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Resumen Se presentan los resultados obtenidos en el estudio de epidemiologia de la crip-
tococosis en Espafia durante los afios 1998 y 1999. Para la deteccion de casos
y recogida de informacién clinica y aislamientos de la levadura, se contacté con
167 hospitales, a los que se remitié un impreso normalizado para cumplimentar
con datos demograficos, clinicos y micoldgicos. En este periodo de tiempo, 56
centros hospitalarios comunicaron un total de 58 casos de criptococosis de los
cuales 43 fueron adecuadamente documentados y remitidos junto con el corres-
pondiente aislamiento de la levadura. Los resultados muestran una mayor inci-
dencia de criptococosis en varones jovenes con un claro predominio en edades
entre 30 y 40 afios (48,8%). El grupo de riesgo mas afectado es el de los
pacientes infectados por el VIH, al que correspondieron el 86% de los casos.
Para un 29,7% de estos enfermos la criptococosis fue la enfermedad que
desenmascaré el sida. El estudio de liquido cefalorraquideo constituyé la técnica
diagnostica mas efectiva (tinta china, cultivo y deteccion de antigeno). Todos los
aislamientos correspondieron a la variedad neoformans. El serotipo mayoritario
fue el A (45,5%), mientras que el D y AD se presentaron en igual proporcion,

22,7% cada uno.
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Epidemiological study of cryptococcosisin Spain:

First results

Summary  The study constitutes an approach to the knowledge of the epidemiology of cryp-
tococosis in Spain. For detection of cases 167 Spanish hospitals were contac-
ted. All cases included were accompanied by the correspondent isolate of
Cryptococcus neoformans, together with clinical, demographic and mycological
data. Results obtained from January 1998 to end of December 1999 are analy-
sed and presented here. Fifty-six spanish hospitals reported 58 cases of crypto-
coccosis; only 43 of them were adequately documented and accompanied by the
clinical isolate. The results showed a higher incidence in males (88.4%) than in
females (11.6%); being most frequently affected those between 30 and 40 years
old (48.8%). The 84,6% (33) corresponded to new cases and 15.4% (6) to relap-
ses of the disease. The HIV infection was the most frequent risk factor reported
(86%) and, for 29.7% (11) of them, cryptococcosis was the AIDS defining disea-
se. For the diagnosis, CSF analysis showed the best results (India ink; culture
and antigen detection). All strains collected (100%) corresponded to C. neofor-
mans variety neoformans. Serotypes distribution was 45.5% for serotype A and
22.7% for each of serotypes D and AD.
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La criptococosis es una enfermedad fungica opor-
tunista grave que no se encuentra entre las consideradas
“Enfermedades de Declaracion Obligatoria® en ningin
pais del mundo; por lo tanto, existe muy pocainformacion
acerca de su incidencia en grupos de riesgo como son los
enfermos de sida, pacientes con cancer o individuos
receptores de trasplantes [1].

A lo largo de un amplio periodo de tiempo y
desde distintas regiones del mundo, se han realizado inte-
resantes estudios epidemioldgicos de la enfermedad, que
permiten establecer dos claras etapas en la misma: la era
pre-siday la era post-sida [2,3] con variaciones epidemio-
|6gicas considerables, ya que la inmunodeficiencia gene-
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rada por infeccién por € VIH, se ha convertido en el fac-
tor de riesgo més importante de criptococosis.

Desde hace algunos afios, en distintos grupos de
trabajo y asociaciones de micologia, ha surgido la inquie-
tud por conocer mejor la epidemiologia de esta enferme-
dad [4-8]. En Espafia, durante el 111 Congreso Nacional de
Micologia (Pefiiscola, 1996), se propuso la creacion de un
Grupo de Trabajo de Epidemiologia de la Criptococosis,
con el objetivo de aunar esfuerzos para reunir informacién
acerca de la situacion de la enfermedad en nuestro pais.
Posteriormente el grupo se incorporé al “Cryptococcosis
Working Group” de la European Confederation of
Medical Mycology (ECMM) [4], con quienes se compar-
ten, ademés del objetivo de trabajo, herramientas para su
realizacion y la discusion de resultados.

