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RESUMEN

Cryptococcus neoformans e Histoplasma capsulatum han sido reconocidos como
productores de infecciones oportunistas en pacientes VIH positivo, siendo considerados
marcadores de SIDA por el Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC).

En Argentina la informacién epidemioldgica sobre la criptococosis e histoplasmosis
estda basada en comunicaciones aisladas de hospitales que atienden principalmente
poblacion VIH positiva. Hasta el momento, el conocimiento sobre la casuistica de ambas

enfermedades en nuestro pais es exiguo y no hay informacién actualizada.

Con objetivo de estudiar la incidencia de casos de criptococosis e histoplasmosis, en
pacientes VIH positivo en estadio SIDA, en el Hospital Nacional de Clinicas, de la ciudad de
Cérdoba, Argentina (HNC), se realizd un estudio retrospectivo en un periodo de quince
afios comprendido entre enero de 2000 y diciembre 2015, en el cual se evaluaron 168
muestras de 104 pacientes de ambos géneros con un rango etario entre 18 y 65 afios.

De los 104 casos clinicos analizados, 53 fueron identificados para C. neoformans y
51 para H. capsulatum. Observando la distribucion de los mismos en periodos de cinco afios

resulto un aumento de casos para ambos agentes, con predominio de criptococosis.

El 29,8% fueron pacientes femeninos y el 70,2% masculinos, en ambas entidades el
mayor numero de casos corresponde al sexo masculino. Se observé asociacion significativa

entre la presencia de VIH/SIDA y el género masculino para los casos de histoplasmosis.

De las 168 muestras clinicas analizadas, 101 (60,1%) correspondieron a casos de
criptococosis de las cuales 95% tuvo examen directo positivo y el 84% aislamiento positivo
en cultivo. El agente etiolégico H. capsulatum fue identificado en 67 muestras (39,9%), en
las que se observa un 99% de hallazgos positivos en el examen directo y solo un 67% en el

cultivo.

En liguido cefalorraquideo hubo una elevada recuperacion de Cryptococcus
neoformans. Los hallazgos de Histoplasma capsulatum se vieron mayoritariamente en

muestras de sangre.

Este estudio destaca la importancia de incluir estas dos micosis como marcador del
estadio SIDA en pacientes VIH positivo, ademéas de contribuir y colaborar en el control y

vigilancia de las patologias fungicas en nuestro nosocomio.
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INTRODUCCION

En personas infectadas con el VIH, la replicacion viral produce una disminucion de la
inmunidad mediada por células, lo cual da origen a diversas manifestaciones por la
presencia de infecciones oportunistas y permite el paso al estadio mas avanzado de la
enfermedad, el SIDA (1).

El uso de nuevos antirretrovirales condujo a una disminucién en la mortalidad, la cual
esta acomparfada por una importante reduccion en la incidencia de infecciones oportunistas
(1). Sin embargo la baja adherencia al tratamiento en los paises en desarrollo permite que
las infecciones oportunistas continlen presentes. Entre las més frecuentes producidas por
hongos se encuentran: criptococosis extra pulmonar, histoplasmosis, candidiasis

oroesofagica y neumonia por Pneumocistis jirovecci (2).

Criptococosis es una micosis sistémica causada por el complejo de especies patdgena
del género Cryptococcus neoformans/gattii que posee fase sexuada y asexuada, cuatro
serotipos principales y 8 variedades moleculares con diferencias clinico-epidemiolégicas,

fenotipicas y de sensibilidad antifingica (3,4).

Cryptococcus neoformans (C. neoformans) , se divide en los serotipos A (serovariedad
grubii) conformado por los genotipos VNI 'y VNII, D (var. neoformans) cuyo genotipo es VNIV
y AD (hibrido) que corresponde al genotipo VNIII, los cuales causan enfermedad en
pacientes con alteracion del sistema inmune, especialmente individuos con VIH/SIDA; y C.
gattii, que se divide en los serotipo B ( genotipos VGl y VGII) y C ( genotipos VGIIl y VGIV),

gue causan enfermedad en huéspedes inmunocompetentes (1,5).

Este hongo es una levadura encapsulada que se puede aislar del ambiente, se
encuentra comunmente en el suelo, en la madera en descomposicién, en huecos de arboles
o0 en excrementos de aves. El huésped susceptible se pone en contacto con el agente

mediante la inhalacién de esporas (6).

C. neoformans puede infectar cualquier 6rgano del cuerpo, y en pacientes
inmunodeprimidos puede existir infeccion multisistémica, sin embargo cabe aclarar que los

sitios mas comunmente afectados son el pulmény el sistema nervioso central (SNC) (7).

