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Utilidad de la prueba de tinta china como
tamizaje para meningitis por Cryptococcus spp
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Resumen

La meningitis por Cryptococcus spp es un grave problema de salud ptblica en pacientes VIH +, por lo cual se determind la utilidad
de la prueba de tinta china como tamizaje para esta infeccion. Se obtuvieron los datos del liquido cefalorraquideo de 252 pacientes
VIH positivos admitidos de mayo a octubre del 2014 en el Hospital de Infectologia de Guayaquil, Ecuador. Los anélisis se reali-
zaron por cultivo y tinta china en 81 pacientes, cuyos resultados de sensibilidad y valor predictivo negativo fueron 80% y 93,55%
respectivamente. Como conclusion se considero la tinta china como una prueba de tamizaje relativamente buena por su buen valor
predictivo negativo pero medianamente buen valor sensitivo.
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Utility of indian ink as screening for meningitis by
Cryptococcus spp

Abstract

Meningitis by Cryptococcus spp is a serious public health problem in HIV + patients, therefore the Indian ink utility as screening
test for this infection was determined. Cerebrospinal fluid data of 252 HIV + patients admitted from May to October 2014 at the
Hospital de Infectologia de Guayaquil was collected. Analysis from this cerebrospinal fluid was performed by Indian ink and culture
in 81 patients, whose sensibility and negative predictive value were 80% and 93,55%, respectively. As conclusion the Indian ink was
considered a relatively good screening test because of its good negative predictive value but moderately good sensibility.
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I. INTRODUCCION

Los Cryptococcus spp son
saprofiticos identificados  por
Sanfelice en 1894 (Sloan, 2014). El C. neoformans
serotipo A: neoformans causa el 30% de las
meningitis en pacientes VIH positivo en Europa del
norte (Sloan, 2014) y es el responsable del 85% de
meningitis en Latinoamérica, de las cuales el 80%
son pacientes VIH positivo (Sifuentes-Osornio,
2012).

C. neoformans neoformans causa enfermedades
en pacientes inmunosuprimidos, mientras que
C. neoformans gattii afecta preferentemente
a los inmunocompetentes (Lizarazo, 2014).
Encontrdndose la meningitis por Cryptococcus

basidiomicetos
encapsulados

neoformans neoformansno sélo en pacientes VIH+,
sino también en pacientes inmunosuprimidos
(Revest, 2006).

Se documento que el Virus de Inmunodeficiencia
Humana (VIH) afectd a 3438 ecuatorianos en
el 2011, encontrandose el 58,24% de ellos en la
provincia del Guayas (Ministerio de Salud Publica
del Ecuador, 2011) cuya capital es Guayaquil, como
se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Casos notificados de VIH por
sexo y edad Ecuador 2011

Grupo Hombre Mujer Total
etareo
<1 2 0 2
1-4 72 70 142
5-9 13 15 28
10-14 9 7 16
15-19 81 70 151
20-24 253 161 414
25-29 285 164 449
30-34 251 132 384
35-39 173 87 260
40-44 121 62 183
45-49 84 34 118
50-54 66 20 86
55-59 40 16 56
60-64 24 8 32
65+ 39 65 45
Sin datos 1.072
Total 1.514 852 3.438

Fuente: MSP, 2015

Segin Schwab (1999) méas de la mitad de los
pacientes con VIH presentan sintomas neurologicos a lo
largo de su enfermedad. Ademas, se ha encontrado que
en el 60% de los pacientes este episodio clinico meningeo
es con el que debuta su infeccion por el VIH (Sifuentes-
Osornio, 2012). En Estados Unidos la incidencia esta
alrededor del 10% y en el mundo el 90% de los sintomas
neuroldgicos en estos pacientes se deben a este hongo
(Brockmeyer, 1997).

