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RESUMEN

INTRODUCCION: La onicomicosis es una enfermedad micética en ufias, tiene una alta
prevalencia, afectando hasta a un 30% de la poblacién mundial. Sus agentes causales
se dividen en tres grandes grupos, a saber: dermatofitos, levaduras y mohos no
dermatofitos (MND),estos ultimos incluyen algunos hongos ambientales.Para su
diagnoéstico existen pruebas de laboratorio que permiten detectar la presencia de
hongos en las ufas y la identificacion del agente etiolégico implicado. En diferentes
reportes de la literatura se propone la inclusion de la biopsia ungueal como una
herramienta de apoyo para el diagndstico de las onicomicosis, debido a la buena
sensibilidad que ha demostrado, ademas de ser una técnica capaz de diferenciar entre
invasiéon y colonizacion.

OBJETIVO: Evaluar la validez y el desempefio diagnéstico de la biopsia ungueal, en
comparacién con el KOH, cultivo y la combinacion de ambas pruebas, para el
diagnéstico de onicomicosis, en un laboratorio de referencia de la ciudad de Medellin,
Colombia.

MATERIALES Y METODOS: Se le tomaron muestras de ufias a 66pacientes con
sospecha clinica de onicomicosis, a las que se les realiz6 examen directo (KOH), cultivo
y biopsia ungueal con coloracion de PAS, a esta Ultima se le evalud el desempefio, la
validez y la eficiencia diagnostica en comparacién con las otras dos pruebas, tomando
como estandar el KOH, el cultivo y la combinacion de ambas. Se calculé la sensibilidad,
especificidad, valores predictivos y el indice de J. Youden; asi mismo, se determiné el
grado de correlacién entre las pruebas calculando el indice Kappa y el valor Phi.
RESULTADOS: De los 66 pacientes estudiados, el 76%(n=50) fueron mujeres y el
24%(n=16) hombres, con un promedio de edad de 55 afios +16 afos. El diagnéstico de
onicomicosis se confirmd micologicamente en 48 de ellos.La positividad de las pruebas
para el KOH, el cultivo y la biopsia ungueal fue de 91,7%(n=44), 85,4% (n=41) y 77,1%
(n=37), respectivamente. Hubol13/41 (31,7%) cultivos con infecciones mixtas y se
recuperaron en total 55 aislamientos. En cuanto al agente etiologico: el grupo con
mayor numero de aislamientos fue el de los MND (24/55 aislamientos, 43,6%) con alta

frecuencia de Neoscytalidium dimidiatum (11/24, 45,8%); el género con mayor nimero



de aislamientos fue Candida spp (18/55, 32,7%) y la especie mas aislada fue Candida
parapsilosis (13/55, 23,7%), seguida de cerca por Neoscytalidium dimidiatum y
Trichophyton rubrum (11/55, 20,0%). Del 77,1% (n=37) de las muestras positivas para
biopsia, el 91,9% (n=34), mostraron presencia de traumay el 89,2% (n=33) de infeccién
bacteriana. Los andlisis estadisticos mostraron una sensibilidad de la biopsia frente al
KOH, el cultivo y la suma de ambos de 75%, 76%y 71%, respectivamente, y una
especificidad de 82%, 76% y 83%, respectivamente, mostrando una mejor sensibilidad
cuando se relaciond con cultivo y una mejor especificidad con la combinacion de las
otras pruebas.

CONCLUSION: Si bien, los resultados de este estudio muestran un desempefio,
validez y eficiencia relativamente bajos para la biopsia ungueal al ser comparada con
los otros dos métodos de rutina, es importante resaltar que, a diferencia del KOH y del
cultivo, la biopsia si nos permite discriminar entre colonizacion e invasion. También
permite confirmar la presencia del agente etiologico aislado en el cultivo y fortalecer su
valor diagnostico, especialmente en el caso de los hongos no dermatofitos (MND y
levaduras). Razones éstas por las cuales, la biopsia sigue siendo considerada una
herramienta muy util como apoyo en el diagnostico de onicomicosis en un laboratorio de

referencia de la ciudad de Medellin, Colombia.

SUMMARY

INTRODUCTION: Onychomycosis is a fungal nail disease of high prevalence, affecting
up to 30% of the world population. Its causal agents are divided into three groups,
namely: dermatophytes, yeasts and non-dermatophyte molds (NDM), the latter including
some environmental fungi. For diagnosis, there are laboratory tests that detect the
presence of nail fungus and identify the etiological agent involved. Several studies
suggest including nail biopsy as a complementary diagnostic test for onychomycosis
due to its high sensitivity and its shown capability of differentiating between invasion and

colonization.



OBJECTIVE: To evaluate the validity and diagnostic performance of nail biopsy, as
compared to KOH, culture, and the combination of both these tests, for the diagnosis of

onychomycosis, in a reference laboratory in the city of Medellin, Colombia.