En el mundo, la criptococosis meningea es muy frecuente, y afecta especialmente a los
pacientes infectados por el VIH y a los individuos sometidos a terapia inmunosupresora. En

el 26-45% de estos pacientes es la primera manifestacion de la infeccion por VIH (8).



Se ha calculado globalmente casi un millbn de casos anuales de criptococosis
meningea en pacientes con SIDA. La incidencia de esta enfermedad en Argentina oscila
entre el 6 y el 15% (8).

La histoplasmosis es la micosis sistémica endémica mas frecuente entre los pacientes
con SIDA en nuestro medio, luego de la criptococosis. Su prevalencia, en pacientes con

VIH/SIDA, varia entre 5-20% en diferentes regiones geograficas del planeta (9).

Su agente etioldgico, el Histoplasma capsulatum (H. capsulatum), es un hongo dimorfico
que habita en el suelo de zonas templadas o subtropicales y himedas, en Argentina

fundamentalmente en la Pampa Himeda (9,10).

La infeccion es adquirida por via inhalatoria y el mecanismo de enfermedad es por

infeccion primaria, reinfeccion o reactivacion de un foco latente. (9)

Ambas enfermedades se manifiestan clinicamente en los pacientes VIH positivo con

recuento de linfocitos LT CD4+ inferior a 200 cél/uL, es decir en estadio SIDA (10).

El objetivo de nuestro trabajo fue estudiar, caracterizar y evaluar el comportamiento
de estas entidades, en pacientes VIH positivo en estadio SIDA, observados en el Hospital

Nacional de Clinicas, de la ciudad de Cordoba, Argentina (HNC).

MATERIALES Y METODOS

Se realizdé un estudio retrospectivo en el cual se evaluaron 168 muestras clinicas,
obtenidas de un total de 104 pacientes VIH/SIDA, 31 femeninos y 73 masculinos (con un
recuento de LT CD4+ < 100) que fueron internados en el HNC, Cérdoba, Argentina entre
enero de 2000 y diciembre de 2015, con diagnostico probable de histoplasmosis y

criptococosis. El rango etario fue entre 18 y 65 afios.

Se registraron los siguientes datos: edad, sexo, localizacién y caracteristicas de las

lesiones, diagndstico clinico presuntivo y tratamiento implementado.

Se analizaron muestras de: sangre, médula 6ésea, esputo, lavado broquioalveolar
(BAL), biopsia, LCR, ulceras, erosiones mucocutaneas, materia fecal, liquido de ampolla,

escobillado nasal, cornea, orina y liquido pleural.

Para el andlisis de datos se utilizé el programa estadistico MedCalc, versién 13.3.3.0,

copyright 1993-2014, statistical software.

El diagnostico de criptococosis en muestras de Liquido Cefalorraquideo (LCR) se

realizd por visualizacion en tinta china. Con el resto de las muestras se realizaron
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extendidos sobre portaobjetos, los cuales fueron fijados con calor, expuestos a la llama del
mechero, y tefiidos con las técnicas de Giemsa, Grocott y mucicarmin de Mayer al igual que

todas aquellas que se analizaron en busqueda de H. capsulatum.

Los materiales bioldgicos se cultivaron en medios de Agar Sabouraud glucosado
Britania, Agar Sabouraud glucosado Britania con antibiético y agar infusion de cerebro —
corazon Britania, a distintas temperaturas, 28°C y 37°C respectivamente, durante 30 dias.
Los cultivos se observaron periddicamente. Las cepas aisladas de C. neoformans fueron
identificadas mediante la realizacion de pruebas como: hidrdlisis de urea, asimilacion de
azucares y utilizacion de fenoloxidasa en agar alpiste; mientras que la identificacion de H.
capsulatum se hizo por visualizacion macroscépica de las colonias y microscépica de las

estructuras caracteristicas de su micelio.

RESULTADOS

En nuestro estudio del total de 104 casos clinicos analizados, 53 fueron identificadas
para C. neoformans y 51 para H. capsulatum. Si bien el agente aislado que predomina, a lo
largo de los afos, es C. neoformans, podemos ver que en los periodos 2009 y 2011 este
resultado se invierte, pero si observamos el p valor obtenido hasta 2008 (p valor= 0,4) y

luego de 2008 (p valor=0,12) podemos decir que el mismo no es significativo (Gréfico I).

Gréfico I: Distribucién anual de criptococosis e histoplasmosis en 104 casos clinicos.

