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1. RESUMEN DEL TRABAJO

Las micosis pulmonares aumentan en proporcion a la cantidad de pacientes
inmunocomprometidos en todo el mundo, para lograr una recuperacion oportuna de los
hongos a partir del material bioldgico de los pacientes, es importante el uso de un método
eficaz que permita establecer su presencia en éste, asi como su desarrollo in vitro, es por
esto que se propone el uso y validacion de un nuevo método con una solucién de N-
acetil-L-cisteina (NAC) al 3 %, debido a que contiene en su estructura un grupo tiol (SH)
genera una accion mucolitica, esto permite la disolucion y fluidificacion de las muestras
pulmonares viscosas, su caracter acido favorece el desarrollo del hongo y su poder
bacteriostatico es una caracteristica importante debido a que disminuye la microbiota
habitual al igual que las bacterias patdégenas que se encuentran en el tracto respiratorio
superior, permitiendo el desarrollo y viabilidad del agente etiologico, mejorando su
identificacion para su diagndstico y tratamiento. Las muestras pulmonares por lo general
son muy viscosas, esto se debe a la gran cantidad de proteinas que contienen,
principalmente mucina, para contrarrestar este inconveniente se utiliza KOH al 10 %, que
por su caracteristica fuertemente alcalina ayuda a degradar las proteinas dando como
resultado una vision al microscopio de estructuras micoticas mas clara, sin embargo,
presenta el inconveniente de inhibir el desarrollo del agente etioldégico, ya que esta
sustancia cambia el pH 6ptimo del medio, lo que imposibilita el desarrollo in vitro del
hongo y el diagnostico correcto o bien genera informacion incompleta. Se realizara un
estudio comparativo, experimental, descriptivo, analitico, transversal, a muestras
pulmonares (esputo, lavado bronquial, liquido pleural, etc.) con los resultados
comprobaremos si la solucion de NAC al 3 % funciona de mejor manera en muestras con
exceso de mucina o provenientes de muestras pulmonares tanto en examen en fresco
como en el cultivo comparandolas contra el estandar de oro Hidréxido de potasio (KOH)
al 10 %.

Palabras clave: N-acetil-L-cisteina, hidroxido de potasio, mucolitico, micosis

pulmonares.



1. ABREVIATURAS

NAC: N-acetil-L-cisteina

ADS: Agar Dextrosa Sabouraud.

DP: Derrame Pleural.

EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva cronica.

IRC: Insuficiencia Respiratoria Cronica.

KOH: Hidroxido de Potasio.

DMSO: Dimetilsulféxido

LB: Lavado Bronquioalveolar.

SIDA: Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida.

SNC: Sistema Nervioso Central

TB: Tuberculosis.

VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana.

API: Aspergilosis pulmonar invasiva

TAC: Tomografia axial computarizada

IDR: Intradermorreaccion

AR: Artritis reumatoide

DM2: Diabetes mellitus tipo 2



3. INTRODUCCION

3.1 Planteamiento del problema

Las muestras pulmonares por lo general son muy viscosas, esto se debe a la gran
cantidad de proteinas que contienen, principalmente mucina, este es un grave problema
cuando se procesa la muestra, ya que los hongos se quedan atrapados en la red de
proteinas y moco que existe en una muestra pulmonar lo que impide su vision y
desarrollo, generando falsos negativos, las técnicas actuales como el hidroxido de
potasio (KOH) al 10% impiden ofrecer resultados adecuados que permitan implementar
un correcto diagnéstico y tratamiento ya que por su alcalinidad y efecto aclararte solo
permite observar estructuras micéticas en el estudio microscopico de forma aceptable,
sin embargo no se puede adicionar al medio de cultivo puesto que inhibe el desarrollo de

los microorganismos implicados.

3.2 Justificacion

Se pretende utilizar y validar un nuevo método para mejorar la viabilidad y desarrollo de
los hongos, con una solucién de NAC al 3 %, que por sus caracteristicas de tener un pH
acido y propiedades mucoliticas puede clarificar la muestra, es decir; disolver las
proteinas de mucina, con esto; liberar las estructuras micéticas que impiden la vision y el
desarrollo de los hongos, para su posterior identificacion; ademas es bacteriostatico, esto
contribuye a disminuir la microbiota habitual junto con las bacterias patégenas que se
encuentran en el tracto respiratorio superior, permitiendo un mejor desarrollo y viabilidad
del hongo in vitro sin competencia de nutrientes en el medio de cultivo, ni contaminacion

bacteriana.



3.3 Hipotesis

Si el uso de NAC permite disolver las fibras de mucina, entonces sera mejor la
recuperacion y sensibilidad que en muestras que no sean tratadas con agentes

mucoliticos o en los que se utilice KOH al 10%.

3.4 Objetivo general

Validar el uso de NAC al 3% para disminuir la viscosidad de muestras con contenido
excesivo de mucina, comprobar su efectividad mucolitica en examenes en fresco y

recuperacion de agentes etioldgicos, comparandolo con el uso de KOH al 10 %.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Evaluar la efectividad del uso de NAC para estudios micoldgicos (examenes en
fresco y cultivos) en muestras pulmonares que se refleje en un diagnéstico mas
preciso.

¢ Implementar un nuevo método de procedimiento utilizando NAC para examenes
en fresco y cultivo en el diagndstico micologico en muestras biolégicas con alta
viscosidad.

e Evaluar la viabilidad de los hongos, disminuyendo la contaminacion bacteriana
presente, al sembrar las muestras en medios rutinarios (agar dextrosa de
Sabouraud (ADS) y ADS con antibiéticos (Micosel ®) logrando asi su reproduccion

para posterior identificacion.



4. ANTECEDENTES

4.1 Aparato respiratorio

El aparato respiratorio consiste en las vias aéreas; nariz, faringe, laringe, traquea,

bronquios y pulmones. (")

La laringe esta constituida por cartilagos y ligamentos, la traquea es un tubo fibromuscular
flexible y dilatable de 10 cm de longitud y 2.5 cm de diametro reforzado por 16-20
cartilagos traqueales, los pulmones derecho e izquierdo son dos sacos aéreos conicos
semejantes a una esponja y estan fijados por el pediculo del mediastino y sostenidos
hacia abajo por el diafragma, estan formados por muchas cavidades aéreas de pared
delgada y pequenas llamadas alveolos, en cuyas paredes se oxigena la sangre. Una
membrana de revestimiento delgada y adherente llamada pleura ayuda a disminuir la

friccion durante los movimientos respiratorios. ?)

Cada pulmon tiene la forma de un semicono con vértice superior y una base inferior. Se
pueden describir: tres caras: costal, mediastinica y diafragmatica, Un vértice, dos bordes:
anterior e inferior y una base o circunferencia, inferior. Cada pulmén esta profundamente
separado por las fisuras interlobares, que lo dividen en partes desiguales, los l6bulos

pulmonares, tres en el pulmon derecho y dos en el izquierdo. ©.

Las vias de aire del sistema respiratorio se dividen en dos zonas funcionales. La zona
respiratoria es la region donde ocurre el intercambio de gases e incluye los bronquiolos
respiratorios y los sacos alveolares terminales. La zona de conduccién incluye todas las
estructuras anatomicas a través de las cuales pasa el aire antes de llegar a la zona
respiratoria. El aire entra en los bronquiolos respiratorios desde los bronquios terminales;
estos reciben el aire proveniente de las vias respiratorias de mayor tamafo, que se
forman a partir de ramificaciones sucesivas de los bronquios primarios derecho e
izquierdo, estas vias son continuas con la traquea, situada en el cuello enfrente del
esofago, el aire entra en la traquea desde la faringe, que es la cavidad detras del paladar
que recibe el contenido de las vias oral y nasal. Sin embargo, para que le aire salga o

entre de la traquea y los pulmones. Debe pasar por una abertura parecida a una valvula



llamada glotis entre los pliegues vocales. Los pliegues ventricular y vocal forman parte

de la laringe, que controla la entrada de la traquea. ().

El moco secretado por células de la estructura de la zona de conduccion sirve para
atrapar particulas pequefas del aire que se inspira, desempefa una funcién de filtraciéon
por cilios que se mueven de una manera coordinada para mover el moco hacia la faringe
donde puede ser expectorado. Como resultado hay una funcidn de filtracién, las

particulas de mas de 6 um no entran a la zona respiratoria de los pulmones. ().

Figura 1.- Zonas de conduccion y respiratoria del sistema respiratorio. Tomado de Stuart F. Fisiologia humana. 122 ed. México:
McGraw-Hill; 2011.

El sistema respiratorio es el sitio de intercambio de gases entre el aire y la sangre, esto

ocurre en las paredes de los alveolos respiratorios.

El termino respiracion incluye tres funciones

1.- ventilacién (respiracion)

2.-intercambio de gases: entre el aire y la sangre en los pulmones y otros tejidos.

3.- utilizacion de oxigeno: por los tejidos de las reacciones liberadoras de energia de la

respiracion celular. (")



4.2.1 =Vias de entrada de una infeccion micotica

La infeccion micética pulmonar se produce de dos maneras, la mas comun es la
inhalacion de las esporas fungicas y su posterior desarrollo en el parénquima pulmonar.
Solo aquellas esporas que sean capaces de llegar a los sacos alveolares se pueden
implantar y atravesar para dar lugar a un proceso invasivo, siempre y cuando resistan los
mecanismos de defensa del hospedero *). Se le conoce como entrada exdgena; sin
embargo, en la microbiota normal del tracto respiratorio tenemos microorganismos como
Candida albicans y Geotrichum candidum que en ciertas condiciones pueden actuar
como oportunistas y generar una infeccion pulmonar, a este tipo de infeccion se les

conoce como entrada endogena. (49

4.2.2 Factores de riesqo asociados a micosis pulmonares

Las infecciones pulmonares por hongos levaduriformes y mohos son cada vez mas
comunes, Las micosis pulmonares son un grupo de enfermedades debidas de un modo
primario o secundario a la infeccién por hongos. ®) Las formas primarias se caracterizan

por la infeccion de los pulmones como primer punto de entrada, a través de la respiracion.
(5)

Existen factores relacionados con el incremento en la frecuencia de las micosis
pulmonares, en el caso de micosis oportunistas debe existir algun factor de riesgo que
predisponga el desarrollo de estas patologias, estos factores son principalmente
procesos debilitantes, inmunodeficiencias primarias o adquiridas que comprometen y

debilitan la inmunidad celular. 45

Clasicamente se han determinado dos categorias en las infecciones por hongos: una
relacionada con la virulencia del microorganismo, por lo que se denominan patégenos
primarios y otra relacionada con el estado de inmunidad del hospedero, que son los
llamados hongos oportunistas. Cualquiera de estos puede infectar de manera oportunista

a individuos afectados por alguna inmunosupresion. (7-8)



En la inmunodepresidn debida a trasplantes de higado, corazén y pulmon es frecuente el
desarrollo de aspergilosis; en trasplantados renales, histoplasmosis e infeccién por
mucorales (antes Zygomycetes) ahora Glomeromycetes ©®), en enfermos con SIDA es
mas frecuente criptococosis, histoplasmosis, neumocistosis y paracoccidioidomicosis;
pacientes con estados severos de neutropenia, candidosis. ?10 Factores locales
inherentes al propio pulmon, tales como ruptura de las barreras fisiologicas defensivas,
los cuales favorecen las infecciones micoéticas, por ejemplo, las cavidades residuales por
tuberculosis (TB,) los quistes, la ventilacion mecanica prolongada, pacientes con

enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) severa, etc. (1911
ESTADOS RELACIONADOS CON MICOSIS PULMONARES

¢ Neutropenia severa.

e Tratamiento antineoplasico (citostaticos, radioterapia).

e Tratamiento esteroideo.

e Trasplantes de corazon, pulmon, higado, rifidn.

e Trasplantes de médula 6sea.

e SIDA.

e Tratamiento antibiético prolongado.

e Factores locales: cavidades, quistes, bulas, fistula, bronquiectasias,

enfermedades fibroquisticas, EPOC, ventilados. (10

4.2.3- Cateqorias de las infecciones micoéticas pulmonares

Las enfermedades causadas por hongos se clasifican dentro de dos categorias, que se
basan en la interaccion de dos factores: la virulencia inherente del hongo y la adecuacion

constitucional del hospedero. (19).

Los hongos patdgenos primarios tienen la capacidad de vencer los mecanismos de
defensa del hospedero, produciendo enfermedad en los individuos sanos
(inmunocompetentes) y dando lugar a infecciones particularmente graves en los

pacientes inmunodeprimidos.
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Estos hongos se encuentran restringidos a areas geograficas concretas y tienen la
capacidad genética de modificar su morfologia, metabolismo, estructura y forma de
reproduccion para adaptarse al ambiente hostil de los tejidos del hospedero, pasando de
hongos filamentosos, (cuando crecen en su nicho ecoldgico natural), a levaduras
(dimorfismo fungico) o a otras estructuras no levaduriformes, como las esférulas de
Coccidioides posadasii (dimorfo-bifasico), las esporas son inhaladas y penetran en el
organismo. “°% Puesto que su implicacion como agentes de micosis invasoras
pulmonares es indudable, siempre que se aisle cualquiera de estos hongos en un
enfermo con manifestaciones clinicas compatibles, el diagndstico de infeccidn fungica se

confirma. @

Por el contrario, los hongos oportunistas tienen un poder patégeno escaso y solo
producen enfermedad en pacientes con alguna enfermedad de base que condicione un
defecto del sistema inmunitario o de los mecanismos de defensa inespecificos; son
hongos ampliamente distribuidos por la naturaleza, siendo comun el encontrar sus
esporas en el aire o el suelo de cualquier lugar. La gran ubicuidad de estos hongos,
dificulta el diagnodstico microbiolégico de las micosis invasoras oportunistas del tracto
respiratorio inferior, siendo dificil diferenciar entre un verdadero proceso invasor, una
colonizacion o una contaminacion. Los criterios microbiologicos sélo proporcionan un
diagndstico de probabilidad o posibilidad de infeccion fungica invasiva, requiriéndose
para diagnostico de seguridad la demostracion histopatoldgica del hongo invadiendo el

pulmoén aunado con la patologia clinica que represente alguna micosis invasiva. )

4.3 Agentes etiologicos

La primera categoria incluye las infecciones causadas por hongos patégenos primarios:
Histoplasma, Coccidioides, Blastomyces y Paracoccidioides, principalmente. El segundo
grupo de infecciones se denomina oportunista debido a que los microorganismos que
incluye tienen una virulencia inherente muy baja y que las defensas de los pacientes
deben estar muy disminuidas antes de que se establezca la infeccion (2. El
establecimiento de estas infecciones depende primero de que se haya alterado la

resistencia del hospedero, mas que del tamafio del indculo (12,

11



La virulencia es una propiedad del patégeno, modulada por la susceptibilidad y
resistencia del hospedero. El daino al hospedero puede resultar de la accion directa del

patdgeno o de la respuesta inmune del hospedero (13).