MATERIALS AND METHODS: Nail samples were taken from 66 patients with clinical
suspicion of onychomycosis, which underwent direct examination (KOH), culture and
PAS stain nail biopsy. The latter was assessed for diagnostic performance, validity and
efficiency, as compared to the other two tests, using KOH, culture and the combination
of both these tests as standards. Sensitivity, specificity, predictive values, and the J.
Youden index were calculated. Likewise, the degree of correlation between the tests

was determined by calculating the Kappa index and Phi value.

RESULTS: Of the 66 patients studied, 76% (n = 50) were women and 24% (n = 16)
were men, with an average age of 55 £ 16 years. The diagnosis of onychomycosis was
confirmed in 48 of them. Mycological tests results were positive for KOH: 91.7% (n=44),
culture: 85.4% (n=41), and nail biopsy: 77, 1% (n=37), respectively. There was 13/41
(31.7%) cultures with mixed infections and a total of 55 isolates were recovered. As for
the etiologic agent: the group with the highest number of isolates was the NDM (24/55
isolates, 43.6%) with a high frequency of Neoscytalidium dimidiatum (11/24, 45.8%); the
genre with the highest number of isolates was Candida spp (18/55, 32.7%) and the
species with most isolates was Candida parapsilosis (13/55, 23.7%), followed closely by
Neoscytalidium dimidiatum and Trichophyton rubrum (11/55, 20.0%). From the 77.1%
(n=37) of the positive samples for biopsy, 91.9% (n=34) showed the presence of trauma
and 89.2% (n= 33) of bacterial infection. Statistical analysis showed a sensitivity of
biopsy against KOH, culture, and the combination of the latter two tests of 75%, 76%
and 71%, respectively, and a specificity of 82%, 76% and 83%, respectively, showing
better sensitivity when compared to culture and better specificity when compared with

the combination of two other tests.

CONCLUSION: Although the results of this study show a relatively low performance,
validity and efficiency for nail biopsy when compared to the other two routine tests, it is



important to note that, unlike KOH and culture, biopsy does allow us to discriminate
between colonization and invasion. It also allows us to confirm the presence of the
etiologic agent isolated by culture and strengthen its diagnostic value, especially in the
case of non-dermatophyte fungi (NDM and yeasts). These are the reasons why biopsy
is still considered a very useful support tool for the diagnosis of onychomycosis in a
reference laboratory in the city of Medellin, Colombia.

Palabras Clave: onicomicosis, biopsia ungueal, KOH, cultivo, evaluacion de pruebas

diagndsticas.

INTRODUCCION

La onicomicosis es una infeccion de las ufias que se presenta por la invasion de
estructuras micéticas en la lamina ungueal. Corresponde aproximadamente al 50% de
los desérdenes ungueales (Zuluaga et al., 2005; Thomas et al., 2010; Rellosoet al.,
2012; Mendoza et al., 2012) y una distribucién mundial que varia entre el 2% y el 30%
(Mendoza et al., 2012;Gupta& Simpson, 2013;Fernandezet al., 2014), demostrando una
amplia variabilidad en su ocurrencia, la cual esté influenciada por factores como el
género, la edad, la ocupacion, la actividad fisica y las enfermedades de base del
hospedero(Thomas et al., 2010;Gupta& Simpson, 2013;Mejiaet al., 2013; Fernandez et
al.,, 2014 y Ameen et al., 2014).

La presentacion clinica de la onicomicosis es variada y esta clasificada segun el sitio
anatomico de la ldmina ungueal afectado en:

a) Onicomicosis _subungueal distal: Se caracteriza por un desprendimiento

(onicolisis) de la lamina ungueal, con cambio de color que va desde blanco hasta café o
negro, una produccion excesiva de células ungueales (hiperqueratosis) y, en casos
cronicos, hay un engrosamiento de dicha lamina ungueal, esta es la presentacion
clinica mas frecuente.

b) Subungueal proximal: En esta forma clinica, la onicolisis se presenta en la zona

proximal de la ufia, y generalmente hay perionixis (inflamacion de tejidos blandos



alrededor de la ufia), esta forma clinica se ha descrito en estudios anteriores como
marcador de HIV.

c) Endonix: Esta presentacion demuestra la aparicion de una mancha blanca difusa,
donde no hay hiperqueratosis ni onicolisis.

d) Superficial blanca: Se caracteriza por una distribucion del hongo en la superficie de

la lamina en cualquier punto, se observan manchas blancas bien delimitadas.

e) Onicodistrofia total: Esta presentacion es la fase final de todas las presentaciones,

con un compromiso total de la lamina ungueal, generalmente con engrosamiento y
pigmentacion, masas queratosicas y destruccion de la ufia (Ballesteet al., 2003;
Thomas et al.,2010; Rellosoet al.,2012; Mendoza et al., 2012).

Los agentes causales de la onicomicosis se dividen en tres grandes grupos, a saber:
Grupo |, conformado por los hongos dermatofitos; Grupo Il, corresponde a las levaduras
y Grupo lll que incluye los mohos no dermatofitos (MND) y hongos ambientales. Las
especies mas frecuentes en el grupo de los dermatofitos son: Trichophyton rubrumy T.
mentagrophytes; dentro de las levaduras se incluyen diferentes especies de Candida y
los géneros de MND incluyen especies de Fusarium, Aspergillus, Scytalidium,
Neoscytalidium dimidiatum, entre otros (Zuluaga. et al., 2005; Thomas et al., 2010;
Relloso et al., 2012; Mendoza et al., 2012; Mejia et al., 2013).