GRAFICO |

® Histoplasma

capsulatum
B Cryptococcus
| neoformans
N (e}
i

(%]
(]
(%]
<<
o
[
[a]
o
oc
i
S
2
4




Si comparamos el total de casos en ambos periodos, observamos que no existe un
aumento significativo (p valor= 0,12), aun asi podemos ver que a partir de 2008 el total de
casos es mayor para ambas entidades.

En un andlisis tomando periodos de cinco afios, como ya lo habiamos hecho en un
estudio retrospectivo anterior presentado en Xll Congreso Argentino de Micologia 2011 en la
ciudad de Mendoza, si bien se observa un aumento de los casos en ambos agentes,
podemos decir que el mismo no fue significativo (p valor= 0,10) (Gréfico II).

Grafico Il: Distribucion de los casos de criptococosis e histoplasmosis en 104

pacientes VIH/SIDA en periodos de cinco afios.
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La relacion existente entre los exdmenes directos positivos y los cultivos positivos de
la totalidad de los hallazgos en las 168 muestras clinicas, se muestra en la Tabla 1. La
diferencia observada en los porcentajes de examenes directos positivos y obtencion del
cultivo positivo para C. neoformans, se debe a que en muchos casos podemos observar la
presencia de levaduras capsuladas en una tinta china en muestras de LCR, cuando el
paciente ya se encuentra en tratamiento, pero las mismas pueden no ser viables,
obteniéndose un cultivo negativo. En cuanto a la obtencion de cultivos positivos de H.
capsulatum, la recuperacion en cultivo del agente es baja, ya que la sensibilidad del mismo
es de un 40%.

Es importante destacar que en micologia para estos dos patdgenos, el examen
directo, tiene valor diagnéstico, por lo que el medico puede iniciar el tratamiento antifingico,

cuando el mismo es positivo, sin esperar al desarrollo del cultivo.



Tabla 1: Diagnostico de laboratorio de los casos de criptococosis e histoplasmois

analizados en 168 muestras clinicas.

AGENTES
N° DE Examen
PRODUCTORES DE _ Cultivo (+)
MUESTRAS Directo (+)
MICOSIS
Cryptococcus
neoformans 101 96 (95%) 85 (84%)
Histoplasma
capsulatum 67 66 (99%) 45 (67%)

En cuanto a la distribucion por edad y sexo (Tabla 2), se observa que el grupo
predominante para la criptococosis se encontraba en el rango entre 40 y 49 afios (38%); el
paciente de menor edad tenia 18 afios y el mayor 65, ya que nuestra institucion solo atiende
personas de edad adulta. En pacientes con histoplasmosis no se observaron diferencias
significativas en el rango etario. Asimismo, se observd que en ambas entidades, el mayor
namero de casos correspondia al sexo masculino, 35 (66%) para criptococosis y 38 (75%)

para histoplasmosis (Gréfico lll).

Tabla 2: Distribucién por sexo y grupo etario en casos de criptococosis e

histoplasmosis en 104 pacientes VIH/SIDA diagnosticados en el HNC entre 2000 Y
2015.

<20 1 2 0 1
20-29 5 4 4 7
30-39 4 9 3 7
40-49 1 13 6 14
50-59 1 6 2 6

>60 1 4 3 0

TOTAL % 13(25%) | 38(75%) | 18(34%) | 35(66%)
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Grafico lll: Distribucion de los casos analizados por sexo, de Cryptococcus

neoformans e Histoplasma capsulatum en 104 pacientes.
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Se aplicé la prueba Chi-cuadrado (x?) de Pearson, trabajando con niveles de
confianza del 95% para evaluar si existia prevalencia en relacion al sexo. En los casos de
criptococosis no se obtuvieron resultados significativos.

Sin embargo aplicando el mismo estadistico en la histoplasmosis, el valor obtenido
fue de x2=6,15 con un “p valor<0,05”, mostrando asociacién significativa entre la presencia
de VIH/SIDA y el sexo del paciente, lo cual se puede ver mediante el calculo de las
frecuencias: hombres (7,81%) y mujeres (3,5%), con lo cual pudimos observar que existe
prevalencia del género masculino.

En los distintos tipos de muestras que se analizaron en nuestro servicio de micologia
en estos quince afios, podemos ver que la mayoria de casos en los que se identific6 como
agente causante C. neoformans corresponden a liquido cefalorraquideo seguido de
hemocultivo, mientras que H. capsulatum fue encontrado mayoritariamente en muestras de
hemocultivo y Ulceras de piel. El resto de las muestras no denota un namero significativo en

los aislamientos (Tabla 3).



Tabla 3: NiUmero de aislamientos de H. capsulatum y C. neoformans en 168 muestras

clinicas analizadas.

