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Resumen

Introduccién: La criptococosis meningea es una infeccion flangica grave,
potencialmente mortal, entre los pacientes con infeccion avanzada por HIV. La deteccion
del antigeno criptocéccico (AgCr) en sangre periférica es posible antes del inicio de los
sintomas neurolégicos. Debido a que el mismo es positivo tanto en infecciones
meningeas como no meningeas, es necesario descartar compromiso del sistema
nervioso central. El valor predictivo negativo del 100% del antigeno apoya su utilidad

como estrategia de cribado y terapia preventiva.

La histoplasmosis asociada al sida es la segunda micosis sistémica en frecuencia en la
Argentina, después de la criptococosis. Su forma diseminada es comun en pacientes
con bajos recuento de células T CD4+. El examen microscépico y los cultivos contintan
siendo los métodos de referencia para el diagnéstico, aunque estos Ultimos suelen
demorar semanas hasta su resultado y ambos presentan una sensibilidad menor al
100%. En este escenario, la deteccion del antigeno en orina (AgU) de Histoplasma

capsulatum podria representar un avance importante para el diagnostico.

Objetivo: Explorar la validez de las pruebas rapidas de diagnéstico para criptococosis
e histoplasmosis (AgCr y AgU, respectivamente), en contexto de una estrategia de
cribado, en pacientes con infeccién avanzada por HIV. Determinar prevalencia de
ambas patologias en esta poblacién y establecer costo-beneficio de la implementacion

de dichas metodologias, en nuestro hospital.

Materiales y métodos: Entre abril de 2014 y enero de 2015, se solicitdé AgCr con técnica
de flujo lateral por inmunocromatografia (LFA) en suero y deteccion del AgU por ELISA,
a todos los pacientes adultos con infeccion avanzada por HIV y sin terapia antirretroviral
(TARV) o mala adherencia a la misma. En caso de lesiones mucocutédneas u otros

tejidos/6rganos, se extrajo material para el examen microscopico y posterior cultivo. Se



realizé hemocultivo por técnica de lisis centrifugacién y deteccidén de anticuerpos para

histoplasmosis mediante inmunodifusién.

Si la deteccion de AgCr en suero fue positiva, se efectué una puncion lumbar para
descartar compromiso meningeo. Aqguellos pacientes con criptococosis meningea
fueron tratados con anfotericina B desoxicolato y fluconazol intravenoso con una fase
de induccién de 14 dias. Los pacientes con AgCr positivo sin diagndstico, por examen
directo o cultivo, de afeccion meningea o criptococosis diseminada fueron tratados
durante el mismo periodo de tiempo con fluconazol via oral 800 mg/dia de manera
ambulatoria (terapia preventiva). Se calculé el nUmero necesario a tratar para detectar
un paciente con AgCr positivo y se comparo el costo estimado de esta estrategia vs el

estandar de cuidado en nuestro centro.

En histoplasmosis el calculo de su prevalencia se establecié de acuerdo al diagnéstico
definitivo segun las definiciones de enfermedad micética probable o probada. Se realiz6
el calculo de la sensibilidad, la especificidad, los valores predictivos positivos y negativos
del método de deteccion de AgU. El tratamiento fue instaurado, segun gravedad, de

acuerdo a las recomendaciones internacionales.

Resultados: Se incluyeron 123 pacientes, de los cuales 14 fallecieron durante el

periodo de estudio.

La prevalencia de infeccion criptocAccica utilizando el AgCr por LFA fue de 8.1%. Entre
los 10 pacientes positivos para AgCr, 6 tenian compromiso meningeo detectado a través
del analisis del liquido cefalorraquideo (LCR), aunque solo 3 de ellos tenian sintomas
neurolégicos al inicio del estudio. Todos recibieron tratamiento estdndar inmediato. Dos
de los 6 pacientes con criptococosis meningea murieron durante la hospitalizacion. Los
4 pacientes restantes con AgCr positivo recibieron terapia preventiva dirigida con
fluconazol via oral de manera ambulatoria. EI nUmero necesario a tratar para detectar

un AgCr positivo por LFA fue de 12 pacientes.



Con respecto a la histoplasmosis, con la metodologia habitual (excluyendo AgU) se
diagnosticaron 8 casos que fueron considerados como histoplasmosis probada. Los 4
casos que presentaban solo resultado positivo al AgU se consideraron como

diagndsticos probables de histoplasmosis.

La sensibilidad y especificidad del AgU fueron de 63% y 97%, respectivamente. Al incluir
las muestras positivas de AgU como casos de histoplasmosis, la prevalencia aumenté

del 6.5%(n=8) al 9.7% (n=12).

Conclusiones: La deteccién rutinaria del AgCr por LFA en suero a todos los pacientes
con infeccion avanzada por HIV proporcion6 un diagndstico rapido con una prevalencia
elevada (8.1%). Asi mismo, la presencia del AgCr en pacientes sin enfermedad
diseminada, pero con terapia antifungica preventiva, evité un potencial compromiso
meningeo. Por su parte, la deteccién del AgU aumentd en un 50% el diagndstico de
histoplasmosis (prevalencia de 9.7%) considerando casos probables y probados, en el
contexto de una poblacién altamente susceptible. Por lo tanto, este estudio valida las
recomendaciones de la OMS de solicitar el AQCr en toda persona HIV positiva sin TARV
efectiva y un recuento de linfocitos T CD4+ menor a 100 células/pL, y adiciona la

necesidad de realizar el AgU para diagnéstico de histoplasmosis en la misma poblacion.



1. Introduccién

1.1. Antecedentes del tema: Infeccion avanzada por HIV

El sindrome de inmunodeficiencia adquirida —sida- comprende la etapa clinica final de
la infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV, por sus siglas en inglés),
con la evidencia de un estado inmunitario comprometido (a menudo con un recuento de
linfocitos T CD4+ <200 células/pL) y la presencia de mdltiples infecciones oportunistas
concomitantes (1). Su primera descripcion se realiz6 en 1981 en los Estados Unidos a
través de la notificaciébn de cinco casos de neumonia por Pneumocystis jirovecii en
hombres previamente sanos, y desde entonces ésta ha sido una de las principales
enfermedades fungicas definitorias de sida (2).

A pesar de los avances mundiales en el acceso a la atencion, una proporcion
significativa de adultos acude a centros de salud con enfermedad avanzada por HIV,
definida como estadio 3-4 de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), categoria B-
C del Centro para el Control de Enfermedades de los Estados Unidos (CDC) o un
recuento de linfocitos T CD4+ <200 células/pL (3). En Argentina el diagnéstico de HIV
en etapas tardias, medido con la combinacion de estas caracteristicas clinicas e
inmunolégicas, se ubica en un 35% (4). La presentaciéon en este periodo incrementa las
posibilidades de un deterioro del estado de salud al inicio de la terapia antirretroviral
(TARV), ya que representa menos probabilidades de responder al tratamiento por mayor
intolerancia, toxicidad y posibilidad de interacciones medicamentosas. Esto se asocia
con tasas de mortalidad mas elevadas, al comparar con aquellos pacientes que la inician
de manera oportuna (5).

La destruccion gradual de las poblaciones de linfocitos T CD4+ es el sello distintivo de
la infeccion por HIV debido a su replicacién dindmica durante toda la enfermedad, a
pesar de la frecuente ausencia de sintomas durante la fase cronica (6). En este sentido,
aungue la TARV disminuya la tasa de infecciones oportunistas, la presencia de bajos

linfocitos T CD4+ y una carga viral de HIV no suprimida en contexto de mala adherencia,



se relaciona con falla virologica y el consiguiente riesgo de enfermedades marcadoras
(7). Desde el advenimiento de la TARV en los paises desarrollados, la prevalencia de
micosis en pacientes con sida ha disminuido de forma importante, debido al control de
la replicacién viral y la recuperacién inmunoldgica. Sin embargo, no ocurre lo mismo en
los paises en desarrollo, donde por fallas en el diagndstico y tratamiento oportuno, adn
las infecciones por hongos asociadas a HIV/sida siguen siendo un importante problema
de salud publica (8). De este modo representan un gran impacto clinico en el paciente,
que contribuye a su gravedad y a la estimacidn del deterioro inmunoldgico presente, aln
en ausencia de un recuento de linfocitos T CD4+ de manera objetiva.

Si bien algunas micosis como aquellas producidas por Candida spp. o Cryptococcus
spp. son de distribucion global, la histoplasmosis representa una infeccion fangica
cosmopolita con areas de alta endemicidad, como en nuestro pais (9).

La rapida restauracion de una respuesta inflamatoria inmune especifica de manera
excesiva y no controlada, una vez iniciada la TARV, conduce a un subgrupo de
pacientes a un deterioro clinico denominado sindrome inflamatorio de reconstitucién
inmune (SIRI). De esta manera puede decirse que el SIRI es la consecuencia de una
exagerada activacion del sistema inmune contra antigenos persistentes (SIRI
paraddjico), o de patdégenos viables, donde su presencia es desconocida o subclinica
(SIRI desenmascarador) (10). El SIRI puede ser desencadenado por una amplia
variedad de microorganismos, entre ellos los hongos, que lleva a la reactivacién de una
infeccién clinica silente o el empeoramiento de una infeccion oportunista previamente
diagnosticada (11). En este Ultimo escenario, entre un 15-45% de los pacientes
desarrollan SIRI, y en la mayoria se manifiestan dentro de los 60 dias de inicio de la
TARV (12) (13). Dentro de las infecciones micoticas, Cryptococcus neoformans es el
microrganismo que se asocia con mas frecuencia con este fendmeno. Las
manifestaciones clinicas pueden ser inespecificas, aunque en la criptococosis se

focalizan principalmente con compromiso del sistema nervioso central (SNC) (14).



El SIRI ocurre con mayor frecuencia en aquellos pacientes que inician la TARV con una
marcada inmunosupresion. Dentro de los factores de riesgo implicados en su desarrollo,
juegan un rol relevante el bajo recuento de linfocitos T CD4+, el bajo recuento de
glébulos blancos en el liquido cefalorraquideo (LCR), y la alta carga fngica al inicio (15)
(16) (17). La mortalidad asociada al SIRI, es de alrededor del 4%, y este valor asciende
cuando se relaciona particularmente con la meningitis criptocdcica (18).

El reconocimiento oportuno y precoz de los pacientes con alto riesgo de desarrollar
estas infecciones flngicas, en especial en quienes se presentan de manera silente, es

una de las principales herramientas para prevenir el desarrollo de un SIRI.
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1.2. Antecedentes del tema: Criptococosis

Los hongos del complejo Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattii son levaduras
encapsuladas que originan una enfermedad fungica potencialmente mortal denominada
criptococosis (19). Son sapréfitos ambientales cuyo habitat natural se encuentra en
general asociado con los excrementos de las aves y la madera en descomposicion (20).
La infeccidon es adquirida por la inhalacién de pequefas levaduras o basidiosporas. Su
presentacién pulmonar primaria con frecuencia es asintomatica y puede resolverse 0
permanecer contenida dentro de los granulomas. Sin embargo, segun la combinacién
de factores del huésped, de la magnitud del in6culo y de su virulencia, el organismo
puede diseminarse de manera aguda o después de un periodo de latencia, a sitios
extrapulmonares (21) (22). Aunque practicamente todos los érganos del cuerpo pueden
estar involucrados, la infeccion del SNC es la manifestacion clinica mas comuan y

principal causa de muerte de la criptococosis (20).

La mayoria de los casos de meningitis criptocOcica se observan en pacientes con un
recuento de linfocitos T CD4+ <100 células/uL. De esta manera se reconoce como una
infeccion oportunista frecuente y marcadora de sida en pacientes con infeccion por HIV

en etapa tardia (21) (23).

En un estudio de nuestro pais, el complejo de especies de C. neoformans fue la causa
principal de criptococosis en pacientes con y sin enfermedad inmunosupresora, siendo
la poblacién con HIV/sida la mas susceptible (24). En concordancia con los informes
mundiales, la infeccion meningea asociada al HIV fue la manifestacién clinica mas
frecuente (25).

En estos pacientes predominan los sintomas neuroldgicos, como cefalea y alteracion
del estado mental, acompafados de fiebre, nauseas y vomitos. Sin tratamiento, la

enfermedad progresa y los sintomas se extienden hasta provocar la muerte (26).
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Los pardmetros caracteristicos del LCR en la criptococosis meningea incluyen un
recuento elevado de gldbulos blancos (con predominio linfocitario), proteinas elevadas
y bajo nivel de glucosa. Sin embargo, cuando se asociada al HIV, el recuento de glébulos

blancos en el LCR es mas bajo y con frecuencia puede ser normal (27).

Desde el punto de vista del laboratorio, el diagnostico microbiolégico de la meningitis
criptocdcica asociada al HIV no deberia plantear una problemética por la alta carga
fungica con la que se presentan. El examen de tinta china del LCR tiene una sensibilidad
de un 70-90%, e incluso aquellos casos negativos con dicha prueba pueden
diagnosticarse de manera confiable mediante la deteccién del antigeno criptocdcico
(AgCr) y el cultivo. Hasta hace poco, la deteccién de antigenos se basaba en pruebas
de aglutinacion de latex, que, aunque sensibles y especificas, estaban limitadas en los
entornos con alta prevalencia pero con recursos limitados. En este contexto, el
desarrollo de un ensayo de flujo lateral ha sido una importante contribucion, debido a
que cumple con los criterios para ser utilizado en el punto de atencion (28). Estos
avances en el diagndstico de la criptococosis, han permitido implementar estrategias de
deteccién y tratamiento preventivo, dirigidas a evitar el desarrollo de infecciones clinicas

en pacientes con infeccion por HIV en etapa avanzada (25).

La infeccion criptocécica se diagnostica en forma temprana mediante la deteccion del
AgCr en la sangre. En el estudio de French y col. dicho antigeno fue detectable, a través
de pruebas de aglutinacién de particulas de latex, con una mediana de 22 dias antes
del desarrollo de los sintomas neurolégicos (29). Debido a que el AgCr sérico es positivo
tanto en infecciones meningeas como no meningeas, deberia realizarse una puncién
lumbar para descartar compromiso del SNC (7). Por otra parte, en un estudio de cohorte
retrospectivo de mas de 700 pacientes en Sudafrica, se evaluaron muestras de sangre
con AgCr antes del inicio de la TARV. El valor predictivo negativo del 100% del antigeno
apoyo su utilidad como estrategia de cribado y terapia preventiva. De este modo, los

pacientes en riesgo (recuentos de células T CD4+ <100 células/ul) deben ser analizados
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en busca de AgCr y en los casos positivos, deben recibir terapia preventiva con
fluconazol oral ampliamente disponible y seguro (30). Aunque el fluconazol puede ser
una terapia suficiente para muchos pacientes con AgCr positivo, es importante remarcar
que en aquellos casos donde se evidencia compromiso meningeo, se recomienda una

terapia antimicotica mas agresiva (31).

