
gueratina infectada mediante extirpacion quirdrgica parcial, limado continuo de la
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lamina ungueal, o bien la aplicacién de removedores quimicos, como la urea al 40%
(vaselina, 25 g; lanolina, 25 g; cera blanca, 10 g, y urea, 40 g), o la combinacion,
disponible en el comercio, de bifonazol al 2% y urea al 40% en un vehiculo muy
aceptable desde el punto de vista estético (Guzman ,2019).

En la terapia combinada, es frecuente la combinacién de antifingicos tépicos
(tioconazol, amorolfina o ciclopirox) y sistémicos (terbinafina o itraconazol). Diversos
estudios seflalan que son mas eficaces estos tratamientos combinados que
cualquiera de sus componentes en monoterapia (Fernandez-Chico et al, 2008).

2.11.1 Terbinafina

La terbinafina es una alilamina sintética (figura 7), estructuralmente similar al farmaco
topico naftifina. Actla inhibiendo el escualeno epoxidasa fungica y de esta manera
reduce la biosintesis de ergosterol.

CH,
H,C
CH,

H.C % |
=

Figura 7. Estructura quimica de la terbinafina (Drugbank, nimero de acceso DB00857)

La terbinafina se absorbe bien, pero la biodisponibilidad es de 40%,
aproximadamente, debido al metabolismo de primer paso en el higado. El farmaco se
acumula en la piel, las ufias y el tejido adiposo. La vida media inicial es de
aproximadamente 12 h pero se extiende hasta 200 a 400 h en estado de equilibrio
(Hilal-Dandan y Brunton, 2015, Manual de farmacologia y terapéutica).

2.12 Resistencia fungica en onicomicosis

La resistencia antifungica se clasifica en resistencia clinica o microbioldgica. La
resistencia clinica se define como la falta de inhibicion de un microorganismo en el
sitio de infeccidn, relacionado con diferentes factores como el farmaco o el paciente,
mientras que la resistencia microbiolégica es dada por las caracteristicas del
microorganismo y se subdivide en primario o intrinseco (Garcia-Effron, 2021).
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Recientemente han surgido dermatofitosis resistentes al tratamiento causadas por
Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes y Trichophyton indotineae como
un problema de salud publica mundial (Sacheli y Hayette, 2021).

En el afio 2003, Murkherjee y colaboradores registraron el primer caso de resistencia
primaria a la terbinafina en un paciente con onicomicosis con agente causal:
Trichophyton rubrum. En el caso de Trichophyton, la resistencia alberga mutaciones
en SQLE (Rogers et al, 2022).

3. Marco de referencia

Camacaro y De Arbeloa (2019) mencionan que desde 1906 cuando se describid por
primera vez la tifla unguium se ha buscado la forma de tratar adecuadamente estas
infecciones, cuyo reto principal se ha vuelto evitar la reincidencia de estas
colonizaciones pues en la gran mayoria de los pacientes se ha encontrado una
reinfeccién después de haber concluido con el tratamiento.

A través de la historia se ha logrado identificar a los agentes causales de la también
llamada onicomicosis, Brillowska-Dabrowska (2007) encontraron que tanto hongos
filamentosos como levaduriformes y mohos pueden afectar la epidermis produciendo
descamacion y un aspecto poco estético de la ufia afectada, lo que en realidad es el
sintoma mas incomodo de la infeccion, acompafada de comezon y engrosamiento
de la uiia ademas de un cambio de coloracion.

Legarraga et al (2013) sefialan que gracias a la innovacion de las técnicas para la
identificacion de hongos y levaduras se pudo diferenciar por morfologia microscopica
obtenida mediante el examen en fresco con hidroxido de potasio al 10% y la tincion
con azul de algoddn, pues estas pruebas arrojaron que los hongos que colonizaron el
area infectada tenian esporas puntiagudas septadas y un micelio hialino tipicas de
Trichophyton rubrum el hongo filamentoso mas comun en cuanto a infeccion se
refiere.

Si bien la descripcion morfoldégica de género y especie de los agentes causales
deberian ayudar a ofrecer un tratamiento mas especifico. Para Garmedia et al (2008)
la realidad es que el tratamiento para la onicomicosis, generalmente se receta de
manera indiscriminada para cualquier agente causal, ademas de que no se ha
avanzado demasiado con los estudios genéticos moleculares en comparacién con
otro tipo de microorganismos patdgenos que quizas representan un riesgo mayor para
la salud publica.

La falta de especificidad en cuanto a tratamiento se refiere, es el factor mas importante
mediante el cual la reinfeccién o reincidencia se presenta de manera total en los casos
de onicomicosis sin importad edad, sexo o raza, sin dejar a un lado que en algunos
paises ha empezado a registrar resistencia en hongos dermatofitos.
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El tratamiento debe ser dirigido al tipo de microorganismos identificado, ya sea hongo
filamentoso o levadura, puesto que cada uno respondera de manera diferente a cierto
principio activo, debido a que su metabolismo y composicion varia de especie en
especie. El proceso adecuado deberia ser una exhaustiva investigacién sobre la
necesidades metabdlicas, estructurales y biolégicas de cada especie, para
administrar medicamentos mas especificos de cada agente etiolégico, lo que se
reflejaba en una disminucién en la reincidencia de la onicomicosis.

3.1 Region de estudio

San Jeronimo Xayacatlan, corresponde a un municipio del Estado de Puebla, ubicado
en la parte centro-sur del Estado (paralelos 18° 07'30" y 18° 21'00" de latitud norte y
los meridianos 97° 52'36" y 97° 58'36" de longitud occidental). Cuenta con una
superficie de 142.48 km? Se identifican dos tipos de clima; semicalido subhtmedo
con lluvias en verano distribuido en las zonas montafiosas del norte y suroeste. Clima
célido subhimedo con lluvias en verano distribuido en la zona centro.

El municipio cuenta con 2 juntas auxiliares y 10 inspectorias (Figura 8). La comunidad
tiene como actividad econdmica principal la siembra de maiz, frijol y calabaza. Otras
actividades laborales comunes son la albafiileria y el comercio de frutas por
temporada.

Figura 8. Ubicacion de San Jer6nimo Xayacatlan (Estado de Puebla, México).

4. Planteamiento del problema

La identificacién correcta de los hongos en la onicomicosis resulta importante para un
tratamiento idoneo y a pesar de esto, 1 de cada 5 personas se cura (Ballesté et al,
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2003). Antes de iniciar un tratamiento hay que tomar en cuenta muchos factores, tales
como la gravedad, microorganismo causal, medicamentos que recibe el paciente,
edad, enfermedades concomitantes, preferencia del paciente, numero de ufias
afectadas, localizacion, subtipo clinico y otros factores prondsticos, por tal se debe
recabar informacion Gtil de la persona que complementa este panel informativo, de
esta manera se alcanza unatasa de éxito alta en el tratamiento (Mendoza et al, 2012).
Sin embargo, la busqueda de atencién a la salud no es frecuente, debido a la voluntad
de las personas, el conocimiento que tengan sobre las cosas que les hacen enfermar
0 Su interés por permanecer sanas, ya que una gran variedad de sucesos Yy
fendmenos quedan fuera de su control y por ende soélo tienen como recurso el
ajustarse a las circunstancias en que viven (Aburto Lopez y Freyre Galicia, 2018).