BAL 5 2
BIOPSIA 3 2
CORNEA 0 1
ESPUTO 1 1
GANGLIO 1 0

GLANDULA
SUPRARRENAL 1 0
HEMOCULTIVO 29 26
LCR 1 60
ESCOBILLADO NASAL 1
MEDULA OSEA 7
PALADAR 5 0
ESCARIFICADO DE
AMPOLLA 0 1
ORINA 0 2
ULCERA DE PIEL 11 4
ENCIA 1 0
MATERIA FECAL 1 0
ABSCESO DE MANO 0 1
LIQUIDO PLEURAL 0 1

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El factor de riesgo mas importante asociado al desarrollo de infecciones micoéticas
oportunistas en infectados con el VIH, es un recuento de linfocitos LT CD4+ inferior o igual a
200 cél/uL , en nuestro trabajo la mayoria de los pacientes tenia un avanzado estado de
inmunosupresion, evidenciado por un numero de linfocitos LT CD4+ menores a
100 cél/uL (9-11).

El uso de la TARGA ha llevado a una importante disminucion en la morbimortalidad,
como también en la incidencia de infecciones oportunistas en estos pacientes (1). Sin

embargo, a pesar de los avances en el tratamiento de la infeccion por el VIH, el diagnéstico
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y el desarrollo terapéutico, las infecciones oportunistas permanecen como una importante
causa de morbimortalidad en aquellos individuos que tienen un acceso limitado a los

servicios de salud, la terapia antirretroviral o los farmacos quimioprofilacticos (12).

En una encuesta realizada durante el afio 2004 entre 72 laboratorios de la Red
Nacional de laboratorios de Micologia de Argentina (Davel 2007) se observé que la
criptococosis ocupaba el segundo lugar en frecuencia con 328 casos, correspondiente al
20% de las micosis profundas diagnosticadas durante ese afio (13,14). A través de este
estudio y observando los valores totales de pacientes con criptococosis e histoplasmsis,
pudimos ver que en nuestro hosocomio, no hay un predominio significativo de ninguno de
los agentes, sino mas bien las cifras fueron muy similares, ya que del total de 104 casos
clinicos analizados, 53 fueron identificadas para C. neoformans y 51 para H. capsulatum, a
diferencia de otros estudios como Alvarez, et al. donde se sefiala que la histoplasmosis es

una micosis mas frecuente que la criptococosis (15).

El comportamiento de ambos agentes a lo largo de los afios muestra un aumento de
casos de criptococosis e histoplasmosis en nuestro hospital; no pudimos comparar estos
resultados con estudios similares realizados en hospitales de nuestro pais ya que no hay
trabajos en los que se analicen juntos estos dos patégenos, por lo que no podemos concluir
si el resultado es similar o difiere al de otras regiones. Esto podria deberse a que entre 2005
-2015 los casos de VIH en Argentina aumentaron un 7,8%, segun un estudio elaborado por
el consorcio internacional de investigadores que coordina el Instituto para la Medicién y

Evaluacioén de la Salud, de la universidad de Washington (16).

Un diagnéstico certero depende de un alto indice de sospecha clinica, acompafiado
de una buena practica de laboratorio: la identificacién del agente causal en el examen
microscépico directo, en los diferentes materiales enviados al laboratorio de micologia, con
coloracién de Giemsa o tinta china y su aislamiento en cultivo (13). De las 168 muestras

clinicas analizadas, 101 correspondieron a casos de criptococosis y 67 a histoplasmosis.

Los hallazgos se obtuvieron mayoritariamente con la identificacion de ambos
agentes en las distintas coloraciones realizadas, en nuestro estudio C. neoformans fue
identificado a través de examen directo en un 95 % de las muestras y H. capsulatum en un
99%. La recuperacion en los distintos medios de cultivo fue menor, de un 85% para C.
neoformans y del 67% para H. capsulatum, esto se correlaciona con la sensibilidad del
método que es del 40%. Es importante destacar que en micologia el examen directo o
coloracién positivo, tiene valor diagnéstico, y le permite al médico instaurar el tratamiento,

eso realza la importancia de contar con especialistas capacitados en microscopia fungica.
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En nuestro trabajo el diagndstico micoldgico inicial se hizo principalmente por la
visualizacién microscépica del H. capsulatum en lesiones cutaneo-mucosas y por su
aislamiento en hemocultivos, estos resultados se corresponden a los hallados en otras
series (17). Es importante destacar que en Sudamérica el 70% de los pacientes presenta
lesiones cutdneas o mucosas Y la escarificacion de las mismas es util para llevar a cabo un
citodiagndstico de Tzanck, empleando el colorante de Giemsa y cultivos en medios con
antibidticos, que permite el diagnostico en aproximadamente el 70% de los casos (17).
Puga, et al. comprueban lesiones cutaneas en el 82% de los pacientes con histoplasmosis
diseminada asociada al SIDA (18). Del mismo modo en Uruguay, Mansilla, et al. observan
lesiones cutaneas en el 77% de estos pacientes (19). La razén para explicar esta diferencia
en la frecuencia de lesiones cutdneas segun las distintas regiones es desconocida; sin
embargo, debe destacarse la importancia de escarificar o biopsiar todas aquellas lesiones

sospechosas (17).