Principales agentes de micosis pulmonares invasivas. ()

Hongos patdégenos primarios

0 Histoplasma capsulatum var. capsulatum
Blastomyces dermatitidis
Coccidioides immitis y posadasii

Paracoccidioides brasiliensis

O O O O

Talaromyces marneffei

0 Sporothrix schenckii
Hongos oportunistas

o Aspergillus fumigatus
Aspergillus flavus
Pneumocystis jirovecii
Lichtheimia corymbifera
Rhizopus arrhizus
Scedosporium apiospermum
Cryptococcus neoformans
Fusarium solani

Candida albicans y no albicans

O O 0O 0O 0O o o o o

Geotrichum candidum y Saprochaete capitata -5

12



4.3.1 Epidemiologia

La epidemiologia de las infecciones fungicas humanas ha evolucionado
considerablemente en las ultimas 4 décadas, debido a la creciente prevalencia de
pacientes inmunocomprometidos en todo el mundo, como consecuencia de la
propagacion del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), asi como el aumento de la
inmunosupresion debida a los tratamientos con quimioterapia para las neoplasias
malignas, los trasplantes de 6rganos y células madre y el uso de agentes biolégicos como

el factor de necrosis tumoral (TNF).“)
Estos factores han dado lugar a un riesgo de infecciones fungicas oportunistas,

incluyendo hongos que hasta ahora se consideraban poco virulentos, tanto hialinos como

melanizados o dematiaceos. ©)

4.4 Factores de respuesta de tracto respiratorio

El tracto respiratorio funciona como una red para la distribucion del aire que inspiramos,
formada por tubos que se ramifican ademas de la disminucion progresiva del diametro
hasta alcanzar los sacos alveolares, por lo que todo el tracto respiratorio actia como una
red que filtra esporas y las retiene, junto con la mayoria de las particulas que acompanan
a los mas de 8.000 litros de aire que diariamente se mueven por los pulmones. La
anatomia del tracto respiratorio desempefia un papel muy importante en este mecanismo
de defensa. En el tracto respiratorio superior se retienen las particulas de gran tamafno
(de 10-20 um), que impactan en la superficie mucosa nasofaringea; a medida que el aire
avanza por el tracto bronquial, se disminuye la velocidad, lo que junto a la reduccion del
diametro de las vias aéreas y a las turbulencias que se producen en cada bifurcaciéon
bronquial, hace poco probable que las esporas puedan llegar a regiones distales sin
mantener contacto con la pared de los bronquios y ser atrapadas en el sistema mucociliar.

Existe una zona limite de penetracion en funcién del diametro que poseen las esporas,

13



de tal modo que sélo las esporas con un diametro inferior a 3-4 um pueden alcanzar los

sacos alveolares y depositarse por sedimentacion. 4.

Por otra parte, el moco protege la mucosa laringea y traqueo bronquial frente a
agresiones quimicas, bioldgicas y fisicas. Las células caliciformes de la mucosa y las
glandulas submucosas segregan el moco para favorecer el drenaje, la actividad ciliar y la
tos. Los expectorantes y mucoliticos favorecen la secrecién de moco e incrementan el
volumen de agua, lo que favorece su expulsion, ya que el contenido de esta es
determinante en la visco-elasticidad del moco. El moco de las vias respiratorias es
principalmente el producto de dos genes de mucina, el MUC5AC y el MUC5B1. ("% De
estos genes se logran configurar las apoproteinas, que posteriormente son fuertemente
glucosiladas y dan lugar a glucoproteinas maduras o mucinas con alto peso molecular,
que confieren al moco sus caracteristicas propiedades tipo gel o muy viscosas. (2, Estas
mucinas se encuentran almacenadas en granulos de células caliciformes que se pueden
segregar rapidamente para proteger el epitelio de agresiones externas. En las
enfermedades respiratorias crénicas, puede producirse una hipertrofia de las glandulas
submucosas y una hiperplasia de células caliciformes, (419), Es por ello que en los Ultimos
afios la NAC se ha utilizado ampliamente en el campo de la medicina respiratoria como

agente mucolitico. (14
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4.5 Principales Micosis Pulmonares por oportunistas

4.5.1 Asperqgilosis

Es la principal micosis pulmonar en pacientes criticos. ('®) es un hongo distribuido en el
suelo asociado a restos organicos en putrefaccidn, polvo y alimentos. También ha sido
aislado en sistemas de ventilacion de hospitales incluso en medios asépticos. Existen
unas 200 especies, pero s6lo algunas son patéogenas para el hombre. Destacan las
especies: Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus niger y Aspergillus
terreus. 1718 Se adquieren por inhalacién de conidios, pero la actividad de los macréfagos
alveolares y neutréfilos es capaz de erradicarlas en situacion de competencia inmune. La
patologia se desarrolla por deterioro de esa linea defensiva o, inhalacién excesiva de
conidios como ocurre en derrumbes, catastrofes graves o cercanias a zonas de
construccion. () Se describen diferentes formas clinicas pulmonares, entre las que
destacan: aspergilosis pulmonar invasiva (API), aspergilosis crénica y aspergiloma. Las
caracteristicas del enfermo determinan el tipo y la gravedad de la enfermedad; estados
de inmunosupresion grave y generalizada como la neutropenia prolongada, se asocian
con cuadros invasivos agudos, mientras que estados de inmunosupresion moderados y

localizados, como la presencia de cavernas, favorecen formas como el aspergiloma. (16.19)

FIGURA 2. Relacion entre el grado de deterioro inmunolégico y el tipo de aspergilosis pulmonar. Tomado de Curbelo J, et al.
Actualizacion sobre Aspergillus, Pneumocystis y otras micosis pulmonares oportunistas. Arch Bronconeumol. 2015.
http://dx.doi.org/10.1016/j.arbres.2015.02.010
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e Aspergilosis pulmonar invasiva (API)
Entidad clinica poco frecuente y de mal pronéstico, cerca del 30% de los casos no se
confirma y puede ser nosocomial, se asocia a pacientes inmunosuprimidos con
neutropenia (menor a 500 neutréfilos/mm?3).®) hay invasion vascular y tropismo vascular;
(16) se invade el parénquima pulmonar con infiltrados basales y después se disemina. ©
Cursa con fiebre, tos, expectoracién mucopurulenta, hemoptisis, disnea y dolor pleural.
En las radiografias se observan lesiones nodulares periféricas multiples o unicas, puede
haber cavitacion, areas de vidrio despulido, se presenta el signo del halo que es un

espacio de aire con zonas hemorragicas alrededor de los nédulos. 16)

e Aspergiloma
Los aspergilomas son bolas fungicas compuestas de hifas entrelazadas con el moco y
rodeadas de fibrina, y detritus celular, estas se desarrollan en el interior de antiguas
cavidades o espacios formados por tuberculosis, abscesos, carcinomas etc.,
clinicamente tiene un curso asintomatico al principio y cuando se empieza a formar el
aspergiloma los pacientes presentan tos; a veces mucopurulenta y hemoptisis recurrente;
en la TAC (tomografia axial computarizada) y tomografias simples se observan
opacidades en el l6bulo superior, a esta opacidad con un halo se le llama “signo de
Monod” (media luna, espacio de aire creciente, bola fungica), tiene un margen como si

fuera un anillo o circulo de aire que rodea la masa fungica. (%1617

e Aspergilosis cronica

Es un proceso destructivo cronico e indolente habitualmente producido principalmente
por A. fumigatus. En este caso existe invasion tisular del pulmén afectado y no
precisamente de una cavidad preexistente. Se diferencia de la aspergilosis invasiva en
Su curso cronico, lenta evolucion (meses o afos) y en la ausencia de invasion vascular o
diseminacion hematdgena a otros érganos. Afecta a personas de edad media o0 avanzada
con patologia respiratoria previa. (16.17)

También se ha descrito en pacientes moderadamente inmunodeprimidos (diabéticos,
desnutridos, en tratamiento esteroideo, artritis reumatoide). La sintomatologia es
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inespecifica (fiebre, tos, expectoracion, pérdida de peso), todo ello de larga evolucion. La
radiografia evidencia infiltrados fibrocavitarios en lobulos superiores o0 segmentos
apicales de lébulos inferiores. (17)

La clasificacion mas aceptada subdivide la aspergilosis pulmonar crénica en 3 formas:
cavitaria, necrosante o necrotizante, y fibrosante. Las caracteristicas del paciente y la
eficacia de su sistema inmune determinan el subtipo clinico. (16)

Los hongos principalmente aislados son A. fumigatus, A. flavus, A. niger y A. terreus.
(16,17.19) E| mas frecuente es A. fumigatus, esto se debe a su virulencia y caracteristicas
ya que tiene conidios muy pequeinos, con diametros que se aproximan a 2-3 ym los
cuales atraviesan alveolos pulmonares, ademas tiene factores de virulencia como
adhesinas, hidrofobicidad, presencia de pigmentos de la pared celular con actividad
antioxidante incluye defensas antioxidantes, como el manitol (captador de hidroxilo),
catalasas (captador de H,0,) y superoxido dismutasas, asi como enzimas, como

fosfolipasas y proteasas que le ayudan a suprimir la funcion inmune y destruir tejidos. (19

4.5.2 Candidosis

Es producida por hongos levaduriformes enddégenos, cosmopolitas, saprofitos de la piel
y el tubo digestivo desde donde puede volverse invasivo en situaciones especiales
(tratamiento antibiotico, corticoides e inmunosupresores). La especie mas frecuente es
Candida albicans, aunque otras también son encontradas frecuentemente y son
potencialmente patdégenas (Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida krusei o

Candida parapsilosis). (5:18.20)

e Candidosis broncopulmonar
Es una enfermedad cronica y frecuente en pacientes inmunosuprimidos, se caracteriza
por la presencia de tos constante con expectoracion mucoide y gelatinosa, la parasitacion
se presenta en el arbol bronquial, la radiografia puede ser normal o en ocasiones se
observa engrosamiento peribronquial, Radiolégicamente se presenta como infiltrados

bronconeumonicos y es propia de recién nacidos y prematuros. ¢:17)
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e Candidosis pulmonar
Es rara y menos frecuente, de un curso mas agudo y grave, se caracteriza por un ataque
al estado general del paciente y se presentan junto con padecimientos que abaten la
respuesta inmune, el paciente presenta abundante tos con expectoracion mucoide y
sanguinolenta, disnea y fiebre nocturna, se llegan afectar los I6bulos pulmonares y cursa
con derrame pleural, la radiografia muestra opacidades en parche similares a las de una

bronconeumonia y en casos graves se observan infiltrados que afectan todo el pulmoén.
6)

Es importante mencionar que Candida spp. es habitante normal del tracto respiratorio,
llegan a encontrarse hasta en un 50% en pacientes con tuberculosis pulmonar, 25% en
pacientes hospitalizados y 10% en individuos sanos. )

Por esto el diagnostico de candidosis pulmonar es controvertido; aunque se aisla
frecuentemente de las muestras de esputo y en la broncoscopia es dificil asegurar si un
cultivo positivo es consistente con un patégeno responsable de neumonia o si ocurre
como contaminante, incluso en unidades de pacientes criticos. No existe una prueba
valida para el diagndstico de infeccidn por Candida spp; por tanto, el diagndstico definitivo
se basa en su demostracion histolégica en tejido pulmonar normalmente estéril. Sin
embargo, el uso de criterios estrictos para definir la infeccion fungica podria infraestimar
su prevalencia. Casi todos los pacientes con infeccién fungica aguda son tratados
inicialmente como una neumonia bacteriana, o que conduce a una mala evolucién clinica
y a un tratamiento antifiingico tardio. (29

Es importante contar con el aislamiento de el o los agentes etiolégicos ya que se han
encontrado en los ultimos afios pacientes con candidosis mixtas, la existencia de mas de
una especie de Candida en las muestras tiene efectos importantes en la respuesta
terapéutica, tipo de antimicoticos administrados y en el tiempo del tratamiento, asi como
complicaciones en el cuadro clinico, ") ya que cepas como C. glabrata 'y C. krusei son
resistentes intrinsecamente al fluconazol ademas que C. lusitaniae, C. guilliermondii son

resistentes a la anfotericina B. (18)
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4.5.3 Criptococosis

