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Introduccion

La crnptococosis 85 una Micosis causada por la levadura capsulada y oportunista
Cryptococcus neoformans var. neoformans seroupos A y D, y ADy por el
Cryptococcus neoformans var. gatti serotpos By C

La incidencia de criptococosis se ha iIncrementado sustancialmente en los Ultimos
15 afos debdo al numero explosivo de casos de SIDA en el mundo. Actualmente
el 50% de los pacientes con criptococosis tienen infeccion por el VIH vy la
manifestacidn clirnica mas comun es la meningitis ., sin embargo. el 20 al 30% de
estos pacientes presentan infeccion pulmonar, cutanea, ésea y del tracto urinario,
con o0 sin infeccidnN meningea Ademas se considera que la criplococosis ocurre
como manifestacion primana del SIDA en un 25 a 45% de individuos con infecaidn
porel VI H

En Meéxico los informes sobre crnplococosis Son escasos, en uno de ellos se
informd que C neoformans figura en tercer jugar entre las mMIcosSi1s oparturistas
asociadas a SIDA, Otro estudio reporta la caractenzacién de las cepas de
Cryptococcus necformans (3,14.15)

El curso de la enfermedad esta determinado por el estado nmunoidgico del
hospedero, por o que la mayoria de ios casos corresponden a pacientes con un
gstadio avanzado de la infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (1).
Ciertos hallazgos son comunes en pacientes con SIDA, tales como un gran

numero de microorganismos y una respuesta inflamatoria atenuada en los sitios



de infecciéon, abundantes levaduras en el LCR y una alta incidencia de

enfermedad clirmca

En la mayoria de los pacientes (70 a 90%) ia infeccidn del SNC se presenta con

signos y sintomas de meningitis subaguda o meningoer

man:f por
cefalea. fiebre, letargia. camb:os en la personahdad y pérdida de la memoria en
las dos a cuatro ultimas semanas La ngidez de nuca es nusual y la fiebre no

siempre esta presente

Los agentes etioldgicos de la criptococos:s, Cryptococcus necoformans var.

neoformans (serotipos A, D y AD) y Cryptococcus neoformans var gattn
(serotipos B y C) presentan diferencias en relacidn con su morfologia (estado
sexual y asexual), patogenicidad. nicho ecoidgico, distnibucidn geaografica,
caracteristicas bioquimicas y genéticas (2)

A partir de la década de los ochenta ios aislamientos de C neoformans en

pacientes con SIDA corresponden cas: exclusivamente a la vanedad neoformans
aun en paises o regiones donde anteriormente predominaba la vanedad gattn y
los escasos reportes que existen sobre ésta se refileren a casos individuales
principalmente. Las razones de la alta susceptibiidad de enfermos con infeccién
por el VIH a la vanedad neoformans no se conocen hasta el momento

£l presente estudio tuvo como cobjetivo conocer la ncidencia y caracteristicas
clinicas de la meningitis por Cryptococcus neoformans en los pacientes infectados
por el VIH que se admitieron en una unidad de tercer nivel de la Ciudad de
Meéxico, asi como identificar las caracteristicas morfologicas, variedad y el

serctipo de las cepas aisladas



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

& Cual es la incidencia de meningitis por las dos variedades de Cryplococcus
neoformans en el Hospital de infectologia Dr Daniel Méndez Hernandez del
Centro Médico Nacional “La Raza” en pacientes infectados por el Virus de la

Inmunodeficiencia Humana ?

¢ Cudl son las caracteristicas clinicas de la meningitis por las dos variedades de

Cryptococcus neoformans?

¢ Conocer la morfologia macroscopica y microscopica, la variedad infectante y el
serotipo de las cepas aisladas ?



OBJETIVOS
Objetivo principal

- Conocer la incidencia de meningitis causada por las dos varnedades de
Cryptococcus neoformans en pacientes con infeccion por el Virus de la
Inmunodeficiencia Humana admitidos al Hospital de Infectoiogia "Dr. Daniel
Méndez Hernandez  del Centro Médico Nacional "La Raza  del 1° de Mayo al 31

de diciembre de 1996
Objetivos secundarios

Conocer las caracteristicas clinicas de la meningitis por Cryptococcus

neoformans en pacientes infectados por el VIH

Determinar las caracteristicas morfolégicas, variedad y serotipo de las cepas de

Cryptococcus neoformans aisladas de los pacientes con meningitis



Material y Métodos

El Hospital de Infectologia "Dr Daniel Méndez Hernandez del Centro Médico
Nacional ‘La Raza es un hospital de 3er nivel de atencidn meédica en el cual se
atienden pacientes infectados por el V.1 H de !a Delegacién 2 Noreste del Distrito
Federal del IM S S procedentes del drea metropolitana del Distrito Federai. tiene
una poblacién cautiva de 350 pacientes con VI H y atiende cada afo a alrededor
de 210 pacientes nuevos infectados con dicho virus aproximadamente

