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RESUMEN

Introduccion: la neurocriptococosis resulta de la inhalacion de levaduras del
complejo de especies Cryptococcus neoformans y afecta principalmente a pacientes
inmunocomprometidos, provocando altas tasas de mortalidad.

Objetivo: describir la infeccidon por Cryptococcus spp. en pacientes con VIH/sida de
Guayaquil, Ecuador.

Métodos: estudio descriptivo, transversal y prospectivo, entre diciembre/2013-
-enero/2015. Se recopilaron 82 muestras de liquido cefalorraquideo asi como los
datos demograficos, clinicos y de laboratorio de igual cantidad de pacientes
seropositivos al VIH ingresados en el Hospital de Infectologia “Dr. José Daniel
Rodriguez Mariduefia”. La infeccion criptococésica se confirméd mediante examen
microscopico directo del liquido cefalorraquideo con tinta china, cultivo en agar
Sabouraud y pruebas bioquimicas convencionales. El estudio cumplié con los
requerimientos éticos establecidos.

Resultados: el 89,02 % de los pacientes incluidos en el estudio fueron de género
masculino y el 45,12 % del grupo etario de 20-30 afios. El 33 % de los pacientes
presentaron la infeccion por C. neoformans, y sus caracteristicas clinicas mas
frecuentes fueron: impresiéon diagndstica de neuroinfeccion (41 %), cefalea (78 %;
21/27), vomitos (85 %; 23/27) y pérdida de peso (89 %; 24/27); niveles de
CD4 < 200/uL (26 %; 7/27), leucocitos 5 000-10 000 cél/mm? (63 %; 17/27),
hemoglobina 11-15 g/dL (44 %; 12/27) y hematécrito < 35 % (78 %; 21/27). Se
demostré ademas, la existencia de una asociacion entre la infeccion y la presencia
de vomitos, pérdida de peso y adenopatias (razén de prevalencias > 1).
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Conclusiones: La infeccion criptococésica es una importante micosis oportunista
en pacientes VIH-SIDA, que puede ser asociada a determinadas caracteristicas, lo
que permite definir mecanismos de control y prevencion.

Palabras clave: cryptococcus; criptococosis; VIH; sida; diagnoéstico; Ecuador.

ABSTRACT

Introduction: neurocryptococcosis results from inhalation of yeasts from the
Cryptococcus neoformans species complex. The disease mainly affects
immunocompromised patients, causing high mortality rates.

Objective: describe infection due to Cryptococcus spp. in patients with HIV/AIDS
from Guayaquil, Ecuador.

Methods: a descriptive cross-sectional prospective study was conducted from
December 2013 to January 2015. Eighty-two cerebrospinal fluid samples were
collected, as well as the demographic, clinical and laboratory data of an equal
number of HIV seropositive inpatients from Dr. José Daniel Rodriguez Mariduefia
infectious diseases hospital. Cryptococcal infection was confirmed by India ink
direct microscopic examination of cerebrospinal fluid, Sabouraud agar culture and
conventional biochemical tests. The study met the ethical requirements established.
Results: 89.02 % of the patients included in the study were male and 45.12 %
were in the 20-30 years age group. 33 % had infection with C. neoformans, and
their most common clinical features were diagnostic impression of neuroinfection
(41 %), headache (78 %; 21/27), vomiting (85 %; 23/27), weight loss (89 %;
24/27); CD4 counts < 200/uL (26 %; 7/27), leucocytes 5 000-10 000 cells/mm3
(63 %; 17/27), hemoglobin 11-15 g/dL (44 %; 12/27) and hematocrit < 35 % (78 %o;
21/27). An association was also found between infection and the presence of
vomiting, weight loss and adenopathies (prevalence ratio >1).

Conclusions: cryptococcal infection is an important opportunistic mycosis in
HIV/AIDS patients. It may be associated with certain features, which makes it
possible to define control and prevention mechanisms.

Key words: cryptococcus; cryptococcosis; HIV; AIDS; diagnosis; Ecuador.

