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de pacientes con manifestaciones clinicas sugestivas de onicomicosis.
Métodos: En México se realizé un estudio prospectivo en pacientes atendidos en cuatro centros de aten-
cion dermatoldgica de 2004 a 2007. El diagndstico clinico fue corroborado por examen directo y cultivo.
La especie de levadura fue determinada por pruebas morfoldgicas y bioquimicas. A cada aislamiento se le
determind la sensibilidad a ketoconazol, itraconazol y fluconazol mediante el método de microdilucién
en caldo (documento M27-A2).
Resultados: Se obtuvieron 166 aislamientos levaduriformes; las especies mas frecuentes fueron C. parap-
silosis (31,9%), C. albicans (22,4%) y Candida guilliermondii (12,7%). De todos los aislamientos, 51 mostraron
resistencia a uno o varios de los azoles probados: 33 a itraconazol, 12 a ketoconazol y 6 a fluconazol. Fue
notable que los 4 aislamientos de Candida glabrata fueron resistentes a los tres compuestos azélicos; C.
guilliermondiiy Candida famata fueron resistentes aitraconazol en el 42,9% y en el 54,5%, respectivamente.
Conclusion: Los resultados obtenidos demuestran la importancia de identificar al agente etiolégico y
realizar pruebas de sensibilidad para evitar fracasos terapéuticos en las onicomicosis.

© 2010 Revista Iberoamericana de Micologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L. Todos los derechos
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Onychomycosis-causing yeasts in four Mexican dermatology centers and their
antifungal susceptibility to azolic compounds

ABSTRACT

Background: Yeasts represent the second cause of nail fungal infection in the world, and Candida albicans
and Candida parapsilosis are the two most common species.

Objectives: To determine the yeast species frequency and their in vitro antifungal susceptibility, obtained
from patients with clinical features suggestive of onychomycosis.

Methods: A prospective study was carried out in four dermatological care centers in Mexico from 2004
to 2007. Clinical diagnosis was corroborated by direct examination and culture. The yeast species was
determined by morphological and biochemical tests. An antifungal susceptibility test to ketoconazole,
itraconazole and fluconazole by the broth microdilution method was performed on each isolate (docu-
ment M27-A2).
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Results: One hundred sixty-six yeast isolates were obtained; the most frequently found species were C.
parapsilosis (31.9%), C. albicans (22.4%) and Candida guilliermondii (12.7%). Of all isolates, 51 showed resis-
tance to one or several of the azole compounds: 33 to itraconazole, 12 to ketoconazole and 6 to fluconazole.
It was remarkable that the four Candida glabrata isolates were resistant to the three azole compounds; C.
guilliermondii and Candida famata were resistant to itraconazole in 42.9% and 54.5%, respectively.
Conclusion: Theresults obtained show the importance of identifying the aetiological agent and antifungal
susceptibility testing in order to avoid therapeutic failures in onychomycosis.

© 2010 Revista Iberoamericana de Micologia. Published by Elsevier Espaiia, S.L. All rights reserved.