Las comunidades rurales en situacién de pobreza suelen ser las mas propensas a
contraer esta enfermedad, debido al constante contacto con lugares himedos (Adams
et al, 2015), asi como la interaccion con animales (Chang et al, 2022) y el total
desconocimiento de un servicio de salud. Del mismo modo, se tienen registros que la
poblacion cuenta con altos indices de enfermedades cronico-degenerativas como
diabetes mellitus, insuficiencia renal o problemas cardiacos, situaciones que
condicionan a las personas para ser infectados por hongos. Si estas condiciones de
la comunidad favorecen la enfermedad, ¢ Por qué no hay atencién especializada en
tratar este padecimiento? Las micosis no tienen el suficiente financiamiento publico
para tratarlas y prevenirlas. Esto hace que el costo de atencién privada sea elevado.
Un cultivo de ufia oscila entre los 300 a 400 pesos, mientras un tratamiento con
terbinafina cuesta alrededor de los $1500.00 pesos. Todo esto sin contar los
honorarios de atencién privada. Por lo tanto, a una persona de bajos recursos,
designar cierta cantidad de dinero por un problema ungueal no suele ser viable para
su economia, dejando sin tratar su problema de salud, sin tomar en cuenta los dafios
fisioldgicos, fisicos, psicosociales y ocupacionales que conllevan (Adams et al, 2015).
Esto ha generado que en regiones de pobreza como San Jer6nimo Xayacatlan, no
haya reporte alguno en el sector salud sobre casos diagnosticados de onicomicosis.
Dicho esto, es importante reportar la frecuencia de la enfermedad para asi lograr un
impacto sobre la atencién del sector salud.

Los microorganismos que se aislan de las personas pueden proporcionar datos
importantes sobre la variabilidad. Esta variabilidad permite identificar la supervivencia
de la especie a largo plazo. Del mismo modo, podemos determinar la cercania que
tienen los hongos que parasitan a cada persona con esta enfermedad y de esta
manera poder establecer formas de prevencion. El hecho de que la poblacion tenga
como actividad primaria la agricultura, permite un contacto duradero con
microorganismos que tienden a tener interacciones variables. Una de estas
interacciones es su adaptabilidad a las condiciones climaticas por el exceso de calor,
asi como su interaccion con fungicidas en los cultivos de plantas, que pueden generar
resistencia en ciertas cepas. A todo esto, nos permitimos plantear si ¢ existe actividad
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antifingica de hongos aislados de personas con onicomicosis de la comunidad de
San Jer6nimo Xayacatlan?

5. Justificacion

La onicomicosis es una enfermedad que afio tras afio va en aumento, de la misma
manera que ciertos factores predisponentes como enfermedades cronicas,
inmunosupresion en las personas o cambio climatico, por tal, debe ser atendida
oportunamente para disminuir esas tasas altas de incidencia. Informar a la poblacién
sobre un estudio micolégico resalta la importancia de este tipo de examen para el
correcto diagnostico de la onicomicosis. Para la comunidad, el sector salud puede
replantear estrategias que permitan dar un mejor seguimiento a esta enfermedad, del
mismo modo, favorecen a la recepcion de farmacos contra los hongos de interés
medico.

En unavida laboral, las personas que presentan onicomicosis pueden ser sometidas
a ciertas consideraciones por ser un factor de posible contaminacion, tal es el caso
de aquellas que deben manipular alimentos, trabajadores de centros deportivos,
estilistas, entre otras, que impide un desarrollo total de sus actividades. Las personas
también reflejan dafio emocional y social de gran impacto, siendo posible erradicar la
verglenza por ser sefialados como personas con malos habitos de higiene, mientras
gue no es un factor Unico. Sus compafieros adquieren el miedo a contraer la
enfermedad a través de la persona, lo que se ve reflejado en su autoestima,
alcanzando un aislamiento social y hasta laboral.

6. Objetivos

6.1 Objetivo general

Demostrar la actividad antifungica de hongos aislados fenotipica y genotipicamente
de personas con onicomicosis de la comunidad de San Jerénimo Xayacatlan, Puebla

6.2 Objetivos especificos
1. Identificacion clinica de la onicomicosis
2. Identificacion y analisis de las caracteristicas epidemioldgicas de cada persona.

3. Aislamiento e identificacion fungica, fenotipica y genotipicamente en personas con
onicomicosis
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4. Determinar la susceptibilidad fungica a la terbinafina.

7. Diseio de la investigacion

7.1 Tipo de estudio

Se efectuara un estudio observacional, experimental; casos y controles

Es un estudio observacional y descriptivo.

7.2 Universo de estudio

Habitantes de San Jer6nimo Xayacatlan, Puebla.

7.3 Poblacion de estudio

Personas que presentan alteraciones de las ufias, de la comunidad de San Jer6nimo
Xayacatlan, Puebla.

7.4 Tamano de muestra

Se incluyeron 70 pacientes con alteraciones en las uias, de manera aleatoria, y que
cumplieron con los criterios de inclusion, de ambos sexos y con un rango de edad de
20 a 80 afos.

7.5 Sede y lugar de estudio

Las muestras se obtienen de la comunidad de San Jeronimo Xayacatlan, Puebla para
posteriormente analizarlas y llevarlas al Ilaboratorio. Los aislamientos vy
procedimientos microbioldgicos se realizaron en el Hospital General “Dr. Manuel Gea
Gonzalez” de la Secretaria de Salud ubicado en la Delegacion Tlalpan de la Ciudad
de México, en la Seccion de Micologia.

El diagnéstico molecular y antifungigramas se realizé en el Instituto Tecnoldgico y de
Estudios Superiores de Monterrey, campus Puebla.

7.6 Criterios de inclusion

Pacientes con alteraciones de las ufias y con diagndstico clinico de onicomicosis.
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7.7 Criterios de exclusion

Personas que no presenten alteraciones ungueales.

8. Metodologia

Se invitd a los pacientes a participar en el estudio. Se les leyd y se les dio a firmar un
consentimiento informado.

Anexo al documento se llené una encuesta que permite identificar el tipo de dafio en
las ufas, asi como predecir el origen de onicomicosis. Seguido a esto se identifica la
morfologia a través de diversos métodos y técnicas en el laboratorio.

8.1 Diagrama general de trabajo

t t pr-v—
-
o | (=2’

Dhservacion clinica

Voio o pariopent=

Transpaorte de musstra

Toma de muesira

Diagrama 1. Procedimiento para toma de muestra y obtencién de datos epidemioldgicos y
examen directo.
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8.2 Instrumentos de medicion
Se aplicé un cuestionario que principalmente contiene cuatro aspectos:

I.  Epidemiologia

II.  Factores de riesgo
lll.  Formas clinicas
IV. Datos del laboratorio

La epidemiologia consideraba las variables de edad, sexo, nivel de escolaridad y
ocupacion.

Dentro de los factores de riesgo incluyd preguntas para las variables: trauma en los
pies, uso de medicamentos esteroides, enfermedad adjunta, actividades al aire libre,
uso compartido de fomites, exposicidn a lugares con agua corriente o contenida,
contacto con animales, uso de calzado cerrado por mas de 5 horas al diay si lleva o
no algun tratamiento actual.

Las formas clinicas de incluyen las subungueal dada por forma distal, lateral o
proximal, blanca superficial, blanca proximal subungueal, distrofica total y mixta.

Datos del laboratorio se indicaron las preguntas que orientan al resultado en el
examen directo con negro de clorazol, asi como la determinacion del agente
etiologico.