INTRODUCCION

La criptococosis es una infeccion fungica sistémica que afecta, fundamentalmente,
a pacientes inmunocomprometidos. La misma resulta de la inhalacién de esporas
del complejo de especies Cryptococcus neoformans para el cual se reconocen, en la
actualidad, siete especies de vida libre en la naturaleza.! Estas levaduras presentan
especial tropismo por el sistema nervioso central. Esto justifica que entre el 70 y 90 %
de los pacientes manifiesten cuadros clinicos de meningitis o meningoencefalitis
subaguda; no obstante, sus sintomas suelen ser inespecificos.? Segun los reportes,
ocasiona mortalidad en el 60 % de las personas afectadas a pesar del tratamiento
antifungico convencional y puede alcanzar el 100 % en los pacientes no tratados o
con tratamientos iniciados tardiamente.3#
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La incidencia de la infeccion presentd un aumento aparejado al de la epidemia del
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (sida) desde su inicio en la década de
1980.5 Adicionalmente, otras condiciones tales como los tratamientos
inmunosupresores y los trasplantes, también son consideradas factores
predisponentes para el desarrollo de la enfermedad.5>” La criptococosis se considera
una de las micosis oportunistas mas importantes en los Ultimos tiempos; a pesar de
esto, en Ecuador son pocos los reportes relacionados con la misma.58

El objetivo del presente estudio es describir las caracteristicas mas sobresalientes
de la infeccion por Cryptococcus spp. en un grupo de pacientes con VIH/sida de la
Ciudad de Guayaquil, Ecuador.

METODOS

Se realiz6 un estudio transversal, descriptivo, prospectivo entre diciembre de 2013
y enero de 2015 en pacientes VIH-positivos ingresados en el Hospital de
Infectologia “Dr. José Daniel Rodriguez Mariduefia” en la Cuidad de Guayaquil,
Ecuador. Se estudiaron 82 pacientes que cumplieron con los siguientes criterios de
inclusiéon: sindrome febril, puncidén lumbar para la obtencion de liquido
cefalorraquideo, individuos ingresados en la mencionada unidad de salud,
consentimiento firmado por el paciente/familiar, serologia positiva para VIH, ser
mayor de 18 afos y ficha clinica con los datos clinicos y epidemioldgicos (ver mas
adelante en recoleccion de datos). Fueron excluidos del estudio los individuos que
no cumplieron los requisitos anteriores, los que recibieron tratamiento antimicoético
un mes previo de la toma de muestra y aquellos en los que el volumen de muestra
era insuficiente para los estudios planteados.

Recoleccion de datos

Con el objetivo de obtener datos demograficos (edad y sexo) asi como el estado
clinico del paciente al momento de la toma de muestra (datos de laboratorio, indice
de Glasgow, tratamiento previo con antifungicos y con antirretrovirales altamente
efectivo (TARGA), signos y sintomas, evoluciéon de la enfermedad) se disefié un
cuestionario que se aplicé a cada paciente.

Procesamiento de muestras

Todas las muestras de liquido cefalorraquideo se procesaron en el laboratorio de la
Universidad Espiritu Santo (UEES). A las mismas se les practicé observacion directa
al microscopio con tinta china, cultivo en agar glucosado de Sabouraud e
identificacion presuntiva por métodos convencionales (hidrolisis de la urea y
filamentacién en agar harina de maiz con Tween-80).8 La confirmacion de la
identidad de los aislamientos capaces de hidrolizar la urea y que no filamentaron se
realizé6 mediante la galeria comercial APl 20 C segun instrucciones del fabricante
(BioMérieux, Francia). Paralelamente, éstos aislamientos se inocularon en medio
agar canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB) para diferenciar entre las
especies C. gatti y C. neoformans.8°

Analisis de datos

Todos los datos fueron incluidos en una base de datos de Excel y se analizaron
usando el software Epi Info version 7 del Centro para el Control y la Prevencion de
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Enfermedades (CDC, de sus siglas en inglés). Se determinaron las medidas de
frecuencia (prevalencias), de asociacion (razén de prevalencias) y de impacto
potencial (fraccion etioldgica) de la infeccion y las variables estudiadas.