Las levaduras y los MND presentan dificultad en el diagnéstico, ya que pueden tratarse
de microorganismos colonizadores transitorios o contaminantes del cultivo, en su
mayoria no poseen actividad queratinolitica como los dermatofitos y generalmente no
se comportan como patégenos primarios, por lo que es dificil darles un valor
diagnéstico (Del Palacio et al., 2001;Cavallera et al., 2006; Ameen et al., 2014). Para el
caso de los mohos ambientales es importante cumplir algunos criterios como aislar el
agente en dos cultivos diferentes, estar presente en mas de 5 puntos de siembra, en
medios de cultivo diferentes, y no tener aislamientos de un patégeno primario, aunque
cabe la posibilidad de aislar tanto dermatofitos como hongos no dermatofitos, dando

lugar a una infeccién mixta (Del Palacio et al., 2001;Cavalleraet al., 2006).En relacion a



las levaduras es importante determinar la cantidad para darle el adecuado valor
diagnostico (Daniel et al., 1998; Cavallera et al., 2006).

La biopsia ungueal es una herramienta en la que es posible observar la presencia de
estructuras fangicas, asi como el grado de invasion de las mismas (Roderick & Baran,
2012); también puede sugerir si se trata de invasion por dermatofitos, levaduras o MND
(Chang et al., 2007; André et al., 2013). Es por esto que ha sido considerada como un
apoyo importante en el diagndstico de onicomicosis, pues permite demostrar, de forma
visual, si el aislamiento corresponde a un microorganismo colonizador o invasor. Otra
caracteristica de la biopsia ungueal es el incremento de la sensibilidad que aporta al
diagnéstico tradicional de las onicomicosis, hay estudios que reportan un incremento de
la sensibilidad hasta un 97% cuando se combinan la biopsia ungueal con el KOH vy el
cultivo (Campbell & Adam, 2012).

A pesar de las ventajas que ofrece la biopsia ungueal en términos de: deteccion de
agentes etioldgicos, diferenciacion entre colonizacién e invasion y el incremento de la
sensibilidad en combinacién con KOH y cultivo, en la literatura cientifica persisten
limitaciones relacionadas con la evaluacién de su validez, desempefio y eficiencia
diagnésticas, dado que algunas de las publicaciones disponibles en este topico
presentan limitaciones como la falta de una evaluacion diagndstica completa, en la
medida que solo se presentan datos de sensibilidad, especificidad o valores
predictivos(Gianni et al., 2001; Reisberger et al., 2003; Lilly et al., 2006; Zanardi et al;
2008), obviando pardametros de evaluacion mas robustos, como los cocientes de
probabilidad, el indice de J de Youden y la eficiencia global de la prueba. Ademas de
incluir esta prueba dentro de la prueba de referencia, lo que permite la obtencion de

resultados sesgados (Abraira., 2006).

Sumado a lo anterior, en Latinoamérica y en el mundo en general, son exiguos los
estudios que hacen una evaluacion completa y no sesgada de la biopsia ungueal para
el diagnostico de la onicomicosis; por ello, el objetivo de este estudio fue evaluar la
validez, el desempefio y la eficiencia de la biopsia ungueal en el diagnostico de
onicomicosis en un laboratorio de referencia de la ciudad de Medellin, Colombia.



MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio:

Evaluacion de pruebas diagnésticas.

Poblacion de pacientes:

A los pacientes con sospecha clinica de onicomicosis que asistieron al servicio
diagnéstico especializado de Micologia Médica y Experimental de la IPS CIB-Salud de
la Corporacién para Investigaciones Biolégicas (CIB), entre los meses de julio y
septiembre de 2015, se les invitd a participar en el estudio y se les explico en qué
consistia el procedimiento; aquellas personas que aceptaron participar, diligenciaron un
consentimiento informado.

Una vez el paciente aceptaba participar del estudio, se le tomaron las muestras
biologicas para realizar: examen directo con KOH, cultivo para hongos y biopsia de ufa.
La toma de muestra y los procedimientos para el procesamiento de las mismas se

hicieron siguiendo los protocolos preestablecidos en la CIB.

Examen directo con KOH:

Se realizé un raspado con bisturi estéril para recolectar los detritus ungueales de la
zona subungueal; este material fue depositado en una lamina y se le adicion6 hidréxido
de potasio (KOH) al 10% con tinta negra y azul Parker©, se observd al microscopio y se

informo la presencia o ausencia de estructuras micoticas.

Cultivo para hongos:

Las muestras se sembraron en cuatro medios de cultivo diferentes, a saber: agar
Mycosel (BBL), agar Sabouraud (BBL), agar hojuelas de papa y CHROMagar
Candida®, con el fin de incrementar la posibilidad de aislar el (los) agente(s)
infeccioso(s). Ademas, el CHROMagar en particular permite detectar infecciones mixtas

producidas por mas de una especie de Candida.



