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INFECCION SISTEMICA PRODUCIDA POR LEVADURAS CAPSULADAS DEL
GENERO Cryptococcus

v’ Afecta a pacientes inmunocompetentes e inmunodeprimidos
v El género comprende aproximadamente 100 especies , de las cuales dos de
ellas son las mas implicadas en infecciones en humanos : Cryptococcus

neoformans y Cryptococcus gattii

v Estas dos especies tienen similitudes fenotipicas pero se diferencian en :
Distribucion geogrdfica, manifestaciones clinicas,epidemiologia

C. gattii ™) Inmunocompetenes ) Infecciones pulmonares
C. neoformans :>Inmunodeprimidos :> HIV :> SNC
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TAXONOMIA

1949 Evans comprobo la presencia de 4 serotipos en base a la composicion de los antigenos capsulares (A,B,C,D Y AD)

Complejo Cryptococcus neoformans Serotipo A
Cryptococcus neoformans var. neoformans { D

Filobasidiella neoformans AD

Complejo Cryptococcus gattii

. Serotipo B
CryptOCOCCUS neoformans var. gattl P

C
Filobasidiella bacillispora
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2 VARIEDADES

C. neoformans Var grubii C. neoformans Var neoformans
Serotipo A Serotipo D
Genotipos VNI ‘ Genotipo VNIV
VNII v
Hibrido
Serotipo AD

Genotipo VNIII



SEROTIPO B SEROTIPO C

Genotipo VGl Genotipo VGl
Genotipo GVII Genotipo VGIV
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Fungal Genetics and Biology

journal homepage: www.elsevier.com/locate/yfgbi
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TAXONOMIA

Esquema propuesto por Hagen y col

Former taxonomy Revised taxonomy Sero- and genotype Hybrid types
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MICROBIOLOGY

The Case for Adopting the “Species
Complex” Nomenclature for the Etiologic
Agents of Cryptococcosis
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Complejo Cryptococcus neoformans

U Distribucidon universal

[ Suelo contaminado con excrementos de paloma y demas aves

C. neoformans 1 Hueco de arboles de madera C. neoformans Var
Var grubii neoformans

‘ Q Asociado a pacientes SIDA CD4 menor 100

O 5-10 % pacientes con SIDA : Cryptococosis




Complejo Cryptococcus gattii

(A Nicho ecoldgico mas acotado
(I No sobrevive en heces de paloma
(JGeneralmente se lo asocia a pacientes inmunocompetentes

1 1990 Ellis y Pfeiffer lo aislaron de arboles pertenecientes al género Eucaliptos en
Australia

dClimas Tropicales — subtropicales
QPosteriormente fue aislado de otros tipos de Arboles y en otros climas templados
JEn nuestro medio es poco comun

Es mas comun en Brasil y Africa Ecuatorial



EPIDEMIA DE
7 VANCOUVER: 1999

Pacific
Ocean
WASHINGTO

iie ttle
v 40% de los enfermos: Inmunodeprimidos
v’ Comun en personas mayores de 40 afios
v 18% de los casos presento la forma

diseminada
v’ Tasa de mortalidad fue del 8,7%




Complejo Cryptococcus gattii R

' "',, NORDESTE DE BRASIL,Y

' AFECTA PRINCIPALMENTE A
PACIENTES SIN NINGUN TIPO
DE INMUNODEPRESION

POCO FRECUENTE




Otras especies de Cryptococcus que se aislan con
menor frecuencia partir de muestras clinicas:

C. albidus

e C. laurentii

*C. curvatus

*C. flavescens

* C. adeliensis
 C. uniguttulatus.
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ORIGINAL ARTICLE

Frequency and geographical distribution of genotypes
and mating types of Cryptococcus neoformans and
Cryptococcus gattii species complexes in Argentina

Constanza Giselle Taverna®, Maria Eugenia Bosco-Borgeat, Mariana Mazza,
Matias Ezequiel Vivot, Graciela Davel, Cristina Elena Canteros, AGC'