Consideraciones éticas y legales

El estudio se llevd a cabo con previa autorizacion del Decano de la Facultad de
Ciencias Médicas de la UEES y del Jefe de Docencia del Hospital de Infectologia
“Dr. José Daniel Rodriguez Mariduefa”, en Guayaquil, Ecuador. Ademas el estudio
fue evaluado y aprobado por el Comité de Bioética COBI-ASFORUM (acreditado por
las autoridades locales de salud del Ecuador), asi como por el Comité de Etica de la
Investigacion del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”. La Habana, Cuba
(dictamen No. CEI-IPK 44-14).

RESULTADOS

Los datos correspondientes al género pueden ser consultados en la (tabla 1).

La impresion diagnéstica mas frecuente fue la de neuroinfeccion. Un paciente fue
dado de alta antes de completar la ficha clinica por lo que las caracteristicas clinicas
y los datos de laboratorio solo pudieron recopilarse en 81 del total de individuos. Los
signos y sintomas mas frecuentes fueron pérdida de peso, cefalea y vomitos. Los
hallazgos de laboratorio mas importantes fueron: leucocitos 5 000-10 000 cél/mm,3
hemoglobina < 11 g/dL y hematdcrito < 35 % (tabla 2).

Tabla 1. Variables demograficas de los 82 pacientes seropositivos al WVIH
ingresados en el Hospital de Infectologia "Dr. José Daniel Rodriguez Mariduefia”
incluidos en el estudio

Variables Frecuencia Porcentaje :-?Eﬁﬂr:gi dérlfr:;::?za
demograficas (%) (%) 95 o
Grupo etario
20-30 afios 37 45,12 45,12 34,10 | 56,51
31-40 afios 28 34,15 79,27 24,03 | 45,45
41-50 afios 9 10,98 90,24 5,14 | 19,82
51-60 afics 7 8,54 98,78 3,50 | 16,80
=60 afios 1 1,22 100 0,03 6,61
Total 82 100 100 - -
Género
Masculino 73 89,02 89,02 80,18 | 94,86
Femenino 9 10,98 100 5,14 | 19,82
Total g2 100 100 - -
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Tabla 2. Frecuencia y porcentaje de caracteristicas clinicas y de laboratorio del total de pacientes
estudiados distribuidos por presencia/ausencia de neurocriptococosis

i i Pacientes Pacientes
Caracteristicas clinicas General* con criptococosis sin criptococosis
y de laboratorio - - -

| Frecuencia || % || Frecuencia || % || Frecuencia || %
| Impresién diagndstica
| Sindrome de consumo | 12 | 14,63 | 2 | 7 | 10 | 18
| Enterocolitis | 9 | 10,98 | 3 |11 | 6 11
| Sindrome febril | 3 | 3,66 | 0 | o | 3 | 5
| Cefalea | 9 | 10,98 | 2 | 7 | 7 | 13
| Neumonia | 1 | 1,22 | 1 | 4 | 0 | 0
| Cadidiasis oral | 1 | 1,22 | 0 | o | 1 | 2
| Neuroinfeccion | 28 | 34,15 | 11 |41 | 17 | 31
| Criptococosis | 13 | 15,85 | 7 | 26 | 6 |11
| Tuberculosis | 4 | 4,88 | 1 | 4 | 3 | 5
| Histoplasmosis | 1 | 1,22 | 0 | 0 | 1 | 2
| Colecistitis | 1 | 1,22 | 0 | o | 1 | 2
| Total | 82 | 100 | 27 | 33 | 55 | 67
| Manifestaciones clinicas**
| Pérdida de peso | 71 | 88 | 24/27 | 89 | 47 | 87
| Cefalea | 66 | 81 | 21/27 | 78 | 45 | 83
| Vomitos | 54 | 67 | 23/27 | 85 | 31 | 57
| Trastornos visuales | 36 | 44 | 10/27 | 37 | 26 | 48
| Déficit motor | 26 | 32 | 4/27 | 15 | 22 | a1
| Adenopatias | 24 | 30 | 9/27 | 33 | 15 | 28
| Cambios conductuales | 23 | 28 | 5/27 | 19 | 18 | 33
| Convulsiones | 22 | 27 | 5/27 | 19 | 17 | 31
| Signos meningeos | 14 | 17 | 4/27 | 15 | 10 | 19
| Uso de Antiretrovirales | 32 | 40 | 9/27 | 33 | 23 | 43
| Total muestra | 81 | 100 | 27 | 33 | 54 | 67
| Parametros de laboratorio
| CD4 (cél/uL)
| No reportado | 59 | 72,84 | 19 | 70 | 40 | 74
| <200 | 15 | 18,52 | 7 | 26 | 8 | 15
| 201-499 | 6 | 7,41 | 1 I 4 | 5 I 9
| > 500 | 1 | 1,23 | - | o | 1 | 2
| Total | 81 | 100 | 27 | 33 | 54 | 67
| Leucocitos (cél/mm?3)
| <5000 | 37 | 45,68 | 6 | 22 | 31 | 57
| 5000-10 000 | 38 | 46,91 | 17 | 63 | 21 | 39
| > 10 000 | 6 | 7,41 | 4 | 15 | 2 | 4
| Total | 81 | 100 | 27 | 33 | 54 | 67
24
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i i Pacientes Pacientes
} Caracteristicas clinicas General* con criptococosis sin criptococosis
y de laboratorio - - -