El objetivo del presente estudio ha sido recoger
informacion, tanto sobre los pacientes infectados como de
los aislamientos de esta levadura. Los aspectos de mayor
interés son: la estimacion de la incidencia de la enferme-
dad en distintos grupos de riesgo, la presentacion clinica
de lamisma; la efectividad de |os métodos de diagndstico,
variedades y serotipos de Cryptococcus neoformans aisla-
dos, y la distribucion geogréficatanto de los casos de crip-
tococosis, como de las variedades y serotipos de la
levadura. Los resultados que se presentan corresponden a
un periodo de dos afios, entre enero de 1998 hasta diciem-
bre de 1999.

MATERIAL Y METODOS

Establecimiento de una red de trabajo. Dado que
el objetivo del estudio era conocer la epidemiologia de la
criptococosis en Espafia, en primer lugar se establecié una
comunicacion con los centros hospitalarios en los que se
atiende a pacientes de los grupos de riesgo de la enferme-
dad, configurando un listado de hospitales de todo € terri-
torio nacional que fueron seleccionados atendiendo a las
siguientes directrices[9]:

a) Centros hospitalarios con un nimero de camas
superior a 200.

b) Centros sanitarios con menos de 200 camas, que
son los mas importantes de una provincia, area o
ciudad auténoma.

¢) Centros distintos de ay b, en los que clinicos o
microbidlogos estan especialmente interesados en
el estudio de la criptococosis.

La red fue establecida como se muestra en la
figura 1, con un total de 167 instituciones sanitarias. A los
responsables de Medicina Interna (Unidad de Infecciosos
si la hubiera) y Microbiologia de cada uno de los centros
seleccionados, se les remitid informacién sobre el estudio
y copias del impreso de recogida de datos con las normas
paralos grupos de trabajo.

Recogida de datos y cepas. Se utiliz6 € impreso
para recogida de datos propuesto por laECMM [1] parael
estudio epidemiolégico de criptococosis (Anexo I). En €
se recogen datos demogréficos, clinicosy micol égicos.

Los aislamientos se recibieron en placas o tubos
con agar glucosado de Sabouraud o en otros sistemas de
conservacion y transporte, dependiendo de las preferen-
cias del laboratorio de origen.

Cepas de Cryptococcus neoformans:. identifica-
cioén y conservacion. Para confirmar la identificacién de
especie de los aislamientos, se realizaron siembras dobles
en agar de Sabouraud que se incubaron a 30 °C y 37 °C,
respectivamente. Se realiz6 el test de produccién de urea-
sa en medio liquido (Bacto Urease Broth, Difco, EE.UU.)
y €l estudio de asimilacion de azlcares mediante €l siste-

ma comercial Auxacolor (Pasteur Diagnostics, Francia).
La variedad se determind mediante crecimiento en medio
CGB (Agar Glicina-Canavanina-Azul de Bromotimol) y
asimilacion de D-prolina[10].

Todos los aislamientos fueron subcultivados en
agar inclinado (agar glucosado de Sabouraud con cloran-
fenicol) y parte de las células se conservaron resuspendi-
das en agua destilada estéril. Para ello se tomé una carga
de asa de un cultivo de dos dias y se suspendié en 2 ml de
agua destilada estéril. La suspension de células y cultivos
en agar inclinado se mantuvieron a 4 °C y se realizaron
subcultivos y nuevas suspensiones para su conservacion,
cada sei's meses.

Serotipificacion. La determinacion del serotipo
de los aislamientos se realizd mediante el test comercial
de aglutinacion de particulas de latex (Crypto Check
latron Labs, Tokyo, Japdn) en el laboratorio de la coordi-
nadora europea del Cryptococcosis Working Group
(Dra. MA Viviani, Milan, Italia).