La criptococosis es una infeccién micética, producida principalmente por el complejo
Cryptococcus neoformans y Cryptococcus gattii, C. neoformans afecta principalmente a
personas inmunocomprometidas y C. gattii a pacientes inmunocompetentes expuestos a
el nicho ecologico del hongo. %223 C. neoformans es una levadura capsulada, de
distribucion mundial (se encuentra en los suelos contaminados por excreta de aves, sobre
todo palomas). ('”) El principal factor de riesgo es la infeccion por VIH, especialmente con
niveles de linfocitos CD4 por debajo de 100 células/mm3, dominando el cuadro clinico la
afectacion del SNC. En otros estados de inmunosupresion, como las enfermedades
pulmonares cronicas, pacientes con corticoterapia prolongada o receptores de trasplante
de dérgano sélido, producen un cuadro de predominio respiratorio. En el caso de C. gatti
se produce afectacion pulmonar incluso en inmunocompetentes. (16:23)

La via respiratoria es la entrada para producir un cuadro clinico: meningitis y
meningoencefalitis. Sin embargo, su transito pulmonar puede ser bloqueado por una
reaccion inmune celular y desarrollo de granulomas, o en caso de inmunodepresion,

producir invasion. (16:23)

e Criptococosis pulmonar
Es una entidad clinica que cursa de manera asintomatica, se detecta por serologia a
través de anticuerpos por inmunofluorescencia indirecta, la criptococosis leve simula un
cuadro gripal, acompanado de tos, fiebre y dolor pleural, cuando el proceso se intensifica,
la fiebre es mas constante; hay pérdida de peso, astenia, adinamia y hay tos con esputo
mucoide y hemoptisis, La infeccidon pulmonar puede conducir a variedades de imagenes
tales como: Nédulos fibroticos subpleurales de alrededor de 1 cm (Unicos o multiples);
lesiones granulomatosas de mayor tamano de hasta 6 cm que pueden cavitarse
(criptococomas), Diseminacién miliar en ambos pulmones, Infiltrados intersticiales. La

presencia de adenopatias o el derrame pleural son infrecuentes. Son facilmente
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identificables con tinciones especiales en los tejidos afectos (PAS, azulalcian,
mucicarmin). (5:17.20)

La criptococosis no forma linfodenopatias hiliares y en general no afecta el mediastino. ©

4.5.4 Mucormicosis

Enfermedad producida por hongos del orden de los mucorales. Los géneros mas
implicados son: Rhizopus, Mucor y Rhizomucor. Se adquiere por inhalacién o a través de
soluciones de continuidad en piel y mucosas. Producen rapida invasion vascular,
trombosis y necrosis secundaria. (16:24)

Se observa en pacientes neutropénicos, leucémicos, linfomatosos, con trasplantes de
organos, tratados con corticosteroides, tratamiento con deferoxamina, sobrecarga de
hierro, SIDA y en el mayor de los casos con pacientes diabéticos descompensados mas

comun en la variedad clinica (rino-orbito-cerebral). (5:25.26)

e Mucormicosis pulmonar
Las personas susceptibles inhalan esporas de estos hongos en el aire, lo que resulta en
mucormicosis pulmonar primaria y a veces secundaria a casos rinocerebrales. Se puede
diseminar via sanguinea o linfatica. Las caracteristicas clinicas de la mucormicosis
pulmonar son neumonia no especifica. El sintoma mas comun persiste fiebre alta (> 38 °

C), tos, hemoptisis y dolor en el pecho. (%25

La forma rinocerebral destaca en pacientes diabéticos con cetoacidosis, en tanto que la
forma pulmonar predomina en pacientes hematologicos con neutropenia. La afectacion
pulmonar se comporta como una neumopatia intersticial micro nodular muy grave y
rapidamente invasiva. Tiene una mortalidad cercana al 80%, ademas presenta alta
capacidad para producir cavitacion e invasion que puede afectar al pericardio, la pleura,
el mediastino y la pared toracica. Al igual que Aspergillus, también puede producir

afectacion endo bronquial y obstruccion de vias aéreas. Los hallazgos radiolégicos son
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muy variados: infiltrados, nodulos, cavitaciones, atelectasias, derrame pleural y
linfodenopatias mediastinicas. Con las cavitaciones produce el fendmeno del halo
producido también por Aspergillus sp. Pero este es diferente y se conoce como halo
inverso, el cual se observa como una circunferencia en forma de vidrio despulido; algunos
datos orientativos de mucormicosis son: mayor afectacion rinosinusal, palatina o facial, o
presencia de inflamacién del tejido subcutaneo toracico. Respecto a los hallazgos
radiolégicos la presencia de mas de 10 ndodulos y el derrame pleural son factores
asociados a mucormicosis que a API. Asi mismo, el galactomanano y el 1,3-D-glucano
son negativos en esta micosis. El diagnostico lo aportan los cultivos respiratorios o
biopsias. Dado que su presencia en muestras respiratorias es poco habitual, su

aislamiento en un contexto clinico adecuado se considera de caracter diagnéstico. (:16)

4.5.5 Hialohifomicosis

Es causada por hongos filamentosos, tabicados y hialinos (sin pigmento), son hongos
patdgenos excepcionales algunos de los mas importante son: Fusarium spp.,
Scedosporium boydii., Acremonium spp., Sarocladium spp., Paecilomyces variotii,

Purpureocillium lilacinum, Scopulariopsis brevicaulis, entre otros. ©)

La fusariomicosis es la mas comun y los principales agentes etiolégicos son (F. solani, F.
oxysporum y F. verticillioides) la primera se considera la mas virulenta, su principal factor
de predisposicidn es la neutropenia, las variedades clinicas que se reportan son: la
neumonia en un 50 %, afeccion cutanea, fungemia, e infeccion diseminada. 42627) Para
los casos por Scedosporium boydii se considera que es un patdégeno primario de baja
virulencia, se asocia a neutropenia y su principal patologia son el micetoma eumicético
blanco, la neumonia, ademas de sinusitis y parasitacion del tabique nasal, en pacientes
muy inmunosuprimidos se disemina y genera cuadros de fungemia. Otros hongos que
causan patologias fungicas en el pulmén son Acremonium, Sarocladium, Paecilomyces,
Purpureocillium, Scopulariopsis y algunas cepas de Penicillium, los primeros dos se

asocian a neutropenia severa y los cuadros que generan son neumonia, meningitis,
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peritonitis y fungemia, ademas Paecilomyces variotii y Purpureocillium lilacinum generan
cuadros de celulitis, pielonefritis. Scopulariopsis brevicaulis es la especie mas comun y
genera principalmente onicomicosis, tifias de cuerpo, mano y pie en forma esporadica
produce infecciones pulmonares parasitando antiguas cavernas, ademas de abscesos
subcutaneos, infecciones peritoneales, sinusitis, otomicosis, etc. Penicillium a pesar de
tener poca capacidad patdégena y oportunista se pueden dar casos de otomicosis y
peniciliosis broncopulmonar el aislamiento del hongo se debe de hacer de forma repetida
minimo tres veces para descartar una contaminacion, aunado a la imagen parasitaria del
hongo. Las especies reportadas son Penicillium crustaceum, Penicillium glaucum,

Penicillium commune y Penicillium chysogenum. ©®

Estos hongos generan una neumonia indistinguible clinicamente a una aspergilosis, hay
una parasitacion bronquial con infiltrados alveolares o intersticiales no especificos y

nodulares o fungomas en espacios pulmonares. ©®

Establecer el diagndstico clinico de estas patologias es complejo ya que a la
histopatologia, tinciones y examenes directos se observan hifas, hialinas,
macrosifonadas, septadas que miden de 3- 6 ym indistinguibles entre si de (Aspergillus,
Fusarium, Acremonium, Scedosporium, etc.), por esto es importante realizar cultivos
repetidos de agar dextrosa Sabouraud, para descartar alguna contaminacion, e identificar
al hongo causante de la patologia ya que ciertas especies de Fusarium, S. boydii, P.
lilacinum son resistentes a Anfotericina B y algunas especies de fusarium como F.

verticillioides y Scedosporium sp. son resistentes a los azolicos como el itraconazol, ©¢:18)
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4.6 Micosis pulmonares por patogenos primarios

4.6.1 Coccidioidomicosis

Es una Micosis causada por dos especies Coccidioides immitis y Coccidioides posadasii.
Este hongo se encuentra en los estados del norte de México y sur de Estados Unidos de
América. %8 El organismo sobrevive en areas con poca lluvia (12-50 cm por afo), pocas
heladas invernales y suelos alcalinos. La infeccién ocurre por inhalacion de esporas
aerosolizadas o artroconidos y en casos raros mediante inoculacion cutanea directa.
Después de la inhalacion, los artroconidos sufren un cambio morfolégico y se convierten
en esférulas (estructuras grandes que contienen endosporas). ?°®) Es un hongo dimorfo-

Bifasico es decir pasa de una forma micelial a una no-levaduriforme (esférula). ©

e Coccidioidomicosis primaria
Se divide en asintomatica y sintomatica, la primera incluye al mayor niumero de pacientes
quienes tuvieron un primo contacto sin manifestacion clinica, solo se detecta por estudio
de intradermorreaccién positiva. La sintomatica se presenta de 1 a 3 semanas después
de haber inhalado los artroconidos, se presenta fiebre moderada, cefalea, tos seca, etc,
se confunde facilmente con una gripa banal. se forman nodulos, lesiones cavitarias,
coccidioidomas, como una respuesta a la enfermedad, los sintomas mas severos son
fiebre constante, hemoptisis, ataque al estado general, dolor pleural y derrame, artralgias,
como una respuesta de hipersensibilidad hay manifestaciones cutaneas las mas
comunes son el eritema nudoso y eritema multiforme o polimorfo exantema, adenopatias
cervicales, axilares e inguinales, etc. En casos residuales no se presenta sintomatologia
y se diagnostican por tomografias o radiografias con lesiones cavitarias, la serologia es

negativa o débil. (5.26.29)
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e Coccidioidomicosis pulmonar secundaria o progresiva
Se origina cuando hay diseminacién del foco primario, el cuadro clinico es propio de
pacientes con enfermedades o procesos debilitantes, la neumonia coccidioidea se divide
en: aguda (es mas extensa que la primaria forma cavidades y adenopatias hiliares),
persistente (existe infiltrado pulmonar y adenopatias), progresiva (la infeccidén persiste
por décadas y evoluciona con lentitud, fibronodular (la sintomatologia persiste por meses,
hay hemoptisis intensa, lesiones cavitarias, que aumentan de volumen y se multiplican
con lentitud), cavidades coccidioideas (son asintomaticas son unicas y de pared gruesa,
forman fistulas broncopleurales se obtienen formas parasitarias mixtas), lesiones
nodulares (son areas limitadas de 2-4 cm; se encuentran a nivel de parénquima pulmonar
de la parte media), adenopatias hiliares ( se observan en casos graves con infiltrado
parenquimatoso se confunden con tumores mediastinicos) y la coccidioidomicosis miliar

( es grave consiste en fiebre alta y constante, se presenta hepato y esplenomegalia). ©

4.6.2 Histoplasmosis

Infeccion sistémica causada por la inhalacion de conidios de Histoplasma capsulatum
variedad capsulatum. Es un hongo dimorfo patégeno primario que afecta en primer lugar
el pulmon, pasa de su fase filamentosa a una fase levaduriforme intracelular, se une a
las integrinas CD11 y CD18 de las membranas de neutrdéfilos y macréfagos para penetrar
al interior de estas células; los neutrdéfilos destruyen al hongo, pero en los macréfagos el
hongo sobrevive y se transporta a diversos érganos y tejidos, invadiendo preferentemente
médula 6sea, ganglios linfaticos, higado y bazo (reticuloendotelial). (5:28)

Histoplasma capsulatum se encuentra en detritus vegetal y sobre todo en guano de

murciélago y aves, se desarrolla de mejor manera en fuentes de nitrogeno y fésforo.
(5,28,30)

e Histoplasmosis pulmonar primaria
La histoplasmosis puede clasificarse como pulmonar primaria ( leve, moderada y grave),

residual de la fase primaria (histoplasmomas) y diseminada (aguda y croénica), la forma
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mas comun es la pulmonar primaria asintomatica (60-95%) y solo se diagnostica por la
respuesta intradérmica (histoplasmina) o radiolégicamente (focos de calcificacion
pulmonar) debido a que la infeccién es controlada por el sistema inmunolégico, se ha
descrito que algunas levaduras intracelulares persisten en células permisivas, debido a
que el control del sistema inmune es fungistatico mas que fungicida, por lo que se origina
una infeccidén latente, la cual puede reactivarse cuando el sistema inmune se ve
disminuido. 37

El padecimiento leve presenta un cuadro con sintomas como fiebre intermitente, cefalea
y dolores musculares que asemejan a una gripe banal. Los sintomas ocurren 15 dias
después de la exposicion, la mayor parte de los individuos se recupera de manera
espontanea durante la tercera semana. En la fase moderada los sintomas aumentan y
se presenta una neumonia atipica con un cuadro respiratorio mas marcado, hay disnea
y estertores; la fase grave se asemeja a una tuberculosis, con tos severa,
expectoraciones abundantes, hemoptisis, sibilancias y fiebres altas. En la tomografia se
observan multiples nodulos diseminados, adenopatias hiliares, lesiones cavitarias y

derrame pleural. 31

e Histoplasmoma
Su hallazgo es por radiologia o intradermorreaccién positiva a la histoplasmina, en la
radiografia se observan lesiones cavitarias de aspecto tumoral, los histoplasmomas son
nodulos solitarios de mas de 3 cm, tienen un foco central necrético y una circunferencia

encapsulada rigida y fibrosa con lesiones satélites calcificadas. (3031

e Histoplasmosis diseminada aguda y crénica
La primera de ellas es rara en México y afecta a pacientes inmunosuprimidos o nifios
menores de 10 afios, hay un cuadro respiratorio febril, con tos constante, diarrea, pérdida

de peso, anemia, leucopenia y se originan adenopatias como hepato y esplenomegalia.
(5,30)
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La histoplasmosis diseminada crénica es la forma clinica mas frecuente en Sudameérica,
se caracteriza por sintomas leves, lesiones focales y respuesta inmune efectiva mediada
por células. Puede aparecer meses o afnos después de que un paciente ha abandonado
la zona endémica, y se presenta en adultos de 40- 60 arios. 3?) empieza con pérdida de
peso, tos, expectoracion, y sin hemoptisis. Hay fibrosis y cavitacion en la radiografia. En
casos graves o con inmunosupresion como VIH se presentan granulomas solitarios en
piel, mucosas y ganglios linfaticos, afectando (laringe, faringe, boca, tabique nasal, y
genitales). La morfologia esta constituida por ulceras eritematosas, con bordes, cubiertas
por exudado blanco-amarillento, en mucosas se observan lesiones nédulo gomosas, con
micropUstulas y erosionadas. (5:30:31.32)