La meningitis por Cryptococcus spp. es una
infeccién oportunista que afecta a casi un millén de
individuos, causando mas de 500.000 muertes cada
afio y es la cuarta causa mas comin de infecciones
graves en pacientes VIH positivo (Dominic, 2009). La
presentacion clinica en pacientes VIH positivo més
comun es la meningoencefalitis. La duraciéon de las
manifestaciones clinicas, tales como jaqueca subaguda
y confusion pueden variar desde unos pocos meses
hasta veinte afios. De acuerdo con estudios realizados
por Chiang y otros (2011), la cuarta enfermedad maés
prevalente en el Hospital de Infectologia de Guayaquil
es la criptococosis diseminada, precedida por la
toxoplasmosis cerebral.

Esta infeccibon es fatal si no es diagnosticada y
tratada a tiempo y aunque fuese revertida exitosamente
podria dejar graves secuelas neurolégicas, entre las que
se destacan ceguera e hidrocefalia (Sloan, 2014). Siendo
oftdlmicas muchas de las complicaciones de estos
pacientes. Pudiéndose presentar ademas de la ceguera;
diplopia binocular, paralisis del nervio abducens ya
sea monocular o binocular, papiledema, hemorragias
peripapilares, atrofia Optica, coroiditis multifocal,
retinitis por citomegalovirus entre otros (Mao, 2015). Es
por esto que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
recomienda hacer pruebas de tamizaje de infecciones
criptocécicas a pacientes VIH positivo con recuento de
CD4 < 100/pL.

Para que una prueba de tamizaje sea eficiente
se necesita que tenga una alta sensibilidad, que sea
barata y que tenga un alto valor predictivo negativo. La
prueba por tinta china (TCH) como tamizaje es barata
y solo se necesita que el personal de laboratorio sepa
reconocer levaduras encapsuladas en el microscopio.
En este trabajo de investigaciéon se busca determinar
estos parametros para poder establecer su calidad como
prueba de tamizaje en Guayaquil.

A pesar de que el cultivo (CM) es el estandar de
oro para el diagnoéstico, su realizacion es costosa y
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requiere de equipamiento e infraestructura, ademés de
la cantidad de tiempo de espera para el resultado del
cultivo (alrededor de las 48 horas), que en comparacion
con métodos de tinta china (TCH), aglutinacion por latex
(AL) y flujo lateral (FL), es demasiado largo.

El objetivo general de esta investigacion es
determinar si la prueba de tinta china es una eficiente
prueba de tamizaje para meningitis por Cryptococcus
spp, mientras que otros objetivos secundarios son
identificar la sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo y negativo de la prueba de tinta china. Ademas,
se busca definir la correlacion entre los resultados de la
TCH y el cultivo y comparar valores con otros métodos
de tamizaje.

Con esta investigacion se espera un aporte social a fin
de crear una cultura de realizacion de pruebas de tamizaje
por cualquier método recomendado en pacientes VIH
con recuento de CD4 < 100/pL. Se tiene como meta que
con la informacién obtenida sobre la utilidad de la TCH
como prueba de tamizaje, las autoridades sanitarias
tomen decisiones a nivel hospitalario a fin de utilizar la
prueba de TCH en comparacién con otros métodos para
lograr hacer un diagnoéstico y tratamiento temprano y asi
conseguir evitar consecuentes secuelas.

II. DESARROLLO

1. Metodologia

Este estudio es de tipo no experimental, ya que no se
manipuld ninguna variable, descriptiva, transversal,
cualitativa, observacional, analitica y retrospectiva, porlo

que no necesita un disefio muestral. Los instrumentos de
investigacion fueron las fichas de laboratorio obtenidas
en el Hospital de Infectologia, a partir de las cuales se
cre6 una base de datos en Excel, donde los datos fueron
posteriormente tabulados y debidamente divididos.