Una vez sembrados, los cultivos fueron incubados a 25°C, revisados
macroscopicamente cada semana, durante 4 semanas, en busca de colonias
sospechosas de hongos de importancia como agentes de onicomicosis y, en caso de
ser positivos, se procedio a identificar el microorganismo a nivel de género y hasta
donde fuese posible su especie. Es importante resaltar que al momento de tener un
aislamiento por un MND o una levadura, se tuvieron en cuenta los criterios
mencionados para estos grupos particulares, con el fin de dar un valor diagnostico

adecuado.

Biopsia de uia:

Para realizar la toma de la biopsia ungueal se hizo un corte de la ufia en su porcion mas
afectada con corta ufias estéril. Para el estudio patoldgico de la ufia, se siguio el
protocolo del servicio de Dermatopatologia del Centro Hospitalario Universitario de Lieja
(CHU), Bélgica, donde una de las autoras (CdeB) recibié entrenamiento en la
realizacion de este protocolo, el cual fue transferido a la CIB. Para este proceso, se
incluyé la ufia en agar granulado a una concentracion de 1,5gm/100ml, marca Difco®,
después se deposité en una solucién de formol al 10%. El proceso de inclusiéon en
parafina, corte, fijacion y coloracion con Acido Periddico de Schiff (PAS), se realizd en

un laboratorio de patologia de la ciudad de Medellin, externo a la CIB.

Control de sesgos:

La lectura de las placas coloreadas se llevd a cabo de manera independiente por dos
observadores diferentes (analisis de reproducibilidad intra e interobservador), para
evitar errores de clasificacion atribuibles al lector, de igual forma se desconocian los
resultados de las otras dos pruebas, para reducir el sesgo de enmascaramiento en la
interpretacion de las pruebas, ademas la prueba evaluada no se incluyé dentro del
estandar, esto evita sesgos de verificacion parcial (Abraira., 2006).

Seleccion de variables a evaluar:

Las variables que se tuvieron en consideracion al momento de la lectura fueron: la

presencia de estructuras fungicas (blastoconidias y/o hifas), presencia de bacterias, y



porcién de la lamina ungueal afectada (interna, media, externa, compromiso total o
negativo; con esta informacion fue posible interpretar si habia colonizacion o invasion

por parte del agente infeccioso) y la presencia de signos que denotaran trauma.

Elaboracion de base de datos:

Para ello se tuvieron en cuenta variables sociodemograficas como: género, edad,
presentacion clinica de las lesiones ungueales que presentaban los pacientes y los
resultados de los tres procedimientos micolégicos. Adicionalmente, y con el fin de
realizar los andlisis estadisticos que permitieran hacer la comparacién entre los tres
métodos diagnosticos aqui empleados, se construyeron otras variables como: KOH
positivo/negativo, cultivo positivo/negativo y PAS positiva/negativa, también el % de
individuos que tuvieron KOH y/o cultivo positivo y el % de individuos que tuvieron las

tres pruebas positivas.

Para la lectura de las biopsias se tuvieron en cuenta las siguientes variables: presencia
0 ausencia de hongos, invasion, colonizacion u onicodistrofia, presencia de bacterias y
presencia de trauma, esto da cuenta del % de individuos que tenian infecciéon con
hongos y bacterias, el % de individuos que presentaron trauma, y la interpretacion del

compromiso invasivo.

En este estudio, se defini6 como un caso de onicomicosis, aquel paciente que
presentara sospecha clinica de onicomicosis y tuviese KOH y/o cultivo positivo; sin
embargo, los andlisis estadisticos se calcularon evaluando biopsia ungueal frente a las

otras dos pruebas, junto con la combinacién de ambas.

Anadlisis estadistico:

El analisis estadistico se realiz6 con los programas SPSS y Epidat versién 3.1, se hizo
un analisis estadistico descriptivo de las variables sociodemograficas y microbioldgicas,
se determind el indice Kappa y el valor Phi para determinar el indice de concordancia
con cada una de las comparaciones posibles (KOH vs biopsia, cultivo vs biopsia, KOH
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vs cultivo y biopsia vs KOH+cultivo). Para evaluar el desempeiio, la validez y la
reproducibilidad de la biopsia frente a cada prueba se determin6 como estédndar el
KOH, el cultivo y la combinacion de ambos, por lo que fue necesario realizar cada
analisis cada vez que se vario el estandar. Para calcular la validez se determiné un
valor de sensibilidad, especificidad, y el indice de J Youden. Para calcular su
desempefio se determind la prevalencia 'y los valores predictivos positivo y negativo.

RESULTADOS:

Se estudiaron 66 pacientes con sospecha clinica de onicomicosis a quienes se les
realizaron los tres procedimientos diagnosticos. EI 76% (n=50) de los pacientes
correspondieron a mujeres y el 24% (n=16) a hombres, la edad promedio fue de 55 + 16
afios, con un minimo de 19 y un maximo de 87 afos.