8.3 Muestreo

Para la recoleccion de las muestras, es importante considerar varios puntos
importantes. Las muestras deben estar debidamente recolectadas, identificadas y
transportadas, asi como procesarse lo antes posible después de llegar al laboratorio
(Murray et al, 2007)

8.4 Indicaciones al paciente

La persona debe suspender todo tipo de medicacion antifingica topica durante un
lapso no inferior a 5 dias antes. Suspender el uso de remedios caseros, talcos, tinturas
y otras sustancias que enmascaran la presencia, inhiben o alteran la viabilidad de los
hongos. Las ufias deben estar en condiciones higiénicas y no deben estar pintadas.

8.5 Condiciones del recolector y toma de muestra

La persona para realizar la toma de muestra debe estar capacitada ante cualquier
situacion que pueda ocurrir. De la misma manera, debe tener las medidas de
bioseguridad necesarias para evitar la contaminaciéon de las muestras y, sobre todo,
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el cuidado personal de su salud. La toma de muestra comienza con una limpieza del
dedo y la ufia con una torunda embebida de agua y jabon (para eliminar suciedad y
polvo), se espera el secado para proseguir con otra limpieza usando alcohol al 70%
en la placa ungueal descolorida o distréfica. Al final con la navaja de bisturi se hacen
cortes de 2 a 3 mm de espesor aproximadamente y se recolectan en un portaobjetos
cubierto con papel vegetal (Leelavathi y Tzar, 2011).

8.6 Transporte y recoleccion

La muestra obtenida por raspado se recogera entre las dos laminillas, sellando los
bordes con cinta adhesiva transparente para evitar la pérdida del material y
envolviéndolos en papel albanene de material vegetal. Conservar a temperatura
ambiente.

8.7 Examen directo

El examen directo de las muestras se realizé con negro de clorazol, el cual es un
colorante bioldgico, utilizado para observar hongos en estado parasitario, ya que es
selectivo para la quitina, sustancia presente en las hifas, las cuales se tifien sobre
un fondo oscuro. Se toma en cuenta las siguientes consideraciones al momento de
observar la uiia; evitar confundir hifas con artefactos, como burbujas de aire, restos
de algoddn, polen, entre otros objetos que pueden parecerse a las levaduras e hifas.

8.8 Cultivo

Para el aislamiento del agente causal, el espécimen se sembré en agar mycosel por
la técnica de punto, esperando el crecimiento a partir de los 8 dias. En este medio de
cultivo, la peptonay la dextrosa, son nutrientes para el desarrollo de microorganismos.
Contiene cicloheximida, la cual inhibe el crecimiento de la mayoria de los hongos
saprofitos, ademas, en su formulacién hay cloranfenicol, un antimicrobiano de amplio
espectro capaz de combatir bacterias Gram positivas y negativas, por lo que es
considerado un medio selectivo.

8.9 Microcultivo

Esta técnica permite una mejor observacién de la estructura fangica. Para su
realizacion, se monta en una caja petri de 100 mm una tapa de metal, sobre de ella
un portaobjetos de vidrio. De una placa de agar mycosel vertida a 4mm de profundidad
se corta un bloque de agar de 1x1 cm con un bisturi estéril. Se transfiere el bloque de
agar Mycosel al centro del portaobjetos de vidrio y con un asa se inocula el hongo en
los centros de los cuatro lados del bloque de agar y sobre de este se coloca un
cubreobjetos, se agrega una solucién de agua/ glicerol al 50% y se dejan en la
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oscuridad. Una vez el crecimiento, se retira el agua/glicerol y se ponen 10 mL de
formaldehido, durante 15 minutos permitimos la fijacién y se tifien para observar.

8.10 Técnica de Rush-Munro

La realizacion de esta técnica comenzO con hacer cortes de cinta adhesiva
transparente y se pega en la parte terminal del asa micoldgica. Con cuidado se
introduce el asa en el medio y se pasa la cinta sobre la colonia. Esta cinta se coloca
en el portaobjetos que contiene previamente una gota azul de lactofenol.

8.11 Resiembra

Este procedimiento permite mantener la cepa en buenas condiciones para su
utilizacién en procedimientos futuros. Utilizando un asa micolégica se recolectd un
fragmento de la colonia para luego depositarlo en placas con agar mycosel,
almacenada a temperatura ambiente, en oscuridad y con un frasco de agua al lado
para dar humedad al lugar. De igual forma se siembra una asada del crecimiento en
el agar Mycosel y se siembra en caldo Dextrosa Sabouraud para la extraccion de
ADN.

8.12 Liofilizacion

La liofilizacion consiste en la eliminacion del agua presente en una sustancia
congelada. Este proceso parti6é con la elaboracién de una solucion protectora de leche
semi descremada (tamariz) al 10%. Al vial de 2 mL se le agreg6 una asada de la
colonia aislada en caldo dextrosa Sabouraud, junto con 0.4 mL de solucion
lioprotectora. Posteriormente se introdujo a congelacion ( -77.3 °C, Congelador Deep
Freezer, DFU-558 CUS(S)). Las muestras congeladas se introdujeron en tubos de
vidrio de liofilizador en campana de flujo laminar. Se montaron las muestras en el
liofilizador (FreeZone 4.5; catadlogo 7750021). Luego de 2 dias se retirarén las
muestras.

8.13 Extraccion de ADN

El kit Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep Kit (D6005) est4 disefiado para el
aislamiento simple y rapido del ADN de hongos dificiles de lisar, incluidos Aspergillus
fumigatus, Candida albicans, Neurospora crassa, Saccharomyces cerevisiae,
también como bacterias Gram positivas y/o negativas, algas y protozoos. El
procedimiento es facil y puede completarse en minutos. Las muestras de hongos y
bacterias se lisan de manera rapida y eficiente.

En un inicio se obtiene una porcion del micelio para suspender en agua estéril. La
fraccion del micelio es extraida a través de cortes finamente realizados. De esta
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suspension con micelio, que llega a los 200 microlitros, se pasa a un tubo de lisis (ZR
BashingBeadTM) mas, 750 uL de Buffer BashingBeadTM para luego mezclar en un
Vortex Mixer, con 3400 rpm, siendo su velocidad méaxima, durante un tiempo de 5
minutos logrando asi la ruptura de la pared flungica. Post mezcla se centrifuga
(SpectrafugeTM 24D) a 10000x g durante un minuto. Del tubo lisis ZR
BashingBeadTM se pasan 400 pL a un tubo de filtrado (Zymo-SpinTM llI-F) colocado
sobre un tubo recolector, seguida de otra centrifugacion a 8000 x g durante 1 minuto.
Al tubo recolector, donde se encuentra el filtrado, se le pone 1200 pl de Buffer de lisis
genomica. Se obtiene una nueva mezcla, para luego transferir 800 yl a una columna
Zymo-SpinTM IICR con su respectivo tubo de recoleccion y se centrifuga a 10000 x g
por 1 minuto. Se desecha el sobrenadante del tubo de recoleccion y nuevamente
agregamos 800 uL a la columna Zymo-SpinTM IICR, centrifugamos a 10000 x g por
1 minuto. Pasado esto, se elimina el tubo de recoleccién para colocar uno nuevoy asi
afladir a la columna Zymo-SpinTM IICR 200 ul de Buffer de prelavado de ADN; se
centrifuga a 10000 x g por 1 minuto. Por ultimo, se adiciona 500 pL de Buffer de lavado
g-DNA en la columna Zymo-SpinTM IICR terminando con una centrifugacion a 10000
X g durante 1 minuto.

