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Resumen  El objetivo de esta investigacion fue evaluar la técnica de ELISA indirecta en
pacientes con cromoblastomicosis causada por Cladophialophora carrionii,
antes, durante y después del tratamiento con ajoeno o itraconazol, y en
personas sanas del area endémica del Estado Falcén. Se seleccionaron 94
personas, 10 con cromoblastomicosis y 84 sanas (45 familiares y 39 no
familiares). A todas las personas se les realiz6 una evaluacion clinica; a aquellas
con lesiones sugestivas de cromoblastomicosis se les confirmé el diagnostico
con estudios micolégicos (examenes directos y cultivos), repitiendo este
procedimiento durante la terapia (45 dias) y al final de la misma (90 dias). Cinco
pacientes con lesiones < 5 cm recibieron ajoeno y cinco con lesiones > 5 cm,
itraconazol. La remision clinico-micoldgica (60%) fue similar en ambos grupos
de pacientes, confirmandose ésta al final del tratamiento, y persistié tres meses
postratamiento. Con el método de ELISA se analizaron 114 sueros: 30 de 10
pacientes con cromoblastomicosis antes, durante y después del tratamiento,
45 de familiares y 39 de no familiares, utilizando un antigeno somatico (AgSPP)
de C. carrionii. Todos los pacientes resultaron positivos antes del tratamiento,
dos se negativizaron al dia 45 y seis en total estaban negativos tres meses
postratamiento. Las personas sanas resultaron negativas. La sensibilidad y
especificidad fue de 100% y 98,9% respectivamente. El estudio micoldgico
mostré una relacion del 100% con el inmunoserolégico pre- y postratamiento.
Se concluye que el ELISA es una herramienta valiosa para el diagnéstico y
evolucion de la eficacia terapéutica en pacientes con cromoblastomicosis,
por lo cual se recomienda la inclusién del estudio inmunoseroldgico, utilizando
ELISA, como un nuevo criterio de remision aunado a los ya establecidos.
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Summary

An ELISA test for the study of the therapeutic
evolution of chromoblastomycosis by
Cladophialophora carrionii in the endemic area of
Falcon State, Venezuela

The purpose of this research was to evaluate an ELISA indirect method in
patients with chromoblastomycosis caused by Cladophialophora carrionii.
Samples collected before, during and postreatment with ajoene or itraconazole,
and those from apparently healthy people from the endemic area were evaluated
with the ELISA test. 94 individuals were studied, 10 with chromoblastomycosis,
and 84 apparently healthy subjects. All of them were evaluated by
clinical-dermatological examinations. On those with lesions suggestive of
chromoblastomycosis, mycological studies were carried out to confirm the
disease. This approach was repeated during and at the end of therapy.

Five patients with lesions <5 cms were treated with ajoene and five with lesions
> 5 cms, received itraconazole. Mycological cure (60%) was similar in both
groups of patients and persisted three months after therapy. One hundred and
fourteen sera were analyzed by ELISA, 30 from 10 patients with
chromoblastomycosis, before, during and postreatment and 84 from apparently
healthy people, using a somatic antigen of C. carrionii (AgSPP). All patients with
chromoblastomycosis were positive before-treatment, two became negative on
day 45 of treatment and a total of six patients were negative three months
post-treatment. All sera from apparently healthy individuals were negative. The
sensitivity and specificity was 100% and 98.9%, respectively. The relationship
between clinical-mycological studies and the ELISA assay was 100% before and

after treatment. In summary, ELISA could be a valuable tool for the diagnosis
and evolution of the therapeutic efficacy in patients with chromomycosis