Mycology Department, INET (Instituto Nocional de Enfermedades Infecciosas) ""Dr. C. G. Malbran, " ANLIS (Administracion
Nacional de Laboratorios e Institutos de Solud) Ciudad Autonoma de Buenos Aires, Areentina
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72 % HIV +
13 % EAI
3 % NO ENFERMEDAD

74,4% DE LAS MUESTRAS : LCR
25,6 % RESTANTE : SANGRE, BAL,PIEL,OTRAS

372 AISLAMIENTOS

CLINICOS = 6% NO SE REGISTRO

EDAD: 11-86 ANOS (Media 38)

69%: HOMBRES @

29%: MUJERES

2%: NO SE REGISTRO CULTIVO

Complejo Cryptococcus neoformans Complejo Cryptococcus gattii
88,7 % VNI
59% VNI Var. grubii 3:VGlI 2HIV+
1: VGII

4% VNIV  Var. neoformans Los otros dos pacientes no
4,3%  HIBRIDOS: VNII-VNIV tuvieron ninguna enfermedad

VNI



100 bp DHA ladder (Fermentas International Inc., Burlington, Canada) was used as molecular size marker.

NOA (M:56) MEA (N:43)
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Figure 2 Map of Argentina showing the frequency of senotypes and mating types by regions. The map was adapted from the
"Instituto Geografico Macional'' web page (http://www.ign.gob.ar). NO&: Horthwest; NEA: Hortheast.
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MECANISMO DE ACCION

INMUNOCOMPETENTES
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INMUNODEPRIMIDOS

Levaduras o Hongo se reproduce
basidiospora?
Disemina por via linfatica y hematica




MANIFESTACIONES CLINICAS

CRYPTOCOCOSIS /34 CRYPTOCOCOSIS
RESPIRATORIA - SNC
CRYPTOCOCOSIS CRYPTOCOSIS
CUTANEA DISEMINADA

CRYPTOCOCOSIS OCULAR



CRYPTOCOCOSIS RESPIRATORIA

N 7 Q Asintomatica o sub-clinica

dLeve: cuadro gripal, tos y fiebre

diIntensa:astenia, pérdida de peso, tos, expectoracion
mucopurulenta, hemoptisis, malestar

U Neumonia fulminante
WInfiltrados unilaterales o bilaterales

(JPuede confundirse con una neumonia por bacterias o
tuberculosis miliar

(JRaramente se manifiesta como cryptococoma



CRYPTOCOCOSIS DEL SISTEMA NERVIOSO
CENTRAL

» Pacientes inmunocomprometidos : Cuadros meningeos

» Meningitis cronica, meningoencefalitis o granuloma cerebral

» Sintomas: Fiebre , cefalea, vomitos, nauseas, fotofobia, alteracion mental, convulsiones,
alteraciones visuales

» Cuadro clinico va a depender del estado inmunitario del paciente: mas grave en pacientes con
SIDA

> Lesiones a nivel del SNC por Cryptococcus gattii . Lesiones parenquimatosas o cryptococomas

> indice de mal prondstico: elevada presion de apertura cuando se realiza una puncién lumbar

Y la hiperte




CRYPTOCOCOSIS CUTANEA

dLa primoinfeccidon cutdnea es rara
JAsociada a un traumatismo inoculante
A También se pueden observar en cryptococosis diseminadas

TUBERCULO
LINFANGITIS NODULAR

www.aeped.es’

FLEMON



CRYPTOCOCOSIS OCULAR

* 1/3 de pacientes con
cryptococosis del SNC

Hipertension craneana

Pérdida de la vision

Paralisis de motores oculares

Atrofia del nervio optico



CRYPTOCOCOSIS DISEMINADA

Sistema urinario Sistema 6seo Adenopatias cervicales Adenopatias inguinales
Poco frecuente
Epifisis de los huesos largos
Vértebras , huesos craneo



SINDROME INFLAMATORIO DE
RECONSTITUCION INMUNE

EMPEORAMIENTO DE TODAS LAS MANIFESTACIONES CLINICAS Y RADIOLOGICAS
EN PACIENTES CON CRIPTOCOCOSIS ASOCIADA AL SIDA

\ 4

TRATAMIENTO CON ANTIRRETROVIRALES DE ALTA EFICACIA
. cp4 |

e Cargaviral |
* Estudios micoldgicos y dosaje del antigeno capsular
no demuestran la carga fungica




DIAGNOSTICO MICOLOGICO

PRUEBAS
SEROLOGICAS

EXAMEN DIRECTO AISLAMIENTO

Muestras: LCR, Liquido pleural, biopsia de piel, pulmon, ganglio, Médula 6sea,
orina, sangre



LCR Y LIQUIDOS DE PUNCION [l el

10" 3000 rev.