8.14 Electroforesis

La electroforesis consiste en una técnica que permite la separacion de biomoléculas
segun su movilidad y naturaleza en un campo eléctrico sobre una matriz porosa, es
una de las técnicas de biologia molecular mas utilizadas ampliamente en el
laboratorio, ya que a traves de la electroforesis podemos separar fragmentos de ADN
y ARN en funcion de su tamafio, visualizarlos mediante una sencilla tincion, y de esta
forma determinar el contenido de acidos nucleicos de una muestra.

El gel de agarosa para la electroforesis se prepara a partir de un 0.8.% de agarosa en
50 ml de tampén TAE (Tris, acetato, EDTA) 1x. Se monta el equipo de electroforesis
(tanque electroforesis RELS-MIDI), en el primer pozo se le coloca 2 yL de RED
(GelRed® Prestain Plus 6X DNA Loading) mas 2 uL de marcador de peso molecular
(Axygen® DNA LADDER 100BP), y en los siguientes pozos 8 pL de muestra
mezclado con 2 uL de RED. La electroforesis se corre a 90 V por 1 hora.

8.15 Amplificacion de la region ITS

Para cada reaccién se depositan 25 yL de Dreamtaq PCR Mix, 1 pl del forward primer
(ITS1; 5TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 3), 1 yL del reverse primer (ITS4; 5 TCC
TCC GCT TAT TGA TAT GC 3"), 21.5 uL de agua libre de nucleasas y 1.5 uL de ADN
por cada muestra. Se mezcla bien. Las condiciones del termociclador (Labnet™
Termociclador MultiGene™ OptiMax) se muestran en la figura 8 donde se dej6 1 hora
para la reaccién. A su finalizacion se realizo electroforesis para la observacion del
ADN amplificado.
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Figura 9. Esquema de PCR para la amplificacion de la region ITS.

8.16 Reaccion de la cadena polimerasa (REP-PCR)

Para cada reaccién se depositan 25 yL de Dreamtaq PCR Mix, 1 pl del forward primer
(REP1; 5l ICG ICG ICA TCI GGC-3’), 1 yL del reverse primer (REP2; 5-ICG ICT
TTA TCI GGC TAC-3’), 21 uL de agua libre de nucleasas y 2 yL de ADN por cada
muestra. Se mezcla bien. Las condiciones del termociclador (Labnet™ Termociclador
MultiGene™ OptiMax) se muestran en la figura 9 donde se dejo 9 horas con 47
minutos para la reaccion. A su finalizacion se realizO electroforesis para la
observacion del ADN amplificado.
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Figura 10. Esquema de PCR para la amplificacion de las regiones conservadas.
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8.17 Purificacion de ADN

El wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System esta disefiado para extraer y purificar
fragmentos de ADN de 100 pb a 10 kb de geles de agarosa estandar o de baja fusion
0 para purificar productos directamente de PCR y otras reacciones comunes, cCOmo
digestos de restriccion.

Los productos de PCR deben purificarse para sélo contener DNA, a estos productos
se le agrega un volumen igual de solucion de uniéon a membrana, para la muestra 1
anadimos 44 pl, y para las muestras 1 a la 7 se agrega 47 pul. El volumen total se
traspasa a una minicolumna SV con su respectivo tubo de recoleccién. Se mete ala
centrifuga (Microcentrifuga de laboratorio Labnet Prism™ R) a 13500 x g durante 1
minuto, se elimina el flujo del tubo de recoleccion. Para el lavado del ADN, se agrega
700 pl de solucion de lavado de membrana y centrifugar a 13500 x g durante un
minuto, se elimina el flujo del tubo de recoleccién. Se hace nuevamente otro lavado,
pero ahora la centrifugacién es de 5 minutos. Se vacia el tubo de recolecciéon y se
lleva a centrifugar por un minuto sin la tapa de la microcentrifuga. Para la elucién
transferimos cuidadosamente la columna a un tubo limpio eppendorf de 1.5 ml, se le
agrega 50 pl de agua libre de nucleasas a la minicolumna, se deja incubar a
temperatura ambiente por 1 minuto y centrifugamos a 13500 x gramo durante un
minuto. Se desecha la minicolumna y se almacena el ADN. Se cuantifica el ADN en
el Nanodrop.

8.18 Antifungigrama

Se triturd una tableta de terbinafina 250 mg en un mortero. La tableta se disuelve en
78.12 ml de alcohol etilico, se mezcla. Luego se esteriliza por medio de filtracion con
un filtro de 20mm. La concentracién de esta solucion es de 3200 ug.

De la solucion madre se toman 1.5 pL y se disuelven en 20 mL de alcohol etilico, se
mezcla. Se obtiene una concentraciéon de 0.125 ug/mL. Se conserva en refrigeracion.

Se toma una asada del cultivo sembrado en caldo Dextrosa Sabouraud y se introduce
en 10 mL de agua esteril. Se mezcla en el vortex por 15 segundos.

Después de esto se toma 1 mililitro de la suspensién y se introduce en otro tubo con
9 mL de agua, asi sucesivamente hasta llegar a la dilucion 10-3. En la figura se
muestra las diluciones que se realizaron. De la dilucién 10-3 se siembran 1000 uL en
placas con agar Dextros Sabouraud para la cuantificacion de las UFC.

El montaje de antifungigrama fue con la concentracion por duplicado, un control
positivo y un control negativo para cada muestra. En tubos con 10 ml de agar papa
Dextrosa se agregan 2000 pL de inéculo para control positivo, para el tubo control
negativo agregamos 250 pL de antifungico a 0.125 pg/ml y en los tubos de duplicado
afiadimos 3000 uL de in6culo mas 1000 uL de antifungico. Se observan los medios
cada dia hasta observar crecimiento.
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Luego de observar el crecimiento en los tubos de control positivo se procede a obtener
el peso en seco de cada muestra.

En charolas de metal se coloca un filtro de fibra de vidrio con didmetro de 47 mm para
pesarla en la balanza analitica y asi obtener el peso. Con el equipo de filtracion se
pasan los tubos con su contenido, al cabo de unos minutos se retira el papel filtro con
su respectiva charola para colocar en la estufa a 100°C.
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Figura 11. A) Preparacion de in6culo. B) Contabilizacién de UFC. C) Serie de tubos por
muestra.

8.19 Arbol filogenético

Se tomaron varias cepas de la base de datos del NCBI con amplificacion del gen 18s.
En latabla 2 y 3 se muestran las cepas utilizadas. Estas secuencias se copian en un
archivo Word para luego copiarlo en block de notas y guardarlo con la extension txt.
Las secuencias con archivo txt se sometieron a la aplicacion Clustal X2 para realizar
alineamiento. Luego se selecciona la prueba de Bootstrap con un numero de réplicas
de 1000. Se descarga el archivo en formato phb. El documento se abre en MEGA7 y
se obtiene el arbol filogenético.
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Tabla 3. Cepas obtenidas del National Center for Biotechnology information

Microorganismo
Trichophyton tonsurans
Trichophyton interdigitale
Trichophyton simii
Trichophyton erinacei
Keratinophyton indicum

Keratinophyton evolceanui

Keratinophyton hubeiense
Beauveria asiatica
Beauveria caledonica
Beauveria varroae
Wardomyces anomalus
Wardomyces inflatus
Acaulium acremonium

Acaulium retardatum

Acaulium peruvianum
Scopulariopsis cordiae
Scopulariopsis
alboflavescens
Scopulariopsis fusca
Aphanoascus mephitalis
Aphanoascus jingzhouensis

Aphanoascus VEerrucosus

Agaricus sylvaticus

Ndmero de cepa

144891.1
144900.1
103706.1
149340.1
145203.1

159740.1

173359.1
111596.1
077147.1
111599.1
146268.1
146270.1
146260.1

170022.1
170021.1
132958.1
156620.1
145258.1
154665.1
158334.1
131309.1

144984.1

599
555
575
556
622
585
563
534

551
647
597

642
586
602
585

684

Tabla 4. Cepas secuenciadas.