Es importante observar las tinciones de los examenes en fresco de material bioldgico,
observando al microscopio las levaduras de 1 a 2 ym que se encuentran dentro de los
polimorfonucleares con un halo parecido a una capsula que refringe con la luz, y saber
diferenciarlo de otras micosis que son parecidas a las levaduras de Histoplasma
capsulatum. :30:32.33) en el cultivo también es importante aislarlo ya que algunos hongos
son parecidos morfolégicamente a Histoplasma como Chrysosporium, Corynascus,
Renispora y Sepedonium, por lo que haciendo el dimorfismo con agar sangre y a una

temperatura de 37°c se puede confirmar el agente etioldgico. (32:33)

4.6.3 Paracoccidioidomicosis

La paracoccidioidomicosis es una enfermedad sistémica, patégena primaria causada por
los hongos dimorfos Paracoccidioides brasiliensis y Paracoccidioides lutzii. La micosis
afecta a individuos de cualquier edad, raza y sexo, con predominio en hombres (relacion
de 9:1) de 30 a 50 afios de edad, dedicados a labores del campo principalmente en areas
cafetaleras, %34 la via de entrada es respiratoria por inhalacion de conidios o fragmentos
de hifa, la primo infeccién se presenta de manera asintomatica y dependiendo del estado
inmunoldgico del paciente, se puede diseminar a piel, mucosas y ganglios linfaticos,

visceras, etc. (5:3%)
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e Aspectos clinicos
Se dividen en dos la primera es la forma aguda o juvenil, afecta a nifios y jovenes menores
de 30 afos, de manifestacién relativamente rapida (semanas a meses), hay fiebre,
pérdida de peso y aumento de volumen de los ganglios linfaticos, afecta el sistema
reticuloendotelial, en la radiografia podemos observar hipertrofia hiliar e infiltrados
nodulo-basales. La forma cronica afecta a varones mayores de 30 afos, su desarrollo
es lento, afecta pulmones, mucosa de tracto respiratorio, piel, ganglios linfaticos y
glandulas suprarrenales, en conjunto forman las diferentes manifestaciones clinicas
como son la paracoccidioidomicosis ganglionar, visceral, pulmonar, mixta (dos o mas

manifestaciones clinicas) y la mas comun y representativa la variedad mucocutanea.
(5,34,35)

e Paracoccidioidomicosis pulmonar

En los pacientes la primoinfeccion es asintomatica y solo se diagnostica por la respuesta
a la intradermorreaccion (paracoccidioidina) y la imagen radiolégica que demuestre
infiltrados en el pulmén. En el caso agudo cursa como una neumonia con tos,
expectoracion, en casos graves hepato y esplenomegalia, este cuadro es de mal
prondstico y se confunde con la histoplasmosis; la forma cronica es mucho mas frecuente
cursa con tos, expectoraciéon mucopurulenta y fiebre, se suele confundir con tuberculosis,
en la tomografia podemos observar infiltrados nodulares, fibrosis y cavitaciones,
mayormente bilateral, especialmente en campos basales e hiliares. ()

Es importante obtener los cultivos de esta patologia ya que pueden confundirse con
Blastomyces dermatitidis y el examen microscépico, con C. immitis y Lacazia loboi. (3%
Correlacionado la topografia y forma clinica, historia clinica, cultivo, y examen directo
podemos dar un diagndéstico seguro de esta enfermedad para brindar un tratamiento

oportuno.
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4.7 N-acetil-L-cisteina (NAC)

4.7.1 Propiedades quimicas

FORMULA QUIMICA: CsHoNO3sS 0

_ HM CH4
PESO MOLECULAR: 163.19¢g HEy\WDH
SOLUBILIDAD. Facilmente soluble en agua y alcohol;
casi insoluble en cloroformo, éter dietilico y cloruro de O
metileno

pH. MGA 0701. Entre 2.0 y 2.8. Determinar en una

solucién de la muestra (1:100). 36:37) o , o
Acido L-o—acetamido—3—mercaptopropiénico

4.7.2 Sintesis de la NAC

La NAC es el derivado N-acetilado del aminoacido natural cisteina, (3839 La obtencidn de
N-acetilcisteina se lleva a cabo acetilando el clorhidrato de L-cisteina con anhidrido
acético en medio alcalino acuoso, Este compuesto se determina analiticamente por

cromatografia liquida de alta resolucion. 0

0
HOOC NH3 CI
\[ ’ )OL j)\ - > HMJJ“EH3
H-
+ HS OH
o 0 SNy
0

4.7.3 Propiedades como mucolitico

Se utiliza como agente mucolitico, ya que es capaz de romper los puentes disulfuro de
las proteinas que componen las secreciones respiratorias. 3741 El factor decisivo para
tal efecto es por su caracteristica de ser un farmaco reductor de la viscosidad (accion
fluidificante). ¥2) Esta accion farmacoldgica se debe a la presencia de un grupo sulfhidrilo
(tiol) libre en la molécula NAC, @8 lo que hace que rompa o reduzca los puentes disulfuro
de las proteinas, y conlleva a fragmentar las cadenas de mucinas, IgA y seroalbumina de
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la secrecion. “9 reduciendo la viscosidad del moco. #4344 siendo mayor su eficacia
mucolitica en medio alcalino (pH 7,5 - 9,0) y es utilizada en procesos que cursan con
hipersecrecién de moco en el area otorrinolaringolégica: laringitis, traqueitis, rinofaringitis,
sinusitis. 243 In vitro es muy clara la accién mucolitica y la reduccion de la viscosidad
del esputo, “3) ademas posee propiedades antibacterianas (bacteriostaticas) aunque no
pertenezca al grupo de estos medicamentos. “#%46) Puede ejercer mayor accion sobre las
bacterias Gram positivas que en las Gram negativas, esto se debe a la presencia de la
segunda membrana celular que presentan las bacterias Gram negativas por lo que se
inhibe el crecimiento de diversas bacterias patdégenas para el pulmon y permite un mejor
desarrollo de los hongos patdgenos u oportunistas a estudiar in vitro. ?®) ademas la NAC
por contener en su molécula un grupo tiél (SH) es capaz de donar electrones y participar
en reacciones electronicas permitiendo estabilidad electronica e inactivando los radicales

libres, recientemente se ha establecido su poder antioxidante. 43.47:48:49)

4.7.4 Propiedades de la N-acetil-L-cisteina

La NAC es un aminoacido sulfurado que despolimeriza los complejos mucoprotéicos de
la secrecidon mucosa, se caracteriza por su accion fluidificante sobre las secreciones
mucoides. Presenta actividad mucolitica y reduce el moco al reducir y romper los puentes
disulfuro de proteinas, por lo que reduce la viscosidad de éste, (424950 ademas disminuye
la formacion de biopeliculas o biofilms, 1o que hace se reduzcan las infecciones
bacterianas, 6) también activa el epitelio ciliado, favoreciendo la expectoracion; es
citoprotector del aparato respiratorio y por su caracter reductor ejerce una proteccion en
el aparato respiratorio frente a la accion lesiva del estrés oxidativo por los radicales libres;
esto mediante su grupo sulfhidrilo, ya que reacciona directamente con agentes oxidantes,
como el peroxido de hidrogeno y otras especies reactivas de oxigeno a las que neutraliza.
(49) En vivo, la NAC ejerce su funcién antioxidante a través de su principal metabolito, la
cisteina, el mayor precursor en la biosintesis del glutation. 4?9 Esta indicada también en
procesos de enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), fibrosis quistica y como

antidoto por sobredosis de paracetamol (generalmente por via intravenosa) entre otros.
(49,51)
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4.8 Procedimiento y caracteristicas de la muestra

Para solicitar una muestra biolégica, es necesario considerar algunos factores
importantes para que esta se procese en condiciones Optimas, por ejemplo: la toma de
muestra se debe realizar antes que el paciente haya recibido tratamientos sistémicos o
si ya lo recibio; la toma de muestra se debe realizar después de dos semanas esto con
el fin de observar estructuras parasitarias al momento de hacer el examen en fresco y
poder recuperar el agente sin disminuir su viabilidad, también reportar si el paciente tiene
alguna inmunosupresion, o si viene de alguna regién geografica especifica haciendo una
relacion clinica diagnostica con alguna enfermedad causada por hongos patégenos

primarios. ®

El transporte es muy importante; deben tener ciertos criterios como por ejemplo: el
envase en donde se recolecta debe ser estéril y de preferencia envase de boca ancha
con tapon de rosca, tubos para viales con tapon, ademas las muestras deben ser
procesadas de preferencia dentro de las siguientes dos horas de obtencion, ya que
tiempos prolongados disminuyen la viabilidad de desarrollo en los medios de cultivo, es
importante mencionar que si por algun motivo no se procesa la muestra durante las
primeras dos horas es necesario refrigerarlo a 4°C, para evitar la proliferacién de
bacterias y otros contaminantes, esto es poco recomendable ya que algunos agentes
como los causantes de mucormicosis e histoplasmosis pueden perder su viabilidad si se

refrigeran. ©

En las micosis pulmonares, se puede solicitar esputo, ya sea de manera natural o bien
mediante expectoracion inducida con nebulizador de solucion salina hiperténica; esta
muestra puede ser util para algunas micosis, en especial las patégenas primarias
(coccidioidomicosis, histoplasmosis, etc.), que presentan gran cantidad de estructuras
fungicas; sin embargo, en las causadas por hongos oportunistas (Candida, Asperqillus 'y
otros), pueden estar como microbiota habitual o pasajera, o bien en localizaciones extra

pulmonares y observarse en la muestra una contaminacion en el transito (faringe, laringe,
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boca, etc.); en caso de que se procese esta muestra, los resultados emitidos deben ser

cuidadosamente evaluados de acuerdo con la correlacion clinico-micoldgica .

En algunas ocasiones las muestras de expectoracidén pueden contener una gran cantidad
de mucina o ser demasiado espesas y viscosas para procesarse; la adicion de KOH al
10% en una proporcién de 1:10, permite fluidificar o clarificar adecuadamente la muestra
para realizar examenes directos y tinciones, ®? no asi para los cultivos; otra solucion
utilizada para este mismo fin y la cual si permite una recuperacion viable en los cultivos

es la solucién de NAC al (3%). ®

El volumen de muestra requerido debe ser por lo menos de 0.5 ml, ya que esta cantidad
es la minima que se necesita para realizar examenes en fresco, tinciones y cultivos, las
soluciones degradantes son utiles para procesar muestras con un alto contenido de
mucina (esputo, muestras hemoptoicas, etc.) se sugiere el uso de KOH al 10 %, DMSO
al 20% y NAC al 3 %. ®

Es importante sefalar que los hongos patégenos primarios vencen los mecanismos de
defensa del paciente, produciendo enfermedad en los individuos sanos y dando lugar a
infecciones particularmente graves en los pacientes inmunodeprimidos. Estos hongos se
encuentran restringidos a unas areas geograficas concretas. Su implicacion como
agentes de micosis invasoras pulmonares es indudable, siempre que se aisle cualquiera
de estos hongos en un enfermo con manifestaciones clinicas probadas, el diagnéstico de
una infeccién fungica se considera probado. Por el contrario, los hongos oportunistas
tienen un poder patégeno escaso y solo producen enfermedad en pacientes con un
defecto del sistema inmunitario o de los mecanismos de defensa inespecificos, ) estos
son hongos ampliamente distribuidos por la naturaleza, siendo comun el encontrar sus
esporas en el aire o el suelo. La gran ubicuidad de estos hongos, dificulta el diagndstico
microbiolégico ya que hay que observar si es un verdadero proceso invasor, una
colonizacion o una simple contaminacion. Los criterios microbiolégicos so6lo proporcionan
un diagndstico de probabilidad o posibilidad de infeccidn fungica invasora, requiriendo

para el diagndstico la demostraciéon histopatolégica del hongo invadiendo el parénquima

31



pulmonar o relacionar los criterios clinicos y microbiolégicos. Este tipo de criterios se
definen en la siguiente tabla. ¥

Tabla 1. Criterios diagndsticos de infeccién fungica invasora tomado de Ferran R. Procesamiento de las muestras del tracto
respiratorio inferior. Rev Iberoam Micol 2001; 84(607): 3050-6.*

Es importante enfatizar la presencia y la forma de como se observan los hongos cuando

parasitan, es decir; cuando se encuentran invadiendo a un paciente, la siguiente tabla
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nos describe las principales micosis pulmonares y como se describen al microscopio, asi

como tinciones o examenes directos que se pueden utilizar para su mejor procesamiento.

Hongo

Histoplasma capsulatum

Paracoccidioides brasiliensis

Coccidioides immitis y C. posadasii

Blastomyces dermatitidis

Talaromyces

(antes Penicillium)

marneffei

Pneumocystis jirovecii

Aspergillus spp

Mucorales

Cryptococcus neoformans

Candida spp

Descripcion

Tincion de Wright: pequefas levaduras ovaladas (1-4 pm), en el interior de los
macrofagos, es caracteristico observar un halo alrededor de la levadura o falsa

capsula.