RESULTADOS

Respuesta de la red de centros colaboradores.
Delos 167 centros hospitalarios incluidos en e estudio un
total de 56 centros (33,5%) respondieron facilitando datos
sobre el diagndstico de casos de criptococosis en € perio-
do del estudio (Figura 1). La informacién obtenida quedd
ordenada de la siguiente forma: 28 centros informaron no
haber tenido ningun caso de criptococosis en el periodo de
estudio (entre enero 1998 y diciembre 1999). Otros 28
centros aportaron 58 casos durante el mismo periodo.
De ellos, 20 hospitales aportaron 43 casos documentados
junto con el correspondiente aislamiento. Estos son los
contemplados en el presente estudio. La distribucion geo-
gréficade los casos se muestraen lafigura 2.

Datos demograficos. Sexo y edad de los pacien-
tes. Un 88,4% (38) de los pacientes fueron varones y un
11,6% (5) mujeres. La distribucion por edades muestra las
mayores frecuencias entre 30 y 40 afios (21 casos, 48,8%)
y coincide en ser la méaxima para ambos sexos (Figura 3).

Datos clinicos. La distribucién de frecuencias y
porcentajes encontrados para las distintas variables que se
recogen en el estudio mostraron:

a) Nuevos casog/recidivas. El 84,6% (33) de los casos
correspondieron a nuevos episodios de criptococo-
sisy el 15,4% (6) a recidivas de la enfermedad,;
entendiendo por recidiva larecurrencia de la infec-
cion demostrada por aislamiento de C. neoformans
de muestras clinicas, al menos tras séis semanas de
ser tratado con éxito [11]. En cuatro pacientes se
desconocia este dato.

b) Factores predisponentes. La infeccién por VIH fue
¢l factor de riesgo para 37 de los enfermos (86%),
siendo la criptococosis la enfermedad que definio
el sida en un 29,7% (11) de éstos. Otros factores
minoritarios de riesgo fueron leucemia mieloide
aguda y diabetes. En tres de los casos (7%) no
pudo demostrarse la existencia de un factor predis-
ponente (Figura 4).

¢) Presentacion clinica. El diagnostico de criptococo-
sis se sospechd sobre la base de los sintomas clini-
cos en 34 pacientes de los 35 (97,1%) de los que se
dispone de este dato. El 88,2% presentd sintomato-
logia neuroldgica, dentro de la cua las manifesta-
ciones més frecuentes fueron cefalea y fiebre.
Cuatro pacientes (11,4%) presentaron sintomas no
neuroldgicos. Un paciente fue diagnosticado
mediante deteccidn de antigeno mientras estaba
asintomati co.



Figura 1. Red de Hospitales establecida y respuesta de los
centros al estudio: (*) Contribucion con casos y cepas

(*) Informan casos sin disponer de cepas y/o datos clinicos
(*) No detectan criptococosis en el periodo del estudio

(*) No responden.

Figura 2. Distribucion geogréfica de los casos detectados y de los
serotipos de la levadura: Provincias sombreadas: remiten casos
de criptococosis. (*) Serotipo A; (*) Serotipo D; (®) Serotipo AD;
(*) No serotipificados.

d) Terapia antifngica inicial. 26 pacientes recibieron
antifingicos en monoterapia (72,2%); para 20 de
ellos se prescribié anfotericina B; cinco recibieron
fluconazol y un paciente itraconazol. En siete
pacientes se prescribié terapia combinada con
anfotericina B y fluconazol y para otros tres
pacientes anfotericina B con flucitosina. Un
paciente permanecio sin tratamiento voluntaria-
mente (Tabla 1).

Datos micol égicos.

a) Aislamiento de C. neoformans. En la mayoria de
los casos (79%) la levadura fue aislada de liquido
cefalorraquideo (LCR) y de sangre (27,9%).
La recuperacion a partir de otras muestras es baja
aunque caben destacar cinco casos (11,6%) en los
que se recupero de piel. Otras localizaciones fue-
ron: orina, liquido de lavado broncoal veolar, dispo-
sitivos intravasculares (catéter), esputo, liquido
sinovia y biopsia de ganglio linfético. Las frecuen-
cias fueron de 1 caso (2,3%) para cada uno de ellos
(Figura5).
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Figura 3. Distribucién de las frecuencias de casos de criptococosis por gru-
pos de edad y sexo de los pacientes.
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Figura 4. Distribucion de los porcentajes de casos segun el factor de riesgo
del paciente.