| Frecuencia | % | Frecuencia | % | Frecuencia | %
| Hemoglobina (g/dL)
| 11-15 | 33 | 40,74 | 12 | 44 | 21 | 39
[>15 | 3 | 3,70 | 1 I 4 | 2 I 4
| Total | 81 | 100 | 27 | 33 | 54 | 67
| Hematdcrito (%)
[ <35 | 67 | 82,72 | 21 | 78 | 46 | 85
| 36-42 | 10 | 12,35 | 5 | 19 | 5 | 9
[> 42 | 4 | 4,94 | 1 l 4 | 3 l 6
| Total | 81 | 100 | 27 | 33 | 54 Y

* Los pacientes presentaron mas de una manifestacion clinica.
** | os datos clinicos y de laboratorio de un paciente no constan debido a que el paciente fue dado de alta
antes de completar la ficha de datos.

Tabla 3. Medidas de frecuencia, asociacidn e impacto potencial de diferentes caracteristicas demograficas, clinicas y de laboratorio
de los pacientes con neurocriptococosis incluidos en el estudio

Variable de estudio
Género masculino
Edad: 20 - 30 afios
Neuroinfeccion
Vomitos
Adenopatia
Pérdida de peso
Cefalea

Signos meningeos
Trastornos visuales

Convulsiones

Cambios conductuales

Déficit motor

Uso de antiretrovirales

Leucocitos

5 000 - 10 000 cél/mm?

CD4 < 200 cél/uL
CD4 > 200 cél/uL

Hematdcrito < 35 %

Hemoglobina < 10 g/dL

Penr
89,02
67,27
34,15
66,67
20,63
87,65
81,48
17,28
44,44
27,16
28,40
32,10
30,51

46,91

18,52

7,41
77,78
34,57

Pep

32,93
49,09
32,93
33,33
33,33
33,33
33,33
33,33
33,33
33,33
33,33
33,33
33,33

33,33

33,33
33,33
33,33
33,33

P.-_-nrx-_-xu

100,00
70,37
40,74
85,19
33,33
88,89
77,78
14,81
37,04
18,52
18,52
14,81
33,33

62,96

25,93

3,70
70,37
20,63

Penrmoexp
83,64
64,29
30,91
57,41
27,78
87,04
83,33
18,52
48,15
31,48
33,33
40,74
42,59

38,89

14,81

9,26
1,48
37,04

RP
1,20
1,00
1,32
1,48
1,20
1,02
0,93
0,80
0,77
0,59
0,56
0,36
0,78

1,62
1,75
0,40

0,86
0,80

FE, (%) | FE. (%)
6 16
4 9
g 24

14 33
3 17

2

-2 -7

-7 -25

-8 -30

-16 -70
-17 -80
-27 -175
-8 -28

17 38
20 43
-25 -150
-5 -16

-7 -25

tmh
19,92715876
3,500689397
7,892212173
22,22222222
4,588314677
2,12297957
-5,3935989
-3,60405677
-8,43274043
-10,9909614
-12,3904495
-20,9428126
-7,14285714

18,19249714
10,7871978
-8
-10,0790526
-5,87378479

Penr: prevalencia de la enfermedad; Pe,: prevalencia de exposicion; Penesp: prevalencia de enfermedad entre expuestos; Penmeexp: prevalencia
de enfermedad en no expuestos; RP: Razon de prevalencias; FE;: Fraccidn etioldgica poblacional; FE.: Fraccién etiolégica en expuestos.
¥mh: chi de Mantel y Haenszel.