Levaduras ovales, polimorfas (5-60 um), suelen presentar gemaciones multiples de
base estrecha, siendo caracteristica la observacion de células multigemantes

similares a un timén de barco.

Grandes esférulas de 10-80 ym, de pared fina y con numerosas endosporas de 2-5

Um en su interior.

Levaduras grandes de (8-15 um) redondeadas de pared lisa y gruesa, con gemacion

Unica, de base ancha y tamafio similar al de la célula madre.

Pequenas levaduras ovales o elipticas de (3-8 um) en el interior de los histiocitos,

es caracteristico observar un septo central.

Tincion (Glomori-Grocott), se observan los quistes o ascas, miden entre (5-8 pm)

formacioén de la espuma alveolar.

Hifas hialinas menores a 5 ym, con septos y dicotomicas con un angulo de 45°,

indistinguibles de otros hongos hialinos.

Hifas hialinas muy irregulares con un diametro de 5-25 ym, no suelen presentar

septos, presentan un angulo recto.

Tinta china: evidencia la capsula de las levaduras Unicas o con gemacion su tamafno
es de 5-7 pm, la capsula se observa bien definida de forma esférica y rodea la

levadura.

Levaduras redondas u ovales de 4-6 uym de gemacion multilateral o cadena de

gemaciones y pseudohifas.

Tabla 2. Caracteristicas de examen directo de las principales micosis pulmonares tomado de Ferran R. Procesamiento de las muestras
del tracto respiratorio inferior. Rev Iberoam Micol 2001; 84(607): 3050-6.

Una porcién de la muestra se utiliza para realizar el examen en fresco o directo en donde

observamos si hay un proceso invasivo en las muestras de los pacientes, la otra porcion
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se utiliza para realizar el cultivo e incubacion a 28°C, cuando hay sospecha de hongos
patdgenos primarios la incubacién debe ser de 2 a 3 semanas y cuando son hongos
oportunistas se aprecia el crecimiento de 2 dias a una semana, de éstos desarrollos,
cuando la colonia es Unica, cremosa, bacteriforme, convexa se cultiva nuevamente en
medios de diferenciacion y pruebas bioquimicas para conocer el agente etiologico
aislado, mientras que cuando crece en forma micelial es necesario realizar un examen
directo con azul de algodén lactofenol y analisis microscépico, el cual ayuda a diferenciar
de mejor manera las estructuras del hongo (tamano, color, forma de la hifa, septos,
modalidades y estructuras de reproduccion) correlacionando las caracteristicas
microscopicas y macroscopicas, todo esto permite identificar al hongo aislado para

completar el diagnéstico.

Una vez identificado al hongo hay que seguir ciertos criterios microbiolégicos que por si
solos no suelen ser suficientes para establecer el diagndstico de infeccidon fungica
invasora, por lo que es necesario asociarlos a un cuadro clinico determinado, la
interpretacion de los cultivos debe hacerse en funcion del hongo aislado y del tipo de
muestra respiratoria evaluada, en el contexto de un paciente concreto con una clinica y
factores predisponentes determinados. Algunos de estos criterios se describen en la

siguiente tabla.

CRITERIOS PARA EVALUAR UN CULTIVO EN MUESTRAS RESPIRATORIAS

No todos los hongos tienen la capacidad de producir una micosis invasora en el tracto respiratorio inferior, hay
que correlacionar lo que se obtiene en el cultivo con el cuadro clinico y descartar una contaminacién del tracto

respiratorio superior.
Se sugiere realizar al menos 3 cultivos repetidos de la misma muestra para descartar alguna contaminacion.

El aislamiento de un hongo patdgeno primario tiene alto valor predictivo ya que no son contaminantes y se

correlacionan con micosis pulmonares.
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Para dar un diagndstico oportuno tenemos que tener prueba de invasién fungica con una biopsia en donde se
observe la parasitacion o en una muestra estéril del paciente donde se observen las estructuras parasitarias del

hongo.

El aislamiento de A. fumigatus o A. flavus en una muestra respiratoria de un paciente con leucemia o neutropenia

tiene un alto valor predictivo positivo de una micosis pulmonar

La gravedad y agresividad de una mucormicosis pulmonar justifica informar la presencia de un mucoral en una

muestra respiratoria procesada correctamente.

La corticoterapia prolongada es un factor importante para desarrollar una aspergilosis pulmonar.

EL aislamiento de C. neoformans es indicativo de una criptococosis pulmonar o sistémica.

Los Hialohifomicetos pueden originar micosis pulmonares clinicamente indistinguibles de la aspergilosis, por lo

que es necesario identificar el agente etioldgico.

La fusariosis pulmonar suele deberse a diseminacién hematdgena en cuadro sistémico, y en mas del 50 % de los

casos cursa con hemocultivos positivos.

Las especies del género Candida rara vez dan lugar a micosis invasoras, si no es en pacientes terminales, en las
secreciones respiratorias del 20% de la poblacidn sana y en mas del 50% de los pacientes que han recibido

antibioterapia.

Tabla 3. Consejos para evaluar un cultivo para micosis pulmonares tomado y modificado de Ferran R. Procesamiento de las muestras
del tracto respiratorio inferior. Rev Iberoam Micol 2001; 84(607): 3050-6.*°

35



5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

5.1 Metodologia

1.- DEFINICION DE POBLACION Y DURACION

Muestras recibidas de probables micosis pulmonares (esputo, lavado bronquial, liquido pleural,
derrame pleural, etc.) de pacientes del Hospital general de México “Dr. Eduardo Liceaga”, en un
periodo de seis meses comprendido de marzo a agosto del 2017 aproximadamente o hasta

integrar el numero de muestras de pacientes necesarios de acuerdo al calculo de n.

2.- TIPO Y ESTUDIO DE LA POBLACION

Estudio comparativo, experimental, descriptivo, analitico, transversal, en muestras de origen
pulmonar con alta viscosidad, provenientes de pacientes del Hospital General de México, “Dr.

Eduardo Liceaga”, que sean enviadas al laboratorio de Micologia

3. POBLACION Y TAMANO DE LA MUESTRA:

En el presente estudio seran incluidas todas las muestras de origen pulmonar que provengan de
diversos servicios del Hospital General de México, “Dr. Eduardo Liceaga”, para estudios
micolégicos, durante el periodo de seis meses (marzo a agosto 2017), o hasta integrar el nUumero

de muestras de pacientes de acuerdo a la n.
No se incluiran pacientes ni animales para la realizacion de este estudio.

Para estimar el tamano de la muestra se empled la ecuacién para poblaciones infinitas sin
remplazamiento, con base en una proporcion. La ecuacién a utilizar es:

Za?P(1—P
l
Donde:
N: Numero de sujetos necesarios
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Za: Estadistico de la distribucion normal estandar correspondiente a la confianza deseada por
el investigador.

P: Valor de la proporcion que se supone existe en la poblacion, en este caso se estima la
frecuencia de micosis pulmonares en un 36% para diversos tipos de micosis pulmonares.

i: Precisiéon con que se desea estimar el parametro (%%

Con un nivel de confianza del 90% y una precisién de 10% (i= 0.1) el tamafio de la muestra a
evaluar es:

_ (1.96)% (0.36) (1 —0.36)
N= (0.05)2

N =88.51

N =89

CRITERIOS DE SELECCION: INCLUSION, NO INCLUSION Y EXCLUSION

CRITERIOS DE INCLUSION.

1.-Todas las muestras pulmonares (esputo, lavado bronquial, liquido pleural, etc.) con al menos
2ml para su correcto procesamiento, Las cuales se envien al servicio de micologia por primera
vez y/o de manera subsecuente, provenientes de pacientes hospitalizados y ambulatorios del
Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga”, sin tratamiento antimicético al momento de la

toma de muestra.

CRITERIOS DE NO INCLUSION.

1.-Muestras mal etiquetadas (no coincida el nombre de la solicitud con el de la muestra, ECU
erréneo, etc.).

2.-Muestras que no se encuentren en condiciones Optimas para realizar el estudio (muestras que
no vengan en envases estériles, muestras resguardadas bajo condiciones no adecuadas para su
preservacion, muestras con formol).

3.- Muestras provenientes de pacientes con manejo de mucoliticos por prescripcion.

4.- Muestras con menos de 2ml de volumen para su correcta manipulaciéon (son necesarios un

minimo de 1 ml para cada metodologia).
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CRITERIOS DE EXCLUSION

1.-Pacientes que se encuentren en tratamiento con antifingicos antes de recibir y procesar la

muestra ya que esto impide el correcto desarrollo del agente etioldgico en cuestion, ademas que

en el examen en esto fresco puede dar origen a resultados falsos negativos.

DEFINICION DE LAS VARIABLES A EVALUAR Y FORMA DE MEDIRLAS:

Nombre de la variable

Examen directo

(variable dependiente)

Cultivo

(variable dependiente)

Agentes etiologicos de
las muestras
pulmonares.

(variable

independiente)

Tiempo de
almacenamiento de la
muestra pulmonar
(variable

independiente)

Definicion
operacional
Hallazgos
microscopicos en la
muestra pulmonar
Desarrollo de los
agentes etiologicos
en los medios de
cultivo
Identificacion de los
agentes causales de
las micosis

pulmonares

Tiempo que lleva la
muestra antes de

ser procesada

Tipo de variables y Unidad de medicion

escala de medicion
Cualitativa nominal

Dicotémica

Cualitativa nominal

dicotdmica

Cualitativa nominal

Cuantitativa

discreta
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Positiva (presencia de
estructuras)

Negativa (ausencia de
estructuras)

Positivo (con desarrollo
de hongos)

Negativo (sin desarrollo
de hongos)

Aspergillus spp

Candida spp

Otros:

Histoplasma capsulatum
Coccidioides immitis, etc.

Horas



Factores de riesgo para
el desarrollo de micosis
pulmonares

(variable

independiente)

Tratamiento
antimicrobiano
(variable

independiente)

Tiempo de tratamiento
antimicrobiano

(variable

independiente)

Antecedentes en la
historia clinica del
paciente que
sugieran la causa
del desarrollo de
una micosis
pulmonar.

Medicamentos que
son o han sido
administrados al
paciente como
profilaxis o como
tratamiento  ante
infecciones

bacterianas

Tiempo durante el

cual se le han
administrado al
paciente los

distintos
tratamientos
antimicrobianos al
momento de recibir
la muestra para

estudio micolégico

Tabla 4. variables y formas de medirlas.

Cualitativa nominal

Cualitativa nominal

Cuantitativa

discreta

39

Factores de
inmunosupresion

VIH

Neutropenia

Linfopenia

Cancer, etc

Antibioticos (especificar

cual y dosis).

Dias



5.2 Procedimiento

Las muestras con sospecha de micosis pulmonares proporcionadas por diferentes servicios del

Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga”, fueron tratadas de la siguiente manera:

1.-Recibir las muestras en el laboratorio de micologia y revisar que se encuentren correctamente

etiquetadas para su identificacion (nombre, ECU, tipo de muestra, fecha, servicio, etc.) imagen 1

2.-Las muestras recibidas fueron registradas y se asigné un numero micoldgico por paciente para
la documentacion de los resultados obtenidos ademas de llenar el formato (anexo1)
correspondiente al protocolo de investigacion, el cual sélo se realizé si las muestras recibidas
contenian al menos 2 ml de muestra pulmonar, ya que se utiliza el remante para validar este

nuevo método. Imagen 2

3.- Se utilizaron al menos 2 ml de volumen de muestra pulmonar, esto para su correcta
manipulacion, de los cuales, 1 ml se tratd con el método rutinario del laboratorio de micologia,
KOH al 10% (anexo2) y 1 ml se proceso con el nuevo método con NAC al 3% (anexo 3). Imagen
2

4.-De la muestra se tomo una gota y se coloco en 2 portaobjetos a uno se le agregd una gota de
KOH al 10% y al otro una gota de NAC al 3 % se analiz6 mediante examen en fresco (observacion
al microscopio de campo claro en objetivos de 10X, 40X e inmersién en caso necesario) de las
muestras tratadas tanto con KOH al 10% como con NAC al 3% (1:1 v/v sobre la muestra), para

observar estructuras que confirmen la infeccién por hongos.

5.- Para el caso de la NAC, se tomaron 0.5 ml de muestra; se colocaron en tubos estériles con
tapon de rosca se agrego 0.25 ml de NAC; se dejaron fluidificar por aproximadamente 20 minutos,
si la muestra no es mucoide o espesa se procedié a centrifugar a 1500 rpm por 10 minutos se
sembro posterior a este tiempo en (ADS y Micosel ®); si la muestra era mucoide se dejo en reposo

20 minutos y se sembrdé en los mismos medios sin centrifugar la muestra.

6.-Si el examen en fresco resultd positivo (presencia de estructuras micéticas), se registraron los
hallazgos en el formato correspondiente (anexo 1) indicando el tipo de estructuras observadas al

microscopio. (Imagen 3y 4)

7.- Se cultivé en los medios de rutina (ADS y Micosel ®) y se incubaron a 28°c por 3 dias para

hongos oportunistas (Candida spp, Criptococcus spp, entre otros) dos semanas para oportunistas
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de lento desarrollo (Aspergillus spp.) y de 3 a 4 semanas para hongos patégenos primarios

(Histoplasma capsulatum, Coccidioides spp, entre otros). (Imagen 5)

8.- La identificacion de las especies micoldgicas que crecieron en el medio de cultivo se realizaron
con analisis microscopico (estructuras de reproduccion) y macroscopico (aspecto, color, forma y
pigmento de la colonia) asi como por pruebas bioquimicas para hongos levaduriformes (Candida

spp, Cryptococcus spp, etc.) (Imagen 6)

9.- En el analisis estadistico se evalué razéon de Momios con lo que se calculé sensibilidad (S), la
Especificidad (E), el valor de prediccién positivo (VPP), el valor de prediccién negativo (VPN), el
valor de kappa para comparar el nuevo método NAC al 3% contra el estandar de oro KOH al 10%

para examenes en fresco, asi como para los cultivos.
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Q)

magenes

Imagen 1. Viales y frascos estériles para el procedimiento Imagen 2. Verificacién y uso de material de

experimental de las muestras pulmonares. proteccién para el correcto procesamiento

de las muestras pulmonares.

