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Resumen. La Tinea unguium (T. unguium) es una micosis superficial pro-
ducida por dermatofitos que infectan la lámina ungueal de manos y pies. Afecta 
a más del 10% de la población mundial y su prevalencia viene aumentando en 
los últimos años. Los métodos convencionales para su diagnóstico, basados en 
el examen directo y el cultivo micológico, presentan baja especificidad y sen-
sibilidad respectivamente. El reciente avance de técnicas de secuenciación del 
ADN, ha permitido desarrollar varios métodos moleculares para la identifica-
ción directa y más precisa de dermatofitos a partir de muestras clínicas, con 
resultados rápidos en 24-48 horas. El objetivo de este trabajo fue comparar la 
efectividad de la PCR multiplex con los métodos tradicionales para el diagnós-
tico de dermatofitos. Se evaluaron un total de 49 pacientes con diagnóstico 
clínico de T. unguium y 10 muestras de individuos sanos. Se aplicaron las téc-
nicas convencionales y la PCR multiplex para detectar secuencias comunes de 
los dermatofitos y secuencias específicas para Trichophyton (T.) rubrum y T. 
mentagrophytes. La PCR multiplex fue positiva para dermatofitos en 19 pacien-
tes, superó el cultivo micológico por 11 muestras, detectando secuencias del T. 
mentagrophytes y otros dermatofitos, que fueron negativos al cultivo micológi-
co. Se obtuvo una sensibilidad del 97% y especificidad del 73,2%. Los resultados 
obtenidos en este trabajo demuestran que la PCR multiplex puede detectar es-
pecies que no son aisladas en cultivo, logrando mejorar el diagnóstico y la toma 
de decisiones para el tratamiento en las infecciones fúngicas.
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Abstract. Tinea unguium is a superficial fungal infection due to dermato-
phytes that affects the ungueal plate of fingers and toes. It affects more than 
10% of the population throughout the world with an increasing prevalence in 
the last years. Conventional diagnostic methods such as direct examination 
and mycological and fungal culture are of low specificity and sensibility respec-
tively. Recent advances in DNA sequencing have allowed direct identification 
of dermatophytes with quick results in 24-48 hours. The aim of this study was 
to compare the effectiveness of PCR multiplex vs traditional methods in the 
diagnosis of dermatophyte infection of the ungueal plate, and to determine 
future parameters for its standardization. Forty-nine patients with diagnosis 
of tinea unguium and 10 samples of healthy control individuals were evalu-
ated. Conventional techniques and PCR multiplex were applied to all samples 
to identify common DNA sequences of dermatophytes and specific sequences 
of T. rubrum and T. mentagrophytes. PCRm was positive for dermatophytes in 
19 patients, overcoming the mycological culture by 11 samples, detecting the 
sequence of T. mentagrophytes and other dermatophytes, which were negative 
to the mycological culture. A high sensitivity of 97% and a specificity of 73.2% 
were obtained. The results obtained in this work show that multiplex PCR can 
detect species that are not isolated in culture, achieving better diagnosis and 
decision making for treatment in fungal infections.
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INTRODUCCIÓN

La Tinea unguium (T. unguium) o tiña 
de las uñas es una micosis superficial produ-
cida por dermatofitos que infectan la lámina 
ungueal de manos y pies. Los microorganis-
mos responsables más habituales son Tricho-
phyton rubrum (T. rubrum), Trichophyton 
interdigitale (T. interdigitale), Trichophyton 
mentagrophytes (T. mentagrophytes) y Epi-
dermophyton floccosum (E. floccosum) (1).