MATERIAL DE BIOPSIA-GANGLIOS

caja de Petri estéril

gm—

Lisis centrifugacion » Sedimento : cultivo

[3)V/[e]eVIN)\V/eL =< Convencionales

Automatizados

=




Examen en fresco de lavado broncoalveolar (x400)

Levaduras capsuladas
3-12-um de diamétro

Doble pared

Vacuolas intracitoplasmaticas
Generalmente 1 solo brote




EXAMEN DIRECTO TINTA CHINA

‘ IMPORTANTE INFORMAR A LA *

BREVEDAD: “Se observan
levaduras compatibles con
Cryptococcus neoformans”
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SENSIBILIDAD DEL 86 %
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21 dias de incubacié
MEDIOS: * Agar g|UCF)Sa Sab?UraUd e 28°c contLZiarfl;r;ﬁ:sic:ﬁ:lZslvez
* Agar semilla de girasol por semana
* BHI 37°C




IDENTIFICACION PRESUNTIVA

UREASA FENOLOXIDASA CGB
v'Agar urea de v'Agar semilla de girasol v'Para diferenciar
Christensen v Agar cafeico Cryptococcus
neoformans de
Cryptococcus

gattii



PRODUCCION DE LA UREASA

* Cryptococcus
e Candida * Trichosporun

e @Geotrichum




PRODUCCION DE LA FENOLOXIDASA

Agar semilla de girasol

Cryptococcus produce un
pigmento color marron
debido a la actividad de
la fenoloxidasa localizada
en la pared celular del
hongo




Cryptococcus
neoformans (-)

Cryptococcus
gattii (+)




IDENTIFICACION DEFINITIVA :

ani CANDIDA gﬂpizoc AUX

ID 32 C
Candida Candida
Cryptococcus )  Cryptococcus
S h Geotrichum
accharomyces - oateil i
Trichosporon Pichia
Rhodoturela

Trichosporon




TODOS LOS PRODUCTOS: Amplificacion en tiempo real Bacterias y Hongos Ensayos centralizados FilmArray
Antimicrobiana Gestion de la Sepsis Infecciones bacterianas Diagnostico Molecular Infecciones fungicas S

FilmArray® Panel
Meningitis/Encefalitis
(ME)

Panel de Meningitis/Encefalitis para el sistema de
PCR multiplex FilmArray®

El Panel Meningitis/Encefalitis (ME) FilmArray®
permite un analisis rapido y preciso de los patogenos
mas comunes que causan infecciones en el sistema
nervioso central, incluyendo virus, bacterias y
levaduras.

e Sencillo: 2 minutos de manipulacion

e Facil: No precisa medir ni pipeteos precisos

e Rapido: Tiempo al resultado de una hora
aproximadamenie

e Integral: Analiza simultaneamente 14 patogenos




- CRITERIOS PARA JERARQUIZACION DE -
AISLAMIENTOS DE Cryptococcus
. neoformans

f) El aislamiento de C.neoformans & partir de liquidos de puncion esteriles 'LL_—_-——.___________ -5.-"-'

LCR, liquido pleural, articular, puncion sea, puncion de piel y partes blandas,

etc), de sangre y de biopsia de lesiones mucocutaneas debe ser siempre -

informado y jerarquizado. L )

2) Aislamiento de C.neoformans de muestras como esputo, lavado bronquial, -
aspirado traqueal, BAL y cepillo protegido broncoscapicos NO necesariamente ™= =
significa neumonia porque no es un patageno definitivo. Su aislamiento debe
ser jerarquizado en ¢l contexto de los datos clinicos, radiologicos y del estado
inmune del paciente. Para su confirmacion se necesita una biopsia de pulmon y
estudios histologicos.
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Deteccion de Ag Cr

Sin tratamiento
previo

Alta S para todos
los serotipos

Sin infraestructura
10 min
Costo ...