Microorganismo Db

M1. Trichophyton rubrum
M2. _Trichophyton rubrum
M3. _Aphanoascus verrucosus
M4. Trichophyton rubrum
M5. _Trichophyton rubrum
M6. _Beauveria Bassiana
M7. Scopulariopsis brevicaulis

603
640
543
645
636
522
578
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9. Resultados y discusion de resultados

9.1 Epidemiologia

En la grafica 1 se muestra que, el 43% de personas corresponden a mujeres, es decir,
30 de los participantes. El 57% esta dado por hombres con un total de 40 personas.
De los 12 casos positivos, 8 personas son hombres y 4 son mujeres. La participacion
de las personas fue voluntaria por lo que el género fue obtenido aleatoriamente. El
género es un punto importante ya que Arenas, R. (2002) reporta que esta enfermedad
es mas frecuente en hombre que en mujeres.

Género de personas participantes

Mujer
43%

Gréfica 1. Relacién porcentual de hombres y mujeres.

Munguia-Perez y colaboradores en el 2018 realizaron un estudio sobre la diversidad
etioldgica de onicomicosis en Puebla, y el conjunto de personas que mas analizaron
fueron aquellos que realizaban actividades en agricultura, trabajadores del hogar y
estudiantes. Nuestra encuesta indica que la mayoria de nuestra poblacion son
campesinos, seguidos de amas de casa y, en tercer lugar: albafiiles (Tabla 5). Aunque
las actividades se clasifican, las amas de casa suelen realizar tareas que realizan los
campesinos, desde cortar pasto, recolectar lefia, siembre de algunas semillas en su
propio patio. Por otra parte, los participantes cuentan con otros factores
predisponentes (tabla 5) en la adquisicién de la enfermedad, como es el caso del
contacto a suelos, traumatismo, compartir fomites entre otros. Dichos factores son
reafirmados por Thomas y colaboradores (2010).
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Tabla 5. Factores de riesgo tomados en cuenta para seleccion de participantes

Albaiiil 9
Ama de casa 26
Comerciante 4
Campesino/a 27
Profesionista 2

Estudiante 1
Carpintero 1

Contacto 66
No contacto 4

Exposicion a suelos o bafios

Exposicion 61
No exposicion 9
Si 22

No 48

Fomites compartidos

Si 33

No 37

9.2 Factores de riesgo

Del total de personas entrevistadas, solo 12 arrojaron un resultado positivo a
onicomicosis. El 50% de las personas presentaba como factor de riesgo una
enfermedad crénica actual y diagnosticada, como se muestra en la gréafica 2. Dentro
de esas enfermedades estan el Diabetes mellitus tipo 2, artritis reumatoide,
hipertension arterial y la mezcla de Diabetes mellitus con hipertensién arterial. Un
estudio realizado en el Hospital General de México “Dr Eduardo Liceaga” indico las
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comorbilidades mas frecuentes en la onicomicosis, dentro de las que destaca
Hipertensién arterial y Diabetes mellitus, que a menudo complican los resultados del
tratamiento y afectan la calidad de vida (Araiza-Santibanez et al, 2016).

ESTATUS DE SALUD

EDM2 W Artritis reumatoide M Hipertension arterial DM2/HA Sano

66%

Gréfica 2. Enfermedades crénicas asociadas a onicomicosis en personas de la comunidad de San
Jerénimo Xayacatlan, Puebla. DM: Diabetes mellitus tipo 2. DM2/HA: Diabetes mellitus tipo
2/Hipertension arterial.

9.3 Formas clinicas

Dentro de las formas clinicas, la mas comdn encontrada en los pacientes fue una
distrofia total de la ufia, correspondiente al primer dedo del pie tanto izquierdo como
derecho. Arenas y colaboradores en 2010 en una encuesta del sector privado a nivel
Nacional encontraron que la mayoria de los pacientes ambulatorios atendidos,
poseian dafo en las ufias de los primeros dedos de los pies, asi como de los pulgares.
Las formas clinicas mas comunes son la onicomicosis subungueal lateral y distal,
onicomicosis subungueal proximal y onicomicosis blanca superficial. La frecuencia
gue mas se tuvo en la encuesta fue una onicomicosis distréfica total, la cual, en su
momento pudo ser una onicomicosis subungueal y lleg6 a la etapa més grave.
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Porcentaje de formas clinicas

0%

= Subungueal distal
= Subugueal lateral
= Subungueal proximal
= Blanca superficial
59% Blanca proximal subungueal

Distroéfica total

Mixta

0%

Gréafica 3. Representacion de las formas clinicas presentadas por los pacientes con onicomicosis.

9.4 Examen directo

Uno de los estudios primordiales es el examen directo, pues ha continuado como el
estandar de oro para el diagnostico de onicomicosis, por lo que es importante
realizarlo (Arreaza, 2008). Dentro del examen directo se logran observar varias
formas de parasitacion del microorganismo. En particular a los dermatofitos se les
asocia con la presencia de artroconidios sueltos o en cadenas, asi como hifas con o
sin ramificacion (Tangarife-Castafio et al 2015), aunque no siempre siguen este
patrén. De acuerdo con nuestros resultados, en el examen directo s6lo dos muestras
presentaron artroconidios como (tabla 6), de las cuales s6lo una muestra logro crecer
en cultivo, identificado como dermatofito (figura 22), esto, debido a que las artrosporas
se han asociado con el género Trichophyton. Por otra parte, la presencia de
artrosporas a veces requiere un tratamiento con una dosificacion elevada, que va de
10 a 100 veces méas. La diferencia en la susceptibilidad entre microconidios y
artroconidios depende del farmaco y de la cepa, y puede ser una de las causas del
fracaso terapéutico (Coelho et al, 2008), por lo que suele ser una razén para evaluar
la terbinafina en hongos que presentan la formacion de artrosporas.

Nueve muestras mostraron la presencia de hifas hialinas, ramificadas y alargadas,
mientras que 3 muestras soOlo se observd una porcién de hifa. Del total de
participantes examinados, se obtuvieron 12 muestras positivas, con un crecimiento
en medios de cultivo en un 58.3%.
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Tabla 6. Resultados de examen directo en ufias con negro de clorazol

NUmero de Resultado

participante

NUmero de Resultado

participante

P

A

Figura 11. Objetivo 40 x,
observacion con negro de
clorazol. Hifa presente en

una.
7
-5 1 .' ~d
A,
A o
: . e
" o A
/ B
Figura 12, Objetivo 40 x,
observacién con negro de
clorazol. A) Hifa presente en
uia. B) Artrospora.

11 e B

Figura 13. Objetivo 40 X,
observacion con negro de
clorazol. Hifa presente en

ufia.

Figura 16. Objetivo 40 X,
observacion con negro de
clorazol. Hifa presente en

ufia.

33

Figura 17. Objetivo 40 X,
observacién con negro de
clorazol. Hifa presente en

ufia.