Estas micosis superficiales son cosmo-
politas y por su alta frecuencia, son un serio 
problema de salud pública. Su incidencia es 
estimada en forma parcial, ya que la mayo-

ría de los datos publicados generalmente 
proceden de las consultas dermatológicas, 
representando del 20 al 25% de la pobla-
ción mundial (2). La prevalencia en algunos 
países como Singapur, se han calculado en 
2500 casos anuales, en la República de Ye-
men y en Cuba representan el 16% y el 28,5% 
respectivamente (3) En México afecta el 5% 
de la población y constituye del 70 al 80% de 
las infecciones causadas por hongos (4). Su 
incidencia es similar en países como Espa-
ña (20,8%), Brasil (26,3%) e Irán (24%) (2). 
En Venezuela las enfermedades fúngicas su-
perficiales tienen una incidencia del 92,9% y 
una prevalencia entre el 0,1 al 11%, según el 
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área geográfica (5). Las dermatofitosis ocu-
pan el primer lugar de frecuencia en Vene-
zuela con un aproximado de 60,5% a 45% de 
prevalencia según los reportes de diferentes 
grupos de trabajo en micología en Venezuela 
en los años 1984 – 2010 y 2002 – 2012, res-
pectivamente (5,6).

El diagnóstico convencional se basa 
en la observación al microscopio óptico de 
las muestras clínicas y el cultivo micológico 
para la identificación morfológica del hongo 
(7,8,9). El examen microscópico directo de 
muestras de uñas infectadas no permite la 
identificación de género y especie. Cuando 
se usa el hidróxido de potasio al 20% (KOH), 
la preparación presenta una sensibilidad del 
40–68%, la cual puede ser incrementada al 
usar tinción fluorescente como BlankophorR 
(Blankophor, Alemania) o Calcofluor WhiteR 
(Merck, Alemania) (10,11,12). La identifi-
cación de especies de hongos se realiza me-
diante el cultivo y examen morfológico de 
colonias. Sin embargo, hasta un 30% de los 
cultivos resultan negativos del total de casos 
positivos por microscopía (11), observándose 
con frecuencia la contaminación bacteriana y 
por otros hongos. La principal desventaja del 
cultivo micológico es el tiempo de crecimien-
to y de esporulación de los hongos, requirién-
dose de dos a cuatro semanas para obtener 
un resultado. Por otro lado, se ha implemen-
tado el método histológico con la técnica de 
Tinción de ácido-Schiff (PAS), que permite el 
análisis de material de las uñas, facilitando la 
correcta observación de la estructura fúngi-
ca, aunque no se pueda identificar la especie 
involucrada en la afección (9, 10, 13).

El desarrollo de técnicas de biología 
molecular, ha permitido una mejor identifi-
cación y diagnóstico de los agentes causales 
de T. unguium. La PCR múltiplex (PCRm) 
permite la amplificación simultánea de varias 
secuencias de ADN de varios patógenos mi-
cóticos presentes en una muestra, utilizando 
cebadores específicos para cada una de ellas. 
Además, permite la detección a nivel de es-
pecies utilizando secuencias específicas (13-
16). En el presente se evaluó y estandarizó la 

técnica de la PCRm, con el fin de utilizarla de 
manera masiva y rutinaria en el diagnóstico 
de dermatofitos en uñas. Es de hacer notar 
que hasta la fecha no existen registros de tra-
bajos similares en Venezuela y pocos en La-
tinoamérica. Siendo evidente la importancia 
de la realización de estudios que permitan 
comparar la aplicación de la PCR múltiplex 
con el estudio micológico para la detección 
de dermatofitos en general.

MATERIALES Y MÉTODOS

Muestras
Con el aval del Comité de Bioética del 

Servicio Autónomo Instituto de Biomedici-
na Dr. Jacinto Convit, se evaluaron 49 pa-
cientes que acudieron de manera aleatoria 
a la consulta especializada de Micología de 
dicho instituto, con la impresión diagnóstica 
de Tinea unguium, entre los meses de julio y 
agosto del año 2015.

Procesamiento de las muestras
Una vez seleccionado el paciente, se rea-

lizó la limpieza de la uña afectada con alcohol 
isopropílico al 70% para remover contami-
nantes. El raspado del lecho ungueal fue rea-
lizado con hoja de bisturí Nº 15, recolectando 
el material (polvo o escama) sobre una lámi-
na portaobjeto limpia, ubicada debajo de la 
superficie raspada para el cultivo micológico. 
El corte distal de lámina ungueal afectada se 
realizó con cortauñas doméstico para el análi-
sis molecular. Se recolectaron 10 muestras de 
individuos sanos como controles negativos.

Examen directo micológico
La muestra obtenida por raspado se im-

pregnó con una gota de negro de clorazol y 
se realizó la observación directa al microsco-
pio de luz convencional para la detección de 
estructuras fúngicas.