(C. carrionii). The use of an ELISA test is therefore highly recommended to
establish remission criteria in chromoblastomycosis caused by C. carrionii.
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La cromoblastomicosis, enfermedad granulomatosa
crénica, es causada por varios hongos con melanina,
siendo Fonsecaea pedrosoi y Cladophialophora carrionii
sus agentes causales predominantes [27]. En el tratamiento
de esta micosis se han usado diversos métodos y farmacos
[3-5,10,11,14,17] y, para determinar su eficacia real, se han
establecido criterios de remision, basados en la evaluacion
de los aspectos clinicos, micoldgicos e histopatolégicos de
las lesiones y del seguimiento de los pacientes [3]. La téc-
nica de inmunoandlisis enzimatico (ELISA) se ha emplea-
do para el serodiagndstico de enfermedades fiingicas
[18,19,22,23] y en la evaluacién de pacientes con cromo-
blastomicosis tratados con terbinafina, asi como en un
estudio seroepidemioldgico en una drea endémica de cro-
moblastomicosis (F. pedrosoi) [6-8]. El area endémica de
la cromoblastomicosis en Venezuela estd ubicada en la
region noroccidental (Falcon, Lara y Zulia) y la mayoria
de los casos provienen de la zona semidrida del estado
Falcén [1,2,24]. La evaluacién inmunoserolégica de
pacientes con cromoblastomicosis, asi como de familiares
y no familiares que habitan en dicha zona aportaria un me-
jor conocimiento de la endemia a través de la deteccion de
cromoblastomicosis asintomdtica. A su vez contribuiria con
el establecimiento de un nuevo criterio de remision, el in-
munoserolégico, puesto que se contaria con una herra-
mienta que, aunada al estudio clinico y micolégico, permi-
tirfa evaluar la eficacia en el tiempo, de los métodos
y farmacos empleadas para el control de esta micosis. En
vista de que las terapias con ajoeno e itraconazol han
resultado eficaces en pacientes con cromoblastomicosis
(C. carrionii), para lesiones localizadas y extensas respec-
tivamente [16,17], se plante6 como objetivo evaluar la téc-
nica de ELISA en pacientes con cromoblastomicosis
(C. carrionii) antes, durante y después del tratamiento con
ajoeno o itraconazol y en personas sanas habitantes del
area endémica.

Pacientes y métodos

Poblacion. Se establecieron tres grupos de estudio:
a) Diez pacientes con cromoblastomicosis causada por
C. carrionii, b) 45 personas sanas familiares directos de
los pacientes con cromoblastomicosis, ¢) 39 personas sanas
sin nexo familiar con estos pacientes. Todos menores de
65 anos, de ambos sexos, habitantes de la zona endémica
del estado Falcén y expuestos a las mismas condiciones
de riesgo (Tabla 1). Estos individuos manifestaron por
escrito (consentimiento informado) su voluntad de partici-
par en el protocolo. Este estudio fue aprobado por el Comité
de Bioética para Ciencias de la Salud de la Universidad
Nacional Experimental Francisco de Miranda (UNEFM).

Evaluacién clinico-micolégica. A todos los indivi-
duos integrantes de los grupos en estudio se les realizé una
evaluacion clinico-dermatoldgica consistente en la inspec-
cién de piel, mucosa y anexos cutdneos a fin de detectar
lesiones sugestivas de cromoblastomicosis. A los que
presentaron lesiones sugestivas de cromoblastomicosis, se
les confirm¢ el diagndstico mediante un examen directo
de las escamocostras con KOH al 10% y siembra en medio
de cultivo Lactritmel con cloranfenicol 250 mg/l [27],
repitiendo este procedimiento 45 dias después de iniciado
el tratamiento y al final de la terapia (90 dias).

Tratamientos. Los cinco pacientes que presentaron
lesiéon dnica (papula o placa escamocostrosa), con didme-
tro <5 cm (media: 3,93 £ 4,91 cm) y tiempo de evolucién
entre 0,5 y 4 afios (media: 1,30 £ 2,32 afios), recibieron
terapia con ajoeno al 0,5% en gel, aplicado sobre las lesio-
nes con cura oclusiva una vez al dia durante tres meses [16];
los cinco pacientes con lesiones > 5 cm de didmetro (me-
dia: 202,25 £ 487 cm) y tiempo de evolucién entre 0,5 y
14 anos (media: 4,89 = 6,25 anos) recibieron itraconazol
(capsulas de 100 mg) una vez al dia con los alimentos
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Tabla 1. Caracteristicas demogréficas de pacientes con cromoblastomicosis (C. carrionii) y de personas sanas.

Sexo
Personas evaluadas (n = 94) n Edad (media + SD)
Muijer Varén

Pacientes 10 39,2 +13,7 1 9
Personas sanas

Familiares ascendientes 12 65,2 + 15,2 7 5

Familiares descendientes 7 16,6 + 8,5 3 4

Hermanos completos 26 40,2+12,5 13 13

No familiares 39 41,9 + 20,7 21 19

durante tres meses [4,5,17]. A estos pacientes se les reali-
zaron evaluaciones hematoldgicas, hepdticas y renal antes,
durante y después del tratamiento. La eficacia de ambos
tratamientos se evalud segun los criterios establecidos por
Bayle [3] cambios de la expresion clinica de la enferme-
dad (desaparicién de prurito, escamo-costra y cicatrizacién
de las lesiones), negativizacién de los cultivos y ausencia
de recaidas durante el lapso de seguimiento postrata-
miento. El cumplimiento de los dos primeros criterios
determind la remisién de la enfermedad.