45

o o
B
Figura 18. Objetivo 40 x,
observacion con negro de

clorazol. A) Hifa presente en
ufia. B) Artrospora.
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12

Figura 14. Objetivo 40 x,
observacion con negro de
clorazol. Hifa presente en
una.

16

Figura 15. Objetivo 40 X,

observacion con negro de
clorazol. Hifa presente en
una.

17

Figura 16. Objetivo 40 X,
observacion con negro de
clorazol. Hifa presente en

ufia.

48

50

60

Figura 19. Objetivo 40 X,
observacion con negro de
clorazol. Hifa presente en
una.

ol
)

Figura 20. Objetivo 40 X,
observacion con negro de
clorazol. Hifa presente en
una.

Figura 21. Objetivo 40 x,
observacion con negro de
clorazol. Hifa presente en

una.
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9.5 Microcultivo

Trujillo en 2020 describe al agente dermatofitico mas comdn en México a
Trichophyton rubrum, con un 70% en los casos de onicomicosis. En los resultados se
puede observar que este agente ocupa hasta un 57% como agente causal y un 43%
corresponde a agentes no dermatofitos. Los dermatofitos, en especial del género
Trichophyton rubrum, se caracterizan por la pigmentacion que proporciona al medio
de cultivo, sin embargo, presenta variaciones en la pigmentacion del cultivo debido
principalmente a tres factores: el genoma, la epigenética y el medio ambiente. Oliver
Blechert (2019) en su publicacién menciona como Trichophyton rubrum presenta
variaciones en la pigmentacién al medio, fenédmeno que depende de la fuente de
energia que contenga cada medio de cultivo, ya que el hongo es capaz de manipular
el pH del medio de cultivo, lo que le da la capacidad de generar cierto pigmento o no.

El agente no dermatofito mas frecuente en México basados en el trabajo de Morales
Cardona (2014) es Scopulariopsis brevicaulis, con una prevalencia de 1.5%, por lo
tanto, es posible aislarlo en personas con esta enfermedad, en la figura 28 se muestra
la colonia de Scopulariopsis brevicaulis aislado en la ufia. Por otro lado, se
identificaron otros mohos como Aphanoascus verrucosus. Un estudio realizado por
Cano et al en 1991, demostro la actividad queratolitica de Aphanoascus verrucosus
en cabello humano dicha investigacién muestra su capacidad para utilizar la queratina
como fuente de energia, lo que refleja capacidad para invadir y colonizar los tejidos
gueratinosos (Nosratabadi et al, 2017). Fatahinia y colaboradores (2017) realizaron
un estudio epidemiologico de onicomicosis en la provincia de Juzestan, Iran, donde
obtuvieron en sus cultivos a agentes causales no dermatofitos a Aphanoascus
verrucosus, por lo que es reconocido como causante de onicomicosis. En la figura 24
se observa el cultivo de Aphanoascus verrucosus, identificado durante el estudio.
Con respecto a Beauveria Bassiana (Figura 27) no se ha registrado como agente
causal de onicomicosis, pero si se han descrito enfermedades asociadas a este
hongo, como lo es queratitis, caracterizada por ser dificil de erradicar (Ducange et al,
2021). A pesar de esto, se han realizado investigaciones donde comprueban su
actividad enzimatica dirigida a queratina (Rodrigues Marcondes et al, 2008),
reforzando asi su capacidad de poder parasitar la ufia.

C)

Figura 22. A) Descripcion macroscopica de Trichophyton rubrum con 22 dias de crecimiento
en agar Mycosel. Colonia blanca vellosa, opaca, crecimiento radial sin pigmento al medio.B)
Objetivo 40x con azul de lactofenol, hifa hialina, con ausencia de macroconidios vy
microconidios. C) Objetivo 40X con azul de lactofenol,hifas tabicada y ramificada.
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A) B) C)
Figura 23. A) Colonia con 14 dias de crecimiento de Trichophyton rubrum en agar
Mycosel.Colonia color blanco, vellosa, crecimiento radial sin pigmento al medio. B) Objetivo
40x con azul de lactofenol. Hifa hialina, tabicada. C) Objetivo 4x con azul de lactofenol.
Microconido.

B) " o)

Figura 24. Descripcion macroscopica de Aphanoascus verrucosus con 18 dias de crecimiento
en agar Mycosel. Colonia blanca aterciopelada, crateriforme, crecimiento radial,opaca, sin
pigmento al medio. B) Objetivo 40x con azul de lactofenol, hifa hialina emergiendo de las
conidias.C) Objetivo 40x con azul de lactofenol. Presencia de conidios con formas circulares
y piramidales.

A) B) C)
Figura 25. Descripcion macroscopica de Trichophyton rubrum con 17 dias de crecimiento en
agar Mycosel. Colonia de color blanco, vellosa, crecimiento radial, opaca, sin pigmento al
medio. B) Objetivo 40x con azul de lactofenol. Hifa hialina, ramificada sin presencia de
macroconidios y microconidios. C) Objetivo 40x con azul de lactofenol. Hifa hialina tabicada.
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A) B) C)

Figura 26. A) Descripcion macroscoépica de Trichophyton rubrum con 17 dias de crecimiento
en agar Mycosel. Colonia blanca vellosa, crecimiento radial, opaca, sin pigmentacion al
medio. B) Objetivo 40x con azul de lactofenol. Hifas hialinas, ramificadas, sin conidios. C)
Objetivo 40x con azul de lactofenol. Hifa hialina tabicada.

A) B) C)

Figura 27. A) Descripcién macroscopica de Beauveria Bassiana con 14 dias de crecimiento
en agar Mycosel. Colonia blanca. B) Objetivo 40x con azul de lactofenol. Hifa hialina. C)
Objetivo 40x con azul de lactofenol. Radulosporas con disposicion simpodial.

B)

A)
Figura 28. A) Descripcién macroscopica de Scopulariopsis brevicaulis con 7 dias de

crecimiento en agar Mycosel. B) Objetivo 40x con azul de lactofenol. Hifa hialina. C)
Objetivo 40x con azul de lactofenol. Anelosporas.

C)
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9.6 Biologia molecular

Las pruebas convencionales siguen siendo importantes, pero, en el caso del examen
directo, solo presenta una sensibilidad que oscila entre el 67%-93%, mientras que el
medio de cultivo tiene una sensibilidad que va entre 31%-59% (Velazquez Aguedo,
2017) y una especificidad de 83-100%, esto debido a que se requiere de ojos expertos
para una identificacion iddnea, ademas que ciertos microorganismos suelen compartir
morfologia similar. Por lo tanto, la biologia molecular, como la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) y la secuenciacion genética, son altamente sensibles y
especificas, con una sensibilidad del 95% y una especificidad del 100%. Esto significa
gue pueden detectar similares incluso pequefas cantidades de material genético
fungico y diferenciar entre especies de hongos. En contraste, los medios de cultivo
tradicionales pueden tener limitaciones en términos de sensibilidad y especificidad.
Nuestros resultados muestran esa diferencia entre las pruebas convencionales y las
moleculares, puesto que la secuenciacion nos da de forma certera el nombre del
agente, tal como se muestra en la tabla 8.