El criterio de positividad para este estudio, fue tener cultivo y/o KOH positivos, por lo

tanto se confirmo el diagnostico en 48/66 pacientes (72,7%).

Tipo de onicomicosis:

Se observo que la presentacion clinica mas frecuente fue la subungueal distal con un
50% (n=33), seqguida de la distal lateral con un 27% (n=18), la menos comun fue la

superficial blanca 1,5% (n=1) (Gréafico 1).

Grafico 1. Distribucion de las formas clinicas de onicomicosis

Superficial blanca ' 1.5% n=1

Onicodistrofia Total M 9.1% n=6
ndefinidos TN 12.1% n=38
Onicolisis [ateral Y 27.3% n=18
Onicolisis distal —— 0%

n= 33
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En la figura 1 (a, b y c) se presentan tres formas clinicas de algunos de los pacientes
gue participaron en este estudio.

Figura 1: a) Onicomicosis subungueal distal. b): Onicodistrofia total, y ¢): Onicomicosis superficial blanca,
(Corresponden a imagenes tomadas en la Corporacion para Investigaciones Bioldgicas CIB).

Positividad de las pruebas diagndsticas empleadas:

De los 66 pacientes evaluados, 48 (72,7%) presentaron cultivo y/o KOH positivo. En la
tabla 1, se puede observar la positividad de las pruebas diagndsticas realizadas. La
prueba con mayor positividad de manera independiente fue el KOH con un 91,7%

(n=44) y la biopsia ungueal con un 77,1% (n=37), mostr6 la menor positividad.

TABLA 1. Frecuencia de resultados positivos para cada prueba diagndéstica

Numero de Porcentaje (%) _
Porcentaje (%) de
Prueba evaluada muestras del total de -
. muestras positivas
positivas muestras
KOH 44 66,7 91,7
Cultivo 41 62,1 85,4
Biopsia 37 56,1 77,1
KOH y/o Cultivo 48 72,7 100
KOH y/o Biopsia 48 72,7 100
Cultivo y/o Biopsia a7 71,2 97,9

12



En la figura 2, se muestran algunas de las estructuras que se observaron en el examen

directo.

s A L R R Z

Figura 2: a) Blastoconidias. b)Artroconidias. ¢) Clamidoconidias. d) Hifas/fragmentos de hifas. (Imagenes
tomadas en la Corporacion para Investigaciones Bioldgicas, CIB).

Frecuencia de los agentes causales aislados:

Con base en los resultados de los cultivos se determind que 41/66 (62,1%) pacientes
tuvieron cultivo positivo, 13/41 (31,7%) de los cuales presentaron infecciones mixtas (se
aislé mas de un agente), para un total de 55 agentes micéticos aislados (grafico 2).

En cuanto a la positividad por grupo de agente implicado, la mayor frecuencia la obtuvo
el Grupo Il (mohos no dermatofitos, MND), con 24/55 (43,6%), en segundo lugar estuvo
el Grupo Il (levaduras) con 18/55 (32,7%) y, por ultimo, el Grupo | (dermatofitos) con
13/55 (23,6%) aislamientos.

Analizado por género, el mas frecuente fue Candida spp con 18/55 (32,7%)

aislamientos, seguido por Trichophyton spp con 13/55(23,7%), Neoscytalidium spp con
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11/55 (20,0%), Fusarium spp con 7/55(12,7%), Aspergillus spp con 4/55 (7,3%) y S.

hialinum con 2/55 (3,6%).

Al discriminar por especie, se destacan tres agentes, a saber: Candida parapsilosis, con

13/55 aislamientos (23,6%),

Neoscytalidium dimidiatum con 11/55 (20,0%) vy

Trichophyton rubrum con igual niumero de aislamientos. Llama la atencién la alta

frecuencia de C. parapsilosis, siendo la especie del género Candida mas recuperada

13/18 (72,2%) en mayor proporcion que C. albicans, que solo tuvo 2/18 (11,1%)

aislamientos.

En relacion a las infecciones mixtas, tuvimos en total 13 pacientes, a los cuales se les
aisl6 mas de un agente micético; y en 9/41(22%) casos se aislé Candida y otro agente

etioldgico.

Gréfico 2. Frecuencia de agentes etioldgicos aislados en cultivo
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En la Figura 3 (a, b, cy d) se observan algunos de los cultivos obtenidos.

Figura 3: a)Aspergillus flavus. b) Candida parapsilosis y C. albicans. c¢)Trichophyton mentagrophytes.
d)Fusarium spp.(Imagenes tomadas en la Corporacién para Investigaciones Biologicas CIB).

En cuanto a las variables evaluadas en la lectura de la biopsia ungueal, se observa que
el 91,9% (34/37) y 89,2% (33/37) presentaron trauma e infeccibn bacteriana
respectivamente. En cuanto al grado de invasion, solo el 5,4% (2/37) evidencio
colonizacion, mientras que el 94,6% (35/37) restante presentd invasion por parte de las
estructuras fangicas.