Buena prueba
cualitativa

S: 96-100%
E: 98-100 %

Aglut’inacién
de latex

MNecesita tratamiento
previo

S baja para serotipo
&

Necesita
infraestructura

10-30 min
Costo intermedio

semicuantitativa

$:93-95%
E: 90-100%

EIA

Sin tratamiento
previo

S baja para
serotipoCy D
Necesita
infraestructura
35-45 min

Costo mayor



CrAg°LFA

CRYPTOCOCCAL ANTIGEN

Inmunocromatografia de flujo lateral

IMMY CrAg” LFA

Immuno-Mycologics, Norman, OK, USA

Cryptococcal Antigen Lateral Flow Assay

S1ng/ml

l S Y% E %
|‘I | Csuerodore100 995
1" : < 98.9-100 88.9
1 .l. pL G Orina 85-984 %

X g——

ASINTOMATICO
PULMONAR EXTRAPULMONAR MENINGITIS
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Lindsley et al ; CID 2011. Kozel et al 201.3; PMC.. KlausnerJ et al; MLO 2013, Williams D efal , CID 2015, Tang M, et al; Crit Rev Microb 2016

TIEMPO

Kozel TR, Bauman SK. CrAg laleral low assay for cryplococcosis. Expert Opin
Med Diagn. 2012 May 6(3):245-51. doi: 10.151717530059.2012.681300. Epub
2012 Apr 19. PMID: 23480688, PMCID: PMC3845498

LCR

SANGRE

ORINA

BAL



Lateral Flow Assay (LFA)

Antibadies conjugated 1o tEy Taat lire Coantral line

{goid, lates, flucrophors, etc.]  (antiod les) uuﬂ andibodiss) Utiliza 2 Ac monoclonales
oy Positive Hagative
I I 1)Alta reactividad frente
serotipos ABC
2) Alta reactividad frente
I l serotipos A yD
m Cantral e rbrel
i TREL

Tast ling ¢ lr II-'n
(posithve) |

Maodule 3b

1 %ﬁ? 2 ’ 3 l 4 % E

= @ Caritrol —

Tast —
Add 1 drop of Add 40 pl Insert strip Incubates 1 line = negative
spacimean diluant of spaciman 10 rin 2 lines = positive

EET .

CDC_Crypfococcal Screening Program Training modules for laboratory workers



Aglutinacion de particulas de latex

Particulas de latex sensibilizadas con Ac anti polisacaridos

Detecta 3.2 - 12.5 ng/ml de Ag.

Muestra

100 °C 5 min
Tratamiento previo con pronasa

56°C30m

S >90 %
E 100 %




LECTURA DE RESULTADOS

Negativo 1+ 2+ 3+ 4+

Megativo suspension granular muy fina con ausencia de aglutinacidn

+ suspension con escasos grumos contra un fondo homogéneo lechoso.

++ suspension con escasos grumos contra fondo moderadamente homogéneo
+++ suspension con moderados/abundantes grumos.

++++ suspension con abundantes grumos.



Deteccidn de Ag Cryptocoerus | Vigencu:24/Bi18

2 S —

PASOS A SEGUIR DETECCION DE AG CRYPTOCOCCUS (SUERO O LER) — (texto extraido d
PRO.DE-LSP.MLI29)

Pasos a seguir

A Realkzar ia deteccion del Ag mediante & reactivo CrAgBLFA IMMY segin las instruccions
cel fabricante adjuntas &n &l envase que contiens al reactive
B. Encaso de que la musstra soa positiva = S procedend a realizar una valoracidn cuantitativ

wmtum-Whmmhmﬂm-

Latex Cryptococcus Antigen Detection Systom & Immy

TRATAMIENTD DE MUESTRAS
» LCR: incubar a bafo seco & 100°C duranie § minutos.

* SUERD: 300 ul de suerc + 50 ul de Pronasa (que se encuenira fraccionada en of freazer -
207C) & incubar 30 minuics en baflo a 58°C, luego agregar 1 gota de inhibidor de Pronasa.