Tabla 1. Tratamiento antifingico inicial. Frecuencias y porcentajes de
pacientes que recibieron terapia con cada una de las drogas antiflngicas,
en monoterapia o terapia combinada (n=32).

Drogas AMB FLZ 5FC ITZ ST
AMB 20 (62,5%) 7 (21,9%) 3 (9,4%) 0

FLZ 7 (21,9%) 5 (15,6%) 0 0

5FC 3(9,4%) 0 0 0

Tz 0 0 0 1 (3,1%)

ST 1 (3,1%)

AMB = Anfotericina B; FLZ = Fluconazol; 5FC = 5 Fluorocitosina; ITZ = Itraconazol; ST = sin tratamiento

b) Deteccidn de antigeno. El test sellevd acabo en 27
muestras de LCR y 18 de suero. Todas fueron posi-
tivas. En la mayoria de los casos se realizd una
titulacion de antigeno siendo en el 55,6%
(15 casos) superior a 1:1.000 (Figura 6).

¢) Tincién negativa con tinta china en LCR. La visua-
lizacién directa del hongo en LCR se llevé a cabo
en 28 pacientes. 96,4% (27) mostraron las levadu-



Rev Iberoam Micol 2001; 18: 99-104

ras encapsuladas caracteristicas, sélo una de las
muestras fue negativa.

d) Variedad y serotipos. Todos los aislamientos
correspondieron a C. neoformans variedad neofor-
mans. La distribucién de serotipos fue de 45,5%
(23) para el serotipo A; 22,7% (10) para €l serotipo
Dy 22,7% (10) para €l serotipo AD (Tabla 2).
La distribucion geogréfica de los serotipos se
muestra en lafigura 2.

Tabla 2. Distribucién de los serotipos (n=43).

Serotipos A D AD No
serotipificadas

Frecuencia (n) 20 10 10 3
Porcentaje (%) 45,5 22,7 22,7 7
DISCUSION

Con los datos obtenidos y teniendo en cuenta el
porcentaje de respuesta de los centros hospitalarios, pode-
mos hacer una aproximacion a cllculo de laincidencia de
criptococosis en Espafia en el periodo de tiempo estudia-
do. Asi se obtiene un resultado medio de 0,5 casos por afio
y millon de habitantes. El error de célculo puede ser
amplio por la baja cobertura de la muestra empleada en €
estudio (solo 56 hospitales respondieron), pero este dato
constituye la primera aproximacion sobre la incidencia de
la enfermedad en |la poblacién general. No obstante, o
que si consideramos de gran interés es la valoracion del
célculo de incidencia de cada uno de los dos afios del estu-
dio, ya que dichos calculos (con € mismo grado de error)
muestran un importante descenso en la incidencia de la
enfermedad. Extrapolando nuestros resultados a la pobla-
cién general, encontramos 0,67 casos por millon de habi-
tantes en 1998, mientras que para 1999 el valor es de 0,35
casos por millén de habitantes, lo que supone un descenso
en laincidencia del 47,8 %. Sospechamos que esta dismi-
nucion tiene una relacion directa con el descenso en la
susceptibilidad de padecer infeccion oportunista en el
grupo de riesgo més importante, los enfermos infectados
por el VIH. Parece que ésta es una situacion generalizada
para todas las infecciones oportunistas en estos pacientes
y es consecuencia directa de la efectividad de las nuevas
terapias antirretrovirales altamente activas (HAART) [12].

Conocemos e nimero de casos de sida declara
dos en los dos afios correspondientes al estudio [13], lo
que nos permite calcular la incidencia de criptococosis
dentro de este grupo de riesgo para cada uno de estos
afios. Obtenemos un 2,6% para1998 y 1,7% para 1999, lo
gue supone un descenso del 52,9% en dos afios consecuti-
vos; similar a calculado anteriormente para la criptococo-
sis en la poblacién general.

La distribucién de casos por grupos de edad
muestra el méximo de incidencia entre los 30 y 40 afios;
muy posiblemente este valor venga més condicionado por
¢l factor de riesgo que por la criptococosisen si misma, ya
gue coincide con €l de mayor incidencia de sida en nues-
tro pais [13]. En cuanto a la distribucion por sexos, la
mayor incidencia en varones, viene a corroborar lo esta-
blecido en numerosos estudios anteriores, tanto en la era
pre- como post-sida[3].