El universo del estudio consta de 252 liquidos
cefalorraquideos (LCR) tomados de pacientes admitidos
al Hospital de Infectologia de Guayaquil, Ecuador, de
mayo a octubre de 2014. Los criterios de inclusion fueron;
pacientes diagnosticados con sindrome meningeo por
sus doctores, mayores de 18 afos, que no estén tomando
antimicoticos y que sean VIH + por dos pruebas de
ELISA positiva o una de Western Blot.

La muestra de LCR se fij6 en una placa con dos
gotas de tinta china. 5 minutos después se observo a 10x
¥ 40x en el microscopio. Para que una prueba de TCH
sea positiva, debia diferenciarse en el microscopio una
forma levaduriforme con cipsula. Si no se encontraba,
era tomado como negativo. Los cultivos en los que se
estudiaban las muestras de LCR eran agar MacConkey,
agar Lowenstein-Jensen, agar sangre y agar Sabouraud,
siendo este incubado a 37C° y 25-27C° y para que estos
sean positivos, se esperaron de 72 a 96 horas maximo.

Las variables estimadas una vez analizados los datos
recolectados fueron prevalencia de meningitis por TCH
y por cultivo, especificidad, sensibilidad, valor predictivo
positivo y valor predictivo negativo. En la Tabla 2 se
muestran las formulas utilizadas para determinar las
variables.

Tabla 2. Formulas para determinar variables

TCH E VPP VPN
F _ VNx100 _ VPx100 _ VPx100 _ VNx100
~ TS - TP TN

Leyenda: F: formula; R: resultado; E: especificidad; S: sensibilidad; VPP: valor predictivo positivo;
VPN: valor predictivo negativo; P: prevalencia, VN: verdaderos negativos; TS: total sanos; VP:
verdaderos positivos; TE: total enfermos; TP: total positivos; TN: total negativos

2. Resultados

De este universo de 252 LCR, 130 fueron estudiados
por ambos métodos. El 91,54% (119) de los pacientes
estudiados solo por cultivo fue negativo, el 8,46% (11)
positivo. El 92,68% (38) de los pacientes estudiados
solo por TCH fueron negativos y el 7,32% (3) positivos.
De los 81 LCR estudiados por ambos métodos, el 71,6%
(58) de los pacientes fueron hombres, mientras que el
28,4% (23) fueron mujeres, como se muestra en la Tabla
3. Ademas, el 71,6% (58) fue negativo para ambos y el

19,75% positivo (16). Solo 3 fueron positivos por TCH y
negativos por cultivo y 4 negativos por TCH y positivos
por cultivo, tal y como se muestra en la Tabla 4.

Tabla 3. Division de muestra por género de

pacientes
Nimero Porcentaje (%)
Hombres 58 71,6%
Mujeres 23 28,4%
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Tabla 4. Division de métodos de diagnéstico del
universo de pacientes con sindrome meningeo

Un método: 171

Solo TCH: 41 Solo CM: 130
3 | -38 +11 - 119
Dos métodos: 81
TCHyCM TCH+CM- | TCH-CM +
+16 | -8 3 4

Los nimeros obtenidos al tabular la informacién se
muestran agrupados en una tabla de 2x2 (Tabla 5) bajo
criterios que se aplican a las formulas de especificidad,
sensibilidad, valor predictivo negativo (VPN) y valor
predictivo positivo (VPP), arrojados en la Tabla 6.

Tabla 5. Resultados de prueba diagnéstica de TCH a
grupos conocidos + (enfermos) y - (sanos) por CM

CRY
+ presencia - ausencia
TCH enfermedad enfermedad Total
VP FP TP
+
16 3 19
FN VN ™
4 58 62
TE TS 81
Total
20 61 (muestra)

Leyenda: CRY Cryptococcus VP verdaderos positivos, FP falsos positivos,
FN falsos negativos, VN verdaderos negativos, TE total enfermos, TS total
sanos, TP total positivos, TN total negativos.