Cultivo micológico
Las muestras obtenidas (polvo o esca-

mas) fueron cultivadas en los medios agar 
Sabouraud o de lactrimel, suplementados 
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con cloranfenicol al 5%. Los cultivos fueron 
incubados a temperatura ambiente durante 
4 semanas. Se determinó el agente etiológi-
co, según las características morfológicas, 
utilizando cepas de referencia estándar de 
T. rubrum (Z97993) y T. mentagrophytes 
(Z98000) del Instituto Nacional de Higiene 
Rafael Rangel de Caracas, Venezuela.

Extracción de ADN de dermatofitos
Se cultivaron cepas de referencia están-

dar del Instituto Nacional de Higiene Rafael 
Rangel, para T. rubrum (Z97993), T. menta-
grophytes (Z98000), Cándida albicans (C. al-
bicans, B-385 CDC) y Trichophyton tonsurans 
(T. tonsurans, 39297). Se obtuvieron paquetes 
celulares de las cepas de referencia, fueron res-
uspendidos en solución salina y centrifugados a 
14000 g durante 3 min. La extracción del ADN 
total se realizó utilizando el kit Wizard ® Ge-
nomic DNA Purification Kit (Promega). Los pa-
quetes celulares fueron resuspendidos en 300 
µL de 50mM de EDTA (pH 8,0). Se agregó 5 µL 
de liticasa (20mg/mL). Se incubó por 60 min 
a 37°C y se dejó enfriar a 25°C. Se centrifugó 
nuevamente a 14000 g por 3 min. Se removió 
el sobrenadante y se adicionaron 300µL de so-
lución de lisis nuclear. Se agregaron 100µL de 
la solución de precipitación de proteína y se 
mezcló en vortex por 20 s, dejándolo en hielo 
por 5 min. Se centrifugó a 14000 g por 3 min 
y se transfirió el sobrenadante a un nuevo tubo 
con 300 µL de isopropanol al 100% a 25°C. Se 
mezcló cada tubo por inversión suavemente y 
se centrifugó a 14000 g por 3 min. El ADN fue 
lavado con etanol al 70% a temperatura am-
biente. Se centrifugó a 14000 g por 3 min y se 
dejó secar por 15 min. Se añadió solución para 
hidratar el ADN y se almacenó a 4°C (17).

Extracción ADN de lámina ungueal
Se cortó la región distal de la lámina 

ungueal afectada con cortauñas doméstico, 
obteniendo 6-36 mg de muestra. La extrac-
ción del ADN total de las muestras de uñas, se 
realizó con el kit Wizard ® Genomic DNA Pu-
rification Kit (Promega). Las muestras fueron 
incubadas con 15 µL proteinasa K (PK 20mg/

mL), en 200 µL de buffer de lisis EDTA (0,5M) 
y 400 µL/muestra de solución de lisis nuclear 
durante 60 min a 37ºC. Se disgregaron los 
restos de material sólido y se agregaron 5 µL 
PK (20mg/mL). Se agregaron 3 µL/muestra 
de solución ARNasa y se mezcló por inversión 
e incubando durante 30 min a 37°C. Luego 
se dejó a 25°C por 5 min y se agregaron 200 
µL/muestra de solución de precipitación de 
proteína agitando con vortex y se centrifugó 
a máxima velocidad durante 4 min. Se tomó 
el sobrenadante de manera cuidadosa en un 
tubo nuevo y se colocaron 600 µL/muestra de 
isopropanol al 100%.

Se mezcló por inversión y se centrifugó 
a máxima velocidad durante 5 min a tem-
peratura ambiente, descartando el sobrena-
dante. El ADN fue lavado con etanol al 70% a 
temperatura ambiente. Se agregaron 50 µL/
muestra de solución para hidratar ADN y se 
almacenaron a 4ºC (16).