Mezclar 20 ul de (LCR o suero tratados previamente) + 20 ul de ldtex en pocilios con fondo

s,
* Procesar conjuntamente Cortroles Positive y Negatve - Agitar vigorosaments durante 5
Mrarutos - Reakear ta lectura 8 00 desnudo y con suficients huz.

Fara mussiras positivas, realizar las diluciones 1710 y 11100, En caso, de ser positivas, continuar
con las sucesvas diuciones.
Hﬂ;%ﬁﬁdﬂﬂ%ﬂﬂhum&]&nﬂuﬂlﬁb Dilucién
1/ 16060
LCR o 20 20 20 20 50
SUErD
Diluyente | 180 180 180 200 50




« probabilidad extremadamente baja de meningitis

*la probabilidad de afectacion del LCR aumenta

« Compromiso meningeo

Rajsingham R, ot al Cryptococcal Meningits Dngnostics and
Saeenng i the Era of Pont-of.Care Labocatoty Testng J Cin
Mxrobsol 2019 Jan 2,57(1) 00123818 dot 10 1128UCM 01238-
18. PMID: 30257903, PMCID. PMCA322457



LA TITULACION SE LA PUEDE REALIZAR CON EL LATERAL

FLOW O CON AGLUTINACION DE PARTICULAS DE LATEX

LOS TITULOS OBTENIDOS NO SE CORRELACIONAN

\ 4

LOS TITULOS OBTENIDOS CON EL LATERAL FLOW SUELEN SER
ENTRE 1,25 Y 5 VECES MAS ALTO QUE CON AGLUTINACION




NUEVAS TECNICAS PARA IDENTIFICACION DE
ANTIGENO CAPSULAR

BYOSINEX CRYPTO PS

SEMICUANTITATIVO

INMUNOCROMATOGRAFIA
ALTA SENSIBILIDAD
BAJA ESPECIFICIDAD (SUERO Y PLASMA)

Evaluation of a point-of-care immunoassay
test kit ‘StrongStep’ for cryptococcal antigen
detection

Edward Mpoza'*, Liliane Mukaremera'?, Didas Atwebembere Kundura®,

Andrew Akampurira®, Tonny Luggya®, Kiiza Kandole Tadeo', Katelyn A. Pastick?, Sarah
C. Bridge®, Lillian Tugume', Reuben Kiggundu’, Abdu K. Musubire', Darlisha

A. Williams'*, Conrad Muzoora®, Elizabeth Nalintya', Radha Rajasingham®,

Joshua Rhein'#, David R. Boulware?®, David B. Meya™?, Mahsa Abassi'*

1 Infectious Diseases Institute, Kampala, Uganda, 2 University of Minnesota, Minneapolis, Minnesota,

STRONGTEP
ENSAYO SENSIBLE CON MENOR
ESPECIFICIDAD EN SUERO Y PLASMA
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ENDING

CRYPTOCOCCAL MENINGITIS
DEATHS

BY 2050

Strategic Frameaework




The case for a strategy to END CM Deaths by 2030

ADVANCED HIV DISEASE

;- “Death due to Cryptococcal
meningitis in persons with
HIV should be considered
unacceptable and a failure

% END
B MENINGITIS
A | DEATHS
:Ii ."II WIOQO
Tom Chiller, MD, MPHTM ,,'l

Chief, Mycotic Diseases Branch



MISSED OFPORTUNITIES IM THE SCREENING AMLD PRE-
EMPTIVE THERAPY FOR CM IN PEOPLE WITH AHD
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Recuento de CD4
Deteccion de CrAg
Realizacion de PL cuando CrAg en

suero es positivo MENINGITIS
LCR (-): tratamiento anticipado con DEATHS

FCZ by 2030
LCR positivo: tratamiento AMB-FCS

Controles semanales al inicio de ART
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T CD4: no siempre disponible
T ICF CrAg: no siempre disponible

T Flucitosina: no disponible en
Argentina

https://msfaccess.org/ending-cryptococcal-meningitis-deaths-
2030-strategic-framework
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