Durante la obtencion de ADN gendmico, las concentraciones fueron variadas, la
mayoria por arriba de los 10 ng/pL, siendo esta, una concentracion idonea, mientras
gue en el caso de la muestra 1(tabla 7), se obtuvo una concentracién de 4.2 ng/uL,
considerando que una concentracion buena para PCR oscila entre los 5-50 ng/uL,
pero al obtener la secuenciacién no se tuvo inconveniente (tabla 8). La valoracion de
este ADN gendmico es sin duda importante ya que permite ver la viabilidad para los
siguientes procesos. Para determinar su pureza, es necesario conocer la relacion de
absorbancias A260/280 y A260/230. La relacion A260/280 considera que un ADN es
de pureza 6ptima si se tiene un valor entre 1.8-2.0, mientras que A260/230 se sitla
en torno 1.8-2.2 (Koetsier y Cantor, 2019). En la siguiente tabla se muestran las
concentraciones de ADN gendmico con su respectiva relacion entre las absorbancias.
La mayoria de las absorbancias en la relacion 260/230 presentan impurezas en las
muestras. Bao et al (2018) para identificacion de hongos dermatofitos utilizo el kit
Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep Kit, D6005, obteniendo buenos resultados en la
identificacién de hongos dermatofitos y no dermatofitos.

La PCR en tiempo real arrojé amplicones en las bandas correspondientes entre 800
a 1000 pb (figura 18), de acuerdo con la bibliografia, el tamafio promedio de la region
ITS varia en los 550 pb (Nilsson et al, 2008), por lo que nuestros valores estan dentro
del rango promedio, que al mismo tiempo concuerdan con el tamafio de amplificacion
en la secuenciacion.

Para el caso de la rep-PCR, las bandas obtenidas son iguales para la muestra 1y 2
con bandas correspondientes a 2200 pb, 1700 pb, 1200 pb, 1000 pb, 800 pb, 700,
500, 300 y 200 pb. Para la cepa 4 y 5 se observan bandas que oscilan entre las 700
pb, mientras que la cepa 3 muestra una banda de aproximadamente 500 pb y la cepa
7 tiene bandas de 600 pb. Estas regiones rep han tenido un gran auge en la
actualidad, ya que se ha propuesto la creacion de pruebas de diagnéstico de
onicomicosis usando estas regiones palindrémicas, basando técnicas de flujo lateral,
como lo describe Gupta y colaboradores 2022.
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Tabla 7. Concentracién de ADN gendémico.

Numero de A260/A280 A260/A230
muestra
1 4.2 1.53 0.03
2 27.5 1.64 0.38
3 42.4 1.83 1.07
4 32.4 1.76 1.04
5 36.7 1.80 1.00
6 115 1.69 0.37
7 20.1 1.74 0.94

ng/10 pL
108
147

116

77

62
54

150
60

56

60

60

Figura 18. ADN de la PCR tiempo real para la region ITS 1) Marcador de peso molecular. 2) Muestra
1. 3)Muestra 2. 4)Muestra 3. 5) Muestra 4. 6) Muestra 5. 7) Muestra 6. 8)Muestra 7. 9) Blanco
negativo.

bp ng/10 pL
3,000 108
2,000 147
1500 116
1,000 77
800 62
700 54
600 46
500 150
400 60
300 56
200 60
100 60
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Figura 19. ADN de la REP-PCR para la region palindromica de cada cepa 1) Marcador de peso
molecular. 2) Muestra 1. 3) Muestra 2. 4) Muestra 3. 5) Muestra 4. 6) Muestra 5. 7) Muestra 6. 8)
Muestra 7.

Tabla 8. Resultados de la secuenciacion.

Numero de Microorganismo pb
muestra
1 Trichophyton rubrum 603
2 Trichophyton rubrum 640
3 Aphanoascus verrucosus 543
4 Trichophyton rubrum 645
5 Trichophyton rubrum 636
6 Beauveria Bassiana 522
7 Scopulariopsis brevicaulis 578

9.7 Antifungigrama

A la fecha no existe una prueba estandarizada para la aplicacién de sensibilidad a
hongos dermatofito y no dermatofitos. La UFC obtenidas para el control positivo
fueron de 4x10-3. En este trabajo se aplico el procedimiento del Clinical and
Laboratory Standards |Institute (CLSI) M38-A. En el antifungigrama los
microorganismos mostraron sensibilidad ante la terbinafina. Trichophyton rubrum, en
el trabajo de Lana et al (2018) mostr6 una sensibilidad a la terbinafina en una
concentracion de 0.12 mg/mL.

Los hongos no dermatofitos suelen presentar resistencia a los antifUngicos
convencionales, sin embargo, un trabajo realizado por Carrillo et al 2015 mostré una
sensibilidad de Scopulariopsis brevicaulis en una concentracion de 0.35 mg/L en el
dia 3, mientras que en este trabajo obtuvimos una concentracion a 0.125 mg/mL

Figura 6. Resultados del antifungigrama con Terbinafina al 0.125 mg/uL
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9.8 Arbol filogenético

La construccion de un arbol filogenético permite una identificacion precisa de las
especies de hongos presentes en las muestras clinicas. Esto es fundamental, ya que
el tratamiento puede variar dependiendo de la especie, y algunas especies pueden
requerir terapias antifungicas especificas. El arbol filogenético que se obtuvo (figura
20) muestra la homologia de las cepas aisladas, obteniendo, mondfilia para cada una
de las cepas, enlazados con Agaricus. Los nodos presentes en el arbol filogenético
muestran divergencia entre las diferentes cepas encontradas, dividiendo el arbdl en
dos partes, la primera enlaza a los dermatofitos que tienen una cercania con
Aphanoascus verrucosus, por ser un hongo queratinofilico. La otra parte esta
conformada por mohos.

M4. Trichophyton

10081 M5 Trichophyton

M2. Tnchophyton

M1. Trichophyton

qq7 r Trichophyton 144891.1
Trichophyton 144900.1
Trichophyton 103706.1
Trichophyton 149340.1
Aphanoascus 154665.1
Aphanoascus 131309.1
M3. Aphanoascus
Aphanoascus 158334.1
Keratinophyton 173359.1
Keratinophyton 145203.1
Keratinophyton 159740.1
1000  Wardomyces 146268.1
Wardomyces 146270.1

777| M7. Scopulariopsis
Scopulariopsis 156620.1
Scopulariopsis 132958.1
Scopulariopsis 145258.1

a75 ~ Acaulium 170022.1
_{[ Acaulium 170021.1
L 1000 .
Acaulium 146260.1

848 r— Beauveria 111596.1
775 |\~ Beauveria 111599.1
Beauveria 077147.1

1901 ve. Beauveria

Bl4
1000

658

630

839

1000

695

Agarnicus

0.050

Figura 20. Arbol filogenético de las muestras aisladas.
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10.

Conclusiones

Las cepas identificadas presentaron sensibilidad a la terbinafina en una
concentracion de 0.125 mg/mL.

Se obtuvo ufas con distrofia total como la forma clinica mas frecuente, seguida
de onicomicosis subungueal distal y onicomicosis subungueal lateral, proximal
y superficial

Los factores de riesgo mas identificados fueron: alteraciones fisioldgicas,
factores de ocupacion de riesgo y contacto.