Secuencias iniciadoras
La amplificación de T. rubrum y T. men-

tagrophytes se realizó a partir de secuencias 
específicas divergentes de la región espacia-
dora interna transcrita (ITS) del ARNr de 
cada especie. Se seleccionaron cebadores es-
pecíficos para T. rubrum (TR): [TRF: 5’CCC 
CCC ACG ATA GGG ACCG’3 y TRR: 5’ GAC 
TGA CAG CTC TTC AGA GAA TT 3’] que 
permiten la amplificación de un producto de 
214 pb a una temperatura de alineación de 
62°C. Para T. mentagrophytes (TM): [TMF 5’ 
GCC CCC CAC GAT AGG GCC AA 3’ y TMR 
5’ CTC GCC GAA CGG CTC TCC TG 3’] un 
producto de 132 pb a 64°C. Además, se uti-
lizaron secuencias específicas del gen de la 
quitina sintetasa I (QSI) presente en todas 
las especies de dermatofitos (DER): [DERF 
5’ GAA GCC TGG AAG AAG ATT GTC G 3’ y 
DERR 5’ CCT TGA TTT CAC CGC AGG CAC 
3’], la cuales permiten la amplificación de un 
fragmento de 432 pb a 60°C. Después de la 
verificación de la especificidad de las secuen-
cias de amplificación, se realizó la PCRm uti-
lizando los tres cebadores en la misma reac-
ción (13).
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Amplificación del ADN
La amplificación del ADN se realizó en 

un volumen final de 50 µL. La mezcla de la 
reacción estuvo compuesta de 100 a 500 
ng de ADN obtenido de las muestras de los 
pacientes, 10 µL de buffer de reacción 5X, 
0,5µL desoxinucleótidos trifosfato (dATP, 
dCTP, dGTP, dTTP de 25 mmol/L), 1 µL de 
cada iniciador, 1,25 U de polimerasa GoTaq 
ADN. La amplificación del ADN se realizó en 
un termociclador Icycler (BioRad), el proceso 
se inició con un primer ciclo de desnatura-
lización a 95°C durante 5 min. El programa 
de amplificación para la PCRm constó de 30 
ciclos de 94°C por 30 s, seguido de 62°C por 
30 s y por último 72°C durante 30 s. Finali-
zando con una extensión de 72°C durante 10 
min. De igual manera se realizaron pruebas 
de especificidad con los ADN totales de las 
cepas de referencia, utilizando las diferentes 
secuencias iniciadoras por separado a su tem-
peratura de alineación.

Corrida electroforética
Se mezclaron 10 µL de cada producto 

de amplificación con 5 µL de buffer de car-
ga. Las mezclas fueron resueltas en geles de 
agarosa al 2% a 60 V y teñidos con bromuro 
de etidio (0,25 µL/mL). Se visualizó el re-
sultado en un transiluminador de rayos UV 
(UVP 3UVTM) y se tomaron registros fotográ-
ficos de los resultados obtenidos. Se utilizó 
el 1Kb DNA Ladder (Gibco BRL) como mar-
cador de pesos moleculares.

Análisis Estadístico
Se utilizó la prueba de la razón de vero-

similitud y se calcularon la sensibilidad, y es-
pecificidad utilizando el programa XLSTAT-
Pro@ 2010 (Addinsoft).

RESULTADOS

De los pacientes estudiados, un total de 
49 pacientes con impresión diagnóstica de 
T. unguium y 10 individuos sanos, fueron eva-
luados en la consulta de micología del Servi-
cio Autónomo Instituto de Biomedicina Dr. 

Jacinto Convit, Hospital Vargas, durante los 
meses de julio a agosto del año 2015. Se ob-
tuvieron datos demográficos, características 
clínicas y se realizó la detección de dermato-
fitos por métodos convencionales y PCRm. 
De los pacientes estudiados el 36,7% perte-
necieron al género masculino y el 63,3% al 
femenino. El grupo etario más representa-
tivo estuvo entre 31 y 40 años (30,6%). La 
ocupación más frecuente de los pacientes 
que presentaron las dermatofitosis fue ama 
de casa (14,3%).