Tabla 6. Resultados segun técnicas de TCH y CM

TCH E S VPP VPN

R 95,02% 80% 84,21% 93,55%

Leyenda: F: féormula; R: resultado; E: especificidad; S: sensibilidad; VPP:
valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo.

Conociendo ya que la TCH es una prueba de bajo
costo, se opta por determinar la sensibilidad y el valor
predictivo negativo, para entonces establecerla como
una eficaz prueba de tamizaje si tuviese estas tres
caracteristicas. Ademas, se calcularon los valores de
sensibilidad y valor predictivo positivo (VPP) aplicando
las formulas mostradas en la Tabla 2. La sensibilidad fue
80% y el VPN fue 98,438%.

Analisis y Discusion de Resultados

En estudios previos se ha hablado de la sensibilidad de
la TCH (Wang, 2015), que ha sido parecida a la obtenida
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en esta investigacion (73,2% vs 80%), a pesar de que las
técnicasylosencargados delatécnicavarian dependiendo
del pais y hospital. Comparando otros valores de la
prueba de la TCH con la inmunocromatografia: flujo
lateral, con la aglutinacion por latex y con el cultivo,
se encuentra que la prevalencia por aglutinaciéon
en latex en pacientes con CD4 menor a 100 es baja;
entre 3,5% y 5% (Chipungu, 2015). Mientras que la
prevalencia de las 81 muestras en este estudio con
TCH fue de 23,45% y con cultivo fue de 24,7% pero a
pesar de que el cultivo es el estindar de oro, este tiene
69,9% de sensibilidad, en comparacion con el test de
aglutinacion en latex: 91,1% y TCH 73,2%. Aun asi, la
especificidad de la aglutinacién en latex es del 96%,
en comparacién con 100% de TCH y cultivo (Wang,
2015).

Por un lado se podria asegurar que la TCH es una
prueba eficaz como tamizaje para pacientes VIH +,
pues su sensibilidad es alta pero tanto el cultivo como
la TCH son bastante especificos, a pesar de que toman
mas tiempo y dedicacion en realizarse. Por otro lado,
la aglutinacion en latex es més rapida, facil, especifica
y mas importante sensible en comparaciéon con
estos otros dos métodos convencionales (Dominic,
2009) pero se recomienda mas bien el uso de la
prueba de inmunocromatografia de flujo lateral CrAg
como tamizaje en pacientes VIH + con recuento de
CD4 < 100/uL, pues el costo-beneficio es justo. En
este estudio, también se recomienda el uso de la
inmunocromatografia, pero no sin antes recomendar
también rigurosos estudios comparativos de flujo
lateral, TCH, cultivo y aglutinacion en latex en
Ecuador, ya que existen falsos negativos en el cultivo
- lo cual podria ser a causa del tratamiento que
sobrelleva el paciente en el momento de la toma de
la muestra (Dominic, 2009) - y también por los falsos
positivos presentados en la aglutinacion por latex
cuando hay infecciones por Trichosporon beigelii
y bacilos DF-2 (bacilo fermentador disgénico 2, un
bacilo gramnegativo) (Dominic, 2009).

III.CONCLUSIONES

Los valores expuestos por la prueba de TCH en este
estudio y comparando con otros sobre la misma
técnica han sido altos al referirse ala sensibilidad pero
medianamente altos en cuanto al valor predictivo
negativo. Es por esto que se puede considerar una
prueba de tamizaje buena, mas no excelente, pues
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la sensibilidad del 80% podria dejar escapar algunas
muestras positivas.

Como futura investigacion en Ecuador se deberian
realizar estudios con otras pruebas de tamizaje como
flujo lateral o aglutinacién en latex, pues asi se
determinaria finalmente cual es la mejor prueba a
utilizar en este pais y se marcaria un cambio dréstico
en el modus operandi de los hospitales y asi también
en el prondstico de los pacientes, que depende del
rapido y eficaz diagndstico de esta infeccion.
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