La onicomicosis es la afeccién mas comin de las ufias; se ha
calculado una prevalencia mundial del 2-50%!-%. Los hombres son
el grupo de la poblacién mas afectado y con predominio en la
poblacién adulta®7, aunque algunos datos recientes reportan que
la onicomicosis por levaduras es mas comiin en mujeres®. La fre-
cuencia de las onicomicosis y el nimero de agentes etioldgicos va
en aumento*89. Entre los factores predisponentes se encuentran
la insuficiencia venosa, la diabetes mellitus y otras enfermedades
inmunosupresoras?%38, De los hongos filamentosos queratinofili-
cos, el principal agente encontrado es Trichophyton rubrum, pero
en los Gltimos afios se ha visto un incremento de infecciones cau-
sadas por levaduras, de las cuales las especies del género Candida
son las mas comunes>19-12, También se ha observado variacion
en la localizacién corporal de estas infecciones; actualmente, del
51 al 70% de las onicomicosis por Candida se presentan en las
ufias de las manos y el 1-32% en las ufias de los pies'2. Durante
muchos afios, Candida albicans ha sido la levadura mas frecuente
causante de onicomicosis en las manos de mujeres adultas; sin
embargo, en las dos Gltimas décadas, se ha observado un cambio
en las especies, destacando un incremento en Candida parapsi-
losis, seguida de C. albicans'?-14, Segal et al'? describieron una
frecuencia de C. parapsilosis en el 39,5% de los casos de onicomi-
cosis de las ufias de los pies y en el 36,7% de las uflas de las manos.
Otro hallazgo observado en relacién a este agente es que cuando
afecta a individuos sanos, existe el antecedente de traumatismos
en las ufas y, habitualmente, son personas dedicadas a las labo-
res de jardineria!31>. En México se han realizado estudios sobre
la onicomicosis en algunos grupos de poblacién®1016 y su impor-
tancia como causa del 24% de las consultas dermatolégicas'®. En
el trabajo de Abad-Gonzalez et al se estudiaron 5.221 casos de
onicomicosis, de los cuales el 83,5% fueron causados por derma-
tofitos y el 11,1% por Candida spp. y Trichosporon spp. El 31,8% de
estas levaduras fueron aisladas de pacientes adultos con diabetes
mellitus'0.

En general, para el tratamiento de la onicomicosis por leva-
duras estan indicados los antiftingicos sistémicos azélicos. De
éstos, el de mayor uso ha sido el itraconazol?, antifiingico que
también ha sido empleado ampliamente como profilactico de infec-
ciones micéticas sistémicas en pacientes con inmunosupresion
severa's,

Uno de los fenémenos de reciente observacién en las infec-
ciones ungueales por hongos levaduriformes es el incremento en
los fracasos terapéuticos que, entre otras causas, puede tener su
origen en la aparicién de resistencia a los antiflingicos. Diversas
publicaciones demuestran que Candida spp. presenta resistencia
in vitro a fluconazol e itraconazol'?-21, Recientemente, en México
también se ha documentado la existencia de resistencia hasta en
el 27,5% de los aislamientos de Candida obtenidos de diversas
localizaciones?2.

Los objetivos de este estudio fueron conocer la frecuencia de las
especies de levaduras causantes de onicomicosis en cuatro centros
de atencién dermatolégica de la ciudad de México, su correlacién
con la localizacién de la distrofia ungueal y, finalmente, conocer la
sensibilidad antifingica frente a ketoconazol, itraconazol y fluco-
nazol, que son los antimicéticos de mayor disponibilidad y uso en
México.

Materiales y métodos

De enero de 2004 a diciembre de 2007 se realizé un estudio pros-
pectivo y descriptivo de pacientes en edad adulta con onicomicosis
causadas por levaduras diagnosticados por examen directo y cul-
tivo, en cuatro centros de atencién dermatomicolégica de la Ciudad
de México (Hospital General Dr. Dario Fernandez, ISSSTE, Hospital
de Especialidades Centro Médico Nacional, IMSS, Hospital Gene-
ral Dr. Manuel Gea Gonzalez S.A., Laboratorio de Micologia Médica,
Facultad de Medicina, UNAM). De todos los pacientes se obtuvieron
datos de edad, sexo y localizacién de la distrofia ungueal. Para con-
siderar a las levaduras como causantes de la infeccién ungueal, fue
necesario cumplir por lo menos con dos de los siguientes criterios:
1) examen microscépico directo de las escamas con abundantes
levaduras y/o pseudohifas, hifas; 2) crecimiento abundante de leva-
duras como Gnico agente, en por lo menos 2 placas, o 3) desarrollo
de la misma levadura en tres cultivos repetidos?3.