La mayoría de los pacientes presenta-
ron onicomicosis subungueal distal (OSD) 
como variante clínica (75,5%), seguido de 
distrofia total (DT; 28,6%) y de la onicomi-
cosis subungueal lateral (OSL; 4,1%), no se 
observaron otras presentaciones clínicas. 
La ubicación más frecuente de afectación 
ungueal fue en los pies con un 95,9% y sólo 
4,1% presentó alteraciones en las uñas de 
las manos. El 35,6% de los pacientes estu-
diados presentó enfermedad de base, tales 
como hipertensión arterial (HTA), diabetes 
mellitus tipo 2 (DM2) y cardiopatías. Se 
pudo constatar que el 51 % de los pacien-
tes dejó de utilizar antimicóticos (tópicos 
o sistémicos) un mes antes de la evaluación 
clínica, un 42,9 % indicó no utilizarlo du-
rante la enfermedad y un 6,1 % no precisaba 
el tipo de tratamiento utilizado.

Directo micológico
El análisis de las muestras por micros-

copia óptica convencional, demostró que el 
83,7% presentó estructuras fúngicas. De las 
cuales 28,6% correspondieron a levaduras y 
55,1% a hifas.

Cultivo micológico
De las muestras procesadas, se aislaron 

8 cultivos de T. rubrum (16,3%), 2 Mohos 
(4,0%) (1 Fusarium dimerum, 1 Neoscytali-
dium dimidiatum) y 9 levaduras (18,4%) (7 
Candida no albicans, 1 Candida parapsilop-
sis y 1 Trichosporon sp). El resto de los cul-
tivos fueron negativos (61,2%). No se detec-
taron otras especies de dermatofitos.
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Detección de dermatofitos en las muestras 
clínicas por PCRm

Una vez establecidas las condiciones 
de la PCRm para la detección de TR, TM y 
DER, se procedió a realizar la PCRm a las 
muestras clínicas. Observándose productos 
de amplificación de 132 pb correspondien-
tes a T. mentagrophytes (Líneas 5-8), 214 pb 
para T. rubrum (Líneas 1-4) y de 432 pb para 
otros dermatofitos (Líneas 9, 10). Se pudo 
constatar la no amplificación en los contro-
les negativos (Línea 15, 18) (Fig. 1).

Comparación de métodos diagnósticos 
convencionales y la PCRm en la detección 
de dermatofitos

Se consideró examen directo positivo, 
la observación al microscopio de estructu-
ras fúngicas tales como hifas y/o levaduras. 
Se observaron 41 pacientes (83,7%) con di-
rectos micológicos positivos y 8 pacientes 
(16,3%) negativos.

En cuanto al cultivo micológico se de-
tectaron 8 muestras positivas para dermato-
fitos correspondientes a T. rubrum (16,32%). 
La prueba Chi-cuadrado, determinó que 
hubo diferencia estadísticamente significati-
va entre las diferentes especies de dermatofi-
tos aisladas, X2 = 8,977 (p = 0,011).

La PCRm fue positiva para dermatofitos 
en 19 pacientes (38,8%), superando el cultivo 
micológico por 11 muestras. De los cuales 13 
correspondieron a T. rubrum (26,5%), 4 a T. 
mentagrophytes (8,2%) y 2 otros dermatofitos 
(4,1%). Se compararon dichos resultados con 
la prueba de Chi-cuadrado (X2 = 13,816, p = 
0,001) siendo estadísticamente significativo.

Sensibilidad y especificidad
La evaluación de la PCRm como herra-

mienta diagnóstica, se realizó utilizando el 
cultivo micológico como el estándar de oro, 
por su capacidad de identificar género y es-
pecie. Obteniendo una alta sensibilidad del 
97% y una especificidad del 73,2%.

Fig. 1. PCR múltiple para detección de T. rubrum (TR), T. mentagrophytes (TM) y otros dermatofitos (DER). 
Productos de amplificación resueltos en gel de agarosa al 2% a 65 Volt. (PM): Pesos moleculares. (1-
4): Pacientes positivos para TR. (5-8): Pacientes positivos para TM. (9,10): Pacientes positivos para 
otros dermatofitos (DER). (11,12): Controles Sanos. (13): Control positivo T. rubrum. (14): Control 
positivo T. mentagrophytes. (15): Control negativo Cándida albicans. (16): Control positivo T. tonsu-
rans. (17): Control negativo sin ADN.