Los examenes micoldgicos permitieron confirmar la infeccion por C. neoformans
en 27 (32,93 %) de los pacientes estudiados. Todos los aislamientos hidrolizaron
la urea y tuvieron un comportamiento compatible con C. neoformans durante las
pruebas de filamentacion en agar harina de maiz con tween 80, crecimiento en
agar CGB y en la galeria Api 20 C AUX. Todos los individuos con
neurocriptococosis pertenecian al género masculino y mas de la mitad de estos

al grupo etario de 20-30 afos (tabla 3).
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La infeccion criptococésica se asocid con mayor frecuencia a la cefalea, vomitos
y pérdida de peso, asi como a los parametros de laboratorio de hematdcrito
< 35 % y leucocitos 5 000-10 000 cél/mm.2 Solo fue posible recuperar el dato
correspondiente a los niveles de células CD4 para 22 del total de pacientes
estudiados; de ellos 8 correspondieron a individuos con diagndstico confirmado
de criptococosis de los cuales 7, mostraron conteos < 200 cél/uL (26 %; 7/27)
(categoria 2 de la Organizacion Mundial de la Salud) (tabla 3). Los resultados de
la cuantificaciéon de la carga viral en los pacientes VIH/sida no estaba disponible,
por lo que no fue posible incorporar esta variable al estudio.

Ademas, la neuroinfeccion, los vomitos, adenopatias, pérdida de peso,
CD4 < 200 cél/uL y leucocitos entre 5 000-10 000 cél/mm? estuvieron asociados
a la presencia de la criptococosis (razon de prevalencias > 1) (tabla 3).

DISCUSION

C. neoformans es un hongo que afecta con frecuencia a individuos infectados por el
VIH tipo 1 (VIH-1).1%1! En los paises desarrollados de Europa Occidental y Estados
Unidos se estima que la coinfeccién HIV-criptococosis es del 2 %;41! sin embargo,
Mwaba y otros demostraron después de estudiar mas de 250 pacientes
seropositivos al VIH en Zambia, que la misma puede llegar hasta 91 %.%2 La
utilizaciéon masiva de TARGA, no sdlo redujo la frecuencia de esta micosis, sino que
también ha provocado cambios significativos en las manifestaciones clinicas y en
los resultados de las pruebas de diagndstico de laboratorio.*! Hasta el momento
s6lo se conoce un reporte sobre el estudio de esta micosis en Ecuador, el cual fue
realizado en el mismo hospital en el que se llevé a cabo la presente investigacion.®

De igual forma que en el estudio de referencia, en éste se empled el examen
directo con tinta china y el cultivo para la detecciéon de la infeccion por
Cryptococcus spp. La sensibilidad de la observacion con tinta china depende de
multiples factores tales como la pericia del observador, la calidad del reactivo
empleado, el modo de preparacion de la lamina y especialmente de aquellos
dependientes del agente, ya que en ocasiones las levaduras muestran morfologias
atipicas que dificultan su identificacion o se encuentran en cantidades por debajo
del limite de deteccién de la técnica (103-104 levaduras/mL).*34 No obstante, este
procedimiento es una de las herramientas mas empleadas para el diagndéstico
rapido de la criptococosis por su elevada especificidad, rapidez, sencillez y bajo
costo.?