Los aislamientos fueron cultivados en agar dextrosa Sabouraud
(ADS) cony sin cloranfenicol y con cicloheximida (Bioxon, México)
y en CHROMagar Candida® (CHROMagar Company Ltd., Francia),
para la identificacién presuntiva de algunas de las especies?4. Des-
pués se estimulé la produccién de clamidoconidios en agar harina
de maiz con Tween 80 al 1% y la formacién de tubo germinativo
en suero. La asimilacién de carbohidratos fue determinada por el
método API ID 32C (bioMérieux). Para la diferenciacion entre Can-
dida dubliniensis y C. albicans se realizaron pruebas fenotipicas,
como la produccién de clamidoconidios en agar Staib, agar tabaco,
agar caseina y crecimiento a 45 °C2526,

Prueba de sensibilidad antifiingica in vitro

Cada uno de los aislamientos fue procesado por el método de
microdilucién en caldo, de acuerdo con la metodologia descrita en
eldocumento M27-A2 del Clinical Laboratory Standards Institute??,
para determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI) de tres
antiftingicos azoélicos: ketoconazol (KTZ), itraconazol (ITZ) y fluco-
nazol (FLZ). El medio de cultivo empleado fue RPMI 1640, al que se
afiadié MOPS 0,165 mol/l a pH 7. Los rangos para KTZ y ITZ fueron
de 0,03 a16 pg/ml, y para FLZ de 0,125 a 64 p.g/ml. Cien microlitros
de las distintas concentraciones de cada uno de los azoles fueron
depositados en los pozos de las microplacas de 96 pozos. Las colum-
nas 11 y 12 de la microplaca fueron utilizadas como controles de
crecimiento y ausencia de crecimiento, respectivamente. El in6culo
de cada aislamiento fue preparado a partir de cultivos de 24 horas
de crecimiento en ADS. Se preparé una suspensién de levaduras
en solucion salina al 0,85% y se diluyé en caldo RPMI 1640; 100 .l
de esta suspensién fueron colocados en los pozos de las micropla-
cas respectivas para obtener una concentracién final de 1-5x 103
UFC/mL, que fueron incubadas a 35 °C. Las lecturas se realizaron a
las 24 y 48 h. Los resultados de CMI fueron comparados con los cri-
terios (sensible, sensible dosis dependiente y resistente) descritos
en el documento del CLSI.

Las cepas de C. parapsilosis (ATCC 22019) y Candida krusei (ATCC
6258) fueron utilizadas como control de calidad.
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Tabla 1
Relacién entre levaduras causantes de onicomicosis y localizacién de la distrofia
ungueal en 166 pacientes.

Levaduras Niamero de pacientes afectados
Ufias manos Unas pies Total Porcentaje

Candida parapsilosis 21 32 53 31,9
Candida albicans 23 14 37 22,4
Candida guilliermondii 6 15 21 12,7
Candida famata 3 8 11 6,6
Candida tropicalis 5 2 7 42
Candida lipolytica 5 0 5 3,0
Candida glabrata 3 1 4 2,4
Candida zeylanoides 2 1 3 1,8
Candida dubliniensis 1 1 2 1,2
Candida lusitaniae 0 2 2 1,2
Candida krusei 1 1 2 1,2
Candida kefyr 1 1 2 1,2
Candida lambica 1 1 2 1,2
Candida intermedia 1 0 1 0,6
Pichia ohmeri 0 2 2 1,2
Trichosporon asahii 2 6 8 4,8
Trichosporon mucoides 0 2 2 1,2
Trichosporon cutaneum 0 1 1 0,6
Rhodotorula glutinis 0 1 1 0,6
Total 75 91 166 100,0

Andlisis estadistico

La prueba de proporciones (a<0,05, Z>1,64 y Z<—-1,64) fue
utilizada para valorar la relacién entre las diferentes especies de
levaduras y la localizacién de la onicomicosis. Se obtuvieron por-
centajes de los resultados de CML.