La identificacion de las especies de Cryptococcus se realiza por pruebas bioquimicas
fenotipicas y/o por el método de ionizacion/desorcion mediante laser asistida por matriz
y espectrometria de masas (MALDI-TOF MS), con su confirmacion gendmica posterior

(19).

A pesar de la mejora global en el acceso a la TARV, el nimero de personas HIV positivas
con un recuento de linfocitos T CD4+ <100 células/pL sigue siendo considerable,
representando alrededor del 20-25% de las personas que acuden a recibir atencion
médica (32). De este modo, la prevalencia de la infeccion criptocécica asociada al sida,
se mantiene practicamente sin cambios en los paises de bajos ingresos, a diferencia de

los paises desarrollados.

La prevencion de la enfermedad criptocécica ha demostrado un beneficio de
supervivencia y ahorro en los costos para los sistemas de atencién de salud cuando se
combina con una mejor adherencia a la TARV. El costo de los programas de deteccién
de AgCr debe apreciarse en el contexto de costos de tratamiento para pacientes con
meningitis criptocécica en paises de bajos ingresos como seria nuestro pais y gran parte
de Latinoamérica (33) (34).

El SIRI asociado a la criptococosis meningea es otra complicacion comin vy
potencialmente mortal (35) (18). Determinar cudndo debe iniciarse la TARV después de
un diagnostico de meningitis criptocécica implica equilibrar el beneficio de supervivencia
conferido por la misma, con el riesgo de SIRI. El estudio Cryptococcal Optimal ART

Timing (COAT) sugiri6 que el exceso de muertes en la rama de estudio con TARV de

13



inicio temprano podria haber sido inmunomediado. Por lo tanto, las pautas actuales
sugieren que la TARV se debe iniciar a las 4-6 semanas del diagndstico de criptococosis

meningea para prevenir el tan temido SIRI (36).

La meningitis criptococica es una excelente medida para demostrar el fracaso del
programa de tratamiento del HIV. Actualmente, ninguna persona con HIV deberia
desarrollar enfermedad criptococica. Sin embargo, debido a desafios que implican el
diagnostico tardio, la vinculacion y retencion en la atencion, el acceso a la TARV y la
falla virologica, el evento final en una cascada fallida de atencién del HIV es a menudo,
el desarrollo de la meningitis criptocdcica. Hasta que se pueda mejorar el vinculo con la
atencion integral del HIV, los programas de deteccién criptocécica son una inversion
valiosa que identifica a las poblaciones con alto riesgo de muerte. Para reducir aquellas
relacionadas con el sida, es crucial asegurar que las personas con recuentos de
linfocitos T CD4+ <100 células/uL se examinen para detectar antigenemia criptocécica,
se traten de forma preventiva (si el AgCr es positivo) y se inicie la TARV (34). En esta
linea, la deteccion de AgCr junto con una terapia antimicética preventiva tiene un

beneficio de supervivencia comprobado (37).
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1.3. Antecedentes del tema: Histoplasmosis

Histoplasma capsulatum es un hongo patégeno dimorfo, cosmopolita, que causa un
amplio espectro de formas clinicas, las que dependen del estado inmunitario del
paciente y del tamario del inéculo infectante (38). Entre las razones para definir el patréon
de distribucion de la endemicidad, influyen en gran medida el clima moderado, la
humedad y las caracteristicas del suelo (39). Predomina en el continente americano, en
especial a lo largo de las grandes cuencas fluviales o en la proximidad de los lagos, con
alta humedad de suelo, temperaturas medias anuales de 15 a 20 °C y pluviometrias de
800 a 1.200 mm por afio (40). El excremento de las aves y los murciélagos aumenta el
crecimiento del organismo en el medio ambiente mediante la aceleracion de la
esporulacion (39). Por este motivo las cuevas que presentan condiciones estables de
temperatura y humedad, sin la exposicién directa de las radiaciones solares y con
acumulacién de guano, representan un nicho ecoldgico satisfactorio (41).

La infeccion humana ocurre luego de la inhalaciébn de esporas de H. capsulatum
transportadas por el aire. Los elementos infectantes (microaleuriosporas) ingresan a las
vias respiratorias hasta los alvéolos y, una vez en el interior del hospedero, pasan a la
fase levaduriforme que es la responsable de su patogenia. La transicion de la fase
micelial a la levaduriforme es el determinante fundamental para establecer la infeccion.
El hongo puede luego diseminarse, a través de la sangre, a cualquier érgano o sistema.
Este tipo de infeccidon primaria, que se resuelve de manera espontanea, generalmente
ocurre en individuos inmunocompetentes. En huéspedes inmunocomprometidos, la
infeccion primaria y las reinfecciones pueden asumir un caracter progresivo de variable
gravedad (42) (38) (43), afectando los 6rganos ricos del sistema monocitico histiocitario
y las estructuras linfaticas del tubo digestivo. Si bien todos los 6rganos son susceptibles,
los comprometidos con mayor frecuencia son los pulmones y el sistema
hematopoyético. Sin tratamiento, esta enfermedad tiene un curso rapidamente fatal (44)

(45) (46).
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La histoplasmosis asociada al sida representa en la actualidad el 90% de los casos de
histoplasmosis diseminada progresiva observados en Latinoamérica. Es mas frecuente
en aguellos pacientes que no reciben TARV o en los primeros meses de su inicio, y
afecta cuatro veces mas a los hombres que a las mujeres (45).

Desde 1987, la histoplasmosis diseminada ha sido incluida entre las infecciones
definitorias de sida (47). Ocurre en aproximadamente el 2-5% de los pacientes con sida
que viven en areas endémicas (48). Es la primera manifestacion de este estadio entre
el 50-75% de los pacientes con HIV (49) (50) y hasta el 80% de los casos se presentan
cuando el recuento de linfocitos T CD4+ es <100 células/pL (46) (45).

Los sintomas de la histoplasmosis diseminada incluyen fiebre, malestar general,
anorexia y/o pérdida de peso. Es comun la participacion del sistema reticuloendotelial,
la piel, el tracto gastrointestinal, las glandulas suprarrenales y el SNC (49).

En América Latina, entre un 70-80% de los pacientes con esta patologia presentan
lesiones mucocutaneas, caracteristica distintiva de la histoplasmosis asociada al sida
en nuestra region, a diferencia de los Estados Unidos donde la frecuencia de lesiones
cutaneas es de so6lo un 6%. Las papulas cutaneas ulceradas o de aspecto "moluscoide"
y las ulceraciones de la mucosa oral, son las manifestaciones tegumentarias mas
comunes (45).

Desde finales de la década de 1990, la prevalencia de histoplasmosis diseminada ha
disminuido en poblaciones HIV positivas con acceso a la TARYV, pero sigue siendo alta
en poblaciones que por diferentes motivos no la reciben o no pueden cumplir con estos
regimenes (51).

En Latinoamérica predominan las formas respiratorias agudas, que corresponden a
infecciones primarias sintomaticas, y las formas diseminadas progresivas relacionadas
con el sida (45). En esta region, la micosis sistémica por H. capsulatum se encuentra en
la parte superior de la lista de enfermedades que definen el sida y las muertes

relacionadas. Sin embargo, la histoplasmosis no esta identificada en el algoritmo de
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diagndstico utilizado por una proporcion significativa de médicos que se enfrentan a un
paciente febril gravemente inmunodeprimido (52).

Por tratarse de una enfermedad que carece de notificacion obligatoria, su incidencia real
es desconocida, y la ausencia de una prueba de diagnéstico simple, confiable y
accesible, ha dificultado por largo tiempo determinar la prevalencia en pacientes
infectados por HIV.

El estdndar de oro para el diagnéstico es el aislamiento de H. capsulatum a partir de
muestras clinicas. La identificacion se realiza a través del cultivo en los medios
apropiados y con temperaturas de incubacion diferenciadas (28 y 37°C) para demostrar
su dimorfismo; o bien, mediante microscopia directa de fluidos corporales y tejidos con
diferentes tinciones (53). Cuando las manifestaciones mucocutaneas estan presentes,
el diagndstico puede realizarse de manera rapida a través del material extraido mediante
una escarificacion o biopsia de la lesion, y de la observacién microscépica de levaduras
intramacrofagos coloreadas con Giemsa. En estos casos, la sensibilidad pasa a estar
limitada por la calidad de la muestra clinica y el entrenamiento del operador. Por el
contrario, si las lesiones en la piel o en las mucosas estan ausentes, se puede recurrir
a otras herramientas diagnosticas como el hemocultivo por el método de lisis
centrifugacion, el cual posee una sensibilidad de alrededor de un 70%. En el resto de
los casos se requieren investigaciones invasivas, como el lavado broncoalveolar o las
biopsias quirargicas (54). Desde la perspectiva del laboratorio, el examen directo acelera
el diagnéstico, en cambio, el cultivo puede llevar semanas hasta desarrollar y requiere
el uso de instalaciones y practicas correspondientes a un tercer nivel de bioseguridad
(55). Por otra parte, aunque la especificidad del método de cultivo es del 100%, la
sensibilidad depende de la carga fungica, la presentacion clinica y la posibilidad de una
toma de muestra adecuada (56).

Otro desafio que se presenta durante la identificacibn microscépica, es la morfologia de
las levaduras de H. capsulatum que al ser muy similar a la de otros patdégenos pueden
llevar a una confusién durante este proceso. En este sentido, la diferenciacién con
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Leishmania spp. puede ofrecer dificultades, del mismo modo las levaduras del género
Candida, formas pequefias e intracelulares de Paracoccidiodes spp. o Blastomyces

dermatitis (57) (53).

Existen métodos alternativos de diagnostico basados en la deteccién de antigenos y
anticuerpos. La determinacion de anticuerpos anti-H. capsulatum en suero presenta
baja sensibilidad, porque dependerd del estado inmunoldgico del hospedero y del
tiempo transcurrido desde el primer contacto con el agente (54). Por lo tanto, en
inmunocomprometidos, la deteccion de los mismos es menos sensible, ya sea por el
método de inmunodifusion, contrainmunoeletroforesis o fijaciébn del complemento (58)
(59). En cambio, la técnica de enzimoinmunoanalisis (ELISA) dirigida a la deteccion del
antigeno glicoproteico de H. capsulatum en suero y particularmente en orina, ha
demostrado ser la mas sensible (60) (52), sobre todo en los casos de histoplasmosis
diseminada asociada a pacientes inmunocomprometidos (61).

Dentro de las técnicas descriptas, en especial la deteccion de antigenos en suero y
orina, la visualizacion microscopica de las levaduras caracteristicas por la coloracién de
Giemsa en muestras clinicas y la observacion histopatologica de H. capsulatum en
tejidos, son las pruebas de diagnéstico rapido mas importantes para la histoplasmosis
en pacientes inmunosuprimidos.

En los dltimos afios se han disefiado métodos moleculares basados en la amplificacion
de ADN tal como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR: polymerase chain
reaction) dirigidas a diferentes genes especificos de H. capsulatum (62) (63). Tanto la
PCR anidada como la PCR en tiempo real fueron probadas sobre diferentes
especimenes clinicos. La aplicacion de técnicas moleculares ha generado una
herramienta adicional para el diagnéstico rapido de esta micosis. Ademas, poseen un
menor riesgo bioldgico para el personal de laboratorio y permitiria su implementacion en
lugares donde las condiciones de bioseguridad no permiten trabajar con aislamientos

de H. capsulatum (63) (64) (60).
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Actualmente el diagnéstico comprobado depende del desarrollo del hongo en el cultivo
0 en la visualizacién histopatologica, mientras que un diagndstico probable se basa en
la presencia de una clinica apropiada, una condicion predisponente y evidencia
micolégica, como puede ser la presencia de antigenuria (53).

La deteccion del antigeno de H. capsulatum en orina (AgU), por tratarse de una técnica
sensible y rapida, util en la busqueda de la histoplasmosis, la posiciona como una
técnica complementaria al examen directo, al cultivo y la serologia, sobre todo en

pacientes HIV positivos que presentan grandes desafios diagndsticos.
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2. Planteamiento del problemay justificacion

A pesar de la disponibilidad de la TARV las infecciones oportunistas contindan siendo
causa de importante morbilidad y mortalidad (7). Mientras que los mecanismos
patogénicos subyacentes de pérdida de células T CD4+ por el HIV han sido
ampliamente debatidos, una simple regla sigue siendo valida: cuanto menor sea el
namero de células T CD4+, mayor sera el riesgo de infecciones oportunistas (65). Entre
estas infecciones encontramos las dos micosis sistémicas de mayor prevalencia en
pacientes con infeccion avanzada por el HIV. La criptococosis meningea, infeccion
oportunista tardia que suele observarse cuando el recuento de linfocitos T CD4+ cae
por debajo 50-100 células/pL (66) y la histoplasmosis, segunda micosis sistémica en
frecuencia en la Argentina (67), que generalmente se manifiesta como enfermedad
diseminada cuando el recuento de linfocitos T CD4+ es <100 células/pL (46).

Ambas micosis son consideradas un importante problema de salud publica, ya que la
poblacion frecuentemente afectada es aquella con acceso limitado a servicios de salud,
aumentando considerablemente su mortalidad y llegando, en el caso de la criptococosis
meningea, a valores inaceptablemente elevados de alrededor de un 55% (68) (69).

En lo que respecta al diagnéstico de las diferentes infecciones oportunistas, y
particularmente las infecciones flingicas que mencionamos, el examen microscopico y
el cultivo contindan siendo actualmente los métodos de referencia. Sin embargo, su
sensibilidad es limitada para un diagnéstico rapido, ya que el examen directo depende
de la calidad de la muestra y del entrenamiento del observador, y el cultivo necesita
varios dias de incubacién para su desarrollo, por lo tanto no pueden considerarse
técnicas de diagndstico precoz. Estas limitaciones han llevado a desarrollar técnicas
alternativas al cultivo basadas en la cuantificacién de antigenos, &cidos nucleicos y otros

componentes fungicos (70).

La criptococosis puede diagnosticarse a través de la deteccién del AgCr en suero, el

cual suele ser positivo tanto en la infeccion meningea como no meningea y puede estar
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presente semanas o meses antes de la aparicion de sintomas (29). Las pruebas
basadas en esta metodologia son una herramienta de cribado inicial util en el
diagndéstico de criptococosis en pacientes infectados por el HIV, y particularmente

cuando la realizaciéon de una puncion lumbar se retrasa (7).

Con respecto a la histoplasmosis la deteccion del AgU es un método sensible para el
diagndstico rapido de histoplasmosis diseminada. Durante su evaluacion en un ensayo
cuantitativo, se detectd antigeno en la orina en un 100% de los pacientes con sida con
histoplasmosis diseminada (71) (72).