Imagen 4. Examen directo visto al microscopio de campo claro a 40 x,

. o i
Imagen 3. Examen directo con NAC al 3% visto a 40x en procesado con NAC al 3%, en donde se observan pseudohifas y

donde se observa una hifa macrosifonada, dicotémica, . -
clamidoconidios.

hialina con organelos visibles.
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Imagen 6. Examen directo con azul de algoddn lactofenol visto a 40x en
donde se observa un conidiéforo y una cabeza aspergilar grande
dispuesta a 360° con los conidios sueltos de color marrén oscuro,

Imagen 5. Cultivos con desarrollo de un
hongo moho; donde se observa el
crecimiento en todo el agar, 1 utilizando

NAC al 3 % y 2 con el método rutinario. (Aspergillus niger).

1 2

Imagen 7. cultivos procesados de forma habitual 1,

cultivos procesados con NAC al 3 % en donde se observa Imagen 8. Se observan dos cultivos el tubo 2 con el

método rutinario y el tubo 1 tratado con NAC al 3%, donde
se observa el crecimiento del hongo sin contaminacién
bacteriana a diferencia del cultivo sin NAC.

desarrollo colonial.
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ASPECTOS ETICOS Y DE BIOSEGURIDAD.

Se garantizara la confidencialidad de los datos obtenidos, quedando la informacion a resguardo
del investigador principal. Este estudio se considera y clasifica como de riesgo menor. No se

realizaran procedimientos invasivos en el proceso.

RELEVANCIA Y EXPECTATIVAS.

Con el siguiente estudio los autores validaran el uso de la NAC al 3% como mucolitico para
muestras pulmonares comparandolo con el estandar de oro KOH al 10%, validando un método
con mayor sensibilidad para incrementar la precisiéon en el diagnéstico de micosis pulmonares o

con muestras clinicas con alto indice de viscosidad.

RECURSOS A SOLICITAR.

Los recursos para el material de obtencién de la muestra, examen directo, aditamentos extra, los
medios de cultivo, papeleria necesaria para la recoleccion de datos seran financiados por el

servicio de micologia, departamento de dermatologia; unidad 109.

CONFLICTO DE INTERESES.

Los autores de este proyecto de investigacidon manifiestan no tener conflicto de intereses ni

patrocinio alguno para el desarrollo del mismo.
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6. RESULTADOS

De las 89 muestras analizadas, sélo en 14 se observaron estructuras que indicaron la
presencia de una infeccion por hongos en el examen directo procesado por las dos
metodologias objeto del presente estudio (grafica 1 y 2); con respecto a los cultivos, en
28 de ellos, procesados con la metodologia de referencia se obtuvo el desarrollo de
agentes etiologicos y 32 con el nuevo método con solucion de NAC al 3 % (grafica 3y 4);
70% de las muestras obtenidas fueron de hombres y 30% de mujeres (grafica 9), las
edades de los pacientes se encontraron en un rango desde 17 afos hasta 87 afos; con
una moda de 68 afios (grafica 10), de los cuales el 28%, presentaron alguna
inmunosupresion, siendo la mas frecuente el VIH (grafica 12). En el caso de los cultivos
con NAC al 3%, el principal agente etiolégico fue Candida albicans con 59 % seguido de
C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis y C. krusei; el unico agente etioldgico diferente
de una Candida spp fue Aspergillus niger encontrado en dos muestras (grafica 7 y 8), se
observa un porcentaje de cultivos positivos mas alto en el nuevo método (13%),
comparandolo con el método rutinario; es decir sin algun mucolitico (grafica 18), de las
muestras con desarrollo de hongos, el 75 % fue de lavado bronquial seguido de esputo
con el 19 % (grafica 14), el diagndstico presuntivo mas frecuente relacionado con los
cultivos con desarrollo fue la tuberculosis (grafica 15), con el método de kappa se observa
una buena concordancia entre observadores; para el examen directo el valor obtenido
fue de K= 0.81 y para los cultivos de K= 0.79, en el caso de la razén de Momios se
observan los siguientes resultados; para el examen directo la sensibilidad (S) fue de un
100%, la especificidad (E) fue del 100 %, en cuanto al valor predictivo positivo (VPP) fue
del 100 % y por ultimo el valor predictivo negativo (VPN) fue de 100%, en cuanto a los
resultados de los cultivos fue (S)= 100%, (E)=93 %, (VPP)= 87.5% y el (VPN)= 100%

(Tabla 6). Estos resultados se discutiran con mayor detalle en el analisis de resultado.
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Porcentaje comparativo de resultados de examenes directos en los dos métodos.

KOH AL 10%

EX DIRECTO

84%

Grafica 1. Porcentaje de examenes directos utilizando el método de
referencia (KOH al 10%).

NAC AL 3%

Grafica 2. Porcentaje de examenes directos utilizando el nuevo método
(NAC al 3%).
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DIRECTO + | DIRECTO | MUESTRAS
KOH AL 14 75 89
10%
NACAL 3% 14 75 89




Porcentaje comparativo de resultados de cultivos en los dos métodos

Método rutinario

CULTIVO +
31%

CULTIVO -
69%

Grafica 3. Porcentaje de cultivos utilizando el método rutinario.

CULTIVO + | CULTIVO -
KOH AL 10% 28 61
NACAL 3% 32 57

NACAL 3%

CULTIVO +
36%

CULTIVO -
64%

Grafica 4. Porcentaje de cultivos utilizando el nuevo método (NAC al 3 %).
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Agentes etiologicos encontrados en el método rutinario del laboratorio

CULTIVO + MR Porcentaje de los agentes
55 23 etiologicos
20
15
10 »
5 2 3 2 2 2 (
0 mu BN
1
H C.albicas m C. glabrata W C.parapsilosis = C.albicas = C. glabrata = C.parapsilosis
C. tropicalis candidosis mixta " A. niger C. tropicalis candidosis mixta - A. niger
Micosis mixta Micosis mixta
Grafica 5. Nimero y nombre de los agentes etioldgicos encontrados en los cultivos Grafica 6. Porcentaje de los agentes etioldgicos encontrados en los

con desarrollo del método rutinario.

cultivos del método rutinario en el laboratorio de micologia

Agentes etioldgicos encontrados en los cultivos con el método de NAC al 3%

30
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25
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10
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Grafica 7. NUmero y nombre de los agentes etioldgicos encontrados en
los cultivos con desarrollo del método con NAC al 3 %.

Porcentaje de los agentes
etiologicos en los cultivos

5% M C.albicas

5%
W C. glabrata

M C.parapsilosis
EC. tropicalis

[ Candida krusei
[ candidosis mixta
OA. niger

Micosis mixta

Grafica 8. Porcentaje de los agentes etioldgicos encontrados en los
cultivos del método con NAC al 3 %.
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Estadistica descriptiva de los datos relacionados con los pacientes de las muestras obtenidas

SEXO

FEMENINO MASCULINO
27 62

Grafica 9. Porcentaje del sexo de pacientes de las muestras analizadas. _

Mediana 46,5
Moda 68

Grafica 10. Rango de edades medida en afios de los pacientes de las muestras analizadas.
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DIAGNOSTICO PRESUNTIVO DE LOS PACIENTES

= INESPECIFICO

= TB

= PB ASPERGILOSIS
TUMOR

= PB HISTOPLASMOSIS

= NEUMONIA

= EMPIEMA

= PB PNEUMOCYSTOSIS

= FUNGEMIA

= DERRAME PLEURAL

= CAVITACION OCUPADA

= NODULOS PULMONARES

= EPOC

= INFECCION POR OPORTINSTAS

= CANCER PULMONAR

Grafica 11. Variedad de diagndsticos presuntivos y probables para una muestra pulmonar; relacionada a una micosis.

PACIENTES CON INMUNODEFICIENCIA

2%

5%_\ o 5%

72%

= Sin o no reportada = VIH = DM2 = |RC = Anemia = Lupus = Cancer = AR

Grafica 12. Inmunocompromiso asociado a los pacientes cuyas muestras se analizaron.

INMUNODEFICIENCIA
Sin o no reportada
VIH
DM2
IRC
Anemia
Lupus
Cdncer
AR
TOTAL

64
11

N D PR RPN D

89



Tipo de muestras que se procesaron en el estudio

Muestras pulmonares

2%

= Lavado bronquial = Liquido pleural = Secrecion bronquial = Esputo = Derrame pleural

Grafica 13. Porcentaje del tipo de muestras que se obtuvieron en el estudio.

MUESTRAS PULMONARES
Lavado bronquial 66
Liquido pleural 11
Secrecion bronquial 3
Esputo 7
Derrame pleural 2
TOTAL 89
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Cultivos con desarrollo de hongos en muestras tratadas con NAC al 3%

TIPO DE MUESTRA CON CULTIVOS +

75
18.75
6.25

ESPUTO

Gréfica 14. Cantidad, porcentaje y el tipo de muestra con cultivo positivo en
muestras procesadas con NAC al 3%. *LB (Lavado bronquial), SB (Secrecion
bronquial)

Diagnostico probable de los pacientes con micosis pulmonares que se trataron con NAC al 3%

Gréfica 15. Diagndstico presuntivo de pacientes con desarrollo de hongos en muestras procesadas con NAC al 3%. *TB
(tuberculosis), Pb (probable)
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Inmunodeficiencia descrita en pacientes con muestras tratadas con NACal 3 %

ANEMIA
3% |rRc
AR CA;\I;ER 3%
3% °—
omM2
3%
VIH
13%
SIN O NO
REPORTADA
72%

Gréfica 16. Inmunodeficiencia de pacientes con desarrollo de hongos en los
cultivos con NAC al 3%. *IRC (Insuficiencia renal crénica), AR (Artritis reumatoide),

DM2 (Diabetes mellitus tipo 2)

SIN O NO REPORTADA 23
VIH
DM2

AR
CANCER
ANEMIA
IRC

P P P PP

Datos de los resultados experimentales y porcentaje en los dos métodos en examen directo y

cultivo

COMPARACION DE EXAMENES DIRECTOS
POSITIVOS EN LOS DOS METODOS

120
100
80
60
40

20

, 1l v

1

mNACal3%
m KOH al 10 %

Grafica 17. NUmero de exdmenes directos positivos (1) y porcentaje de los dos métodos (KOH al 10% y NAC

al 3%) (2).



COMPARACION DE CULTIVOS CON DESARROLLO EN LOS DOS METODOS

120

100

100
80
60
40 32

28

20

B Método rutinario B NACAL 3%

Grafica 18 Numero de cultivos con desarrollo de hongos y porcentaje comparativo de los dos métodos (Sin
mucolitico y NAC al 3%). *MRL (método rutinario del laboratorio)
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6.1 Kappa

Observador A
+ -
+ a b
Observador B - o d
n
Donde:
a= concordancia positivos observados Donde:
b= no concordancia Po=proporcién de concordancia
observada

c= no concordancia

d= concordancia de negativos entre
observadores

n= total de observaciones %4)

Pe= Proporcién de concordancia
esperada producida por el azar
K= valor Kappa

Examen directo

Observador A: 14 positivos y 75 negativos

Observador B: 15 positivos y 74 negativos

Observador A

+ -
Observador + 12 3|15
B - 2 72 | 74
14 75 89

12472 (1243) (1242
o=—— X ( )

89 89

1+ [(3+72) « (2+72)] - 0.7007
89 89

=0.9438 Pe= [

Po—Pe _ 0.9438-0.7007 _0.2431
K= = = = 0.8122
1—Pe 1-0,7007  0.2993
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Cultivo

Observador A: 32 positivos y 57 negativos

Observador B: 28 positivos y 61 negativos

Observador A
+ -
+ 26 2|28
Observador B - 6 55 | 61
32 57 89

_ 26455 (26+2) | (26+6)

89 89

(2+55) _ (6+55), _
]+ [ x ] = 0.5518

Po =0.9101 Pe= [

Po—Pe _ 0.9101-0.5518 0.3583
K= = = = 0.7976
1-Pe 1-0,5518 0.4482

6.1 Razén de momios

Estdndar de oro
+ i
Prueba o + a Bla+b
método
diagndstico - c D|c+d
a+c b+d a+b+ctd
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Donde:

a= verdaderos positivos

b= falsos positivos
c=falsos negativos

d= verdaderos negativos

=— E= 2 VPP=
T a+c b+d “a+b
Examen
directo
KOH al 10%
+ -
14 0
NAC al 3% 0 75
14 75
14 75
= = 0 = :1 0,
14+75 100 % 14+75 00 %
VPN= S
75+75
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Donde:

S= Sensibilidad

E= Especificidad
VPP= Valor predictivo positivo

VPN= Valor predictivo negativo (

14
75
89

ct+d

VPP=

14
14+14
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Cultivo

Sin mucolitico
+ -

+ 28 41 32
NAC al 3% - 0 57 | 57
28 61 89
28 57 28
= = 0 = =93 9 = = 0
S Sorel 100% E 32057 93 % VPP 58132 87.5%
57
= — 0
VPN T 100 %
PRUEBA KOH AL 10 % O MRL NACal3 %
EX. DIRECTO + 14 14
CULTIVO CON 28 32
DESARROLLO
% EX. DIRECTO + 16 16
% CULTIVO CON 31 36
DESARROLLO
% EX. DIRECTO 100 100
% CULTIVO CON 87 100
DESARROLLO

Tabla 5. Resultados de las muestras pulmonares.
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PRUEBA EXAMEN DIRECTO

KAPPA 0.81
(S) SENSIBILIDAD 100%
(E) ESPECIFICIDAD 100%

(VPP) VALOR PREDICTIVO POSITIVO  100%

(VPN) VALOR PREDICTIVO 100%
NEGATIVO

CULTIVO

0.79

100%

93%

87.5%

100%

Tabla 6. Resultados de las pruebas estadisticas Kappa y razén de momios de los cultivos y examen directo.
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

De las 89 muestras que se analizaron en el presente estudio, el 70% correspondieron a
muestras de pacientes masculinos y 30% de pacientes femeninos, de estos pacientes 25
(28%) presentaban alguna inmunosupresion, en primer lugar el VIH con un 13 % seguido
de cancer (diversos tipos) y diabetes mellitus tipo 2 las cuales generan alteraciones de
las lineas celulares (neutropenia y linfopenia) lo que conlleva que hongos oportunistas
generen una micosis mas facilmente, o a hongos patégenos primarios invadir al
hospedero de forma mas agresiva, los diagnésticos presuntivos que mas se reportaron
fue tuberculosis y neumonia éstos pueden generar alteraciones pulmonares y favorecer
procesos infecciosos diversos incluidos los causados por hongos. El rango de edades de
este estudio fue de 17 a 87 anos siendo la media 48 anos, la mediana 46.5 afios y la

moda 68 anos.