Resultados

El nimero total de casos estudiados sugestivos de onicomico-
sis fue de 936 (578 mujeres [61,7%] y 358 hombres [38,3%]), con
una proporcién mujer:hombre de 1,6:1. En 467 casos se demostr6
la etiologia fiingica (302 mujeres [64,7%] y 165 hombres [35,3%]),
con una proporcién mujer:hombre de 1,8:1. De los 467 casos de
onicomicosis, 278 (59,5%) correspondieron a dermatofitos, 23 (5%)
a hongos filamentosos no dermatofitos y 166 (35,5%) a levaduras.

De los 166 aislamientos levaduriformes, 117 (70,5%) corres-
pondieron a mujeres y 49 (29,5%) a hombres, con una proporcién
mujer:-hombre de 2,3:1; esta diferencia observada entre ambos
géneros fue estadisticamente significativa. El rango de edad fue de
41-72 anos, con un promedio de 51.

El nimero de aislamientos de levaduras fue mayoritariamente
obtenido de las ufias de los pies. Las seis especies de levaduras
que se aislaron con mas frecuencia fueron, en orden descendente
C. parapsilosis, C. albicans, Candida guilliermondii, Candida famata,
Trichosporon asahii y Candida tropicalis (tabla 1). Al relacionar la
especie de levadura con la localizacién de la distrofia, C. parapsi-
losis y C. albicans se aislaron mas de las uiias de los pies y de las
manos, respectivamente. La aplicaciéon de la prueba de proporcio-
nes al nimero de aislamientos de ambas localizaciones arrojé un
resultado no significativo. Por el contrario, esta misma prueba apli-
cadaalosaislamientos de C. guilliermondii determiné una diferencia
significativa. Candida lipolytica fue aislada solamente de las ufias de
las manos.

En la tabla 2 se muestra el niimero de aislamientos resis-
tentes frente a los diferentes azoles probados, comparando los
valores de CMI con los de referencia, CMI > 1 pg/ml para ITZ
y KTZ y CMI > 64 pg/ml para FLZ. El fenémeno de resisten-
cia fue mayoritariamente expresado frente a ITZ (19,9%); 9 de
los 21 aislamientos de C. guilliermondii (42,9%) y 6 de los 11
aislamientos de C. famata (54,5%) mostraron resistencia a este
compuesto azélico. De los 166 aislamientos, seis (Candida gla-

brata, C. albicans y C. tropicalis) presentaron resistencia a FLZ. Los 4
aislamientos de C. glabrata mostraron resistencia a los tres antifiin-
gicos.

Otro criterio considerado en los valores de CMI para FLZ,
mostrado en el documento M-27 A2, es la sensibilidad dosis depen-
diente (16-32 p.g/ml); esta se observé en 7 aislamientos (tabla 2).
El resto de aislamientos mostré una alta sensibilidad frente a los
tres antimicoticos probados.

Discusion

La poblacién general considera las onicomicosis como un pro-
blema Ginicamente de tipo cosmético, por lo cual no se les hadado la
importancia real, ni se indentifica al agente causal. En consecuencia,
frecuentemente no se administra el tratamiento antiftingico ade-
cuado por el tiempo necesario, y mucho menos se realizan pruebas
de sensibilidad antiftingica, aun frente a casos de fracaso terapéu-
tico.

Algunos autores han reportado que la onicomicosis es un pade-
cimiento que predomina en pacientes adultos entre los 50 y 70
afios de edad® 616, A diferencia de los reportes de algunos de estos
autores>®, en el presente estudio la onicomicosis predominé en
mujeres (64,7%). Considerando la onicomicosis por levaduras en el
presente estudio, esta patologia predominé en las mujeres (70,5%).
La localizacién de la mayoria de los casos de onicomicosis por leva-
duras fue en las ufias de los pies, hallazgo diferente a otros estudios,
donde la onicomicosis por Candida tuvo tendencia a predominar en
las ufias de las manos!%12,