En el estudio se incCluyeron pacientes de ambos sex0s, mayores de 16 afios edad,
con diagnéstico ge infeccion por el Virus de 1a inmunodeficiencia Humana. que se
admitieron con el diagnéstico de meningiis por Cryptococcus neoformans de
primera vez o0 de recaida EI| diagnédstico se hizo por identificacidn del hongo en

tinta china y en cultivo

CRITERIOS DE INCLUSION

1.- Pacientes con diagnéstico de infeccidn por el Virus de la Inmunodeficiencia
Humana por medio de la técnica de ELISA y confirmados por Waestern Blot

2.- Pacientes mayores de 15 aflos de edad

3.- Pacientes que se encuentren atencidos en el Hospita! de Infectologia “Daniel
Méndez Hernandez" del Centro Médico Nacional "La Raza™

4.- Pacientes masculinos o femeninos




§.- Pacientes que presenten un cuadro de meningitis criptococdsica de primera
vez o de recaida.

7.- Pacientes en los cuales el diagnodstico preliminar de laboratono con tinta china
fue positivo

8.- Pacientes con diagnéstico de laberatorio positiva por cultives en medio de
Sabouraud

9.- Pacientes en los que la identificacién de C neoformans por medio de la tinta
china fue negativo a su ingreso, pero con cuadro clinico sugestivo y el resultado

del cultivo para C neoformans positivo

CRITERIOS DE NO INCLUSION

1.- Pacientes menores de 15 anos de edad

2.- Pacientes ambulatornos
CRITERIOS DE ELIMINACION
1.- Aquellos pacientes que fueron incluides al inicio en base a un resultado

positivo de tinta china en los que no fue posible el aislamiento del hongo por

medio de un cultivo. )



VARIABLES

Caso de meningitis criptococdsicas Todo paciente con serologia para ViIH-1
positiva por ELISA y Western Blot que cuente con identificacidon de Cryptococcus
neoformans en liquido cefalorraquideo por observacion microscépica por medio
de preparacion con tinta china y culivo Vanable nominal dicotomica (define al
caso)

Fiebre: Elevacion de temperatura corporal cuantificada en la axila de por lo menos
38 0°9C o mas en 2 ocasiones pfevia a la agdministracion de anfotericina B estando
el paciente hospitalizado Vanable norminal dicotémica (si, no)

Cefalea. Dolor de cabeza de iocakzacion e intensidad varnables que no cumpla
con las caracteristicas de la cefalea vascular, tensional o postraumatica Vanabie
nominal dicotdmica (si, na)

Trastornos de la conducta Cambios en la conducta usual del paciente durante la
semana previa al diagndstico o la valoracion de la memngitts Varnable nominat
dicotomica (si. no)

En el caso de los sintomas se registrara el tiempo de duracion de los mismos
Signo de rigidez de nuca Cuando el paciente presenta resistencia involuntana a
la flexidn cervical pasiva y no se encuentre bajo efectos de medicamentos Que
producen rigidez como halopendol © dosis altas de metoclopramida, padezca de

enfermedad de Parkinson o espondilocartropatias cervicales Variable nominal

dicotémica (si. no)
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Signo de Kernig: Limitacion dolorosa de la extensidn de la prerna sobre la rodilla,
con flexién imcial del muslio sobre la cadera encontrandose el paciente en
decubito supino Variable nominal dicotémica (si, no)

Signo de Brudzinski' Flexidn secundana de las rodillas al querer flexionar
pasivamente |a cabeza del enfermo en decubito dorsal. Variable nominal
dicotaomica (si. no)

Tipo de presentacidn: Se clasificara como pnmera vez o recaida en caso de que
exista o no documentacién de un evento previo con aislamiento del Cryptococcus
neoformans. Variables nominales

Escala de Glasgow al ingreso Se utiizara la escala con el fin de establecer el

deterioro del estado de alerta (variable numeérnica)
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PROCEDIMIENTOS

Una vez identificados los pacientes se les realizé histona climnica completa por
medio de un formato realizado para tal fin, se obtuvo liquido cefalorraquideo
(LCR) por puncidn lumbar, que se envic al laboratorio para realizacidn de
citoquimico y cultivo