Los métodos descriptos plantean ventajas con respecto a las pruebas seroldgicas que
detectan anticuerpos, ya que estas son menos Utiles que los ensayos de antigenos en
dichos pacientes (73). La incorporacion de nuevas metodologias diagndsticas es
necesaria, no so6lo para un diagnostico oportuno de criptococosis e histoplasmosis en
pacientes HIV/sida, sino para conocer datos a cerca de prevalencia en personas

asintomaticas.
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3. Hipotesis
En pacientes con infeccién por HIV, con carga viral detectable y un recuento de linfocitos
T CD4+ <100 células/uL, el cribado con pruebas rapidas para criptococosis e
histoplasmosis permite identificar casos en forma mas temprana, un tratamiento

oportuno, reduce el riesgo de SIRI y se asocia a menor mortalidad.
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4. Objetivos

4.1.

4.2.

Objetivo Primario

Explorar la validez de las pruebas rapidas de diagndstico para criptococosis e
histoplasmosis, en contexto de una estrategia de cribado, en pacientes con

infeccion avanzada por HIV.

Objetivos Secundarios

Determinar prevalencia de criptococosis (meningea y extrameningea) e
histoplasmosis diseminada en pacientes con infeccién por HIV avanzada, en

nuestro hospital, en este mismo contexto.

Establecer costo-beneficio de la implementacion de dichas metodologias de

diagnéstico rapido.
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5. Descripcion y disefio del estudio
Estudio prospectivo de cohorte basado en la recoleccion de diferentes muestras clinicas
en pacientes que recibieron atencion en el Hospital General de Agudos “Juan A.
Fernandez’, de la Ciudad Auténoma de Buenos Aires, desde el 01 de abril de 2014

hasta el 31 de enero de 2015.

5.1. Poblacidén del estudio
Pacientes mayores de 18 afios con diagndstico confirmado de infeccion por HIV que
presentaban enfermedad en estadio avanzado (<100 CD4/uL o estadios clinicos 3-4 de

la OMS).

5.2. Criterios de inclusién

El sujeto fue elegido para la participacién en el estudio si cumplia con TODOS los

siguientes criterios:

1. Edad = 18 anos.

2. Infeccion por HIV documentada.

3. Registro de recuento de CD4 dentro de los 3 meses con un valor <100 células/uL
o estadio clinico 3-4 de la OMS (Anexo 1).

4. Firma voluntaria del consentimiento informado aprobado por el Comité de Etica.

5.3. Criterios de exclusién

Los pacientes NO fueron elegibles para participar en este estudio si cumplieron con

CUALQUIERA de los siguientes criterios:

1. Edad < 18 afios.
2. TARV con carga viral indetectable en los ultimos 3 meses.
3. Antecedentes de enfermedad por H. capsulatum, y/o C. neoformans en el ultimo

ano.
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4. Hallazgos en la historia clinica o examen fisico durante la seleccion que, en
opinion del investigador, podria comprometer el resultado del estudio.
5. Imposibilidad para firmar el consentimiento informado.

6. Uso de antimicoticos sistémicos en los ultimos 14 dias.

5.4. Duracioén del estudio

La duracion total del estudio fue de 10 meses, desde el 1 de abril de 2014 hasta el 31

de enero de 2015.

5.5. Metodologia

Todo paciente que cumplié los criterios de inclusién y exclusion fue invitado a participar,
se le explicé el estudio y si estaba de acuerdo se le solicité que firmara el consentimiento

informado, posteriormente, se realizaron los siguientes procedimientos:

1. Se recolect6 informacion de la evaluacion clinica inicial, incluyendo motivo de
consulta, sintomas y signos, datos de laboratorio, TARV, antecedentes de
infecciones micdticas y uso de otra medicacién de relevancia (ejemplo,

trimetoprima-sulfametoxazol o fluconazol), en una ficha predisefiada (Anexo 2).

2. Se obtuvieron en el inicio las siguientes muestras:

e Sangre para cultivo de hongos: los hemocultivos se realizaron por la técnica
de lisis centrifugacién. Se recolectaron 9 ml de sangre en un tubo estéril con 1
ml de una solucion de saponina al 0,5% (concentracion final) como agente lisante
y polianetolsulfonato de sodio como anticoagulante (solucion de trabajo:
saponina 5 gr, PSS 0,5 gry 100 ml de solucion fisioldgica). Técnica: se centrifugd
durante 30 minutos a 3000 rpm, se sembré el sedimento en 2 tubos de agar
Sabouraud y 2 tubos de agar infusion cerebro corazén, ambos medios con
cloranfenicol (100 pg/mL). Se incubé un tubo de cada uno a 28°C y 35°C

respectivamente, durante 3 semanas.
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e Sangre para estudios seroldgicos: se extrajo 5 ml de sangre en un tubo sin
ningun anticoagulante. Se centrifugd a 3000 rpm y se separd el suero. Las
muestras fueron utilizadas el mismo dia de extraccion para realizar las diferentes

técnicas, o almacenadas a 2-8°C hasta 72hs.

a. Deteccion de anticuerpos circulantes de H. capsulatum: se realizd por
método de inmunodifusion en agar (ID). Para realizar esta técnica, se preparé

el agar fenolizado utilizando los siguientes reactivos:

Agua destilada- 99,0 ml
Solucién buffer de fosfatos’-----------==-===-===nzmunoeo- 1,0 ml
Cloruro de sodio (NaCl) ----- 0,859
Fenol - 0,3 ml
Agar purificado- e e e 109
Propilentilenglicol (PEG) 6000---- ---1009

*Solucion buffer fosfatos pH 7.4

M/15 Na2HPO4 80,8 ml

M/15 NaH2PO4 19,2 ml

Al agua destilada se le agreg6 el NaCl y el fenol; luego el agar y el PEG y se
mezclaron durante 5 minutos. Se llevo a bafio de agua a 100 °C hasta su disolucién
completa y se distribuy6 en tubos con tapa a rosca con 15 ml del medio. Se

conservo a 4 °C hasta su utilizacion.

Para la realizacién de las placas, se fundi6 el agar de un tubo en bafio de agua a

ebullicion; se dejé enfriar hasta 55-60 °C; se volco en una placa estéril y se dejo
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solidificar. Luego se cort6 el agar con perforador de metal de 4 mm de diametro

segun el siguiente esquema:

[

®
0 -0
®

O
O

=
#O
s

Se retiraron los cilindros del gel con aguja, sin dafiar las paredes (para que la
difusion fuese pareja y las bandas de precipitacion se pudieran interpretar
facilmente). Se enumeraron los hoyos con marcador indeleble como se indicé en
el esquema anterior y se llenaron con una pipeta automatica, sin sobrepasar el

limite del hoyo.

La disposicién de los sueros y antigeno en los hoyos fue la siguiente: en 1y 4 se
les colocd suero control positivo de referencia; y en 2, 3, 5y 6 sueros de distintos
pacientes que se ensayaron. Se tapoé la placa y se incub6 en cdmara hiimeda por
una hora a temperatura ambiente y luego, en el hoyo 7 se colocé el antigeno de
referencia. Se mantuvo la placa a temperatura ambiente (entre 24 y 25 °C); a las
72 hs. se cubri6 el gel con buffer citrato de sodio**, durante 2-3 hs. para eliminar
bandas inespecificas.

** Solucion buffer de citrato-cloruro de sodio pH 8,2: citrato trisédico 5 gr y solucién salina

isoténica 100 ml. Se mezclé bien hasta la disolucién total del citrato, se envasé en un frasco

con tapa a rosca y se mantuvo a temperatura ambiente hasta su uso.

Se realizé la lectura buscando la presencia y el numero de arcos de precipitacion
entre el suero problema y el extracto antigénico. Las lineas de precipitacion

especifica (antigeno-suero control), se utilizaron como patrones de referencia en
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cada prueba. La aparicién de una o mas bandas de identidad por la interaccién del
suero del paciente con el antigeno constituyo una “reaccién positiva” y la ausencia

de bandas de precipitacion se considerd una “reaccién negativa”.

Los antigenos y antisueros fueron provistos por el Servicio Micosis Profundas del
Departamento Micologia del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas de la
Administracién Nacional de Laboratorios e Institutos de Salud (INEI - ANLIS) “Dr.

Carlos G. Malbran” (Argentina).

b. Antigeno polisacarido capsular de Cryptococcus (AgCr): se realizé la
técnica de flujo lateral (LFA) por inmunocromatografia (IMMY®, Inc., Norman,
Oklahoma, USA). El procedimiento se llevé a cabo, de acuerdo al esquema I:
se agreg6 una gota del reactivo diluyente LF a un eppendorf (1), se afadio 40
ul de suero del paciente (2); se sumergio la tira reactiva (3) y se esper6 10

minutos (4) a temperatura ambiente.

Esquema |: Realizacion de la técnica

1lgotadelLF 40 pl de muestra Insertar la tira reactiva Incubar

La lectura se realiz6 de forma visual y se registraron los resultados de acuerdo al

esquema I

-Positivo: presencia de dos lineas (control y muestra del paciente),
independientemente de la intensidad de linea de la muestra.

-Negativo: presencia Unica de la linea de control.
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-Invalidado: ausencia de la linea de control. Los resultados no son validos y debe

repetirse la prueba.

Esquema ll: lectura de la prueba

Positivo Negativo Invalidado

e Orina para antigeno de H. capsulatum (AgU): de cada paciente se tomo una
muestra de orina. Se utilizé un ensayo inmunoenzimatico (ELISA) tipo sdndwich
(ALPHA Histoplasma EIA Test Kit, IMMY®, Inc., Norman, Oklahoma, USA) en
microplaca para la deteccion de antigenos de H. capsulatum en muestras de
orina. Las muestras de orinas fueron procesadas en equipo automatizado
EVOLIS™ TWIN PLUS SYSTEM, BIORAD® segln las instrucciones del
fabricante.

Reactivos:

- Placa de ELISA con 96 pocillos de poliestireno recubiertos con anticuerpos
policlonales anti-Histoplasma de conejo (IgG).

- Estandares de antigeno de Histoplasma: 100 unidades de ELISA, 30
unidades de ELISA, 10 unidades de ELISA y 2 unidades de ELISA, para
realizar la curva estandar.

- Control positivo
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- Control negativo

- Buffer de lavado

- Anticuerpo detector: anticuerpo policlonal anti-Histoplasma (IgG) de conejo
biotinilado.

- Estreptavidina-HRP: estreptavidina conjugada con peroxidasa de rdbano
(HRP)

- Sustrato: 3,3',5 tetrametilbenzidina (TMB).

- Solucion de parada: &cido sulfarico 2N

Principio bioldgico

EL ALPHA es un ensayo inmunoenzimatico tipo sandwich en microplaca para la
deteccién de antigeno de H. capsulatum en muestras de orina. Los anticuerpos
policlonales anti-Histoplasma IgG de conejo son utilizados para recubrir los pocillos de
las microplacas actuando como anticuerpos de captura; y los anticuerpos policlonales
IgG anti-Histoplasma de conejo biotinilados, son utilizados para la deteccion. Las
muestras de orina se ensayan sin diluir y sin ningun tratamiento previo. Si la muestra de
orina del paciente presenta antigenos de Histoplasma, éstos son reconocidos y
capturados por los anticuerpos, quedando unidos a los pocillos de la microplaca de
ELISA. Después del periodo de incubacion, los pocillos son lavados con el buffer de
lavado para eliminar cualquier material que no se haya unido y, posteriormente se
agregan los anticuerpos policlonales IgG anti-Histoplasma de conejo biotinilados. Se
procede a realizar otro lavado para remover aquellos anticuerpos que no se hayan

unido.

Para la deteccion de los antigenos se utilizan los siguientes reactivos: biotina-
estreptavidina, TMB y solucién de parada. La estreptavidina-HRP se agrega a los
pocillos y en presencia de los anticuerpos biotinilados, quedara unida a éstos. Si algin
antigeno esta presente en el espécimen del paciente, se forma una solucién de color

azul al afadir el TMB. La reaccién es interrumpida con la solucion de parada,
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observandose la formacién de color amarillo
determina solo a 450 nm o a 450 nm y 630 nm

utilizando una curva de cuatro parametros.

en los pocillos. La densidad 6ptica se

. Las unidades de ELISA son calculadas

Y

Color
-

N

O .
% Estreptavidina-HRP
A

«——— Biotina

“— |gG anti-Histoplasma de
conejo

. <« Antigeno/Calibrador

1gG anti-Histoplasma de conejo

Micropocillo

Procedimiento:

1.
2.
3.

© oo~ O A

Llevar todos los reactivos a temperatura ambiente.

Adicionar 100 uL de buffer de lavado a los pocillos (blanco de reaccién).
Adicionar 100 uL de cada uno de los estandares de la curva a los pocillos (100
unidades de ELISA 30 unidades de ELISA, 10 unidades de ELISA y 2 unidades
de ELISA).

Agregar 100 uL del control positivo y 100 pL del control negativo a los pocillos.
Agregar 100 pL de las muestras de orina a los pocillos.

Mezclar por agitacion durante 10-15 segundos.

Incubar la placa a 37°C +/- 1 por 60 minutos +/- 5 minutos.

Aspirar el contenido de los pocillos.

Adicionar 200 uL de buffer de lavado a los pocillos y aspirar completamente el
contenido. Repetir este paso dos veces mas.

. Agregar 100 L del anticuerpo detector a los pocillos.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.

Mezclar por agitaciéon durante 10-15 segundos.

Incubar la placa a 37°C +/- 1 por 60 minutos +/- 5 minutos.

Repetir paso 9.

Agregar 100 pL de estreptavidina-HRP a los pocillos.

Mezclar por agitacion durante 10-15 segundos.

Incubar la placa con agitacién a 25°C +/- 3 °C por 30 minutos +/- 2 minutos.
Repetir paso 9.

Agregar 100 pL de sustrato TMB a cada pocillo.

Mezclar por agitacion durante 10-15 segundos.

Incubar la placa a temperatura ambiente (22-25°C) por 10 minutos +/- 1minuto.
Adicionar 100 uL de la solucién de parada a cada pocillo.

Mezclar por agitacion durante 10-15 segundos.

Leer a 450 nm o a 450 nm y 630 nm, la lectura debe realizarse dentro de los 15
minutos de finalizado el ensayo.
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Resultados:

Los resultados se obtienen utilizando una curva de 4 pardmetros y se expresan
en unidades de ELISA.

riti
':_l'i_ﬂ:l 1"'.'B'-'
{Blanked 0D — 0

El4 Value = €

Control de calidad — Curva estandar

Standard Acceptable Blanked OD
100 08003 (1.1-0.5)
a0 0.£0 £ 015 0.55-40.25)
10 0.20+£0.1[0.3-0.1)

2 0.04 £ 002 §0.06-0.02)
Positive Control 0.20+£0.1[0.3-0.1)
ﬂa‘.we Control < 0.0%

Interpretacién de los resultados:

-Negativo: x < 2.0 unidades de ELISA.