En la figura 4 (a y b), se muestra una infeccién mixta, pues la distribucién con respecto
a las células ungueales y el grosor de las hifas presentes en 4a, son diferentes a las de
4b. En la figura 4c, hay una infeccion mixta por mohos y levaduras; la figura 4dmuestra
una colonizacion por levaduras, pues las estructuras estan afuera de las células

ungueales y no en el interior como si se observan en la figura 4e.
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Figura 4:a)Hifas delgadas que siguen un orden con respecto a las células ungueales. b) Hifas gruesas,
gue atraviesan el curso longitudinal de las células.c)Blastoconidias con hifas (infecciébn mixta). d)
Acumulo de blastoconidias afuera de las células ungueales. e) Hifas septadas invadiendo la lamina
ungueal (Imagenes tomadas en la Corporacién para Investigaciones Bioldgicas, CIB).

Del total de 37 biopsias positivas, 31 obtuvieron cultivos positivos, con 45 aislamientos
de hongos en general, de estos 32/45 correspondieron a hongos no dermatofitos
(levaduras y MND). Para Candida se observé una positividad de 13/45 (28,9%), para
los MND en general se observo positividad en 19/45, 42,2%. En cuanto a especies:
9/45, 20% aislamientos fueron positivos para C. parapsilosis; 9/45, 20% para N.
dimidiatum; 7/45 (15,6%) para Fusarium spp; 2/45 (4,4%) para Aspergillus spp y 1/45
(2,2%) para S. hialinum.
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Los analisis estadisticos se presentan en la Tabla 2 y revelaron un valor Kappa de la
biopsia ungueal con respecto al KOH, el cultivo y KOH+cultivo de 53%, 50% y 45%
respectivamente, lo que demuestra que hay poca relacion entre la biopsia ungueal y el
resto de pruebas. La sensibilidad fue de 75%, 76% y 71%, siendo mayor cuando se
relacion6 con el cultivo; la especificidad fue de 82%, 76% y 83%, mostrando un
resultado mejor cuando se comparé con la combinacion de pruebas. De igual forma,
estos resultados estan apoyados por el indice de J. de Youden que fue de 57%, 52% y

54% respectivamente.

TABLA 2: Analisis estadisticos de la biopsia ungueal

Estadisticos KOH vs biopsia Cultivo vs biopsia | Cultivo vs KOH KOH+cultivo vs biopsia

indice Kappa
(IC 95%)
Phi 0,54 0,50

0,53(0,32-0,73) 0,50 (0,29-0,71) 0,64 (0,44 - 0,83) 0,45 (0,25- 0,66)

0,64 0,49

Sensibilidad
(IC 95%)
Especificidad

75,0 (61,1-88,9)

81,8 (63,4 - 100)

75,6 (61,3 - 89,9)

76 (57,3 - 94,7)

84,1 (72,2 - 96)

81,8 (63,4 - 100)

70,8 (56,9 - 84,7)

83,3 (63,3 - 100)

(IC 95%)
indice de Youden
(IC 95%)

0,57 (0,36-0,77)  0,52(0,30-0,73) 0,66 (0,47 - 0,85) 0,54 (0,33 - 0,76)

Prevalencia
(IC 95%)

66,7 (54,5-78,8)  62,1(49,7-74,6) 66,7 (54,5 - 78,8) 72,7 (61,2 - 84,2)

Valor predictivo +
(IC 95%)

89,2 (77,8-100) 83,8 (70,6-97,01) 90,2 (79,9 - 100) 91,9 (81,8 - 100)

Valor predictivo -
(IC 95%)

62,1(42,7-81,5  655(46,5-84,5  72(52,4-91,6) 51,7 (31,8 - 71,6)

DISCUSION:

A la fecha y desde nuestro conocimiento, este es el primer reporte en Colombia donde
se evaluo y analizo, desde el punto de vista estadistico, la validez, el desempefio y la
eficiencia de la biopsia ungueal como método diagnostico de onicomicosis en

comparaciéon con el examen directo (KOH) y el cultivo. Asi, se calcul6 la sensibilidad,
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especificidad, valores predictivos y el indice de J. Youden de esta prueba;
adicionalmente, se determiné el grado de correlacion entre las pruebas calculando el
indice Kappa y el valor Phi.

Si bien, los resultados de este estudio muestran un desempefio, validez y eficiencia
relativamente bajos para la biopsia ungueal al ser comparada con los otros dos
métodos de rutina (Tabla 2), es importante resaltar que, a diferencia del KOH y del
cultivo, la biopsia si nos permite discriminar entre colonizacion e invasion. También
permite confirmar la presencia del agente etiologico aislado en el cultivo y fortalecer su
valor diagnostico, especialmente en el caso de los hongos no dermatofitos (MND vy
levaduras). Razones por las cuales, la biopsia sigue siendo considerada una
herramienta muy Gtil como apoyo en el diagndstico de onicomicosis en un laboratorio de

referencia de la ciudad de Medellin, Colombia.