La mayor cantidad de muestras fueron lavado bronquioalveolar, seguido de liquido
pleural, esputo, secrecién bronquial y derrame pleural, ya que de manera habitual los
porcentajes de los distintos tipos de muestras para analisis de infecciones pulmonares
por hongos enviados al laboratorio de micologia corresponden a estas proporciones, de
estas muestras habitualmente las que presentan una mayor viscosidad debido a la
presencia de moco suelen ser las muestras de esputo, este dato es importante porque
en ellas podriamos apreciar mejor la efectividad de la actividad mucolitica de los
compuestos comparados, es importante enfatizar en el tipo de muestra en cuanto a
micosis pulmonares se refiere, en nuestro estudio el mayor numero de muestras que se
encontraron con desarrollo fue lavado bronquial, ya que se considera estéril (si hubo un
buen proceso de obtencidén y de manejo), por lo que es la muestra mas adecuada para
diagnostico de infecciones pulmonares, al contrario del esputo que se trata de una
muestra expectorada, en nuestro estudio tuvimos un caso que refleja la importancia de
esto y nos ayuda a entender de mejor manera las condiciones y tipo de muestras a
solicitar e interpretar, de un mismo paciente procesamos dos muestras una fue LB y la
otra esputo; en este ultimo el resultado del examen en fresco y cultivo en los dos métodos
fue positivo, en cambio; en el LB el examen directo y cultivo resultaron negativos esto

para los dos meétodos; esto se debe a que el esputo es una muestra que tiene la
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probabilidad de arrastre de bacterias y microbiota normal del tracto respiratorio superior,
como refiere Bonifaz A ®), en este caso como se observaron pseudohifas en el examen
en fresco asumimos que existe una infeccidon pero esta se encuentra en la mucosa

orofaringea no en el tracto respiratorio inferior o pulmones.

Este estudio se realiz6 con el fin de proporcionar y validar un método mas para la
identificacion y diagnostico de las micosis pulmonares, ya que los métodos actuales son
en algunos casos ineficientes o invasivos; Curbelo J y colaboradores ('® comentan que
las biopsias son el estandar de oro para diagnosticar una micosis pulmonar, pero son
altamente invasivas porque el corte se debe hacer en parénquima o zona afectada del
pulmén, para identificar las estructuras micéticas en los tejidos analizados por
histopatologia; esta es una prueba inequivoca de infeccidén fungica, otro inconveniente
para realizar este procedimiento es el estado inmunoldgico ademas de las condiciones
propias del paciente hospitalizado que hace que el procedimiento invasivo sea
complicado de realizar, otra prueba son los antigenos inmunolégicos de las micosis
comunes invasoras del pulmén como las pruebas seroldgicas o intradermorreacciones
que solo se utilizan con pacientes inmunocompetentes o para patologias que son
asintomaticas las cuales generan una reaccion en la piel (induracién de mas de 0.5 mm),
las cuales son incompletas ya que nos dicen que hubo contacto con el hongo mas no una
infeccion o parasitacion de patologias por hongos. También las pruebas de
galactomanano o 1-B-glucanos que se encuentran en la pared celular de algunos hongos
y son utilizadas comunmente para diagnosticar micosis pulmonares como es el caso de
aspergilosis, aunque ofrecen resultados falsos positivos, ya que muchos hongos poseen
estas estructuras (Geotrichum, Fusarium, etc.) ademas de algunos aditivos encontrados

en alimentos procesados, como cereales y leche procesada como lo menciona C. pazos
(55)

De acuerdo con los reportes de Flores J “2) la NAC funciona como mucolitico o aclarante
de muestras con exceso de proteinas en muestras pulmonares que contienen gran
cantidad de glucoproteinas, de alto peso molecular las cuales le confieren su propiedad
gelatinosa o mucoide, esta solucién de NAC al 3 % funciona ya que contiene un grupo

tiol (SH) libre en su estructura el cual ayuda a romper los puentes disulfuro de las

61



proteinas que se forman en la estructura terciaria, lo que ayuda en la fluidificacién o
disgregacion estas glucoproteinas o moco. Liberando las estructuras parasitarias de los
hongos lo que permite una mejor recuperacion de los agentes en los cultivos de las
muestras procesadas con este compuesto, en el examen directo es posible observar
como se disgregan las proteinas, permite obtener una muestra sin interferencia de moco
para su analisis en el microscopio con una vision aceptable de las estructuras micdticas
presentes, ademas a diferencia de la solucion de KOH al 10% las muestras cuando son
tratadas con NAC al 3 % no se cristalizan y se observan las células de las muestras de
manera mas adecuada, ya que con KOH estas se lisan o rompen. Esta prueba se utilizd
como método de referencia o estandar de oro para este estudio ya que el hidroxido de
potasio (KOH) al 10 % ayuda a aclarar las muestras con queratina o con exceso de
proteinas como la mucina de las muestras pulmonares, como hace mencién Bonifaz A,
OShaughnessy E y colaboradores %2 hacen que el moco se disgregue y se separe de
las estructuras parasitarias de los hongos, esta no rompe la pared o membrana vy se
observan las estructuras parasitarias de estos ( mucorales, Aspergillus, Candida spp,
hialohifomicetos, feohifomicetos, Coccidioides spp, Paracoccidioides spp, etc.), otros
hongos necesitan tinciones especiales como (Histoplasma capsulatum, Criptococcus
neoformans y Pneumocystis jirovecii), ademas, es necesario personal capacitado para

distinguir y reconocer estas estructuras.

En este estudio se obtuvieron el mismo numero de hallazgos para el examen en fresco o
directo; 14 muestras positivas, tanto con KOH al 10% como con NAC al 3%, de las cuales
en 12 se observaron pseudohifas con blastoconidios y dos de estos hallazgos se
reportaron con hifas hialinas dicotomicas, septadas. El valor kappa en el examen directo
fue de 0.81, este estudio se realiza cuando utilizamos un estudio nominal es decir cuando
el resultado es positivo 0 negativo, y nos indica si el acuerdo entre observadores no fue
por casualidad, segun lo descrito por Mendoza V. %6 En nuestro caso el resultado fue
mayor a 0.75 esto se interpreta como muy buena concordancia no debida al azar, o por
casualidad. En cuanto a razéon de momios se utiliza cuando existe una escala nominal
dicotdmica y se desea validar o sustituir un método o procedimiento por el estandar de
oro o patrén de referencia, los cuales arrojan utilidad diagnostica del método

determinando; en 4 parametros, sensibilidad (S), Especificidad (E) y valor predictivo
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positivo (VPP) y negativo VPN), en el caso de examen directo los resultados fueron los
siguientes: una sensibilidad del 100%, esto nos indica la capacidad de la prueba para
identificar la presencia de las estructuras micoticas es decir la probabilidad de que la
prueba sea positiva cuando la muestra del paciente realmente contenga estas
estructuras. Una especificidad del 100%, nos indica la capacidad de la prueba para
identificar la ausencia de las estructuras, es decir; el porcentaje de que la prueba sea
negativa cuando la muestra del paciente realmente no presente estructuras micéticas. El
valor predictivo positivo fue del 100% y nos indica la probabilidad de que siendo la prueba
positiva el sujeto tenga realmente la enfermedad, y el valor predictivo negativo nos indica
la probabilidad de que siendo la prueba negativa el sujeto no presente el padecimiento,
en este caso el VPN= 100% los porcentajes nos indican que no hay diferencia entre el
estandar de oro y el nuevo método a validar, en cuanto al examen directo los dos

funcionan de la misma forma y arrojan resultados iguales entre si.

Para complementar el diagndstico de vision directa o examen directo es necesario cultivar
los hongos, colocarlos en medios idoneos para su desarrollo, los usados en forma
rutinaria son agar dextrosa de Sabouraud y Micosel®, son medios de primoaislamiento y
preservacion de hongos, el colocar la muestra sin algun aclarante o mucolitico origina
cultivos falsos negativos en 13 % de los casos, que colocando solucion con NAC al 3% (
Grafica 18), esto es porque no se disgrega o rompe el moco y los hongos no llegan a
hacer contacto con la superficie del agar o que hace que no se desarrollen, otro
inconveniente reportado por Ferran R. y Bonifaz A, 45 es que en tracto respiratorio
superior las muestras se contaminan por procesarlas en tiempos inadecuados (mayor a
4 horas después de toma de muestra) , 0 no se procesan correctamente (mal manejo de
material estéril), se contaminan con bacterias las cuales compiten por los sustratos con
los hongos, y por la gran capacidad bioquimica que poseen, origina el desarrollo de
colonias en tiempos mas cortos que los hongos, ello obliga a que el crecimiento
bacteriano impida el crecimiento de hongos, con los consiguientes resultados falsos

negativos, por lo tanto un diagndstico erréneo o incompleto.

Es importante realizar cultivos consecutivos de la muestra y que al menos se cultive en 3

tubos de agar para descartar un mal procedimiento, contaminacién o inhibicion en el
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desarrollo del hongo, el identificar a un hongo contaminante en cultivo como el Sabouraud
no es una confirmacion de infeccion fungica, es necesario observar las estructuras
parasitarias en el examen directo o biopsia, los cultivos se realizan para conocer el o los
agentes etiolégicos y solamente es posible efectuar un diagnostico basado en el
resultado del cultivo cuando se relacionan los datos clinicos con hongos patdégenos
primarios; ya que estos no se encuentran facilmente en el aire, y no son contaminantes;
provienen de regiones especificas con condiciones especiales para su desarrollo, si
encontramos en un tubo de agar alguno de estos hongos se puede dar por hecho que es

una infeccion causada por este, como lo indica Ferran R. )

En los cultivos se hallaron 28 positivos con el método rutinario del laboratorio (sin adicion
de mucoliticos) y 32 con tratamiento de las muestras con NAC al 3 %, de los cuales la
mayoria de agentes etiolégicos fueron Candida albicans en un 59 % seguido de
candidosis mixtas (9%), C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei y Aspergillus
niger (grafica 7 y 8). La diferencia entre el método rutinario y el cultivo tratado con NAC
fue de un 13 %, comparandolos entre si (tabla 18), aumentando el numero de agentes
etiolégicos encontrados, en el método rutinario no se reportaron crecimientos de C. krusei
y s6lo hubo 2 casos de candidosis mixtas (grafica 5 y 6). El valor kappa en el cultivo es
de 0.79, muy buena concordancia no debida al azar, entre los observadores. Los valores
de razén de momios fueron los siguientes (S)=100%, (E)= 93%, (VPP)= 87.5%, (VPN)=
100% (tabla 6), nos indican que la NAC al 3 % tiene un 100% de capacidad para identificar
correctamente la presencia del agente, un 93 % de capacidad para identificar la ausencia
del agente, un 87.5 % la probabilidad de que siendo la prueba positiva, la muestra del
paciente contenga realmente el agente y un 100% de concordancia de que siendo la
prueba negativa la muestra no contenga hongos, la sensibilidad y especificidad son
propiedades estables, el VPN y VPP miden que tan bien predicen los resultados de la
prueba al estandar de oro. Esto nos indica los falsos positivos y negativos, segun lo
descrito por Mendoza V ©®8, en nuestro caso nos indica que hay 4 muestras falsas
positivas esto es porque se compara con el método rutinario de laboratorio siendo esta
la prueba de referencia o estandar de oro y como hubo 4 muestras en donde desarrollaron
colonias sélo en el cultivo tratado con el nuevo método, la prueba estadistica nos indica

esta informacién aunque nosotros la podemos interpretar como que la NAC al 3 % permite
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obtener una mayor cantidad de cultivos positivos que la prueba de referencia en un 13
%. Estos hallazgos son de importancia siempre y cuando conozcamos los criterios y
cuidados para tomar un cultivo como prueba eficiente en casos de micosis pulmonares.
Por otra parte, es importante poder descartar falsos positivos para conocer todos los
agentes etiolégicos que se pueden hallar en un cultivo esto es importante ya que como
menciona Curbelo J y colaboradores ('%) se interpreta de manera rapida los datos clinicos
y radiologicos lo que conlleva a un tratamiento precoz. En el caso de las micosis esto es
de suma importancia ya que algunas enfermedades micoticas se desarrollan
clinicamente indistinguibles en las radiografias o tomografias pulmonares como en el

caso de la aspergilosis que puede ser indistinguible de otras hialohifomicosis.

