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Resumen

Presentamos el caso de un hombre de 43 afios con una macula marrén oscuro
de varios meses de evolucién en la ufia del dedo gordo del pie derecho. En el
estudio histopatologico de la lamina ungular, la coloracion inicial de PAS fue
negativa para hongos y la tincién de Grocott demostr6 abundantes hifas; en
una segunda coloracion de PAS realizada a un nivel mas profundo del tejido,
las hifas fueron visibles.

La biopsia de la porcion distal de la lamina ungular tefiida con PAS tiene una
sensibilidad del 85 - 98% para el diagnostico de onicomicosis. Cuando el PAS es
negativo en una muestra con sospecha clinica de onicomicosis, la repeticion de
esta coloracion en cortes seriados o mas profundos, demuestra la presencia del
hongo. La eficiencia de las tinciones de PAS y Grocott es similar y su sensibilidad
aumenta con los cortes seriados, pero la coloracion de Grocott es mas costosa.

PALABRAS CLAVE: Onicomicosis/patologia; Onicomicosis/diagnostico;
Onicomicosis/microbiologia; Micologia/métodos; Histocitoquimica/métodos;
Reaccion del Acido Periédico de Schiff; Metenamina/Uso Diagnostico

Summary

We report a 43 years old man with a dark brown stain of several months
duration in the right toe nail. In the histopathological examination of the
nail plate, the first PAS staining was negative for fungi and Grocott staining
showed abundant hyphae, with a second PAS staining on a deeper level of
tissue hyphae were visible.

The biopsy of the distal portion of the nail plate stained with PAS has a sensi-
bility of 85 - 98 % for the diagnosis of onychomycosis. When the PAS is negative
in a sample with clinical suspicion of onychomycosis, the repetition of the PAS
staining on deeper sections will demonstrate the presence of fungi. The effi-
ciency of PAS and Grocott staining are similar and its sensitivity increases with
the serial sections, but the Grocott staining is more expensive.

KEYWORDS: Onychomycosis / Pathology; Onychomycosis / Microbiology;
Onychomycosis / diagnosis; Mycology / Methods; Histocytochemistry /methods;
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Introduccion

Las onicomicosis tienen una prevalencia de 2 al 14%
en la poblacidon adulta de Australia, USA y Europa y
son responsables del 50% de las alteraciones ungu-
lares por lo cual son las enfermedades de las uiias mas
frecuente del mundo'®. Ocurren a cualquier edad pero
son mas frecuentes en hombres mayores de 55 afios y
aumentan con la edad-.

Clinicamente la enfermedad puede presentarse como
distolateral, blanca superficial o subungular proximal®.
En la primera, el hongo invade las ufias a partir de los
bordes laterales y del borde distal. En la segunda forma,
frecuente en los nifios, la invasion ocurre desde la super-
ficie de la lamina ungular, que adquiere una coloracion
blanquecina en parches. En la tercera forma, comtn
en pacientes inmunosuprimidos, el borde proximal se
encuentra ampliamente comprometido, afectando no
solamente la apariencia de la ufia sino su crecimiento?.

Los patogenos aislados con mayor frecuencia en las
onicomicosis son los dermatofitos Trichophyton rubrum
y Trichophyton mentagrophytes, responsables del 90%
de los casos'®; levaduras, como Candida albicans se
han aislado principalmente de las ufias de los dedos
de las manos y mohos saprofitos como Scopulariopsis
sp, Acremonium sp. y Fusarium sp. también son agentes
etiologicos?. Malassezia furfur también produce onico-
micosis®. En Colombia, un estudio realizado en un la-
boratorio de micologia de referencia, encontrdé como
patégenos mas frecuentemente, aislados de las unias de
los pies, a Trichophyton rubrum (17,5 %), Candida pa-
rasilopsis (16,7%), Fusarium sp (13,8%) y Trichophyton
mentagrophytes (11,5%)’.