La asociacion realizada sugiere que la condicién adulto joven masculino constituye
un factor de riesgo para el padecimiento de esta micosis. La mayor frecuencia de la
infeccion por Cryptococcus spp. en este grupo poblacional constituye una constante
en los diferentes reportes internacionales.*%7:15 Una explicacion factible a este
hecho pudiera estar condicionada a que esta infeccion fungica forma parte de las
enfermedades definitorias del sida, la cual a su vez es mas frecuente en los
hombres.'® Adicionalmente se conoce que las diferencias hormonales y genéticas
entre los sexos contribuyen al desarrollo de algunos agentes fungicos; en este
sentido se conoce que la presencia de dietilestilbestrol inhibe el crecimiento in vitro
de C. neoformans®® y que los ratones machos son mas susceptibles que las
hembras a la infeccién experimental con esta levadura.®

En el presente estudio la criptococosis se presenté con mayor frecuencia entre los
20 y 30 afos de edad, dato comparable con la casuistica consultada, la cual releva
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que mayoria de los pacientes con esta micosis a nivel mundial se encuentran entre
los 20 y 60 afios.® Aunque también se reporta en edades extremas, este hallazgo
pudiera estar relacionado con una mayor exposicion a Cryptococcus spp. de los
adultos en edad social y laboralmente activa durante sus labores cotidianas debido
a que este es un agente saprobidtico ampliamente distribuido en la naturaleza.®

Si se tiene en cuenta que la presencia de fiebre estuvo entre los criterios de
inclusiéon en el presente estudio, puede considerarse que las manifestaciones
clinicas encontradas mas frecuentemente coinciden con los reportes previos en los
que la triada cefalea, fiebre y vomitos constituyé la presentacién predominante.317-1°
Segun Kumar y Baradkar en otros, en los pacientes con neurocriptococosis la
cefalea es el sintoma mas frecuente (90-100 90).5-2° No obstante, esto puede diferir
de una poblacién a otra; asi por ejemplo, los vomitos, la segunda manifestacion en
frecuencia segun el presente estudio, fue el predominante (68,6 %o).2*

Segun la literatura, las alteraciones del sensorio y las convulsiones son frecuentes
en estos pacientes;32223 sin embargo, en este trabajo sélo el 37,04 % presento
trastornos visuales y el 18,52 % convulsiones. En general, muy pocos de los
individuos incluidos mostraron signos meningeos (14,81 %), lo que sugiere que la
criptococosis meningea suele presentarse como un cuadro inespecifico. Estas
variaciones pudieran atribuirse a la duraciéon del cuadro clinico (1-120 dias), a la
administracion de TARGA u otros tratamientos y a la presencia de afecciones
concomitantes ademas del sida, que dan lugar a diversas combinaciones
sintomatoldgicas.'!24

Ademas de las manifestaciones clinicas se evaluaron parametros hematolégicos que
ayudan a determinar el estado general e inmunolégico del paciente. Las alteraciones
de éstos se consideran un factor de mal pronéstico.®?5 En este estudio, mas de la mitad
de los individuos con neurocriptococosis present6 valores de hematdécrito < 35 %
(70,37 %) y niveles de leucocitos normales (5 000-10 000 cél/mm?3) (62,96 %o).
Esto, de una parte permite suponer una mejor evoluciéon del paciente, y de la otra,
alerta sobre la necesidad de incrementar el indice de sospecha clinica con relacion a
esta infeccién. También deben tenerse presente durante el analisis de los
parametros hematoldgicos, la clinica del paciente y los procesos patolégicos
asociados a la infeccion criptococésica. Desafortunadamente, no fue posible
recuperar el dato sobre los niveles de CD4 en el 70 % de los individuos con la
infeccion, lo que impidié hacer inferencias claras acerca de éste parametro.

La evidencia de la infeccion por C. neoformans en mas del 30 % de los individuos
estudiados demuestra su importancia en los pacientes seropositivos al VIH en
Guayaquil, Ecuador y la necesidad de realizar diagnosticos diferenciales oportunos
con vistas a implementar intervenciones certeras segun el caso.

En general, la sintomatologia de inicio de la neurocriptococosis puede ser discreta e
inespecifica por lo que se requiere un alto indice de sospecha para establecer un
diagnostico oportuno y certero. La presencia de la triada de cefalea, fiebre y
vomitos, acomparfiados de pérdida de peso con o sin signos meningeos en
individuos seropositivos al VIH, deben ser criterios de alerta para realizar una
evaluacion diagnéstica que permita confirmar o descartar esta micosis, incluso en
ausencia de alteraciones de los parametros hematolégicos de hematdcrito, CDs y
leucocitos totales.

Se recomienda, a partir de los resultados del trabajo, continuar profundizando en
este tema.
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