Se identificaron hongos dermatofitos y no dermatofitos, mencionando la
parasitacion por Beauveria Bassiana.
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11. Anexos

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Actividad antifungica de hongos aislados fenotipica y genotipicamente de
personas de la comunidad de San Jer6nimo Xayacatlan, Puebla

De acuerdo con las disposiciones contenidas en la Ley General de Salud, Titulo Quinto
“Investigacion para la Salud”, Capitulo Unico, articulo 100, fraccion 1IV: asi como del
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud, Titulo
Segundo “De los Aspectos Eticos de la Investigacion en Seres Humanos” Capitulo |,
Disposiciones Comunes, articulo 13 que sefiala que en toda investigacion en la que el ser
humano sea sujeto de estudio, deberan prevalecer el criterio del respeto a su dignidad y la
proteccion de sus derechos y bienestar, articulos 14 fraccion V, 20, 21 y 22 de dicho
Reglamento; y, de conformidad con los principios éticos contenidos en la Declaracion de
Helsinki, se me ha explicado e informado que:

l. Los hongos dermatofitos son la principal causa de enfermedad de ufia en
los paises desarrollados y semidesarrollados, a nivel mundial se ha encontrado un
incremento en los ultimos afios teniendo un impacto en la sociedad debido al rechazo
por el mal aspecto que presenta la zona afectada por este tipo de tifla. La tinea
unguium es una enfermedad muy dificil de diagnosticar y tratar, ya que uno de cada
cinco pacientes diagnosticados logra recuperarse de la enfermedad.

. El objetivo del presente estudio es:
-Determinar el agente etiologico que infecta al paciente.
-Observar la efectividad de algunos antifungicos comerciales

[I. Para realizar la toma de muestra se basoé en los lineamientos del manual
para la toma, envio y recepcion de muestras para diagnostico de la Secretaria de

Salud de los Estados Unidos Mexicanos, bajo el siguiente procedimiento:

1. Lavado previo de manos o pies con jabén y agua seguido de un secado
completo.

2. Recorte del borde extremo de la ufia, si es posible descartar la parte mas
distal del material

3. Desinfeccion con alcohol al 70% de la lamina externa, borde y pliegues de la
ufa

4. Raspado con cucharilla o con bisturi evitando efectuar cortes o erosiones
Recoger suficiente material en recipiente (placa Petri vacia, dos portaobjetos
de vidrio limpios, un contenedor de orina, sobrecito fabricado con papel o
cartulina

V. Las recomendaciones que debe llevar a cabo el paciente son cruciales para
evitar resultados alterados y se vean afectados nuestros resultados esperados.
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Fundado en el Manual para la toma de muestras para analisis microbiolégico de la
Secretaria Distrital de Salud de Bogotd4, se hacen las siguientes recomendaciones y
cuidados para obtener una muestra de calidad.

o No aplicar ningan tratamiento fangico oral o tépico por lo menos 3
dias antes.

o No aplicar cremas, ungiientos o polvos en el sitio de la toma de la
muestra.

o Latoma de la muestra debe ser realizada por personal experto. No
debe tener esmalte aplicado en las ufias.

V. Para la toma de esta muestra no hay complicaciones que puedan
considerarse relevantes, puede presentarse dolor en la ufia por el corte dado en zonas
muy afectadas, pero siempre se evita generar riesgos.

VI. Estimado(a) Sefor/Sefora:

Usted ha sido invitado a participar en el presente proyecto de investigacion, el cual es
desarrollado por el estudiante Joel Alejandro Dominguez Velazquez. El estudio se realizara
en el Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzalez. Si Usted decide participar en el estudio, es
importante que considere la siguiente informacién. Siéntase libre de preguntar cualquier
asunto que no le quede claro.

VII. Toda la informacion proporcionada para el estudio sera de caracter
estrictamente confidencial, sera utilizada Unicamente por el equipo de investigacion
del proyecto y no estara disponible para ningln otro propésito. Usted quedara
identificado(a) con un nimero y no con su nombre. Los resultados de este estudio
seran publicados con fines cientificos, pero se presentaran de tal manera que no podra
ser identificado(a).

VIII. Su participacion en este estudio es absolutamente voluntaria. Usted esta en
plena libertad de decidir qué muestras son las que estan de acuerdo en proporcionar
o de negarse a participar o de retirar su participaciéon en el estudio en el momento en
que desee. Podra solicitar también que se retiren sus muestras del estudio sin que
ello implique ningun tipo de consecuencia, para ello le pedimos dirigirse al investigador
responsable del estudio el Dr. Roberto Arenas Guzman.

IX. Los datos personales que le solicitaremos seran utilizados exclusivamente
para las finalidades expuestas en este documento. Usted puede solicitar la correccion
de sus datos o0 que sus datos se eliminen de nuestras bases o retirar su
consentimiento para su uso. Si usted tiene alguna pregunta, comentario o
preocupacion con respecto al proyecto, por favor comuniquese con la investigadora
responsable del proyecto o al siguiente numero de teléfono 9531043878 o al correo
electronico: joel.dominguezv@alumno.buap.mx
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San Jerénimo Xayacatlan Puebla, Puebla.

Direccién:

Fecha: / / /

en forma
voluntaria consiento que el C. Joel Alejandro Dominguez Velazquez y C. Erika Fabiola
Hernandez Rodriguez pasantes de la licenciatura en Quimico Farmacobidlogo de la
Benemérita Universidad Autdnoma de Puebla me realicen una toma de muestra en ufas
de pie para participar en el estudio a realizar.

Estoy satisfech a/o con la informacion recibida, quien me ha dado la oportunidad de preguntar
y resolver las dudas, y todas ellas han sido resueltas a satisfaccion. En tales condiciones
consiento que se me realice la toma de muestra.

Nombre y firma del participante
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HOJA DE DESCRIPCION

Nombre: N° de muestra;

Parte afectada: Pie. Sexo:

1.- NUmero de uiias afectadas:

1 /. 2 /. 3 /. 4 /. 5 /. Otra cantidad: /
2.- Descripcion de la ufia o zona afectada:
Color: Blanco /. Amarilla /. Café / Verde /. Negra /

Otra:

3.- Apariencia de la ufa:
Opaca /. Quebradiza /. Polvosa /. Pérdida de consistencia al borde___/

4.- Forma clinica:

I.  Subungueal: Distal /. Lateral /. Proximal /
[I.  Blanca superficial /
lll.  Blanca proximal subungueal /

V. Distréfica total /
V. Mixta /

5.- Ubicacion de la ufia afectada en pie:

1 2
2. S ;SF{Q\ ﬁ:jﬁ/%é 5 1 — Pulgar
- N R
4_/ L / \ | 5 = Mefirque
| ﬂ
l I

Pie izquierdo Pie derecho
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CUESTIONARIO

1.- ;Padece alguna enfermedad crénica? Sl /NO__ /

¢ Cual?

2.- ¢ Ha tomado medicamentos en los dltimos tres meses? Sl /INO__ |/

¢, Cuales?

3.- ¢Realiza alguna actividad al aire libre? SI___ /NO___ /

¢ Cual?

4.- ;Tiene contacto con animales domésticos? Sl /NO__ /

¢ Cual?

5.- ¢ Comparte sadbanas, zapatos o calcetines con algun otro familiar? S /INO___/

Sabana [Zapato /Calcetines /

6.- ¢ Utiliza zapato cerrado? Sl /NO /

¢, Cuanto tiempo?

7- ¢ Ha estado expuest o/a a suelos de bafios o piscinas? Sl /INO___ /

8.- ¢ Tuvo algun traumatismo en la zona afectada? Sl /NO__ /

9.- Presenta algun otro tipo de tinea ajena a la tinea unguium? SI_ /NO___ |/
¢ Cual?

10- ¢ Cuanto tiempo lleva con el problema de la ufia u la onicomicosis?

11.- Actualmente lleva algun tratamiento para la onicomicosis? Sl /NO /

¢Cual?
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