Se estudiaron 66 pacientes con sospecha clinica de onicomicosis a los cuales se les
realizaron los tres procedimientos micoldgicos a evaluar y se confirmé el diagndéstico en
48 de ellos.

Con respecto a la proporcion de género del hospedero en este estudio, fue mas comudn
el género femenino, con una relacién aproximada de 3 a 1; en varios estudios
analizados, esta relacion esta invertida (Reisberger et al., 2003; Wilsmann et al., 2011,
Nkondjo et al., 2012, Haghani et al., 2013; Ameen et al., 2014); pero, los estudios de
Zuluaga. et al. (2005), Relloso et al., (2012), y Santibafiez et al. (2016), presentan
resultados similares a los nuestros y se explican, al menos en parte, por el interés
mayor de las mujeres para acudir a la consulta médica y obtener un diagndstico, asi
como el uso de zapatos abiertos, lo que favorece los traumatismos (Morales C., et al.,
2014). Otra razon probable es la falta de realizar un muestreo probabilistico, lo que
puede favorecer que el fendmeno sea dado por el azar y por sesgos en la seleccion de

los pacientes y no por el fenbmeno mismo.

El rango de edad obtenido(55 afios)y las presentaciones clinicas mas frecuentes

(onicomicosis subungueal distal), estan acorde con varios reportes de la literatura como
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los de Ballesteet al., 2003; Reisberger et al., 2003, Shenoy et al., 2008 ,Relloso et al.,
2012 y Mendoza et al., 2012. Es importante mencionar que de las 37 muestras positivas
para biopsia ungueal, 19 correspondieron a onicomicosis subungueal distal, 7 a
subungueal lateral y 5 a onicodistrofia total, lo que permite inferir que la sensibilidad de
la biopsia ungueal incrementa con el grado de compromiso que tenga la ufia, es decir
entre mas amplia y profunda sea la infeccion, mayor sera la sensibilidad de la biopsia
ungueal. En algunos de estos estudios se concluye que la prevalencia de onicomicosis
es mayor en adultos y su incidencia incrementa con la edad, debido al deterioro natural
de la lamina ungueal, al incremento del riesgo a sufrir enfermedades del sistema
circulatorio y a traumatismos repetidos en las ufias, que aumenta el riesgo de padecer

onicomicosis (Balleste et al., 2003; Mendoza et al., 2012).

Los resultados de positividad en las pruebas evaluadas (KOH: 44/48, cultivo: 41/48 y
biopsia: 37/48) son similares a los reportados en el estudio de Hsiao et al., 2007 (KOH:
68/78, cultivo: 52/78 y biopsia: 63/78) y el estudio de Zanardiet al., 2008 (KOH: 29/40,
cultivo: 22/40 y biopsia: 14/40), donde la prueba con mayor positividad al momento de
comparar KOH, cultivo y biopsia resulta ser el KOH, esto se puede explicar por el hecho
de que la toma de muestra para el KOH es por raspado y los detritus obtenidos en este
proceso pueden contener estructuras fungicas que no necesariamente estan asociadas
a una infeccion por hongos, sino simplemente a una colonizacion transitoria (Del
Palacio et al.,2001; Balleste et al., 2003); esta podria ser la misma razon por la cual la

biopsia ungueal fue la prueba menos sensible en comparacion con las otras tres.

En cuanto a los aislamientos fungicos, el grupo con mayor nimero de aislamientos, fue
el de MND con 24/55 (43,6%), el género mas frecuente fue Candida con 18/55 (32,7%)
y las especies mas frecuentes fueron C. parapsilosis con 13/55 (23,6%) seguida de N.
dimidiatum y T. rubrum ambos con 11/55(20%).

En este sentido, Balleste et al.,2003 y Ameen et al., 2014 indican el comportamiento de
N. dimidiatum como patégeno primario, por la produccion de keratinasas; en el estudio

de Morales et al., 2014, también fue la especie de MND mas frecuente, sugiriendo una
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incidencia de MND hasta de un 68%, demostrandose cada vez mas, la importancia de
detectar este grupo de microorganismos como agentes etioldgicos de las onicomicosis.
De igual forma, Cavallera & Asvati., 2006 en su estudio exponen que la incidencia de
onicomicosis producidas por levaduras y MND va en aumento, Mendoza et al.,(2012)

establecen que la etiologia varia por condiciones geogréficas y climaticas.

Otros estudios, por el contrario, indican el aislamiento de hongos dermatofitos como los
agentes causales de onicomicosis méas frecuentes (Lawry et al., 2000; Gianni et al.,
2001; Hajar et al., 2015; Jeelani et al., 2015 y Jung et al., 2015).

La especie mas frecuentemente aislada en nuestro estudio fue C. parapsilosis lo cual
coincide con otros estudios (Lopez & Torres, 1999; Van Asbeck et al., 2009); asi mismo,
en el estudio de Manzano et al., 2011, los autores indican que el incremento de C.
parapsilosis en las dltimas dos décadas se ha hecho notorio y proponen como
explicacion a este fendmeno una capacidad adquirida de esta levadura para aprovechar
los nutrientes disponibles en la lamina ungueal que puedan favorecer la colonizacién y
posterior infeccidén. Sin embargo, otros trabajos describen que es C. albicans la especie
mas aislada como agente causal de onicomicosis (Balleste et al.,2003; Mendoza et al.,
2012).