-Positivo: x 2 2.0 unidades de ELISA.

Escarificacién y/o biopsias cutaneas, de tejidos u 6érganos: en caso de
lesiones mucocutdneas u otros tejidos/6rganos, se extrajo material para el
examen microscopico y posterior cultivo.

La toma de muestra de tejido se obtuvo mediante cirugia, biopsia transcutanea
0 autopsia, aplicando medidas de asepsia. Las piezas de tejidos/biopsias se
dividieron en dos partes, una se introdujo en un frasco con formol al 10% para la
seccion de Anatomia Patolégica y otra porcion, se colocé en un tubo o frasco
estéril con 1 ml. de solucién fisiol6gica o agua estéril (hasta cubrir el material)
para el Laboratorio de Microbiologia/Micologia.

La toma de material por la técnica de escarificaciéon de piel o mucosas, se realizo
desinfectando la zona con alcohol 70% o solucién de yodo-povidona por 30-60
segundos. Se removieron las costras o secreciones que cubrian la lesiéon y se

raspo con bisturi estéril. Con el material obtenido, se realizaron extendidos sobre
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portaobjetos esterilizados para la coloracion de Giemsa y se coloco la otra
porcion de la muestra en solucion fisiologica o agua destilada estéril para el
cultivo. Las muestras se enviaron rapidamente al laboratorio, y si no se pudieron
procesar en el dia, se almacenaron en la heladera durante 24-48 hs.

Para el procesamiento de los tejidos/biopsias, se coloco la muestra en una placa
de Petriy se secciond en varios trozos con pinza y bisturi estériles. Se efectuaron
improntas para la coloracion de Giemsa y examen en fresco. El resto del material
se homogenizé en un mortero con solucién fisioldgica estéril y el material se
sembré en tubos de agar Sabouraud miel y agar Infusion de cerebro y corazén.
Con las muestras de escarificaciones de piel/mucosas se efectuaron extendidos
para la coloracion de Giemsa y el resto de la muestra, se sembr6 en tubos de
agar Sabouraud glucosado y agar infusion de cerebro y corazén. Todos los tubos
se incubaron a 28 °C y 37 °C, durante 3 a 4 semanas.

Se solicitaron estudios de linfocitos T CD4+ y carga viral de HIV.
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Con respecto a la criptococosis, cuando la deteccion del AgCr en suero fue positiva, se
efectud una puncién lumbar para descartar compromiso meningeo a través de pruebas
de tinta china, AgCr y cultivo del LCR (74). La afectacién meningea se definié cuando
uno de los ultimos métodos descritos fue positivo. De acuerdo a las recomendaciones
internacionales vigentes al momento del estudio, para los paises donde no se dispone
de 5-flucitosina, los pacientes con criptococosis meningea fueron tratados con
anfotericina B desoxicolato (0.7 + 1 mg/kg/dia) y fluconazol intravenoso (800 mg/dia)
con una fase de induccion de 14 dias (75) (76). Los pacientes con AgCr positivo sin
evidencia de afectacion meningea o criptococosis diseminada fueron tratados durante
el mismo periodo de tiempo con fluconazol via oral 800 mg/dia de manera ambulatoria
(terapia preventiva). En ambos casos, la fase de consolidacion se completé con

fluconazol 400-800 mg/dia, segun criterio médico (Figura 1).

Se calculé el nUmero necesario a tratar para detectar un paciente con AgCr positivo y
se comparo el costo estimado de esta estrategia vs el estandar de cuidado en nuestro

centro presente hasta el momento de inicio de este protocolo.

-Escenario habitual (estandar de cuidado en nuestro centro): deteccion de AgCr dirigida
a pacientes con sintomas neurolégicos compatibles o con sospecha clinica de

meningitis criptocdccica.

-Escenario de intervencion (incorporacién de cribado): deteccién de AgCr a todos los
pacientes con infeccién avanzada por HIV, independientemente del motivo de consulta

o clinica presente.

Los costos del escenario habitual se plantearon de manera hipotética estimando que
aquellos pacientes con AgCr positivo identificados por la estrategia de cribado
(escenario de intervencién), principalmente los asintomaticos, presentarian sintomas de
criptococosis dentro del mes siguiente a la deteccion. Ante la no existencia de esta

estrategia hubieran sido identificados ya como casos de criptococosis meningeas.
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La diferencia de costos se plante6 en el total de meses que dur6 este estudio y luego
una diferencia anual estimada junto con el porcentaje de disminucion de gastos para

una lectura més objetiva.

Figura 1: Diagrama de flujo del algoritmo diagnostico

Criterio Inclusion
-HIV positivo > 18 afios

-Recuento CD4 <100/uL dentro de los 3
meses o estadio clinico 3-4 de la OMS

Pacientes|excluidos

Pacientes elegibles potenciales Criterio Exclusion: MOTIVOS

Pacientes incluidos

LFA en suero

Hemocultivo
Ficha clinica
A
[ |
AgCr (+) AQCr (+) AgCr (-) AQCr (-)
Hemocultivo (+) Hemocultivo (-) Hemocultivo (+) Hemocultivo (-)
| | | ol diien |
Anélisis LCR ,  Lontrorelinico
| i Inicio TARV !
LCR (5 LCR (+) LCR (+) LCR (5
Hemocultivo (+) Hemocultivo (-) Hemocultivo (+) Hemocultivo (-)

| e

Tratamiento estandar

Terapia preventiva

Anfotericina B + Fluconazol
(endovenoso)
T [
Seauimiento en internacién Seguimiento ambulatorio
| I

Fluconazol (oral)

Inicio TARV

35



En el caso de la histoplasmosis se utilizaron los siguientes parametros para instaurar un
tratamiento segun criterio médico y guias vigentes.

-Histoplasmosis PROBABLE: paciente con AgU positivo o con evidencia serolégicas por
inmunodifusion de anticuerpos contra H. capsulatum en suero y un cuadro clinico
compatible (fiebre, pancitopenia, pérdida de peso, lesiones cutaneas o mucosas, y/o
afectacién pulmonar).

-Histoplasmosis PROBADA: aislamiento en cultivo de H. capsulatum en cualquier
muestra biolégica proveniente del paciente o visualizacién de levaduras intracelulares a
través de coloraciones especiales (Wright o Giemsa) (77).

El célculo de prevalencia se establecié de acuerdo al diagnéstico definitivo de
histoplasmosis segun estas definiciones.

El tratamiento fue instaurado, segun gravedad, de acuerdo a las recomendaciones
internacionales. Se inici6 anfotericina B desoxicolato (0.7 + 1 mg/kg/dia) en aquellos
casos con enfermedad moderada a grave durante 1 a 2 semanas, seguido de
itraconazol oral (200 mg 3 veces al dia durante 3 dias y luego 200 mg dos veces al dia)

o itraconazol oral de inicio para aquellos casos con enfermedad leve a moderada (39).

5.6. Anaélisis estadistico

Se realizé un protocolo inicial para evaluar la prevalencia de estas enfermedades
oportunistas en personas con HIV avanzado en el hospital “Juan A. Fernandez”. Dado
gue se trataba de un estudio exploratorio no se determiné un tamafio muestral y se
establecié enrolar las personas en etapa avanzada que concurrieran al servicio en el
periodo estipulado, con los que se estimé de 100 a 150 participantes. Segun estudios
en otros paises, entre un 2 y 11% de los pacientes con CD4 <100 células/pL podian
tener AgCr positivo y hasta un 5% de las personas con HIV/sida presentar
histoplasmosis (51) por tanto, se estimd la identificacion entre 10 y 15 personas con

alguna de las dos infecciones micoticas durante este periodo.
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Se utilizé estadistica descriptiva para resumir las caracteristicas basales de los
participantes, asi como las tasas de prevalencia. Se utilizaron métodos paramétricos o
no paramétricos dependiendo de la distribucion de las variables cuantitativas (T de
Student o test de Wilcoxon). Todos los test estadisticos se consideraron significativos si
el nivel alfa era menor al 5%. Niveles alfa menores a 10% se los considero indicativos

de tendencias.

Se realizo el célculo de la sensibilidad, la especificidad, los valores predictivos positivos
(VPP) y negativos (VPN) del método de deteccion de AU mediante técnica de ELISA.
Estos analisis fueron realizados comparando dicha metodologia con el examen
microscépico y el cultivo que contintan siendo actualmente los métodos de referencia

para el diagnostico.

5.7. Consideraciones éticas

El protocolo final fue aprobado por el Comité de Etica en investigacion del hospital “Juan
A. Fernandez”. Se documentd en la historia clinica del sujeto que el consentimiento
informado se obtuvo previo a la realizacion de cualquier procedimiento relacionado con
el protocolo y se archivo un original del mismo con los documentos del estudio. Un
original firmado y fechado en el mismo momento se entregé al participante.

El estudio fue conducido de acuerdo con el protocolo y las normas de buenas practicas
clinicas, aplicando las regulaciones y guias de investigaciones clinicas, y todas las
regulaciones locales aplicables (Disposicién 6677 del ANMAT vy ley 3301 del Gobierno
de la Ciudad de Buenos Aires) ademas de las disposiciones internacionales (Cédigo de
Nuremberg, Declaracion de Helsinki y sus modificaciones; asi como también la
Declaracion Universal sobre Genoma Humano y Derechos Humanos aprobada por la

Conferencia General de la UNESCO, del 11 de noviembre de 1997).
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6. Resultados
Entre abril de 2014 y enero de 2015 se detectaron 236 candidatos potenciales para la
inclusion en este estudio, de los cuales 113 (47.8%) fueron excluidos por las siguientes
razones: 43 por presentar carga viral de HIV indetectable, 33 pacientes fueron atendidos
por otras areas del hospital por lo que no fueron alcanzados por el equipo de
investigacion, 19 pacientes estaban bajo terapia antifingica y 18 por otras causas

menores.

Se incluyeron 123 pacientes con una mediana de tiempo de seguimiento de 9 meses
(RIC de 6 £ 12 meses) después de que se tomaron las muestras; de los cuales el 64.2%
eran hombres, la media de edad fue de 38 afios (DS 9.7) y la mediana de CD4 fue de

46 células/pL (RIC 18-85).

En el 27.8% de los pacientes el diagnéstico de HIV se realizd6 durante el tiempo del
estudio. La mayoria (77.2%) no recibia TARV al momento de la inclusién y el resto

presentaba mala adherencia o fallo virolégico (Tabla 1).

Del total de pacientes analizados, 14 (11.4%) fallecieron durante el periodo de estudio.
Dentro de las causas identificadas, 5 pacientes presentaron algun tipo de neoplasia
asociada al HIV, 2 criptococosis meningeas, 1 histoplasmosis diseminada, 2 fallas
respiratorias y 1 insuficiencia hepética sin etiologia, 1 hemorragia digestiva alta masiva

y 2 pacientes sin diagnostico final.
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Tabla 1: Caracteristicas basales de los pacientes incluidos en el estudio, n=123

Género, n (%)

Hombres 79 (64.2)
Mujeres 38 (30.9)
Mujeres Trans 6 (4.9)

Edad en afios, media (DS) 38 (9.7)

Tiempo de diagnostico de HIV desde la inclusion, n (%) ®

<1 afio

34 (27.8)
1-5 afios

20 (16.4)
5-10 afios

27 (22.1)
>10 afios

41 (33.6)
CD4 en cél/uL, mediana (RIC) 46 (18-85)
HIV-RNA en copias /mL, mediana (RIC) 65.609

(21.943-

156.299)
Sin terapia antirretroviral (TARV), n (%) 95 (77.2) ®

* Los pacientes bajo TARV debian tener, segln los criterios de inclusion, pobre adherencia o
falla virolégica.

) En 5 pacientes la infeccién de HIV fue por transmisién vertical.
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6.1. Criptococosis

Prevalencia de infeccién por Cryptococcus spp.

La prevalencia de infeccién utilizando la deteccion del AgCr por LFA fue de 8.1% (n=10,
IC95% 3.3+13.0). Ninguno de los casos con AgCr positivo tenia antecedentes de
criptococosis. Entre los 10 pacientes positivos para AgCr, 6 tenian compromiso
meningeo detectado a través del andlisis del LCR (Figura 2), aunque solo 3 de ellos
tenian sintomas neurologicos al inicio del estudio. Todos recibieron tratamiento estandar
inmediato con anfotericina B desoxicolato y fluconazol intravenoso, segun lo detallado
previamente. Dos de los 6 pacientes con criptococosis meningea murieron durante la

hospitalizacion.

Los 4 pacientes restantes con AgCr positivo recibieron tratamiento preventivo dirigido
con fluconazol via oral de manera ambulatoria, estaban libres de enfermedad meningea
y bajo TARV luego de una media de 7 meses de seguimiento. Asi mismo, ninguno de
los 113 pacientes con AgCr negativo desarroll6 enfermedad criptocécica durante este

periodo.
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Figura 2: Diagrama de flujo del algoritmo diagnéstico y resultados

Criterio Inclusion
-HIV positivo > 18 afios

-Recuento CD4 <100/uL dentro de los 3
meses o estadio clinico 3-4 de la OMS

Pacientes elegibles potenciales Pacientes excluidJs (n=113)

(n=236)

Pacientes incluidos
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Costos de la estrategia

El nimero necesario a tratar para detectar un AgCr positivo por LFA fue de 12 pacientes.