L a sospecha de enfermedad se basd fundamental -
mente en la aparicion de sintomas neurol gicos, especial-
mente agquellos compatibles con sindrome meningeo. Es
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Figura 5. Aislamiento de Cryptococcus neoformans. Distribucion de porcen-
tajes segun la muestra clinica a partir de la que se aisl6 la levadura.
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Figura 6. Titulo de antigeno de Cryptococcus neoformans en suero y liqui-
do cefalorraquideo de 28 de los pacientes incluidos en el estudio.

bien conocido que C. neoformans suele diseminarse a sis-
tema nervioso central en pacientes inmunocomprometi-
dos, por lo que este dato sélo viene a confirmar o ya
constatado [3]. No obstante, es de interés destacar € 7%
de casos en los que la clinica correspondio a afecciones de
otros 6rganos, incluso algunos con lesiones muy localiza-
das y un caso asintomético en el que se diagnostico la
enfermedad tras una deteccion de antigeno en un paciente
deriesgo.

La mayoria de las cepas de C. neoformans se
obtuvieron de LCR y en muchos pacientes se demostré
fungemia por aislamiento simultdneo en sangre y LCR.
S6lo en un 19% (11) de los casos se aid6 la levadura de
tejidos diferentes aunque en tres de estos (27,3%) se
demostré también la presencia de lalevadura en sangre.

Resultainteresante valorar la eficacia de la visua-
lizacién directa de la levadura con tinta china. S6lo en un
caso de enfermedad con sintomatologia neuroldgicay ais-
lamiento de C. neoformans en LCR, resultd negativo €



test, lo que confirmala alta efectividad de esta técnica que
asuvez, esrépiday de bajo coste.

Los datos de terapia antiflngica recogidos en
este primer estudio, sdlo pueden evaluarse desde € punto
de vista de las estrategias clinicas para abordar €l trata-
miento de la enfermedad. No disponemos de informacion
sobre la efectividad de los mismos puesto que no es nues-
tro objetivo primario realizar un seguimiento de los casos.
No obstante, es de interés comentar que con cierta fre-
cuencia los pacientes recidivan y posiblemente pueda
hablarse de un fracaso en la terapia. En el presente estu-
dio, dos de los pacientes recidivaron tras cuatro y seis
meses respectivamente, tras tratamiento con fluconazol.
Es necesario mantener el estudio por més tiempo para dis-
poner de datos fiables acerca del porcentgje de recidivas
que se dan en cada grupo terapéutico.

En € estudio micolégico de las cepas aisladas de
C. neoformans, cabe destacar que € 100% correspondie-
ron a la variedad neoformans con lo que, por el momento,
no se ha descrito ninglin caso en nuestro pais de criptoco-
cosis humana por la variedad gattii. Esta Ultima tampoco
se ha encontrado en el medio ambiente, aunque si se ha
aislado como agente causal de la enfermedad en ganado
caprino [14,15], sin haber podido relacionarlo todavia con
Su presenciaen la naturaleza.

La frecuencia con que se aislaron los distintos
serotipos muestra un predominio importante del serotipo
A en Espafia. Los resultados obtenidos hasta ahora en el
estudio europeo de epidemiologia de la criptococosis
demuestran que €l serotipo A es el més frecuentemente
aislado en nuestro continente [16]. Es importante destacar
gue, como en otros estudios europeos, se mantiene una
elevadaincidencia para el serotipo D, con respecto a otras
zonas del mundo [3,6,17].