Estudio inmunoserologico. Se analizaron un total
de 114 muestras de sueros provenientes de: a) 30 de diez
pacientes con cromoblastomicosis causada por C. carrionii.
Se tomaron tres muestras de sangre a cada uno de los
pacientes: la primera al momento del diagndstico, la
segunda 45 dias después de iniciada la terapia antifingica
y la tercera 90 dias después de finalizada la misma; b) 45
de familiares directos de los pacientes con cromoblastomi-
cosis y ¢) 39 de personas sanas sin nexo familiar con estos
pacientes. A las personas de los grupos b y c se les tomé
una muestra de sangre.

Para obtener antigeno somatico de C. carrionii
(AgSPP) se utiliz6 la cepa pp8201 aislada de un paciente
con cromoblastomicosis de la zona semidrida del estado
Falcon y se sigui6 la metodologia descrita por Romero y
cols. [20,21] a partir de la fase logaritmica de crecimiento
del hongo. La determinacién de proteinas del AgSPP se
realizé segin el método de Lowry [12] modificado por
Markwell [13].

Se empledé un método de ELISA indirecto, segin
Voller [25], con las modificaciones de Romero y cols. [19].
Las tiras de micro-ELISA, poliestireno, Immulon 4
(Dynatech lab. Inc, EE.UU.), se sensibilizaron con 2,5 pg
de proteinas del AgSPP, diluido en 50 pl del tampén carbo-
nato/bicarbonato, pH 9,6. Los sueros se diluyeron 1:200;
el conjugado (anti-inmunoglobulinas humanas polivalentes
marcadas con peroxidasa, Sigma Chemical EE.UU.) se
diluyé 1:4000 y se leyé a 450 nm en un espectofotémetro
microplate microreader III (Hyperion Inc, EE.UU.). Todas
las pruebas incluyeron controles de antigeno, tres sueros
positivos y tres sueros negativos de referencia (sueros de
sujetos sanos que no habitan la zona de riesgo). El punto
de corte se establecié utilizando las muestras negativas de
personas sanas (39), habitantes del drea endémica, sin
nexo familiar con los pacientes con cromoblastomicosis.

Punto de corte = Psx + 3 x SD (Psy = Promedio de las
densidades opticas (DO) de los sueros negativos; SD = Des-
viacién estandar de las DO de los sueros negativos).

La sensibilidad y especificidad de la prueba se deter-
minaron utilizando las férmulas de Galen y Gambino [9].

Para el andlisis estadistico se usaron las pruebas de
t de student y de comparacion de dos porcentajes por la
transformacién arcoseno, mediante el programa SPSS 10.0
para Windows.

Resultados

Evaluacion clinico-micolégica y terapéutica. La
negativizacion de los cultivos fue similar en ambos grupos
de pacientes; cuatro de los pacientes (dos de cada grupo)
fueron negativos 45 dias después de iniciada la terapia
antiftingica y otros dos al final de ella (uno de cada grupo),
obteniendo asi la negativizacién de los cultivos en seis de
los diez pacientes tratados (tres de cada grupo). La remi-
sioén clinico-micoldgica se confirmé a los 90 dias de trata-
miento, indistintamente de la terapia aplicada y persistio
tres meses postratamiento (Tabla 2).

Los dos pacientes que no respondieron favorable-
mente al tratamiento con ajoeno recibieron itraconazol
segtn el esquema establecido en este estudio y a los dos
pacientes que no remitieron con itraconazol se les prolongé
la terapia con el mismo farmaco y/o se increment6 la dosis
a 200 mg/dia. Las personas sanas no mostraron lesiones
sugestivas de cromoblastomicosis al examen clinico.

Inmunoandlisis enzimdtico (ELISA) con sueros
humanos. Todas las muestras de los pacientes fueron posi-
tivas antes del tratamiento, con densidades Opticas entre
1,132 y 2,099; 45 dias después de iniciada la terapia anti-
fingica, dos de ellos se negativizaron (del grupo tratado
con itraconazol) y 90 dias después de finalizada la misma,
se negativizaron otros cuatro (tres de los tratados con ajo-
eno y uno de los tratados con itraconazol). Cuatro pacien-
tes permanecieron positivos 90 dias postratamiento, dos
del grupo de los tratados con ajoeno y dos de los tratados
con itraconazol.

Ninguna de las 45 muestras de sueros de familiares
mostrd positividad con esta técnica, con DO promedio de
0,147 (Figura 1 A,B,C y tabla 2).