La mayoria de los tratamientos que se administran a los pacientes funciona
correctamente, sin embargo, algunos hongos como Aspergillus terreus, Fusarium, S.
boydii, P. lilacinum, C. guilliermondii o C. lusitaniae presentan resistencia intrinseca a
anfotericina B, debido a que es el tratamiento de eleccion de una micosis invasiva, la
correcta identificacion del agente etiolégico permite establecer un tratamiento alternativo
adecuado; también es importante reconocer y diferenciar ciertas micosis de importancia
como aspergilosis de una mucormicosis, el analisis microscépico de las muestras permite
observar que las hifas de estos hongos son muy similares cuando se encuentran
invadiendo tejidos; son macrosifonadas, hialinas, dicotémicas, con la principal diferencia
de que las especies de Aspergillus poseen septos de manera regular en la longitud de
las hifas y los mucorales carecen o presentan muy pocas, esto resulta de suma
importancia para identificar al agente etioldgico en los cultivos, el tratamiento de eleccion
en una aspergilosis es anfotericina B concomitante con voriconazol, debido a que este
ultimo es inductor de mucormicosis segun lo reportado por Ramirez DS vy
colaboradores®® y puede favorecer el desarrollo de casos fatales en la mayoria de las

ocasiones.

En otros casos, como menciona Romero LA y colaboradores ?") cuando se identifican
infecciones por mas de un agente (candidosis mixtas), al implementar un tratamiento el
paciente puede no evolucionar de manera satisfactoria debido a este tipo de afeccion ya

que no se reconocen todos los agentes etoldgicos, esto tiene gran relevancia ya que el
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tratamiento de base para un paciente inmunosuprimido con candidosis es el fluconazol,
pero es indispensable saber que ciertas especies son resistentes intrinsecamente a este
azol, como en el caso de C. krusei o C. glabrata por ejemplo; ademas de conocer ciertos
criterios descritos por Ferran R.*) en donde menciona que las especies del género
Candida rara vez dan lugar a micosis invasoras, si no es en pacientes terminales, en las
secreciones respiratorias se reportan en un 20% de la poblacion sana y en mas del 50%

de los pacientes que han recibido antibioticoterapia.

Por esto es importante tener contacto con el médico tratante para correlacionar la
microbiologia, la morfologia clinica, los criterios y pruebas inmunolégicas, las radiografias
o tomografias y la historia clinica del paciente (estado inmune, tiempo de evolucion, zona
endémica etc.), es decir si tenemos sospecha de una aspergilosis pulmonar conocer los
diagnodsticos presuntivos (cavitaciones, radiopacidades, nédulos, infiltrados hiliares, etc.)
si posee alguna inmunosupresion (neutropenia), y observar en el examen directo o
biopsia un proceso invasivo es decir las hifas hialinas, dicotémicas, septadas y cultivarlo
al menos en tres tubos para descartar contaminacién y reducir la posibilidad de un
diagnostico erréneo con todas estas medidas; todo esto para el beneficio y cura del

paciente.

Se decidio realizar la soluciéon de NAC al 3 % debido a que a mayor concentracion (5 %)
las especies de Candida spp, aunque crecian el desarrollo era mucho menor que con la
solucién al 3%, debido a que con concentraciones mas altas el pH de la solucion de NAC
se acidificaba considerablemente, haciendo que las condiciones de desarrollo fueran
desfavorables para las colonias, provocando crecimientos nulos o de una colonia cuando
la muestra contenia pocas estructuras, También es importante la proporcion que se utilizd
en el cultivo que fue 1:2 (1 volumen de solucién de NAC al 3 % sobre 2 volumenes de
muestra) debido que a concentraciones mas altas la solucion de NAC al 3% empezaba a

inhibir el desarrollo de los hongos en especial del género Candida spp.

Por el tiempo y la poca frecuencia de algunos hongos invadiendo el sistema respiratorio
no se pudo comprobar in vivo la funcién de la solucion de NAC con otro tipo de hongos
sin embargo se realizé un estudio in vitro de cepas de hongos invasores del sistema

respiratorio, siguiendo el protocolo de este estudio.
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Se tomaron dos tubos, se adiciond 0.5 ml de solucion salina y se colocé in vitro el hongo,
(se tomod un fragmento del desarrollo y se mezclé con la solucién salina), se adicionaron
0.25 ml de solucién NAC al 3 %, y en la otra agua estéril, se dejé reposar por 20 minutos,

se sembraron en agar dextrosa de Sabouraud y Agar Micosel ®, se incub6 durante 3

semanas a 28°C y se obtuvieron los siguientes datos.

HONGOS SOLUCION CON AGUA ESTERIL SOLUCION NACAL 3%
Scopulariopsis sp. Desarrollé Desarrolld
Aspergillus niger Desarrolld Desarrolld
Aspergillus fumigatus Desarrolld Desarrollo
Aspergillus flavus Desarrollé Desarrollo
Fusarium sp. Desarroll6 Desarrolld
Rhizopus sp. Desarrollé Desarrolld
Mucor sp. Desarrollé Desarrollo
Candida albicans Desarrollé Desarrolld
Candida krusei Desarrolld Desarrolld
Candida parapsilosis Desarrollé Desarrolld
Candida glabrata Desarroll6 Desarrolld
Candida tropicalis Desarrollé Desarrolld
Paracoccidioides brasiliensis Desarrollé No desarrolld
Sporothrix schenckii Desarrolld Desarrolld

Tabla 6. Resultados de crecimiento in vitro con solucion de NAC al 3 % comparada con agua estéril.
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Como se puede observar en la tabla la mayoria de los cultivos de hongos no tuvieron
alguna inhibicion al ser tratados con la soluciéon de NAC al 3%, el crecimiento fue
adecuado sin alterar sus estructuras de reproduccién, pigmentos difusibles al medio ni
morfologia colonial, el unico hongo que no crecié fue Paracoccidioides brasiliensis, asi
que cuando tengamos sospecha de esta patologia hay que utilizar en conjunto el método
rutinario recordando que este hongo tiene condiciones especiales de humedad y

desarrollo y es dificil de aislar aun con el método rutinario.
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8. CONCLUSIONES

La solucién de NAC al 3% funciona como mucolitico y conserva en forma correcta la
viabilidad de los hongos, en el examen en fresco o directo se observan las estructuras de
los hongos parasitando en la muestra sin alteracidén alguna, pero no genera un cambio
significativo en cuanto a mejorar esta técnica, los resultados estadisticos nos arrojaron

que la NAC al 3 % tiene la misma eficiencia que el KOH al 10 %.

En el cultivo tratado con la solucion a validar, existe una recuperacion mayor que en el
meétodo rutinario, esto se demuestra por los analisis estadisticos descritos en los
resultados, en estos se demuestra una mayor viabilidad o desarrollo de los hongos, hasta
un 13 % mas desarrollo que el método rutinario, debido a las caracteristicas que tiene la
NAC al 3 %, como un pH 6ptimo para el crecimiento de los hongos, efectividad mucolitica
y bacteriostatica, es decir; hay menor contaminacion bacteriana, por lo tanto menos

competencia por los nutrientes y un mayor desarrollo fungico.
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9.1 Técnicas

9. ANEXOS

METODO RUTINARIO PARA PROCESAR Y OBSERVAR PROBABLES MICOSIS
PULMONARES

Recibir las muestras

\ 4

Revisar (nombre, ECU, tipo de
muestra, fecha, servicio, etc.)

pulmonares

Cultivo

Procesar las muestras

(Lavado bronquial, esputo, liquido
pleural, etc.)

SE colocan aprox. 0.5 ml

de muestra en (ADS y
Micosel ®).

1

incubar a 28°c por 3 dias

/\

No Desarrollo

Desarrollo

Jv

Anotar C—

resultados

Realizar la tipificacion

Examen en fresco

Colocar una gota
de muestray una
de KOH al 10 %

Observar

Si
Se encuentran estructuras

\/

sugerentes a una micosis
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METODO DE N-ACETILCISTEINA (NAC) AL 3 % PARA PROCESAR Y OBSERVAR
PROBABLES MICOSIS PULMONARES

Recibir las muestras

\ 4

Revisar (nombre, ECU, tipo de
muestra, fecha, servicio, etc.)

Procesar las muestras

(Lavado bronquial, esputo, liquido

pulmonares pleural, etc.)
) Examen en fresco
Cultivo
Colocar una gota
l de muestray una
. 0,
En un tubo de rosca estéril deNACal10%
Colocar 0.5 ml de muestra
y 0.25 ml de NAC al 3%
Dejar Observar la
fluidificar muestra con
20 minutos los objetivos
de 10x y 40 x
muestra no muestra
mucoide mucoide Se encuentran
estructuras
l sugerentes a
i una micosis
Centrifugar a
1500 rpm por
10 minutos.
0 Realizar <
\ Desarrolld y| Realizar
tipificacion
Sembrar en los . b /
medios (ADS y Incubara N
Mi | ® 28°c
icosel ®) No
desarrollé =¥! Anotar en la bitacora
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9.1.1 Reactivos y Materiales

Reactivos

Tubos de ensayo de 16X150 mm.
Tubos con tapdn de rosca
Portaobjetos.
Cubreobjetos.

Cajas Petri de 100X15 mm.
Jeringas de 1mL.

Asas bacteriologicas.

Kit de AUXACOLOR®
Asas micologicas

Asas bacteriologicas
Centrifuga

Microscopio de campo claro

+ Hidroxido de potasio al 10% (KOH)

¢ Azul de algodon lactofenol

+» N-acetil-L-cisteina al 3%

HIDROXIDO DE POTASIO AL 10%

Hidréxido de potasio (KOH) 10 g. Agua destilada 100 ml.

Uso: como solucién aclarante para examenes directos ¢
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AzUL DE ALGODON

Azul de algodén (de anilina) 0.05 g. Glicerol 40 ml. Fenol (cristales) 20 g. Acido lactico 20 ml.
Agua destilada 20 ml.

Preparacion: disolver el fenol en acido lactico, después agregar agua y glicerol, calentar
ligeramente y, por ultimo, adicionar el azul de algodon.

Uso: para examenes directos de las cepas ©).

N-acetil-L-cisteina (NAC)

N-acetil-L-cisteina 3 g. agua destilada 100 ml.

Preparacion: disolver la NAC en agua destilada estéril, agitar y mezclar hasta obtener una
solucién homogénea, transparente.

Uso: como mucolitico y aclarante de muestras pulmonares
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9.1.2 MEDIOS DE CULTIVO

e Agar Dextrosa Sabouraud (ADS).
e ADS mas antibiéticos (Micosel®).
e Medios cromogénicos (CHROMagar-Candida®).

e Corn meal adicionado de Tween 80 al 1%.

HARINA DE MAiz + TWEEN 80 AL 1%.

Medio de harina de maiz 990 ml. Tween 80, 10 ml.
Preparacion: esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.
Uso: se le conoce también como método Dalamau y sirve para formacion de

seudomicelio y clamidoconidios del género Candida .

SABOURAUD DEXTROSA AGAR.

Dextrosa 20 g. Peptona 10 g. Agar bacteriolégico 20 g. Agua destilada 1 000 ml. pH
6.5.
Preparacion: se esteriliza en autoclave a 121°C, durante 15 minutos.

Uso: medio rutinario para el primoaislamiento y conservacion de diversos hongos.

(%)
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SABOURAUD MAS ANTIBIOTICOS AGAR (MICOSEL®).

Medio de Sabouraud 1 000 ml. Actidione (cicloheximida) 400 mg. Cloranfenicol 500
mg. pH de 6.5.

Preparacion: los antibidticos se adicionan de la siguiente manera: el actidione en 1
ml de acetona y el cloranfenicol en 1 ml de alcohol etilico; ambos se agregan cuando
el medio ha hervido por uno o dos minutos. Se esteriliza en autoclave a 121°C,
durante 15 minutos. ©)

Uso: medio selectivo para hongos patdgenos ©).

CHROMagar-Candida®.

Disolver 20 g de CHROMagar Candida en 250 mL de agua destilada estéril.
Calentar la mezcla (< 100°) hasta disolucion completa. EI medio no requiere
esterilizacion por autoclave, sin embargo, después de enfriado en bafo de agua a
45°C, el agar debe ser vertido en placas. Luego de solidificadas, las placas deben
almacenarse a 4°C hasta su uso.

Composicion: Cromopeptona 10,00 g, Glucosa 20,0 g, Mezcla cromogénica 2,0 g,

Cloranfenicol 0,5 g, Agar 15,0 g, Agua destilada para 1000 mL. pH final 7,4 + 0,2.

Uso: CHROMagar™ Candida es un medio selectivo para el aislamiento e
identificacion presuntiva de levaduras y mohos filamentosos y diferenciacion de
especies de Candida spp. Debido a las diferencias en morfologia y color de las
colonias de levaduras, este medio facilita la deteccion de mezclas de cepas de

levaduras en la muestra analizada y ayuda a identificar las candidosis mixtas. (7
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9.1.3 HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

Iniciales del paciente: . Edad: . Sexo: . Fecha:

# Micolégico

Antecedentes médicos

Diagnéstico:

Aspectos clinicos correlacionados a una micosis:
Cuales:

Si . No

Probable

Muestra:

Tratamiento(s) actual(es) Si
Cual/Cuales:

Resultados:

No

I D KOH al 10 %

Examen en @ Se observan estructuras parasitarias

fresco Caracteristicas
Cultivo Desarrollo del agente etioldgico
(ADS) Caracteristicas Tipo de micelio

microscoépicas

Estructuras de
reproduccion

Caracteristicas Anverso
macroscopicas

Sl NO

SI NO

Reverso
Cultivo Hubo desarrollo Sl
. del agente
(Micosel ®) etiologico NO
S|, diferente que en
Sabouraud,(Caracteristicas)
Clinica Existe correlacion clico-micoldgica

Diag ndstico @ Micosis pulmonar del paciente
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