En cuanto a la distribucion geogréfica de los
serotipos dentro de Espafia, por € momento nuestro estu-
dio no muestra relacion significativa entre estas variables,
ya que los aislamientos aparecen distribuidos por todo el
territorio nacional de forma aleatoria (Figura 2).
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Concluyendo sobre estos primeros resultados en
Esparia, la incidencia de la enfermedad es decreciente, 10
gue puede atribuirse ala disminucion del nimero de indi-
viduos susceptibles de padecerla dentro del grupo de ries-
go mas importante: enfermos de sida. No obstante,
aparecen afectados en otros grupos de riesgo y un nimero
a tener en cuenta de pacientes que no presentan la sinto-
matologia més caracteristica de la criptococosis. Es de
gran interés conocer la presenciay distribucion de la una
Unica variedad encontrada (neoformans) de la que se
detectan sus tres posibles serotipos con un claro predomi-
nio del serotipo A y una marcada presencia del serotipo D
COMO en otros paises europeos.

El estudio permanece abierto y confiamos en una
participacion creciente de los centros sanitarios que nos
permitird aproximar mejor los valores epidemiol 6gicos y
conocer el comportamiento de la enfermedad en cuanto a
eficacia terapéutica y/o desarrollo de resistencias alos far-
macos antiflingicos.
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ANEXO |

Impreso de recogida de datos
(Traducido del propuesto por la European Confederation of Medical Mycology Societies - ECMM)

ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO DE CRIPTOCOCOSIS EN EUROPA

DATOS DEL PACIENTE (poner las primeras 3y 2 letras del apellido y nombre)

Apellido __ Nombre _ _ Afo de nacimiento _ Sex0:OVOM

Continente de NaCiMiento .............c..ccevevviniiniiinicnieenee... PAIS @ TESIAENCIA. .. ..uvviii
(para América especificar si es Norte, Central o Sur)

FACTORES DE RIESGO (utilizar todas las casillas que se necesiten)

O Infeccion por HIV. CDA/mme®.........ccceviiieviieieenn O Cryptococosis = Enfermedad detectora del sida

O Terapia antirretroviral durante = 2 meses antes del diagndstico de criptococosis (eSPeCIficar): ........ccccvvvirriieniieeiiienin
O Terapia con corticosteroides (20,5 MG/KG/A) MOLIVO: ... .oeieuit it e et e e eeaeea
O Enfermedad autoinmMUNE (ESPECITICAN): ... . rn e et et e e e et e et et e e et et e et et et e e e e e
O Transplante de 6rgano (especificar 6rgano): ............cceueeevvieeeiienennnen O terapia con tacrolimus

O Tumor sélido/enfermedad hematolOgiCa (ESPECITICAN): ... .ciiueiiiiiee et e et e e et e et e e et e e sneeeesreeeeeneeeennneas
O Transplante de médula ésea O Tratamiento con Fludarabina

O Diabetes mellitus O Cirrosis

O Fracaso Renal Cronico O Herida Local

O Contacto con palomas u otras aves O Otros (ESPECIfICAN): .. .viiiieeeiiie et

O Factor de riesgo desconocido

DIAGNOSTICO DE CRIPTOCOCOSIS (Utilizar todas las casillas necesarias)

Fechad/m/a: __/__ | __ O Caso Nuevo O Recaida
Sospechado en base a : O Sintomatologia clinica (ESPECIICA): .......ccciiet it e e e e
O Radiologia, Scanner, RMN (ESPECIICAI): .. .uuuiiius et et e e e e e
O Screening para antigenos
Antigeno detectado O en suero titulo: ............... O en LCR titulo: ............... O LCR positivo tinta china
Cryptococus neoformans cultivado de:
OLCR O Sangre O LBA O Orina O Piel
O No realizado O No realizado O No realizado O No realizado O No realizado
(O (0TS (1] 0 1=ToT 1 = o PSPPSR

TRATAMIENTO INICIAL (utilizar todas las casillas necesarias)

O Anfotericina B O 5-Fluorocitosina O Fluconazol O ltraconazol
Otr0S: oo Dosis diaria: ..........ccevvenen Peso del paciente: ......... Kg

CLINICO/MICOLOGO RESPONSABLE (Indicar nombre, direccion, teléfono, fax, correo electrénico)

Por favor, enviar el impreso junto con la cepa (especificando a partir de qué muestra ha sido aislada) a la coordinadora
nacional: M2 Francisca Colom Valiente, Facultad de Medicina, Universidad Miguel Hernandez, Apdo. 18, San Juan de
Alicante 03550, ALICANTE (ESPANA).