En cuanto a los métodos de diagndstico, los hemocultivos presentan resultados
positivos en 50% a 70% de los pacientes con histoplasmosis y SIDA vy, en alrededor del 20%
de ellos, constituyen el Unico elemento de diagnéstico. En nuestra serie H. capsulatum se
aislé mayoritariamente en muestras de hemocultivo, lo que se corresponde con Corti, et al.
(17). Por otro lado, el hemocultivo fue la segunda muestra en la que se obtuvo la mayor
cantidad de aislamientos de C. neoformans, lo que coincide con otros trabajos publicados

como Lizarazo, et al. (20).

El nimero de diagnésticos positivos para H. capsulatum logrados a partir de
secreciones respiratorias, teniendo en cuenta que los pulmones son la puerta de entrada del
hongo y en oportunidades manifiestan anomalias detectadas por radiografia, fue escaso al
igual que en el trabajo publicado por Corti, et al. (17). La recuperacion de C. neoformas en
estas muestras también ha sido muy baja a diferencia de lo encontrado en trabajos como
Lizarazo, et al. donde el aislamiento en muestras respiratorias ocupa el tercer lugar luego de
LCR y hemocultivo (20). Esto se explicaria porque la mayoria de las veces luego de que se
presenta el primo-contacto, la mayoria de los pacientes (95%) sana en forma espontanea, lo

mismo ocurre en la criptococosis (21)

El compromiso del sistema nervioso central se presenta en menos del 10% de los
casos, como una meningoencefalitis a LCR. Su diagnéstico es dificili dado que H.
capsulatum es solo raras veces cultivado en ese material. En nuestro trabajo solo se aislo el
agente en una sola muestra. Esto es totalmente opuesto a lo que ocurre con C. neoformans,
cuyo aislamiento se hizo mayoritariamente en muestras de LCR, lo que demuestra la alta

sensibilidad del método en la tinciobn de contraste con tinta china para la observacion de
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levaduras capsuladas. Cabe destacar ademas que el 80% de los pacientes con
criptococosis tienen tinta china positiva, este resultado se correlaciona con el publicado en
otras series como Avila, et al. donde la criptococosis cerebral se presenté en un 72,7% de

los casos y en un 92% en otras publicaciones como Lizarazo, et al. (6,20).

Por otro lado creemos que el aumento de deteccibn de C. neoformas y H.
capsulatum en los dltimos afios fue debido a que nuestro servicio tiene una mayor
interaccion con el servicio de infectologia, esto se ha logrado mediante la implementacién de

ateneos conjuntos y la participacion de los bioquimicos en las revistas de sala.

Con respecto a los resultados obtenidos en relacion a la distribucion de ambos
agentes segun sexo y edad, pudimos observar que el grupo predominante para la
criptococosis se encontraba en el rango entre 40 y 49 afios lo que se corresponde con lo
reportado por otras series internacionales como Avila, et al. y Antinori et al. en las que la
edad promedio es de 40+12 afios, lo que corresponde a adultos jévenes econémicamente
productivos (6,22). En pacientes con histoplasmosis no se observaron diferencias
significativas en el rango etario al igual que lo observado en el trabajo publicado por Alvarez,
et al (15). Asimismo, se observé que en ambas entidades, el mayor nimero de casos
correspondia al sexo masculino, 35 (66%) para criptococosis y 38 (75%) para
histoplasmosis, lo que se correlaciona con lo expresado por la literatura en la cual se
describe una relacién hombre mujer de 4:1 tanto en criptococosis como en histoplasmosis
(21,23).

El desarrollo progresivo de técnicas de laboratorio mas rapidas y sensibles y de
nuevos antifingicos permitira, en el futuro, hacer un diagndstico y tratamiento temprano, y

disminuir por consiguiente la morbimortalidad inherente a estas infecciones.

Es importante destacar, que este tipo de estudio deberia hacerse en todos los
centros de salud a nivel nacional para contribuir al conocimiento epidemiol6gico de nuestro

pais.
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