En el estudio de Darko et al28, las 5 especies mas frecuentes fue-
ron C. albicans (60,9%), C. parapsilosis (19,6%), C. tropicalis (9,8%), C.
krusei (4,9%) y C. guilliermondii. En el presente estudio se observo
que las 5 especies principales fueron C. parapsilosis (31,9%), C. albi-
cans (22,4%), C. guilliermondii (12,7%), C. famata (6,6%) y C. tropicalis
(4,2%). Ademas, aunque en bajo porcentaje, se aislaron levaduras
del género Trichosporon con 11 casos y la especie mas frecuente fue
T. asahii (4,8%), agente etioldgico de onicomicosis descrito en otro
estudio de pacientes mexicanos de areas rurales?® y en el de Souza
et al®.

Desde hace aproximadamente 20 afios se ha observado un
cambio en la etiologia de las infecciones ungueales causadas por
levaduras, donde C. parapsilosis ha ido incrementando paulatina-
mente su frecuencia’-12-1419 Un ejemplo descrito en la revisién de
Gautret et al'3 es el cambio que presentd C. parapsilosis del 23 al 51%
en las diferentes casuisticas. Los factores de riesgo asociados fueron
traumatismos en las uiias, jardin, enfermedades inmunosupresoras
como diabetes mellitus y el uso de corticosteroides.

Otro hallazgo interesante del presente trabajo fue la deteccién
de C. parapsilosis, C. guilliermondii y C. famata como especies predo-
minantes causantes de distrofia ungueal en las ufias de los pies. En

Tabla 2
Total de levaduras resistentes a los diferentes antifiingicos probados y cepas sensi-
bles dosis dependientes a fluconazol.

Especie Nimero Nimero de levaduras resistentes S-DD
KTZ ITZ FLZ FLZ

C. parapsilosis 53 1 2 0 1
C. albicans 37 3 3 1 0
C. guilliermondii 21 0 9 0 2
C. famata 11 0 6 0 1
C. tropicalis 7 1 1 1 0
C. glabrata 4 4 4 4 0
Trichosporon spp. 11 2 4 0 1
Otras levaduras 22 1 4 0 2
Total 166 12(7,2%) 33(199%) 6(3.6%) 7(42%)

FLZ: fluconazol; ITZ: itraconazol; KTZ: ketoconazol; S-DD: sensible dosis depen-
diente.
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cambio, C. albicans, C. tropicalis y C. lipolytica fueron predominan-
temente aisladas de las ufias de las manos. Desde el punto de vista
estadistico solamente hubo diferencia significativa en la localiza-
cién de C. guilliermondii, que predominé en las ufias de los pies.

E180,2% de los aislamientos fueron sensibles a FLZ, mientras que
la mayor resistencia fue aITZ. C. glabrata es 1a levadura que present6
mayor resistencia a los compuestos azélicos.

Larespuesta observada al tratamiento de onicomicosis causadas
por levaduras es variable y entre otros factores a considerar, ade-
mas del estado inmunolégico del paciente (diabetes, desnutricién,
tratamiento con esteroides, etc.), esta la localizacién de la distrofia
ungueal. Ademas, atin no se han realizado estudios suficientes para
evaluar si el fracaso del tratamiento en muchos casos es intrinseca,
como la que se observa en C. glabrata, o bien es una resistencia
adquirida por la presién selectiva a la que estan sujetas las leva-
duras que forman parte de la biota normal, en los pacientes que
reciben tratamiento antifingico profilactico.

Este estudio demuestra que C. parapsilosis presenta un predomi-
nio sobre C. albicans; quiza esto refleje una capacidad desarrollada
por C. parapsilosis para utilizar los nutrientes a nivel ungueal que
favorecen la instalacién y propician la infeccién. También fue evi-
dente que los aislamientos de C. glabrata son resistentes a los azoles,
por lo que estos antiftingicos no deben ser utilizados para su trata-
miento. Finalmente, es notable un incremento en la frecuencia de
Trichosporon spp. como agente etioldgico de onicomicosis (7,2%),
que en la mayoria de estudios no aparece reportado.
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