El resultado de este trabajo que ha sido mas discordante con lo reportado en la
literatura ha sido la baja positividad obtenida con la biopsia ungueal 37/48 contra KOH
44/48, cultivo 41/44yla combinacion de ambas 48/48. Como se ha mencionado con
anterioridad, una posible explicacion de esto seria la posibilidad de haber captado
hongos que se hallaban colonizando la lamina ungueal, mas no invadiendo la misma,
de igual forma en varios estudios la biopsia es incluida dentro del estandar, lo que
incrementa la positividad, la sensibilidad y la especificidad, demostrando asi la
presencia de sesgos de verificacion parcial (Weinberg et al., 2003; Abraira 2006; Hsiao
et al., 2007; Shenoy et al., 2008; Haghani et al., 2013).
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Como se muestra en los resultados, el grupo mas frecuente dentro de las biopsias
positivas, fueron los MND, con 19/37 (51,4%), seguidos de Candida spp con 13/37
(35,3%), pero del total de 66 pacientes, 29 fueron negativos para biopsia ungueal, de
estas negativas, 10 obtuvieron cultivos positivos, y la distribucién por grupos fue: 5/10
(50%) por MND vy en el 50% restante se aisl6 Candida spp, todo esto fortalece la idea
anterior, donde se expone que pudieron ser contaminacion o colonizacion transitoria.
En el estudio de Zanardi et al. 2008, también atribuye la baja sensibilidad de la biopsia
al procedimiento para obtener la muestra, cabe anotar que la metodologia aplicada por

ellos para tomar las muestras fue la misma que en el presente estudio.

En cuanto a la validez, utilidad y desempefio, la biopsia ungueal demostré un
comportamiento moderado, el indice de correlacion entre pruebas (Kappa), fue
moderado (biopsia vs cultivo: 0,50 vs KOH: 0,53y vs la combinacion de ambas: 0,45)
porque la biopsia no puede remplazar el KOH ni el cultivo. Aunque la sensibilidad,
especificidad y valores predictivos fueron menores a los datos del estandar y las
pruebas relacionadas, como se ha mencionado anteriormente, es posible que la
positividad de las otras pruebas se debiera a la presencia de agentes que colonizan o
contaminan los medios de cultivos, ademas cabe mencionar que los estudios se
realizan en poblacion con alta sospecha de onicomicosis, en este estudio en particular,
los pacientes fueron remitidos por especialistas, lo que también podria tener un efecto
de sobreestimacion de la enfermedad estudiada. Como se ha mencionado con
anterioridad, los resultados de este estudio muestran una baja utilidad de la biopsia

ungueal para el diagnéstico de onicomicosis como Unica prueba.

LIMITACIONES: EI tamafio muestral fue bajo, ya que el niumero de pacientes se
eligieron por conveniencia, de igual forma la seleccion de los individuos fue no
probabilistica, lo que disminuye la validez externa del estudio y se dejan algunos

resultados a la influencia del azar, mas alla de lo que puedan reflejar del plano real.
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A pesar de que los indices estadisticos que determinan el desempefio y la utilidad
diagnostica de la biopsia ungueal como herramienta de apoyo en el estudio de
onicomicosis no presentan resultados elevados como Unica prueba diagnoéstica, cabe
mencionar que se evalué frente a las demas pruebas sin ser incluida dentro del
estandar, controlando los sesgos de verificacion parcial, y los sesgos de
enmascaramiento de las pruebas (Abraria., 2006). La biopsia ungueal por si sola no
resulta ser la mejor eleccion, aunque en este estudio es importante resaltar que la
mayoria de aislamientos corresponden a agentes etioldgicos controversiales al
momento de dar su valor diagnostico, como lo es Candida, y los MND, lo que podria
explicar en cierta medida la baja positividad de la biopsia ungueal, en donde la

positividad del cultivo y el KOH pudieran ser resultados de una colonizacién.

CONCLUSION: No es posible excluir la biopsia ungueal como herramienta de apoyo en
el servicio de diagnéstico especializado en la ciudad de Medellin, pues es una
herramienta que discrimina entre colonizacion e invasion y sirve de apoyo en aquellos
casos en los que el cultivo y KOH son positivos por agentes etioldégicos que pueden
estar colonizando la ufia o contaminando los cultivos.De igual forma, los resultados de
este estudio permiten sugerir la indicacién de la biopsia ungueal, cuando el compromiso
sea superior al 50% de la lamina ungueal y en presentaciones clinicas como la
onicolisis distal subungueal y onicodistrofia total, con el fin de incrementar la
sensibilidad de la técnica y la probabilidad de tener un diagndstico mas certero.

Se sugiere realizar un estudio con un tamafio muestral superior y la combinacion de
técnicas de toma de muestra que permitan esclarecer el rol de las mismas en la

positividad de la biopsia ungueal.
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