Para la siembra se centrifugo el liquido cefalorraquideo a 1000 r p m durante 15,
El sedimento fue enviado al laboratorio dei hospital para su siembra en el medio
de Sabouraud. E! crecimiento de C neoformans se identifico a las 48 a 72 horas,
posteriormente se realizaron los siguientes procedimentos

Verficacion de la pureza de las cepas mediante preparacion microscdpica en
fresco con agua destitada estéril y tincidon de Gram para detectar contaminacion
bacteriana

Crecimiento a 37°C en medio de Sabouraud Dextrosa Agar durante cinco dias de
incubacion

Descripcion de la morfologia colorial tomando en consideracion las siguientes
caracteristicas. color, textura y aspecto de la colonia

Para la observacion de la morfologia microscdpica se hizo una preparacién
directa en fresco con agua destilada estéril y tinta china, para identificar forma,
prasencia o no de capsula, pseudohifas y tipo de gemacion.

Posteriormente se realizaron |las pruebas para determinar especie. variedad y

serotipo.



El género se determind por {as pruebas de produccidn de ureasa. de la siguiente
manera @ se prepararon tubos de 13 x 100 con 1.5 ml de caldo urea, se tomoé con
el asa una muestra abundante del cultivo y se resuspendio en caldo Se incubd a
37°C haciendo lecturas a 1as18, 24 y 48 horas de incubacion Simultaneamente se
hizo una prueba con un testigo positivo conocido y unoc negativo (Candida
albicans) La interpretacidn de una prueba posiiva es por el cambio en la
coloracion del medio de color naranja a rosa mexicano. es especifica del género
Cryptococcus

L a variedad se determind mediante la prueba de produccidn de fenoi-oxidasa de
la siguente manera

Se prepararon medios de alpiste negro agar (semillas de Guizotia abyssimca) Se
tomd una muestra abundante del cultivo y se extendid sobre la superficie del
medio en un area aproximada de 1 cm de diametro Las cajas sembradas se
incubaron a 37°C junto con un tastigo positivo y uno negativo La prueba se leyo a
intervalos de 24 horas hasta los 7 dias de incubacidn

La interpretacion es la siguiente una prueba positiva esta dada por la
produccion de un pigmento cafe obscuro o cafe verdoso en la colonia y sclamente
es positiva en C. neoformans

La determinacién de la vanedad se hizo sembrando la cepas en el medio de
glicina-canavanina-azul de bromotmoi (CGB). En medio CGB se extendid una
muestra abundante de la cepa problema sobre la superficie del medio en un area
aproximada de 1 cm de didmetro Se incubd a 37°C junte con un testigo negativo

y uno positivo. La prueba se leyd a las 24, 48 y 72 horas de incubaciéon. La
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interpretacion es la siguiente: Una prueba posiliva esta dada por un cambio en la
coloracion del medio de un verde amarillento a azul cobaito alrededor del indculo
(C. neoformans var gatti) y en una negativa no hay cambio de color en el medio
(C. neoformans var necformans).

Para la determinacidn det serotipo se llevd a cabo el siguiente procedimiento : las
muestras se diatlizaron durante una nochea, posteriormente se Lofilizd un volumen
de 5 ml. cada muestra se suspendid en 0 2 ml de solucién bufter para la fijaciéon
de los antigenos de membrana. Para la serotipificacidn se utilizaron ios reactivos
de IATRON LABS ., Japdn, mediante un ensayo enzimatco También se realizd

otro procedimiento en el cual los polisacandos se precipiaron utthzando alcohol

Analisis estadistico. Los datos fueron anahzados por medio de medidas de

tendencia central y porcentajes
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RESULTADOS

Se reclutaron 18 pacientes durante el periodo comprendido del 1° de mayo de
1996 al 31 de diciembre del mismo afo. La edad de los pacientes varié entre 23
afios la minima y 63 afios la maxima con un promedio de 36. de los cuales 17
fueron del sexo masculino y 1 del sexo femenino

El lugar de residencia fue e! Distnito Federal para 15 pacientes y el Estado de
Meéxico para los 3 restantes

La prevalencia de criptococosis meningea fue del 20% en los pacientes
hospitalizados con infeccidn por VIH y afeccion neurclégica. con una ncidencsa
de 35 casos por cada 1000 hospitalizaciones de pacientes con infeccion por el
VIH al afio No se incluyeron en el estudio aquellos pacientes con tinta china
positiva y cultivo negativo

Las caracteristicas clinicas de los pacientes fueron las siguientes 14 presentaron
fiebre (78%), cefalaa 18 (100%). ngidez de nuca 11 (61%). los signos meningeos
como Brudzinskl y Kernig asi como el refiejo de Babinskr estuvieron presentes en
el 44%; la afeccidbn de nervios craneales se presento en § pacientes (28%) y
estuvo ausente en 13 (72%) el mas afectado fue el VI (40%), seguido por el IV. VII
y VIl con un 20% cada uno Los trastornos de conducta se manifestaron en 6
pacientes (33%), grafica No 1.