Los costos de la intervencion vs el estandar de cuidado, estimando que aquellos

pacientes con AgCr positivo asintomaticos presentaran sintomas de criptococosis

dentro del mes siguiente a la deteccidn, se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2: Costos comparativos entre escenario habitual

intervencion real ®

VS escenario de

Escenario Habitual @
Criptococosis meningea n= 10

Escenario de Intervencién ®
Criptococosis meningea n= 6

AgCr (+) sin criptococosis meningea n= 4

-LFA x 10 $600 | -LFA x 123 $7.380
-Hemocultivo por lisis x 10 $50 | -Hemocultivo por lisis x 123 $615
-Anfotericina B deoxicolato EV -Anfotericina B deoxicolato EV
(x 14 dias x 10) $80.136 | (x 14 dias x 6 pacientes con CM) $48.081
-Fluconazol 800mg EV -Fluconazol 800mg EV
(x 14 dias x 10) $202.816 | (x 14 dias x 6 pacientes con CM) $121.690
-Internacién en Clinica Médica -Fluconazol 800mg VO
(x 14 dias x 10) $227.640 | (x 14 dias x 4 pacientes sin CM) $5.742
-Internacién en Clinica Médica
(x 14 dias x 6 pacientes con CM) $136.584
Total $511.842 $320.092

Diferencia de costo en 10 meses
Diferencia anual estimada

Porcentaje de disminucidon de gastos

-$191.750
-$230.100

37.5%

® Se incluyen en el andlisis Gnicamente los costos que resultaron diferentes entre ambos escenarios.
) Deteccion de AgCr en pacientes con sintomas neuroldégicos compatibles con meningitis criptocdccica.
) Deteccion de AgCr a todos los pacientes con IAHIV, independientemente del motivo de consulta.
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6.2. Histoplasmosis

Prevalencia de infeccién por Histoplasma capsulatum

De un total de 123 participantes, 12 presentaron algunas de las pruebas diagndsticas
positivas (Tabla 3). Con la metodologia habitual (excluyendo AgU) se diagnosticaron 8
casos gue fueron considerados como histoplasmosis probada (3 con hemocultivos mas
examen microscopico, 2 sélo microscopia y 3 s6lo hemocultivos). La serologia por

método de inmunodifusion fue positiva en un sélo paciente.

Tabla 3: Pacientes con pruebas diagndsticas con resultados positivos para

histoplasmosis.

PACIENTES/TEST AgU HEMOCULTIVO HISTOPATOLOGIA  SEROLOGIA
1 POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO
2 POSITIVO POSITIVO POSITIVO -

3 POSITIVO POSITIVO POSITIVO -

4 - - POSITIVO -

5 POSITIVO - POSITIVO =

6 - POSITIVO - -

7 POSITIVO POSITIVO - =

8 - POSITIVO - -

9 POSITIVO - - -

10 POSITIVO - - -

11 POSITIVO - - -

12 POSITIVO - - -

El tratamiento fue instaurado de acuerdo a las recomendaciones internacionales y la
gravedad del cuadro. Se inici6é anfotericina B desoxicolato durante 2 semanas seguido
de itraconazol via oral, en 5 de estos pacientes. Uno de ellos fallecié dentro de este
periodo inicial, atribuible a la histoplasmosis diseminada. Los 4 restantes completaron

tratamiento de consolidacion e iniciaron TARV sin complicaciones.

En 2 pacientes se inici6 el tratamiento con itraconazol via oral por no presentar
enfermedad con parametros de gravedad y buena tolerancia a esta via, con manejo

ambulatorio, inicio de TARV y buena evolucién posterior.
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Un paciente no regresé a la consulta luego de haber sido informado del aislamiento en

el hemocultivo.

Los 4 casos que presentaban solo resultado positivo al AgU se consideraron como
diagndsticos probables de histoplasmosis. De estos, 2 estaban sintomaticos y mejoraron
con itraconazol, los 2 restantes se perdieron en el seguimiento y no pudo determinarse

su evolucion, aunque presentaban clinica compatible.

La sensibilidad, especificidad, VPP y VPN del AgU con sus intervalos de confianza
(IC95%) fueron de 63% (29-96), 97% (93-100), 56% (23-88) y 98% (94-100),

respectivamente.

La prevalencia considerando solo los casos probados fue de 6.5% (n=8). Al incluir las
muestras positivas de AgU como casos de histoplasmosis probable adicionales, la

prevalencia aumento al 9.7% (n=12).

Costos de la estrategia

Debido a que la metodologia para realizar la deteccién del AgU de H. capsulatum adn
no se encontraba autorizada para su comercializaciéon en nuestro pais, al momento de
efectuar el analisis del estudio, no se puedo realizar estimaciones de costos de su

implementacion.
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7. Discusion

7.1. Discusion general

Actualmente no existe discusién que las personas que viven con HIV pueden alcanzar
el maximo beneficio de la TARV si son diagnosticadas y reciben un tratamiento precoz
en el curso de su infeccién (78). Sin embargo, el diagndstico tardio sigue siendo un
problema en toda América Latina (79). De acuerdo con los resultados mostrados en la
Tabla 1, una cuarta parte de los individuos descubrieron su infeccion por HIV durante el
tiempo del protocolo, en una etapa ya avanzada de la enfermedad. En el otro extremo,
un 33.6% conocia su diagnostico de HIV hacia mas de 10 afios y por motivos no
identificados en este estudio, no se encontraban bajo TARV vy si lo estaban, la misma
era de manera irregular o con mala adherencia, justificando el fallo virolégico presente.
Diferentes factores se vinculan con estos escenarios, pero principalmente el estigma,
las barreras administrativas y econdémicas, determinan, no solo el diagnéstico tardio,
sino la falta de vinculacién y retencién posterior en la atencion (80).

Nuestra muestra estuvo representada es su mayoria por hombres con una media de
edad que coincide con los datos generales de la poblacion HIV afectada en Argentina
(4). El valor de la mediana de CD4+ fue <50 células/uL, lo cual reflejé el gran
inmunocompromiso de la poblacién estudiada, y probablemente asociado con el
desenlace de los 14 pacientes que fallecieron durante el periodo de seguimiento.

Si bien nuestro estudio estaba dirigido a la busqueda de histoplasmosis y criptococosis,
es importante aclarar que no se identifico co-infeccion de ambas micosis en un mismo
paciente. Por otra parte, es imperioso en el manejo de este tipo de poblacién, instaurar
las pautas eficaces de profilaxis primaria y descartar otras infecciones oportunistas
concomitantes segun las recomendaciones locales (81). Asi mismo, iniciar de manera
precoz la TARV, ya que disminuye significativamente el riesgo de padecer tanto eventos

graves relacionados al HIV/sida como no relacionados, mejorando la supervivencia (82).
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7.2.  Criptococosis

La tasa de prevalencia del AgCr en pacientes con infeccion avanzada por HIV fue del
8.1%. La prevalencia general informada en nuestro estudio es similar a la informada
por otros autores en Uganda, con una tasa de prevalencia del 8.8% entre los pacientes
con un recuento de células CD4+ <100 células/puL (37). Sin embargo, al comparar con
otros estudios, estos valores son menores que los reportados en Camboya y Sudéfrica
entre pacientes con caracteristicas demogréficas similares (83) (30) y son tres veces
mayores que las informadas en los Estados Unidos, utilizando los mismos métodos de

evaluacion (84).

La estrategia de cribado de AgCr en pacientes con infecciébn avanzada por HIV,
independientemente de la presencia o no de clinica asociada, proporcioné la deteccion
temprana de 10 casos positivos, incluidos 6 con compromiso meningeo. Es de destacar
que la mitad de los casos de criptococosis meningea no presentaban sintomas
neuroldgicos al momento del diagnéstico, y es posible que sin una estrategia de cribado,
el mismo se hubiera diferido. El diagnédstico basado en sintomas no es un predictor
confiable del compromiso del SNC en la criptococosis (85). En nuestro estudio a través
de la realizacion de una puncion lumbar en todos los pacientes con AgCr positivo en
suero, se arribé a la criptococosis meningea en 3 pacientes asintomaticos, apoyando
las recomendaciones latinoamericanas dirigidas a disminuir la mortalidad asociada a
esta patologia (33). Si hubiéramos realizado AgCr solo en los participantes que
presentaban fiebre o cefalea, podriamos haber omitido el 50% del diagnostico.

Ademas, el bajo nimero necesario para detectar un caso positivo favorece el uso
rutinario de AgCr entre pacientes HIV positivo con infeccién avanzada. Este nimero fue
similar al reportado en un estudio observacional llevado a cabo en Uganda entre
pacientes infectados por el HIV con TARV, con un recuento de células T CD4+ <100

células/uL (37).

46



Diferentes estudios han reportado el valor diagndstico del LFA en la deteccién de AgCr.
Un articulo publicado hace pocos afios demuestra que esta metodologia realizada en
suero y en LCR es altamente predictiva de criptococosis entre los pacientes con riesgo
de desarrollarla (86).

Por otra parte, la presencia de AgCr positivo de manera asintomatica es un factor de
riesgo reconocido para el desarrollo del SIRI (87) y de la criptococosis asociada con la
TARYV, ya que los pacientes con antigenemia no tratada tienen méas probabilidades de
desarrollar una criptococosis clinica (35).

Aunque la estrategia de deteccion utilizada en nuestro estudio no se ha evaluado
formalmente en América Latina, los datos epidemioldgicos sugieren su posible beneficio
y ahorro de costos como los detallados en los resultados (33).

Confirmamos la utilidad clinica del LFA para el diagndstico rapido de la criptococosis y
su uso potencial como prueba en el punto de atencién. Aungque el examen microscépico
y el cultivo siguen siendo esenciales para el diagnéstico de esta infeccion, su
sensibilidad es limitada. La prueba de tinta china depende de la calidad y cantidad de la
muestra asi como de la capacitacion del observador. Los cultivos requieren varios dias
de incubacion para su desarrollo, por lo que su uso como técnicas de diagndstico precoz
no es practico (70). El LFA es una prueba ideal para el punto de atencion, ya que puede
ser realizada por personal con una minima capacitacion, sin equipamiento de alta
complejidad y con solo una gota de fluido corporal, sin requerir refrigeracién (88).

El diagndstico temprano de la criptococosis meningea da lugar a una reduccion de las
muertes relacionadas a la misma, ya que los pacientes que reciben tratamiento
antifingico temprano tienen mejores resultados que los que reciben tratamiento diferido
(29). Los pacientes con AgCr positivo sin afectacion meningea ni enfermedad
diseminada que recibieron terapia preventiva con fluconazol oral, no solo evitaron la
progresion de su enfermedad, sino también la hospitalizacion y administracion de
farmacos intravenosos, con la correspondiente reduccion de costos. Solo cuatro
pacientes fueron positivos para AgCr, sin evidencia de compromiso pulmonar,
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diseminacion o afectacion meningea, que no presentaron enfermedad con terapia
preventiva en el periodo de seguimiento. Diferentes estudios apoyan la implementacion
de la deteccién y el tratamiento rutinario de la antigenemia criptococica asintomatica
entre individuos que inician TARV, que muestran una reducciéon de la mortalidad (37)
(89) (90).

La alta prevalencia en nuestro estudio no solo respalda las pautas de la OMS (76) (31)
sino que permitio la incorporacion de la deteccion de AgCr de rutina entre pacientes con
HIV avanzado, en las recomendaciones locales, durante el proceso de difusién de estos

resultados en congresos académicos (81).
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7.3. Histoplasmosis

A pesar de los avances en la terapéutica disponible para las personas que viven con
HIV, la histoplasmosis se encuentra aun en el listado de las micosis endémicas con
mayor frecuencia en América Latina, con un importante impacto en la salud publica. En
general, se ha informado que su presentacion diseminada ocurre en un 2-5% de los
pacientes con HIV/sida de areas endémicas (69) y en entornos con recursos limitados
la mortalidad asociada puede variar entre un 13-48% (91). En nuestros resultados
durante el periodo estudiado se diagnosticaron 8 casos de histoplasmosis probada en
pacientes con infeccién avanzada por HIV, determinando una prevalencia de 6.5%. La
misma fue superior a los estudios regionales referidos con anterioridad y similar a lo

reportado en Colombia (92).

Si bien el diagnostico de la histoplasmosis se realiza por medio de diversas técnicas
tradicionales, como el cultivo en medios especiales, las biopsias y los examenes directos
con diferentes coloraciones, el mismo también puede realizarse por métodos
inmunolégicos que detectan anticuerpos o antigenos especificos. Sin embargo, en
presencia de inmunodeficiencia franca por HIV, los valores de sensibilidad de estos
métodos pueden ser muy variables, y es necesario la combinacién de herramientas
diagnésticas (91) (55). Como se menciond en los resultados de nuestro estudio, la
serologia con busqueda de anticuerpos por método de inmunodifusion fue positiva en
un sélo paciente, lo que demuestra su uso limitado en pacientes con inmunosupresion
celular, ya que presentan una respuesta deficiente (49). En un estudio de méas de 10
afos de vigencia, ya se planteaba la necesidad de un método de diagnéstico mas rapido
y sensible, como la busqueda de antigeno de Histoplasma a través de la prueba de AgU
(48). La mayor experiencia de la utilizacion de esta metodologia se obtuvo precisamente
en pacientes con HIV/sida con histoplasmosis diseminada y alta carga fungica, donde

la deteccidn del AgU fue del 95% de los pacientes (49).
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Al incorporar la deteccion del AgU como parte del algoritmo diagndstico en pacientes
HIV positivos en estadio avanzado de su infeccion en nuestro hospital, se obtuvieron 4
casos adicionales de histoplasmosis probable, incrementando la prevalencia a un 9.7%.
Si bien en estos 4 pacientes solo se detectd un resultado positivo para AgU y no se
obtuvo el aislamiento del H. capsulatum en ningun otro rescate, las reacciones falsas
positivas reportadas en la literatura, no coincidian con la epidemiologia ni la clinica

predominante con la que se manifestaron estos pacientes (58) (49).

El aislamiento de H. capsulatum a partir de muestras clinicas sigue siendo el estandar
de oro para el diagnostico de histoplasmosis (53). Siguiendo esta linea se utilizo el
examen microscépico y el cultivo como comparador para realizar los calculos de
sensibilidad y especificidad de la deteccién del AgU, cuyos valores fueron un 63% y un
97%, respectivamente.

Los informes en los Estados Unidos que utilizaron la misma metodologia para la
deteccién del antigeno de Histoplasma en muestras urinarias, reportaron una
sensibilidad variable entre 44-71% (93). En este contexto los resultados obtenidos en
nuestro estudio evidenciaron una sensibilidad acorde con estos resultados con un
porcentaje aceptable comparado con el resto de las metodologias disponibles en la
practica diaria. Sin embargo, en otro estudio del mismo pais utilizando un ELISA de
tercera generacion, la sensibilidad en muestras de orina de pacientes con HIV/sida e
histoplasmosis diseminada fue del 100% (71). Por otra parte en la experiencia realizada
en Guatemala con un ELISA policlonal, como el utilizado en nuestro estudio, demostré
una sensibilidad del 81% y una especificidad del 95% en la deteccion del antigeno de

H. capsulatum en la orina (94).

En comparacion con los Estados Unidos nuestra sensibilidad fue menor y, si bien la
poblacion HIV en estadios avanzados comparte muchas caracteristicas con poblaciones
de diferentes origenes, esa disparidad puede estar dada por motivos inherentes a los

aislamientos de H. capsulatum. En este sentido se ha asociado como un posible
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determinante a los diferentes perfiles genéticos de los aislamientos descritos en América
Latina en comparacion con los Estados Unidos (61). Se ha postulado incluso que estas
disparidades genéticas podrian ser responsables de las manifestaciones clinicas
diferenciadas entre ambas regiones (45). Sin embargo, se desconoce si las diferencias
genéticas en aislamientos latinoamericanos afectan realmente la sensibilidad en el
diagnoéstico por medio de la deteccién de AgU. Para confirmar esta hip6tesis son

necesarios estudios con metodologia que incorpore la produccion local de antigenos.