166 Camacaro y col.

 Investigación Clínica 60(2): 2019

DISCUSIÓN

Las onicomicosis representan uno de 
los motivos más frecuente de asistencia en 
la consulta dermatológica, correspondiendo 
al 50% de todos los casos de la patología un-
gueal (18). En la práctica clínica cotidiana, 
su manejo puede resultar problemático, con 
elevados índices de resistencia al tratamien-
to, o recurrencia clínica de la infección (19). 
Generalmente, los tratamientos para onico-
micosis indicados bajo evidencia empírica, 
se han asociado a menor efectividad terapéu-
tica y pueden exponer a los pacientes a po-
sibles efectos adversos prevenibles. Además, 
retrasa el diagnóstico de otras enfermeda-
des que pueden asemejarse clínicamente a 
la onicomicosis, tales como psoriasis, liquen 
plano e incluso neoplasias (20). A pesar de 
la importancia del diagnóstico certero de las 
onicomicosis, las herramientas diagnósticas 
disponibles para esta patología son aún limi-
tadas; el examen micológico directo es ines-
pecífico y el cultivo es poco sensible (19). 
Los resultados inconsistentes en cuanto a 
la sensibilidad y especificidad del examen 
directo y el cultivo, están relacionados prin-
cipalmente con el procedimiento de la toma 
de muestra de las uñas, es decir; la cantidad 
de material obtenido de la uña y la ubicación 
de donde se toma la muestra (21,22).

Ante esta problemática, se han desa-
rrollado técnicas moleculares tales como la 
PCRm, que permite la amplificación simul-
tánea de varias secuencias de ADN diferen-
tes (23). 

En este trabajo, se realizó la evaluación 
de 49 pacientes con impresión diagnóstica 
de T. unguium. El género más representativo 
correspondió al femenino y el grupo etario 
más frecuente se ubicó entre 31 y 40 años. 
Se encontró que las amas de casa presenta-
ron mayor infección por onicomicosis. Estos 
resultados indican que la permanencia en el 
hogar en conjunto con la exposición a la hu-
medad puede aumentar la predisposición de 
este tipo de micosis (2, 24,25).

Con relación a las variantes clínicas se 
observó que los pacientes presentaron en su 
mayoría OSD (75,5%), lo cual concuerda con 
la literatura como la presentación clínica más 
frecuente (1,10). Por otro lado, la ubicación 
más frecuente de afectación ungueal fueron 
los pies y sólo dos pacientes presentaron alte-
raciones en las uñas de las manos, acorde con 
las estadísticas internacionales, las cuales es-
pecifican aproximadamente un 93% en pies y 
7% en manos (1,10). En cuanto al tiempo de 
evolución, el 51% de los pacientes presentó la 
infección en un intervalo comprendido entre 
1 a 5 años. Esto nos indica, que las onicomi-
cosis son tratadas por los pacientes en casa, 
sin realizar la consulta al facultativo, generan-
do que la patología prevalezca en el tiempo 
(1,26). Con respecto a las enfermedades de 
base, las patologías más frecuentes fueron la 
HTA y la DM2. Estudios han demostrado que 
las patologías de base causantes de inmuno-
supresión, pueden condicionar a la aparición 
de infecciones oportunistas, un antecedente 
de gran importancia en pacientes con onico-
micosis es la DM2 (27,28).