Todos los pacientes fueron evaluados a su ingreso con la escala de Glasgow,

estando entre 5 y 10 puntos el 33.3% de los pacientes y con mas de 10 puntos el

66.6% restante (tabla No. 1)
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La evaluacion de los examenes de laboratorio mostré que todos los pacientes
tuvieron grados variables de anemia., con valores desde 7.7 a 139 g/dl de
hemeoglobina. Los leucocitos totates en sangre variaron desde 1300 a 21.100
mm® El pacente que tuvo mas de 10.000 leucocitos por mm® tenia infeccidon
bacteriana concomitante a la meningitis criptococosica NoO se identificd ta causa
especifica de la elevacion de enzimas hepaticas (AST, ALT y DHL) tabla No 2
En e! examen citoquimico del liquido cefalorraquideo se observan valores que van
desde cero a 2500 células/mm’® con promedic de 273 Hubo predominio de
mononucleares con un valor promedic de 67 y la dependiente de
polimorfonucleares de 26 La proteinorraquia tuvo como valor mimimo 25 mg/dl y
como maximo 336 mg/dl. con un promedio de 117 6 mg/dl. El rango de glucosa en
el liquido cefalorraguideo fue de 17 mg/dl a 122 mg/dt con un promedio de 36 72.
Tabta No. 3.

En el 83% de los casos el cuadro se presentd por presentd de pnmera vez eny
en el 17% fue recaida

La cuenta de CD4+ fue menor a S50 células/mm® en 15 pacientes y el resto
tuvieron entre 50 y 200 ceiulas/mm?>, estos datos se observan en la grafica No. 2.
La ocurrencia de ios casos por mes mostré un incremento en el numero de casos

en los meses de mayo y noviembre Grafica No. 3

Al examen microscopico de los organismos se encontraron células redondas en el -

83% y alargadas en el 17%, capsuladas en el B3%. acapsuladas 17%, con

monogemacién en el 56% y multigemacion en 44%. Grafica No 4.
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La variedad identf, en la totalidad de los casos fue C. neoformans var.

neoformans.

La serotipificacion se llevd a cabo en 9 cepas predominando el serotipo AD en el
44%, seguido por el serotipo D en el 33% y ol A en al 22% Grafica No. 5 En los
resuitados del ensayo de serotipificacion todas las muestras reaccionaron a los
serotipos A y D y muy débiimente al serotipo B. En el procedimiento en e! cual se
precipitaron los polisacaridos usando alcohol, ios resuftados fueron similares.
Todas las muestras reaccionaron a anticuerpos monoclonales 2H! (reactivo a
todos los serotipos) ., 1255, (especifico a los serotipos A.B y D), 302, (especifico a

AyD) y E1 (A>D)
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Discusion.

En el estudio se puede observar que las manifestaciones clinicas como cefalea y
fiebre fueron las manifestaciones clinicas mas frecuentes en nuestro grupc de
pacientes Los signos meningeos se encontraron en cerca de la mitad de los
casos, dato que coincide con lo publhcado previamente (3.5)

Los trastornos de la conducta solo se presentaron en un tercio de los pacientes y
esto. en comunio con la afeccidn de nervios craneaies refleja la respuesta
inflamatona atenuada cebida al estadio avanzado de la enfermedad en ta mayoria
de los casos estudiados

La cnptococosis meningea se considera una enfermedad definitoria de SIDA en el
10% a 20% de los casos (16), hecho que coincide con lo reportado en el presente
estudio, ya que la mayoria de |os pacientes tuvo una cuenta de linfocitos CD4+
menores de 50 células/mm®

La positividad de la tinta chuina aumenta en forma directamente proporcional al
Nnumero de levaduras por milimetro cubico (2.4.16) el cuat es mayor en los
pacientes con lintocitos CD4+ menores de 200, a esto se atribuyé que en el
presente esiudio la tinta china fue positiva en el 84% de los pacientes, a
diferencia de o que informa la Iiteratura donde la meningitis por Cryptococcus
l_7eolormans se reporta con cuentas de linfocitos CD4+ por abajo de 200 en las
que la positividad de la tinta china es del 75% (16), a diferencia de las cuentas de