Con respecto a los dos casos con histoplasmosis probada pero con prueba de AgU
negativa descripta en los resultados (Tabla 3), al tratarse de una poblacién gravemente
inmunosuprimida, es probable que hayan recibido otros farmacos. Si bien los pacientes
gque estaban bajo tratamiento antifingico fueron excluidos del estudio, no se puede
descartar la interferencia de otros medicamentos en los resultados falsos negativos

obtenidos (95).

En nuestro estudio, al incluir en el diagnéstico final tanto las histoplasmosis probables
como las probadas, la deteccién del AgU de H. capsulatum aument6 en un 50% su
diagndstico en una poblacién altamente susceptible para esta patologia. Si bien esta
metodologia ha demostrado tener elevada sensibilidad no se encuentra disponible en la
mayoria de los paises latinoamericanos (96). Conocer resultados alentadores a nivel
local permitird planificar estrategias para incorporar esta metodologia a la préactica
habitual. Por otra parte, aunque no fue objetivo de estudio en este trabajo, otra ventaja
importante en la deteccion de AgU es su capacidad para monitorear la respuesta
terapéutica de un paciente. La cuantificaciéon expresada en un nivel por debajo de la
deteccion se correlaciona con una respuesta exitosa, mientras que se ha observado un

aumento posterior en aquellos pacientes con mala evolucion (95) (97).

Como se detallé en la metodologia de este estudio, se utilizd para la deteccion del AgU

de Histoplasma un ELISA con anticuerpo policlonal, sin embargo en la actualidad se ha
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desarrollado una metodologia basada en anticuerpos monoclonales que impresiona ser
mas sensible incluso en suero (49). En un estudio publicado por Céceres D. et al.
utilizando esta metodologia con la prueba comercial cuantitativa, la sensibilidad fue del

98% y la especificidad fue del 97% con un punto de corte de 0.5 ng/ml. (96).

Los métodos de laboratorios disponibles en los paises con escasos recursos, en
particular en nuestra region, a menudo requieren de varias semanas para el crecimiento
del hongo, lo cual los aleja de permitir un diagnostico oportuno. Incluso muchas veces

se arriba al mismo cuando el paciente ya present6 un desenlace fatal.

Aunque el analisis de costo de la incorporacion de esta metodologia no pudo realizarse
por no estar comercializada al momento del estudio, la implementacion de un método
rapido y simple para detectar la infeccién por H. capsulatum, sin duda que impacta en
la morbi-mortalidad y con ello la reduccion en los gastos hospitalarios asociados. Por
otra parte, contar con una herramienta confiable y accesible para el diagnéstico, permite
determinar la carga real de histoplasmosis diseminada en pacientes infectados por HIV

en nuestro pais y gran parte de Sudamérica.
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7.4, Limitaciones del estudio

Nuestro estudio tiene algunas limitaciones. Aproximadamente el 30% de los sujetos que
podian haber sido elegibles no fueron abordados. Estas oportunidades de deteccion
perdidas pueden haber resultado en una estimacion baja de la tasa de prevalencia real
tanto de la criptococosis como de la histoplasmosis en pacientes HIV positivos con

enfermedad avanzada.

Otra limitacion del estudio incluye el tamafio muestral relativamente pequefio. Sin
embargo, este es el primer protocolo en Argentina, segln nuestro conocimiento, que
describe la prevalencia de la criptococosis en el contexto de una estrategia de cribado,
independientemente de las manifestaciones clinicas, y la utilizacion de AgU para

diagndstico precoz de histoplasmosis en el mismo escenario.
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7.5. Financiacion

Este trabajo fue apoyado por la Fundacion Florencio Fiorini, a través del otorgamiento
de una beca de investigacion correspondiente al afio 2014 (http: //www.fff.org.ar). Por
otra parte los kit diagndstico para histoplasmosis a través de la deteccién del AgU por
medio de un ELISA policlonal fue suministrado como parte de una donacion del

laboratorio IMMY®, de Norman, Oklahoma, Estados Unidos.

Los financiadores no tuvieron ningln papel en el disefio del estudio, la recopilacién y el

andlisis de datos, la decision de publicar o la preparacion del manuscrito.
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8. Conclusiones:

Ambas metodologias basadas en la deteccion de antigenos son una estrategia eficaz
en nuestro medio para mejorar el diagndstico y posterior tratamiento oportuno de la
criptococosis y la histoplasmosis en poblacion HIV positiva, justificando su
implementacién. La deteccion rutinaria del AgCr por LFA en suero a todos los pacientes
con infeccion avanzada por HIV proporcion6 un diagnéstico rapido con una prevalencia
elevada (8.1%). Asi mismo, la presencia del AgCr en pacientes sin enfermedad
diseminada, pero con terapia antifungica preventiva, evité un potencial compromiso
meningeo. Esta intervencion de cribado fue menos costosa que el estdndar de cuidado
actual en nuestro centro. Por su parte, la deteccion del AgU aumenté en un 50% el
diagnostico de histoplasmosis (prevalencia de 9.7%) considerando casos probables y
probados, en el contexto de una poblacion altamente susceptible. Sin embargo no pudo

determinarse el costo-beneficio de su implementacion.

Por lo tanto, este estudio valida las recomendaciones de la OMS de solicitar el AgCr en
toda persona HIV positiva sin TARV efectiva y un recuento de linfocitos T CD4+ menor
a 100 células/pL, y adiciona la necesidad de realizar el AgU para diagnéstico de
histoplasmosis en la misma poblacion. En nuestro pais, donde el acceso a la TARV esta
universalmente disponible, pero los diagnésticos de HIV aln estan retrasados, el
desarrollo de pruebas rapidas, sensibles y especificas, permiten un diagnéstico y
tratamiento tempranos de ambas patologias. Por consiguiente, una menor carga fungica

y en una reduccién de la mortalidad en poblacién HIV de riesgo.
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10.Anexos
10.1. Determinacion de estadio clinico de lainfeccion por HIV de la OMS

Estadio clinico |

Asstomdtica

Linfadenopatiua persstente generalzada

Estadio clinico 2

Pérdida moderada de peso sin explicacion (menos del |10% del peso corporal presumido o meddo) (1)
Infecciones recurrentes de las vias de respiratonas (sinusitis, otitis media, amigdalitis, fanngitss)

Herpes zoster

Queilitis angular

Ulceracdnes bucales recurrentes

Erupciones pruriticas papulares

Dermatits seborreica

Infecadnes flingicas ungueales

Estadio clinico 3

Pérdida grave de peso de causa desconoada (mds del |10% del peso corporal presumido o medido)
Diarrea crdnica de ongen desconocido durante mds de un mes

Hebre persstente de causa desconoada (ntermitente o constante durante mas de un mes)
Candiasis oral persstente

Leucoplasia vellosa oral

Tuberculosis pumonar

Infecciones bacterianas graves (como neumonia empiema, piomiosits, infeccion en huesos o articulacones,
meningitis, bactenemia)

Estomatitis aguda necrotizante, gingivitis © penodonitis

Anemia sin explicacion (menos de 8 g /dl), neutropena (menos de 0.5 x 10%/1) y/o trombocitopenia crénica
(menos de 50 x 10%/1)
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Estadio clinico 4

Sindrome de consunadn del ViH
Neumonia por Pneumocystis
Neumonia bactenana grave recurrente

Infecadn cronica de herpes simplex (orolabial, genvtal o anomrectal de mas de un mes de duracdn o visceral
en cualqueer |ugar)

Candiasis esofdgica (o candiasss de la trdquea, los bronquios o los pumones)
Tuberculosis extra pulmonar

Sarcoma de Kaposi

Infecadn por atomegalovirus (retinits o infeccién de otros organos)
Toxoplasmosis del Sistema Nervioso Central

Encefalopatia porVIH

Crptococosis extrapulmonar, nduida la meningtss

Infecadn dseminada por micobactena no tuberculosa
Leucoencefalopatia muitifocal progresiva

Crptospondiass cronica

kosponasis cronica

Micosis sistémica (histoplasmoss extrapulmonar, cocadiosdomicosis)
Septicemia recurrente ( incluida la Saimonefia no tifoidea)

Linfoma (cerebral o de células B no- Hodgkin)

Caranoma cervical invasivo

Lesshmanasis atipica diseminada

Neuropatia sintomdtica asocada alVIH o cardiomiopatia asociada al ViH

Fuente: Adaptacién del texto “Antiretroviral therapy for HIV infection in Adults and Adolescent.
Word Health Organizations”. Revisién 2006
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10.2. Ficha para valoracién inicial

Ficha para valoracion clinica y laboratorio inicial

UTILIDAD DE TECNICAS DE DIAGNOSTICO R.liu.PI[}p EN HISTOPLASMOSIS Y
CRIPTOCOCOSIS EN PACIENTES CON INFECCION AVANZADA POR HIV

EVALUACION INICIAL
Fecha vigita inicial-...f.. /... Codigo del paciente:. ...
Edad:........ I
Ceupacion:. ..............coocoeeeeen. Diagnosticode VIH:. ...
CD4 ulfimos: .............. Fecha:........... CVattima:.................. Fecha:..........
Antecedentes de infecciones oportunistas: MNO....... Sl.......
CUBIBET e e e
TARV-NO._...... Sl....... Fecha de inicio del Otimo esquema:....._...
Profilaxis com TMS trisemanal: NO..._... =1 Desde que fecha? ...
Profilaxis con Fluconazol: NO........ Slo...... Desde gue fecha?
Otra medicacion en los ditimes 14 dias? NO....... Sl.......
L1
Meotivo de consulta:

Sintomas y signos de ingreso:

Fiebre Deficit newrolagico Disnea Adenomegalias

Cefalea Convulsiones Tos Hepatomegalia

Fotofobia MauseasMfomitos Diarrea Esplenomegalia

Rigidez de nuca Lesiones cutaneas Dolor abdominal Perdida peso

Deteriorn sensario Hiperpigmentacion Astenia COriro:
Laboratorio de ingresao:

GB Hio BT Cr Glu T

MNeuds Hb TGO Ur Col KPTT

Lin% Plag TGP Ma Alb LOH

Eos% V5G FAL K Prot
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10.3. Trabajos cientificos

Esta linea de trabajo permitié realizar cuatro presentaciones en congresos nacionales e

internacionales, una publicaciébn en una revista internacional y ademas propicio la

incorporacién de la estrategia de cribado para antigenemia de Cryptococcus spp. en

pacientes HIV positivos en la guia nacional de la Sociedad Argentina de Infectologia en

su edicién del 2016:

10.3.1. Modalidad POSTER

O

UTILITY OF ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY FOR DETECTS
HISTOPLASMA CAPSULATUM ANTIGENURIA LIKE SCREENING IN

PATIENTS WITH HIV/AIDS. Presentado en “HIV Drug Therapy Congress in the

Americas”. Ciudad de México, México. Abril de 2015.

UTILITY OF ENZYME-LINKED IMMUNOSOREENT ASSAY FOR DETECTS
HISTOPLASMA CAPSULATUM ANTIGENURIA LIKE SCREENING IN
PATIENTS WITH HIV/AIDS

FROLA C™3, SUED Q® STRAMINSKY F2, GUELFAND L2, PEREZ H', CAHN P?
1- Hospital Juan A Fernandez, Infectious Disease Service, Buenos Aires, Argentina
2- Hospital Juan A Fernandez, Micrabiology Laboratory, Buenos Aires, Argentina

3- Fundacion Huésped, Buenos Aires, Argentina

Background: Histoplasmosis is the second most frequently diagnosed
systemic fungal infection in Argentina. Among people living with HIV (PLWH)
and low CD4 counts (i.e. <100 cells/mm3) it presents as a disseminated
disease. Microscopic examination and culture remain today as the reference
methods for diagnosis. However, their sensitivity is limited and culture might
take some weeks. In this context the detection of urinary antigen (UAgQ) for
Histoplasma capsulatum might represent an important advance for the
diagnosis. The goal of our study was to explore the aggregated value of the
routine detection of UAg among HIV patients with advanced infection, without
ART or failing the current regimen.
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Methods: Between April and December 2014, PLWH with =100 CD4/uL on
follow-up in a major public HIV center in Buenos Aires, Argentina, underwent
routine screening of UAg through of an antigen capture enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA, IMMY). A cutoff of 0.5 units was considered
positive for histoplasmosis In addition, lysis-centrifugation fungal blood culture
and antibodies detection using immunodiffusion were performed. For patients
with skin lesions direct examination and culture was also performed.

Results: In total, 114 patients were included: 63.1% were male, the majority
was currently off ART (78.9%) and the median CD4 count was 44 cells/ L (IQR
18-81). With the standard algorithm 7 patients were diagnosed as having
histoplasmosis (3 had positive blood culture plus histopathological diagnosis, 2
had only histopathological diagnosis while the other 2 had only blood culture
diagnosis). Only 1 sample had positive serology. Four additional patients were
identified with UAg positive. Two of them were symptomatic and improved with
itraconazole, the remaining two were lost to follow up. When we included UAg
positive samples as cases the prevalence of histoplasmosis increased from
8.1% to 9.6%. Sensitivity, specificity, VPP and VPN were 71%, 96%, 63% and
98%, respectively.

Conclusions: UAg increased the diagnosis rate of histoplasmosis and has
higher sensitivity than other serological tests based on antibodies. These
preliminary findings suggest that screening for histoplasmosis infection among

PLWH and advanced disease in our setting might be an effective strategy to
improve clinical care of PLWH.
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10.3.2. Modalidad PRESENTACION ORAL

O

PREVALENCIA DEL ANTIGENO DE CRYPTOCOCCUS Y VALORACION DE
SU DETECCION COMO METODO DE TAMIZAJE EN PACIENTES CON
INFECCION AVANZADA POR HIV. Presentado en el “XVII Congreso de la

Asociacion Panamericana de Infectologia”. Quito, Ecuador. Mayo de 2015.

PREVALENCIA DEL ANTIGENO DE CRYPTOCOCCUS Y VALORACION DE SU
DETECCION COMO METODO DE TAMIZAJE EN PACIENTES CON
INFECCION AVANZADA POR HIV

Autores: Frola C, Guelfand L, Socias E, Sued O, Pérez H, Cahn P

Introduccién: La mortalidad por criptococosis meningea (CM) en personas HIV
positivas (PVV3), a pesar del tratamiento antifungico adecuado, sigue siendo alta.
La deteccion del antigeno del Cryptococcus en suero (CrAg) entre las PVVS con
infeccién avanzada y el tratamiento antifungico preventivo para las que resultan
positivas, podria prevenir muchos casos de CM. Sin embargo, en la regién esta
practica no es habitual.