Con relación al examen directo mico-
lógico, se pudo determinar que un 55,1% 
de los casos fueron positivo a la presencia 
de estructuras fúngicas. Resultados simila-
res han sido reportados por otros autores 
utilizando diferentes tinciones, tales como 
KOH y clorazol (29). Por otro lado, el cultivo 
micológico fue positivo en 16,3% de los ca-
sos, todos correspondientes a T. rubrum. A 
pesar de que el cultivo ha sido considerado 
como el estándar de oro para el diagnósti-
co de las onicomicosis, por diferenciar a las 
especies involucradas; en contraste con la 
microscopía óptica, este método tiende a 
ser inconsistente, por su sensibilidad, que 
oscila entre 25 y 80% (9,17,29). Esto puede 
deberse principalmente, al muestreo; en la 
actualidad se han reportado dos metodolo-
gías, la del raspado del lecho ungueal y la 
técnica de perforación vertical. En diversos 
estudios comparativos de ambas técnicas se 
ha encontrado que la perforación vertical 
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es estadísticamente mejor que el raspado 
del lecho ungueal, lográndose aumentar la 
sensibilidad del examen directo y del cultivo 
(21). En el presente estudio, la baja sensibi-
lidad del cultivo pudo deberse a la técnica 
del raspado, en tal sentido, podría realizarse 
el estudio utilizando la técnica de perfora-
ción vertical y comparar los resultados. Sin 
embargo, Bonifaz y col. 2013 reportaron que 
se obtienen mejores resultados al aplicar la 
técnica de raspado en comparación a la de 
perforación vertical (30). Otros problemas 
asociados a la baja sensibilidad del cultivo 
podrían ser el tratamiento médico previo 
que tienen los pacientes generando falsos 
negativos o la contaminación que se presen-
ta en los mismos (31). En este trabajo, los 
resultados obtenidos son comparables a los 
obtenidos por Nazar y col. (32) y Pérez y col. 
(33), los cuales reportaron que T. rubrum 
fue el más frecuente en muestras de pacien-
tes con diagnóstico clínico de onicomicosis. 
Lo cual podría ser consecuencia del grado 
de penetración de las hifas de esta especie, 
en los queratinocitos ungueales, causando 
daño severo en el estrato córneo (34).

La detección molecular se realizó por 
PCRm, se utilizaron cebadores para la am-
plificación de la ITS específicas de T. ru-
brum y T. mentagrophytes, siendo estas es-
pecies las más frecuentes en nuestra región 
(5,6). Estas secuencias específicas diver-
gentes permiten la detección de estas es-
pecies muy similares genéticamente (16). 
Para la detección de otras especies de der-
matofitos, se amplificó el gen de la QSI, el 
cual es altamente conservado en todas las 
especies de dermatofitos (16). Al realizar la 
PCRm, se pudo determinar que T. rubrum 
fue el dermatofito más frecuente (26,53%) 
seguido de T. mentagrophytes (8,2%) y un 
4,1% de otros dermatofitos. Resultados si-
milares fueron reportados por Spiliopou-
lou y col. (35). quienes realizaron raspado 
de uñas en pacientes con sospecha clínica 

de onicomicosis, encontrando una detec-
ción por PCRm positiva para dermatofitos 
en 30,1% de los casos, además de detectar 
como agente predominante a T. rubrum 
(37). Por otra parte, Petinataud y col. (38) 
reportaron 34,4% de los casos positivos 
para dermatofitos por PCRm y solo 16,7% 
obtenido por el cultivo. 

En el presente estudio, la PCRm pre-
sentó una alta sensibilidad (97%) y especi-
ficidad (73%), estos resultados concuerdan 
con los reportados en la literatura, encon-
trándose que la sensibilidad de la PCRm 
oscila entre un 85 y 97%, (12,13,39,40) al 
utilizar como referencia estándar, las mues-
tras positivas en el cultivo, en el directo 
micológico o de ambos métodos. Además, 
estos resultados son similares a los repor-
tados por Verrier y col. (41) quienes evi-
denciaron al agente infeccioso por PCR, 
en el 74% de los casos de muestras sospe-
chosas de onicomicosis. Demostrando que 
la PCRm es una herramienta diagnóstica 
más sensible en la identificación de las es-
pecies involucradas en esta patología. Esta 
técnica puede realizarse de manera efecti-
va en poco tiempo, en comparación con el 
cultivo, el cual requiere de varias semanas 
para obtener un resultado (12,13,41). Adi-
cionalmente, la PCRm presenta un mayor 
costo en comparación con el cultivo mico-
lógico, pero es mucho más efectiva y rápida 
al momento de la prevención de las conse-
cuencias derivadas del diagnóstico errado 
de las onicomicosis (13,42). La prueba de 
la razón de verosimilitud realizada, indicó 
que el modelo estimado es significativo (X2 
=13,816; p=0,001). 

En conclusión, la PCRm presentó una 
alta sensibilidad y especificidad, además de-
tectar especies que no fueron aisladas por 
cultivo micológico. Siendo esta investiga-
ción uno de los primeros trabajos realizados 
en territorio venezolano y, por lo tanto, sien-
ta las bases para futuros estudios.
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