Evaluacién del método. El punto de corte fue de
0,282 (DO). El método mostrd una sensibilidad de 100% y
una especificidad de 98,9%.

Relacion mico-serolégica. El estudio micolégico
mostrd una relacion del 100% con el estudio inmunosero-
l6gico (ELISA), pre- y postratamiento (Tabla 2).

Discusion

La cromoblastomicosis es una enfermedad para la
cual se han establecido criterios de remision [3] y la inclu-
sién del criterio inmunoserolégico permitiria confirmar el
diagnéstico y evaluar en el tiempo la eficacia de los méto-
dos y farmacos empleados. En la evaluacion clinico-mico-
16gica de los grupos de pacientes se observé una remision
del 60%, con negativizaciéon micoldgica al finalizar el tra-
tamiento (90 dias) en ambos grupos, resultados que con-
firman que la evaluacién clinicomicoldgica juega un papel
fundamental en el diagndstico de esta micosis. También se
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Tabla 2. Relacion micoserolégica de pacientes con cromoblastomicosis tratados con ajoeno o itraconazol.

Estudio micolégico

Estudio serolégico (ELISA)

Paciente n°
Pre-T 45 dias 90 dias Pre-T 45 dias Pos-T

1 + + + + + +
e 2 + - - + + -
“oi 3 + + - + + -
< 4 + + + + + +

5 + - - + + -
5 6 + + - + + -
N 7 + + + + + +
c
I} 8 + - - + - -
Q
g 9 + - - + - -
- 10 + + + + + +

Pre-T: Pretratamiento; 45 dias: Dias después del comienzo de la terapia; 90 dias: Final de tratamiento; Post-T: Tres meses postratamiento
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Figura 1. ELISA en la evolucion de pacientes con cromoblastomicosis
(C. carrionii) tratados con ajoeno @ o itraconazol A

® Media de DO de sueros (n=45) de familiares

A) Pretratamiento, B) Durante el tratamiento, C) Postratamiento

ratifica que la terapia con ajoeno en lesiones localizadas y
con itraconazol en lesiones extensas son eficaces [5,16,17].
Se escogio la prueba de ELISA debido a que ha sido repor-
tada como sensible, especifica, facil de realizar y reprodu-
cible en el estudio de esta enfermedad [8,19]. El punto de
corte fue de 0,282, lo que concuerda con lo descrito en
informes previos [19]. Al evaluar la reactividad del AgSPP
con los diez sueros de los pacientes antes de ser tratados,
éstos resultaron positivos, corroborando asi la aplicabili-

dad de esta técnica en el diagndstico de la cromoblastomi-
cosis [8,19]. Cuatro de los diez pacientes permanecieron
positivos al final del protocolo, aunque hubo disminucién
de sus DO, resultados similares a lo sefialado en pacientes
con cromoblastomicosis causada por F. pedrosoi utilizando
esta metodologia [8]. La sensibilidad y especificidad obte-
nidas coinciden con estudios previos [8,19]. En el presente
estudio se demuestra que la evaluacién clinicomicolégica es
comparable con la inmunoseroldgica, independientemente
de la terapia aplicada, similar a lo reportado en un proto-
colo con pacientes con cromoblastomicosis (F. pedrosoi)
tratados con terbinafina [8]. Debido a que se ha infor-
mado la presencia de casos asintomadticos (6,2%) en per-
sonas sanas (374) de areas endémicas y no endémicas de
F. pedrosoi utilizando ELISA [7] y que se ha sefialado
heredabilidad en la susceptibilidad a cromoblastomicosis
[15,26], se decidié explorar la prevalencia de cromoblas-
tomicosis asintomadtica en personas sanas familiares y sin
nexo familiar de los pacientes con cromoblastomicosis
(C. carrionii) que habitan en la zona endémica; ninguna
muestra resulté positiva. Seria necesario realizar un ensayo
con un nimero mayor de personas sanas, procedentes del
area endémica de Falcon, e incluir pruebas intradérmicas a
fin de establecer un criterio concluyente y tener un mejor
conocimiento de la endemia. En conclusion, el ELISA,
altamente sensible y especifica, es ttil en la orienta-
cién diagnéstica de pacientes con cromoblastomicosis
(C. carrionii) y para establecer la eficacia de la terapia
implementada en esta micosis. Recomendamos incluir el
estudio inmunoseroldégico en los pacientes con cromomi-
cosis causada por C. carrionii usando la técnica de ELISA
como un nuevo criterio de remisién de la enfermedad.
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