Objetivos: Evaluar la prevalencia del CrAg en PVVS con infeccidn avanzada vy
determinar el valor de su implementacidon como tamizaje.

Métodos: Se realizo deteccion del CrAg por técnica de flujo lateral (LFA) a PVVS
con CD4 =100 cél/pl o estadios clinicos 3-4 de la OMS que consultaron en un
hospital publico de Buenos Aires, Argentina, entre abril y diciembre de 2014. A los
casos positivos se le realizé puncion lumbar para descartar CM.

Resultados: De 114 pacientes incluidos, la prevalencia utilizando LFA como
cribado fue del 8.8% (10 pacientes). En 4 de ellos se descarté CM y se inicid
tratamiento preventivo con fluconazol via oral, con evolucién favorable. Hombres
5/10. Edad, media: 38 afios (DS 12.9). Mediana de CD4: 38 cel/pl (RIC 14-170).
En 9/10 no estaban bajo terapia antirretroviral, el restante presentaba fallo
virologico.

Conclusiones: La prevalencia de positividad del CrAg en esta muestra fue alta. El
diagnostico precoz del CrAg permitic un tratamiento rapido y prevencion de la
morbi-mortalidad, asi como la hospitalizacidon innecesaria. Estos resultados
preliminares sugieren que el cribado con LFA en PVVS con enfermedad avanzada

en nuestro medio, podria ser una estrategia eficaz.
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o ANTIGENURIA PARA HISTOPLASMA CAPSULATUM COMO METODO
DIAGNOSTICO EN PACIENTES CON INFECCION AVANZADA POR HIV.
Presentado en el “XV Congreso de la Sociedad Argentina de Infectologia”.

Buenos Aires, Argentina. Mayo de 2015.

Trabajos libres

3. Infeccién por HIV y otros retrovirus

(ABS}-338

ANTIGENURIA PARA HISTOPLASMA CAPSULATUM COMO METODO DIAGNOSTICO EN PACIENTES CON
INFECCION AVANZADA POR HIV

C. Frola™*, F. Straminsky', L. Guelfand', S. Kaufman', P. Cahn?, O. Sued?, H. Pérez'

Hospital Fernandez, 2Fundacion Huésped, Buenos Aires, Argentina

PREFERENCIA DE PRESENTACION: Presentacién oral

Opcién a premio: 1. No deseo aplicar para premio

Introduccién: En personas viviendo con HIV (PVHIV) la histoplasmosis es la segunda micosis sistémica en frecuencia en
la Argentina, después de la criptococosis. En nuestro pais se reportd una prevalencia de histoplasmosis en PVHIV entre
5,3 y 6%, siendo diseminada en aquellas con bajo recuento de células CD4 (<100 cél/pL). El examen microscopico y los
cultivos contintian siendo los métodos de referencia para el diagnéstico, aunque estos dltimos suelen demorar semanas
hasta su resultado y ambos presentan una sensibilidad limitada. En este escenario, la deteccion del antigeno en orina
(UAg) de Histoplasma capsulatum podria representar un avance importante para el diagndstico.

Objetivo: Explorar el valor agregado de la deteccién rutinaria de UAg en PVHIV con enfermedad avanzada, sin
tratamiento antirretroviral estable.

Materiales y Métodos: Entre abril de 2014 y enero de 2015, se realizé la deteccion del UAg mediante ensayo
inmunoenzimatico de captura (ELISA, IMMY) en todas las PVHIV con €100 CD4/ul o estadio clinico HI/IV de la OMS, sin
tratamiento antirretroviral o en falla viroldgica, que aceptaron participar en el estudio. Se considerd positivo para
histoplasmosis un punto de corte de 0.5 unidades. Simultaneamente se realizaron hemocultivos por técnica de lisis-
centrifugacion y deteccién de anticuerpos en suero por inmunedifusion. En caso de lesiones muco-cuténeas se
realizaron examen microscépico y cultivos de tejidos.

Resultados: Se incluyeron 123 pacientes: hombres, 64,2%; mujeres, 31%; mujeres trans 4,8%; media de edad, 38 afios
(DS 9,7) y mediana de CD4, 46 cél/uL (RIC 18-85). Con la metodologia habitual se diagnosticaron 7 casos de
histoplasmosis (3 con hemocultivos mas examen microscopico, 2 sélo microscopia y 2 sélo hemocultivos). La serologia
fue positiva en un sdélo paciente. Los 4 casos positivos sdlo al UAg se consideraron diagndsticos adicionales. De estos, 2
estaban sintomaticos y mejoraron con itraconazol, los 2 restantes se perdieron en el seguimiento. La sensibilidad,
especificidad, VPP y VPN fueron de 77%, 96%, 63% y 98%, respectivamente. Al incluir las muestras positivas de UAg
como casos de histoplasmosis, la incidencia aumenté del 5,7% al 8,9%.

Conclusiones: La deteccion del UAg aumentd en un 57% el diagndstico de histoplasmosis. Estos resultados
preliminares sugieren que dicha metodologia podria ser una estrategia eficaz en nuestro medio para mejorar el
diagnostico y posterior tratamiento oportuno en esta poblacion.

74



o DETECCION RUTINARIA EN SUERO DE ANTIGENO CRIPTOCOCCICO
COMO ESTRATEGIA DE PREVENCION DE CRIPTOCOCOSIS MENINGEA
ASOCIADA AL HIV/SIDA. Presentado en el “XV Congreso de la Sociedad

Argentina de Infectologia”. Buenos Aires, Argentina. Mayo de 2015.

Trabajos libres

3. Infeccién por HIV y otros retrovirus

{ABS}-320

DETECCION RUTINARIA EN SUERO DE ANTIGENO CRIPTOCOCCICO COMO ESTRATEGIA DE PREVENCION
DE CRIPTOCOCOSIS MENINGEA ASOCIADA AL HIVISIDA

C. Frola™*, L. Guelfand', S. Kaufman', G. Blugerman’, P. Cahn?, O. Sued?, H. Pérez’

Hospital Fernandez, 2Fundacién Huésped, Buenos Aires, Argentina

PREFERENCIA DE PRESENTACION: Presentacién oral

Opcién a premio: 2. Deseo aplicar para premio

Presentacién Previa: No Hubo Presentacion Previa

Lugar donde se realizé el trabajo: Hospital Fernandez, Ciudad Auténoma De Buenos Aires, 1425.

Introduccién: La criptococosis meningea (CM) es una infeccién fingica grave, potencialmente mortal sin tratamiento (tto)
entre los pacientes con infeccion avanzada por HIV (IAHIV). En los infectados es posible detectar el antigeno
criptocdccico (AgCr) en suero en promedio 22 dias antes de los sintomas, como manifestacion de enfermedad
extrapulmonar, segin estudios en animales. La prueba inmunocromategrafica de flujo lateral (LFA) IMMY posee una
sensibilidad de 100% para detectar AgCr en LCR y suero comparada con el cultivo.

Obijetivo: Estimar utilidad y costo de implementar la deteccion rutinaria de AgCr en suero en pacientes con IAHIV y tto
preventivo de los casos positivos en comparacion con el estandar de cuidado.

Materiales y Métodos: Entre abril de 2014 y enero de 2015, se solicitd AgCr LFA en suero a pacientes adultos con
IAHIV (=100 CD4/uL o estadio clinico IV de la OMS) y sin tto antirretroviral estable que accedieron a participar en el
estudio. Si el AgCr fue (+) se realizé puncién lumbar para descartar CM. Las CM recibieron tto estandar con anfotericina
B deoxicolato y fluconazol (FCZ) endovenoso con una induccién de 14 dias. Los pacientes con AgCr (+) sin afeccion
meningea la recibieron por via oral con FCZ en forma ambulatoria. Se calculd el nimero necesario a tratar (NNT) para
detectar un paciente con AgCr (+) y se comparo el costo estimado de esta estrategia vs el estandar de cuidado en
nuestro centro.

Resultados: De 123 pacientes incluidos: hombres, 64,2%; media de edad, 38 afios (DS 9,7) y mediana de CD4, 46
cél/uL (RIC 18-85). El diagndstico de HIV se realizd durante el tiempo del estudio en el 27,6%. La prevalencia de
infeccidn criptococcica utilizando el AgCr por LFA fue de 8,1% (n=10), similar a la reportada. Considerando sclo
pacientes sintomaticos se hubiera estimado una prevalencia de 4,8% (n=6). Todos los pacientes tratados con FCZ oral
(n=4) se encontraron libres de CM luego de una media de 7 meses de seguimiento. Dos de los 6 pacientes con CM
murieron durante el tto por enfermedad criptococcica diseminada. El NNT para detectar un AgCr (+) por LFA fue de 12
pacientes. Los costos de la intervencidn vs el estandar de cuidado, estimando que aquellos pacientes con AgCr (+)
asintomaticos presentaran sintomas de CM dentro del mes siguiente a la deteccion, se presentan en la Tabla.

Escenario Habitual Escenario Intervencién

LFA en pacientes con cuadro clinico LFA a todos los pacientes con IAHIV,

compatible con CM, n= 10/123) p= 123, CM= 6, AgCr (+) sin CM=4)

LFA x 10:3600 LFA x 123:$7.380

Hemocultivo x 10:$50 Hemocultivo x 123:$615

Infotericina B EV Pnfotericina B EV

i 14 dias x 10:$80.136 Kk 14 dias x 6 CM:$48.081

FCZ 800mg EV x 14 dias x 10:5202.816 FCZ 800mg EV x 14 dias x 6
CM:$121.690

Internacién x 14 dias x 10: $227.640 FCZ 800mg VO x 14 dias x 4 sin
CM:$5.742
nternacion x 14 dias x 6 CM:$136.584

Total:$511.842 $320.092

Diferencia anual estimada:-$230.100

Conclusiones: La deteccion rutinaria de AgCr en suero a todos los pacientes con IAHIV y tto a aquellos con AgCr (+)
demostrod ser Util para diagnosticar tempranamente la criptococosis diseminada y sustancialmente menos costosa que el
estandar de cuidado actual en nuestro centro.
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Abstract

Background

Globally, Latin America ranks third among regions with most cases of AIDS related crypto-
coccal meningitis. In 2009, a lateral flow immunoassay (LFA) for the detection of crypto-
coccal antigen (CrAg) was developed as a potential point-of-care test for diagnosis of
cryptococcal infection. In 2011 World Health Organizations recommended on CrAg
screening for HIV positive persons with CD4 below 100 cells/pL, followed by preemptive
fluconazole treatment. However, in Argentina no formal recommendations for CrAg
screening have been issued.

Methods

HIV positive patients == 18 years with advanced immunosuppression (CD4 counts <100
cells/pL within 3 months or WHO stage I11/1V), who visited the hospital between April 1, 2014
and January 31, 2015, were included. The LFA was performed according to the manufactur-
er's instructions on all serum samples. When CrAg detection was positive, a lumbar punc-
ture was performed to rule out cryptococcal meningitis. Patients without evidence of
meningeal involvement were treated with preemptive oral fluconazole in ambulatory care.

Results

We included 123 patients. Prevalence of CrAg-positivity was 8.1%. Among the 10 CrAg-
positive patients, 6 had meningeal involvement detected through the CSF analysis (CSF
India-ink testing, CSF CrAg and culture). The remaining 4 patients with positive GrAg
received targeted preemptive treatment with oral fluconazole and were free of cryptococcal
disease during the follow-up period. None of the 113 patients with a negative CrAg test
result developed cryptococcal disease.

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal. pone. 01 78721
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Conclusions

This is the first study in Argentina, to our knowledge, describing the prevalence of cryptococ-
cosis and usefulness of CrAg screening. LFA provided early diagnosis to determine a high
prevalence of CrAg in our hospital, and that screening for subclinical infection with preemp-
tive antifungal treatment, prevented a substantial proportion of meningeal disease.

Introduction

Globally, Latin America ranks third among regions with the most cases of AIDS related cryp-
tococcal meningitis (CM) [1].

The HIV epidemic is currently stable in Argentina, with an estimated 126,000 infected peo-
ple of which, 30% are unaware of their serostatus. The most recent epidemiological report
showed changes in the distribution of new cases with a trend toward an increase of delayed
diagnosis and the risk for subsequent opportunistic infections [2].

High fungal burden and altered mental status are the most important drivers of acute cryp-
tococcal-related mortality, events that often occur in patients with late diagnosis [3.4]. The
diagnosis of CM is usually made by lumbar puncture and India-ink testing of cerebrospinal
fluid (CSF). However, the presenting symptoms of headache and fever are nonspecific, and
lumbar puncture is often deferred until the disease progressed, resulting in worsening progno-
sis [5]. In 2009, a lateral low immunoassay (LFA) for the detection of cryptococcal antigen
(CrAg) was developed by IMMY (Immuno-Mycologics, Inc., OK, USA) as a potential point-
of-care test for diagnosis of cryptococcal infection. This test is stable at room temperature (20-
25°C), hasa rapid turnaround time, requires very little technical skills and can be performed
with minimal laboratory infrastructure. Its sensitivity is almost 100% with both serum and
CSF samples [5].

The use of preemptive therapy in asymptomatic cases with positive antigenemia is not well
defined, but international recommendation suggest its use based on expert opinion [7]. In
2011 World Health Organizations (WHO) recommended on CrAg screening for HIV positive
persons with CD4 below 100 cells/pL, followed by preemptive fluconazole treatment in settings
with high prevalence [8]. However, in Argentina no formal recommendations for CrAg
screening have been issued.

CM management require complex treatments and usually prolonged hospitalizations, rep-
resenting a significant increase in health costs. Treatment of asymptomatic or latent cryptococ-
cal infection with oral fluconazole is a much less expensive and highly available option
compared to standard-of-care for meningitis [5.9].

Our hypothesis is that routine serological testing would allow early detection of asymptom-
atic infected subjects. Therefore, the aim of this study was to evaluate the effectiveness of rou-
tine CrAg screening in patients with advanced HIV infection and to assess the benefits of
preemptive treatment for the positive cases.

Materials and methods
Ethics statement
This study was approved by the institutional ethics committee of Juan A. Fernandez Hospital.

PLOS OME | https://doi.org/10.1371/journal. pone.0178721  June 15,2017 2/9
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Participants and study design

This prospective cohort study was conducted at Juan A. Fernandez Hospital, one of the main
referral centers for HIV care in Buenos Aires City, Argentina with 3,951 HIV positive patients
in active follow-up. After obtaining written informed consent, blood samples were drawn
from eligible patients who visited the hospital between April 1, 2014 and January 31, 2015.