El diagnostico clinico de las onicomicosis debe con-
firmarse con otros métodos pues se confunde con oni-
codistrofias traumaticas, psoriasis, liquen plano, tu-
mores periungulares y ufias amarillas®. El criterio de
referencia o estandar de oro es la clinica junto con la
demostracion de la presencia del hongo por uno de va-
rios métodos®. La demostracion del hongo es necesaria
porque el paciente padece una enfermedad crénica,
semejante a otras que afectan la ufia, sera sometido a
tratamiento prolongado, de meses o afnos, con drogas
costosas y eventualmente toxicas??.

El método mas sencillo es la demostracion del hongo
con el frotis directo de detritus subungulares o raspado de
la lamina ungular, aclarados con KOH al 10 % y tefiidos
con tinta Parker*, preparacion que se mira al microscopio

*La tinta Parker comercial actual no es itil para este procedi-
miento, por lo que se debe recurrir al producto antiguo o tradi-
cional, de dificil consecucién (Doctora Leticia Sopd, Comunica-
cion personal, marzo, 2011).

www.revistasocolderma.com

Onicomicosis con reaccion negativa a la tincian

y puede dar un resultado positivo en horas’. E1 KOH es
facil de hacer, baratoy accesible a cualquier laboratorio.

El cultivo es esencial para identificar el hongo.
En conjunto con el KOH, alcanzan una sensibilidad
maxima del 57 % con un valor negativo de 44% #; los
valores de la sensibilidad se modifican dependiendo de
la vitalidad del hongo, los métodos de cultivo utilizados
y el nimero de pruebas realizadas®. El cultivo puede
demostrar la sensibilidad del hongo a medicamentos
y es una ayuda epidemioldgica. Es poco sensible, con
30-50% de falsos positivos y se demora 2-3 semanas en
dar resultados**. Cuando se demuestra Candida o un
moho, es aconsejable repetir el cultivo, pues pueden ser
solo contaminantes9.

La biopsia de la porcion distal de la lamina ungular,
procedimiento atraumatico, realizable por cualquier
persona, se fija en formol al 3-10 % y se procesa en
el laboratorio de patologia con coloracion de acido
peryodico de Schiff (PAS); es el mejor método para
confirmar la onicomicosis, con sensibilidad alta, entre
el 85 - 98%" 3, Gomez y cols en un estudio reciente
encontraron una sensibilidad del 6o %, aunque hubo
positividad con PAS de muestras que no fueron detec-
tadas con la prueba estandar (examen directo o cul-
tivo)*. La coloracion de PAS, ademas es una técnica
rapida, facil de realizar, sin trauma para el paciente, y
de costo accesible®3,

Caso clinico

En las FIGURAS 1-3 presentamos la biopsia de la lamina
ungular de un hombre de 43 afios de edad con macula
hiperpigmentada color marrén oscuro de varios meses
de evolucion, localizada en la region central de la ufia
del grueso artejo derecho, lamina ungular que se ex-
tirp6 para estudio histoldgico. Se sospechaba tifia o me-
lanoma. El espécimen era aplanado, de 17 X 10 X 1 mm.
Histologicamente, la lamina ungular y el epitelio mal-
pighiano del lecho presentaban paraqueratosis y vesi-
culillas corneas; ademas, una gran vesicula plasmatica-
con ocasionales polimorfos nucleares (PMN) neutré6filos
(FIGURA 1). La coloraci6on de PAS fue negativa para
hongos (FIGURA 2); la tincion de plata metenamina de
Grocott (PMG) demostrd abundantes hifas en el estrato
corneo (FIGURA 3). Con los hallazgos descritos se hizo el
diagnostico de onicomicosis.

Discusion
Grocott modifico en 1955 el método de Gomori para la

deteccion de hongos en los cortes histologicos®. La utili-
zacion de sales de plata para realzar la tincion hace que
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FIGURA 1. 4x — 40x H&E. Lamina ungular con vesiculas de plasmay PMN.