linfocitos CD4+ menocres de S0 células/mm® que predominaron en este estudio.
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El promedio de sodio sérico en el grupo de pacientes estudiados fue de 136.9
meqg/l. esta es, dentro de parametros normales, al igual que la glucosa en el
liquido cefalorraguideo . cuyo valor promedio fue de 36 7 mg/dl . en estudios
realizados previamente, ios valores de sodio sérnco y de glucosa en el liquido
cefalorraquideo por debajo de los vaiores normales fueron considerados como
factores de mal prondstico, lo mismo sucede con un bajo numero de células en el
liquido cefalorraquideo (2.3.5), aunque en el presente estudio No se lievd a cabo
el segumiento de 1os pacientes. las cifras de glucosa y de sodio estuvieron dentro
de limites normales y el numero de células fue bajpo (mediana de 26) La
protemnorraquia tuvo un promedio de 117 6 mg/d! esto fue atribuido a que en el
momento de la toma de muestra de liqudo cefalorraquideo el paciente no
manifestaba datos de hipertens:on intracraneal y a que el paciente se encontraba
en un estadio avanzado de la infeccidon por el V.I H

La presencia de capsula se considera el principal factor de wvirulencia de
Cryptococcus neoformans. el cual interfiere con los mecanismos de fagocitosis y
permite la invasion tisular. de manera que el microorgarnismo desarrolla ia capsula
para protegerse de la respuesta nmune del hospedero (2.4,16), este hecho
explica que en el estudioc se hayan encontrado cepas con capsula poco
desarroliada y en un 17% la ausencia total de ella E| resto de la morfologia
colonial y mictoscédpica, asi como las pruebas biogquimicas no presentaron
ninguna alteracion significativa

La variedad encontrada fue neoformans en la totaldad de los casos informados

en el estudio;, segun algunos reportes de la hteratura internacional la
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identificacion hasta variedad tiene impl es pror i y de tratamiento, por
lo tanto es necesarioc llevar a cabo un estudio en el que se evalien datos
prondsticos y un seguimiento a largo plazo, para establecer una relacién entre la
variedad, el prondstico y tratamiento (27,12)

Hasta el momento del presente reporte, solo se cuenta con los serotipos de la
mitad de las cepas estudiadas. sin embargo, los resultados preliminares indican

que la mayoria de las cepas son serotipos AD, Ay D.
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Resumen

La incidencia de meningitis en un centro de atencidn de tercer nivel de 1a Ciudad
de México fue de 3 5 por 100 ingresos de pacientes con infeccién por el virus de
la Inmunodefictencia Humana (VIH) La prevalencia fue dei 20% en pacientes
hospitahzados con infeccidn por ViH y afeccidon neuroldgica Durante un periodo
de 8 meses se estudiaron 18 pacientes con cuadro de meningitis y cultivo positivo
a Cryptococcus neoformans Las caracteristicas climicas mas importantes fueron
ia cefalea y la fiebre. los signos meningeos solo estuvieron presentes en el 44%
de los pacientes La tinta china fue positiva en el 94% de l0s casos

Todas las cepas presentaron anormalidades capsulares que van de cambios en el
tamamo de la capsula hasta la ausencia de ella

La varnedad prevalente fue Cryptococcus neoformans var neorformans en la
totalidad de los casos. La seroupificacion se realizd en el 50% de las cepas
predgominando el serotipo AD en el 44% de los casos, seguido por el serotipo D

enel33% yel A en el 22%
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Grafica 1. Caracteristicas clinicas de 18 pacientes con meningitis por

Cryp
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Grafica 2. Variacién anual de los casos de meningitis criptococosica
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Grafica 3. Numero de linfocitos CD4+ en pacientes con diagnéstico de

meningitis por C. neoformans




Grafica 4. Caracteristicas morfolégicas de las cepas de Cryptococus
neoformans
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Grafica 5. Caracterizacién por serotipos de las cepas aisladas de pacientes

con meningitis por Cryptococcus neoformans
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ESCALA No DE PACIENTES %
5-10 (=] 333
11 -15 12 &6 3

Tabla 1. Escala de Glasgow en pacientes con meningitis por C. neoformans

MINIMA MAXIMA PROMEDIO
Hemoglobina 77 . 139 123
Leucocitos 1.300 21,100 6.206
Giucosa 67 0O 228 0 126 9
Sodio 1280 152 0 136 9
AST 130 800 58 0
ALT 50 103 0 329
DHL 84 0 410 0 3518

Tabla 2. Caracteristicas de labouratorio de pacientes con meningitis

criptococosica

MINIMA MAXIMA PROMEDIO
Ceélutlas (o] 2500 2737
Proteinas 25 336 176
Glucosa 17 122 36 72

Tabla 3. Valores del liquido cefalorraquideo de pacientes con diagnéstico de

meningitis por C. neoformans
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