Included subjects were HIV positive, at least 18 years of age and presenting with advanced
immunosuppression (CD4 counts <100 cells/uL within 3 months or WHO stage III/TV). We
excluded patients with undetectable viral load within the previous 3 months, those with a diag-
nosis of cryptococcal disease within the previous year, or those receiving antifungal treatment
within the last 14 days.

The following variables were collected from medical records and/or patient interviews and
recorded on a case report form and transcribed to an Excel® spreadsheet: age, gender, time of
HIV diagnosis at enrolment, CD4 cell count, highly active antiretroviral therapy (HAART)
status, viral load, WHO clinical stage, previous opportunistic infection, current or previous
medication and current neurologic symptoms (e.g., headache, suspected meningitis). Clinical
information of those patients with cryptococcosis was also collected with regard to site of cryp-
tococcal infection (ie. meningeal vs extra-meningeal), type of specimen, whether samples
were collected at diagnosis or follow-up and when post-diagnosis follow-up occurred.

Subjects were tested as outlined in Fig . The blood samples were centrifuged for 10 min-
utes at 3,000 rpm and the LFA was performed according to the manufacturer’s instructions on
all serum samples [10]. Additionally, 10 ml of blood was collected in a sterile syringe with hep-
arinand 9 ml was aseptically transferred in a lysis centrifugation tube, containing 1 ml of 0.5%
saponin. The tube was gently agitated to mix the contents with the inoculated blood, and was
centrifuged to 3,000 rpm for 30 minutes. Pathogen identification of isolates from positive
blood cultures was performed using standard microbiology methods (morphological and bio-
chemical tests).

When serum CrAg detection was positive, a lumbar puncture was performed to rule out
CM through India-ink testing on the CSF, CSF CrAg and culture [10]. Meningeal involvement
was defined when one of the latter described methods was positive. Following current recom-
mendations for countries where flucytosine is unavailable, patients with CM were treated with
amphotericin B deoxycholate (0.7-1 mg/kg/day) and intravenous fluconazole (800 mg/day)
with an induction phase of 14 days [7,8]. CrAg positive patients without evidence of meningeal
involvement or disseminated cryptococcosis were treated for the same period of time with oral
fluconazole 800 mg/day in ambulatory care. In both cases, the consolidation phase was com-
pleted with fluconazole 400-800 mg/day.

Statistical analysis

Since this was an exploratory study, sample size was not determined in advance, and subject
enrollment was set to include all eligible patients seen within a 10 month period, resulting in
an estimated recruitment of 150 participants based on foreign and local studies [11-15].
Descriptive statistics were used to summarize the baseline characteristics of participants and
prevalence rates. Categorical variables were described with n (%) and quantitative variables
with mean and standard deviation (SD) or median and interquartile range (IQR) as appropri-
ate. Parametric or non-parametric methods were used depending on the distribution of quan-
titative variables (Student’s t-test or Mann-Whitney-Wilcoxon test). For categorical variables
Chi squared or Fisher exact test was used, whichever was more appropriate. All statistical tests
were considered significant if the alpha level was lower than 5%. Alpha levels below 10% were
considered indicative of trends.

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371 fournal.pone. 0178721 June 15, 2017 3/9
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Inclusion criteria

-HIV positive > 18 years

-CD4 T cell count = 100/uL within 3
months or WHO clinical stage [TI/TV

P Ily eligible p Excluded patients|(n=113) -Undetectable viral loads (n=43) (38%)
(n=236) -Not approached by the research team (n=33) (29.2%)
-Received antifungal treatment (n=19) (16.8%)
Included patients -Others findings (n=18) (15.9%)
(n=123)
I
Serum LFA
Blood cultures
Case report form
A
[ |
CrAg (+) CrAg (+) CrAg (-) CrAg (-)
Blood culture (+) Blood culture (-) Blood culture (+) Blood culture (-)
(n=4) (n=6) (n=0) (n=113)
I I .'"'.","l""'""-
CSF analysis | E Clinical follow-up :
| E HAART treatment E
|
CSF (=) CSF (+) CSF (+) CSF ()
Blood culture (+) Blood culture (-) Blood culture (+) Blood culture (-)
(n=0) (n=2) (n=4) (n=4)

Standard treatment

Amphotericin B + Fluconazole
(intravenous)

Follow-up on hospitalization
]

I

Preemptive treatment

Fluconazole (oral)

Follow-up on ambulatory settings
|

HAART treatment

Fig 1. Flow chartof the sp

i testing algorithm.
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Table 1. Baseli h teristics of the cohort™.
Variable Total CrAg (+) CrAg(-) P-value
N 123 10 113°
Gender 0.403
Male 79 (64.2%) 5 (50%) 74 (65.5%)
Female 38 (30.9%) 5 (50%) 33 (29.2%)
Transwomen 6 (4.9%) 6 (5.3%)
Age, mean years (SD) 38 (9.7) 38(12.9) 38 (9.4) 0.958
Time of HIV Diagnosis at Enrolment 0.029
<1 year 34 (27.8%) 34 (30.4%)
1-5 years 20 (16.4%) 2 (20%) 18 (16%)
5-10 years 27 (22.1%) 1 (10%) 26 (23.2%)
>10 years 41 (33.6%) 7 (70%) 34 (30.4%)
Laboratory Finding
CD4 cell count, median cells/mL (IQR) 46 (18-85) 38 (14-105) 46 (19-84) 0.672
Viral load, median copies/mL (IQR) 65,609 (21,943-156,299) 126,468 (32,220-268,637) 65,609 (21,943-146,883) 0.371
WHO stage IV 98 (79.6%) 9 (80%) 91 (80.5%) 0.462
Previous opportunistic infection 60 (48.7%) 8 (80%) 52 (46%) 0.039
Without HAART a5 (77.2%) 9 (90%) 86 (76.1%%) 0.315

Abbreviations: HAART, highly active antiretroviral therapy; CrAg, eryptococeal antigenemia; IQR, interquartile; SD, standard deviation; WHO, World

Health Organization.

“ Data are presented as n (%) or median (IQR) or mean (SD).
® Data was missing for time of HIV diagnosis at enrolment (n=1).

httpsy//doi.org/10.1:371/journal. pone.0178721 1001

The number needed to screen was calculated to detect one patient with positive CrAg.
All data were anonymized and analyzed using the software EPI-Info 7.

Results

Ofthe 236 patients who were likely potentially candidates for inclusion in this study, 113
(47.8%) were excluded for the reasons described in Fig 1.

We included 123 patients that were followed by a median time of 9 months (IQR 6-12
months) after the samples were taken. All of them completed the follow-up period set. Baseline
characteristics of the patients tested are shown in Table 1. Prevalence of CrAg-positivity
among included patients was 8.1% (CI95% 3.3-13.0) (Fig 1). As required by exclusion criteria,
none of the CrAg-positive cases has history of CM. Among the 10 CrAg-positive patients, 6
had meningeal involvement detected through the CSF analysis though only 3 of them had neu-
rologic symptoms at baseline. All received immediate standard treatment with amphotericin B
deoxycholate and intravenous fluconazole. Two of these patients died during hospitalization.
The remaining 4 patients with positive CrAg received targeted preemptive treatment with oral
fluconazole and were free of cryptococcal disease and receiving HAART at the end ofthe fol-
low-up period. None of the 113 patients with a negative CrAg test result developed cryptococ-

cal disease.

The number needed to screen for detecting one positive patient for CrAg LFA was 12

Discussion

In this prospective study we report a prevalence rate 8.1% of CrAgamong patients with
advanced HIV infection. Routine screening provided the early detection of 10 cases, including
6 cases of CM, half of them without neurological symptoms.

PLOS ONE | https://doi.omg/10.1371 journal. pone. 0178721 June 15, 2017
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Despite the advent of HAART, Cryptococcus remain a significant disease among HIV-
infected persons, primarily in low and middle-income countries [16]. Data about the burden
of cryptococcal disease in Latin America and Argentina are scarce. The overall prevalence of
positive serum CrAg in the present study is similar to that reported by other authors in
Uganda, with a prevalence rate of 8.8%, among patients with a CD4+ cell count <100 cells/mL
[12]. These prevalence rates are lower than to those from Cambodia and South Africa among
patients with similar demographic characteristics [17,18] and are three times greater than
those reported from the United States, using the same assessment methods [19].

Routine screening might identify asymptomatic CM. Symptom-based diagnosis is not a
reliable predictor of central nervous system involvement [20]. In our study through perform-
ing lumbar puncture in all patients with CrAg positive, we identified CM in 3 asymptomatic
patients, supporting the recommendations of Vidal [1]. If we had performed CrAg only in
those with symptoms such as fever or headache, we could have missed 50% of the diagnosis. In
addition, the low number needed to screen to identify a positive case favors the routine use of
CrAg among advanced patients. This number was similar to that reported in an observational
study conducted in Uganda among HAART -naive, HIV -infected patients with a CD4 T-cell
count < 100 cells/pL [12].

According to the results showed in the table, one quarter of individuals were recently diag-
nosed at such advanced stage. Late HIV diagnosis remains a problem in all Latin America
[21].

Many studies have reported the diagnostic value of the LFA in detecting CrAg. A recently
published paper demonstrates that LFA in serum and CSF is highly predictive of cryptococco-
sis among patients at risk for this diagnosis [22]. The presence of asymptomatic antigenemia is
a recognized risk factor for the developing of immune reconstitution inflammatory syndrome
[23] and the overwhelming risk factor for HAART-associated cryptococcosis, as patients with
untreated antigenemia are more likely to develop clinical cryptococcosis [24].

In the HIV-positive patient, CM is a late opportunistic infection, usually observed when the
T lymphocyte CD4+ cell count falls below 50-100/uL, leading to an acute mortality in the
developing world of about 13% to 55% [4,9,25]. In patients with cryptococcal disease, CrAg is
detectable a median of 22 days before symptoms onset [11]. This antigenemia is rare in
patients with CD4 > 100/pL and the evidence from animal studies suggests that the presence
of serum CrAg is a manifestation of extrapulmonary disease [18,26].

Although the screening strategy used in our study has not been formally evaluated in Latin
America, epidemiological data suggest its potential benefit and cost-savings [1]. We confirmed
the clinical utility of LFA for the rapid diagnosis of cryptococcosis and assessed its potential
use as a point of care test. Although direct microscopic examination and culture, remain essen-
tial for the diagnosis of this infection, its sensitivity is limited. India-ink testing depends on the
quality and quantity of the sample and intensive observer training. Cultures requires several
days of incubation for development, making their use as early diagnostic techniques impracti-
cal [27]. The LFA isan ideal point of care test, as it can be performed by providers with mini-
mal training, and without any additional laboratory equipment other than a tube to hold the
specimen. Only 1 drop of bodily fluid is required, and the assay can be performed at room
temperature, not requiring refrigeration or heat inactivation [28]. Another advantage of LFA
is that it can be performed on remanent blood samples used for routine testing, reducing the
need of additional visits. Prices varies according demand, competition and other market
dynamics. While in Africa the price for the CrAg LFA is about USD 2.5 in our country the
price is USD 6 per test. It is expectable that, if implemented widely, the price should drop,
increasing cost-effectiveness analysis.

PLOS OME | hitps://doi.org/10.1371journal.pone. 0178721 June 15,2017 6/9
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Early diagnosis of CM would result in a reduction in CM-related deaths as patients who
receive early antifungal treatment have been shown to have better outcomes than those who
receive delayed treatment [12]. CrAg positive patients without meningeal involvement and
disseminated disease who received induction therapy with fluconazole preventive oral, not
only prevent the progression of their disease, but also the hospitalization and administration of
intravenous drugs, with a corresponding reduction in costs.

Only four patients were CrAg positive, without evidence of spread or meningeal involve-
ment, who were free of disease with preemptive therapy in the follow-up period.

Different studies support the implementation of routinely detect and treat asymptomatic
cryptococcal antigenemia among individuals initiating HAART, even with low doses of flu-
conazole treatment, showing a reduction of the mortality [12,29,30].

The high prevalence in our study supports the WHO guidelines [8] and call for a local rec-
ommendation for routine CrAg screening among HIV advanced patients followed by preemp-
tive fluconazole therapy.

Our study had some limitations. About 30% of potentially eligible subjects were not
approached. These missed screening opportunities may have resulted in an under estimation
of the actual prevalence rate. Other potential limitation of our study include its relatively small
sample size. However, thisis the first study in Argentina, to our knowledge, describing the
prevalence of cryptococcosis and usefulness of their screening.

We conclude that LFA provided rapid diagnosis to determine a high prevalence of CrAg in
our hospital, and that screening for subclinical infection with preemptive antifungal treatment,
prevented a substantial proportion of meningeal disease. The use of point-of-care tests like
LFA played an important role in early diagnosis of cryptococcosis in advanced HIV patients,
justifying its implementation. We expect that earlier diagnosis would result in lower fungal
loads and a reduction in mortality. In countries like Argentina, where resources and access to
HAART are universally available but HIV diagnoses are still delayed, the development of a
rapid, sensitive and specific point-of-care test to detect cryptococcal infection will allow its
early diagnosis and treatment.
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DIAGNOSTICO

El andlisis del LCR habitualmente muestra moderado aumento de proteinas, glucorraquia normal o baja, y
pleocitosis moderada a predominio linfocitario. La presion de apertura del LCR puede estar elevada, con
valores = 25 cm H20 en el 60%-80% de los pacientes. Los métodos diagndsticos muestran la siguiente

sensibilidad:
*  Hemocultivo 55%
= Cultivo de LCR (colonias visibles dentro de los 7 dias) 95%
= Tincidn con Tinta China en LCR 60%-80%
= Antigenemia (precede a los sintomas neuroldgicos) 95%
= Antigenorraquia (por aglutinacion del latex, EIA o dipstick test) ~r 1009%

Otras consideraciones de diagndstico

El uso rutinario de la antigenemia como tamizaje de la enfermedad previo al inicio del TARV en adultos
infectados con HIV y recuento de CD4 < 100 cél./mm3, deberia ser considerado en poblaciones con
elevada prevalencia de antigenemia (>3%) (CII). En nuestro pais algunos estudios dan cuenta de valores
de prevalencia cercanos al 8%. La antigenemia positiva asintomatica es una condicidn bien descripta en
SIDA y puede preceder a los sintomas de ME. Ha sido asociada con mayor mortalidad entre pacientes que
inician el TARV, con un riesgo tedrico de SRI (del tipo de SRI que desenmascara). Por lo tanto, frente a
casos de antigenemia positiva asintomatica se recomienda realizar PL y hemocultivos. Si los resultados son
positivos se tratara al paciente como enfermedad diseminada. De lo contrario, se recomienda tratamiento

preventivo con fluconazol hasta su reconstitucion inmune (BIII) (ver mas adelante).
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