FIGURA 2. PAS 10x. No se observan estructuras
micoticas en el lecho ungular.

su costo sea tres veces mayor comparado con la colora-
cion del PAS. La comparacion de las coloraciones de PAS
y Grocott en unas con sospecha clinica de onicomicosis,
permiti6 evaluar en 71 casos que el PAS fue positivo en
20 casos (28%) comparado con 25 casos positivos con la
coloracion de PMG (35%)*. Por otra parte, la deteccion
de las hifas fue mucho mas facil y rapida con la colora-
cion de Grocott comparada con la de PAS gracias a que
el acido cromico utilizado en esta técnica disminuye la
tincion de fondo. Estas observaciones sugieren que la
coloracion de Grocott es superior a la coloracion de PAS
para el estudio rutinario de la onicomicosis*.

Otro estudio obtuvo resultados similares pero sin en-
contrar una diferencia estadisticamente significativa
entre las dos coloraciones?; sin embargo, al repetir las
coloraciones de PAS y Grocott a diferentes niveles, se en-
contré que la eficiencia de las dos tinciones era la misma,
razon por la cual los autores recomiendan hacer cortes
seriados del bloque para aumentar la sensibilidad de
la prueba independientemente de la tincion utilizada'.
De igual manera, se demostro en una serie de 1.225 es-
pecimenes, que las coloraciones de PAS y Grocott son
equivalentes para la deteccion de onicomicosis cuando
se aumenta el seriado del bloque®. Ademas, la colora-
cion de PAS puede llegar a ser 2.6 veces mas econémica
comparada con la coloraciéon de Grocott' . En el caso
presentado, la coloracion de PAS inicial fue negativa y
al realizar la coloracién de Grocott, las hifas fueron fa-
cilmente visibles (FIGURA 3). También lo fueron con la
coloracion de PAS, repetida a un nivel mas profundo del
tejido (FIGURA 4). La explicacién para este fendmeno
es que los hongos no se distribuyen amplia y uniforme-
mente por toda la lamina ungular y por coincidencia no

9%

los demostro el PAS en los primeros cortes. También se
ha explicado esta circunstancia por la negatividad al
PAS de hongos muertos y por la existencia de géneros
como Phytium, de los equinos, que son PAS negativos
y Grocott positivos®. Las dificultades técnicas como el
ablandamiento de la lamina ungular para obtener los
cortes histologicos, la precipitacion e intensidad de la
coloracion y el hecho de que la técnica sea dependiente
de observador son otros factores que influyen en un re-
sultado negativo de esta técnica'.

Actualmente existen técnicas de biologia molecular
que permiten realizar el diagnodstico de onicomicosis
aumentando la sensibilidad y la especificidad de la
prueba?. Estos métodos pueden abarcar desde el se-
cuenciamiento y los microarreglos de oligonucle6tidos
hasta nuevas técnicas de PCR en tiempo real que per-
mitirian hacer un diagnostico de los dermatofitos mas
frecuentes aprovechando su cercania filogenética y la si-
militud en la region ITS-1 de su genoma?'; sin embargo, a
pesar de su impacto en la sensibilidad y la oportunidad
en el diagndstico, los elevados costos y la disponibilidad
de la prueba dificultan su utilidad.

Conclusion

En conclusion, la biopsia de la porcion distal de la 1a-
mina ungular con coloracion de PAS es el método mas
sensible para confirmar la onicomicosis, que da resul-
tado en 48 horas pero que no identifica la especie del
hongo. Cuandoquiera que la coloracion de PAS no de-
muestre los hongos en una biopsia con alta sospecha
clinica de onicomicosis, su repeticién en cortes seriados
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FIGURA 3. Grocott 40x. Se aprecian abundantes hifas
en la placa ungular.

Onicomicosis con reaccién negativa a la tincion

FIGURA 4. PAS 40x. Se identifican abundantes hifas en
cortes profundos del tejido.

puede demostrar el hongo, que no tiene una distribu-
cién difusa y uniforme en todo el espesor de la 1amina
ungular. La sensibilidad se incrementa si se realizan
cortes seriados; sin embargo, a pesar de no existir dife-
rencias significativas entre las dos coloraciones, el costo
del PAS es entre 2.6 y 3 veces menor, comparado con la
tincion de Grocott. Este es un criterio que el patologo
debe tener en cuenta en el momento de escoger la tin-
cion de rutina para el diagnostico de onicomicosis.
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