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E.L.I.S.A. EN COCCIDIOIDOMICOSIS HUMANA

Iris Nora TIRABOSCHI, B. MARTICORENA & R. NEGRONI

RESUMEN

Se realizé E.L.1.S.A. con exoantigeno de Coccidioides immitis para la detectién de
anticuerpos, en 67 sueros humanos diluidos 1/1000, 1/2000, 1/4000 y 1/8000. De los 18
sueros de enfcrmos de coccidioidomicosis comprobada por examen dirccto, cultivo y/o
histologia, 5 fucron negativos, en otros 13 fueron positivos en una o varias diluciones. 3/
26 sueros de personas sanas, coccidioidino positivas, fucron positivos cn titulos de 1/1000
y el resto no tuvo anticuerpos detectables. No presentaron reacciones positivas ninguno de
los sucros controles de personas sanas, pero si lo hicieron 4/8 pacientes con otras micosis.

Se concluye que E.L.IS.A. es 1til para la deteccion de minimas cantidades de
anticuerpos 0 en sucros que no pucden ser procesados por fijacion de complemento. No es
recomendable €l uso de la técnica en forma aislada por al presencia de reacciones cruzadas.

UNITERMOS: Coccidioidomicosis; E.L.I.S.A.; Coccidioides immitis.

INTRODUCTION

La demostracién de anticuerpos a través de
técnicas seroldgicas es til en la préctica médica
asistencial para el diagnéstico indirecto de micosis
sistémica, como la coccidicidomicosis® * 2, La
presencia de anticuerpos detectables por
inmunodifusién y cuantificables por fijacion de
complemento, permiten establecer el diagnéstico y
hacer el control evolutivo del curso de la enferme-
dad6,19.20.

La técnica del enzimo inmunocnsayo
(E.L.L.S.A.) ha sido usada en los iltimos afios para
el serodiagndstico de diversas micosis profundas*
16.18.21,23, 26 Es un procedimicnto que permite la
cuantificacién del nivel de anticuerpos al igual que
la fijacién de complemento, pero su realizacién es
mads rdpida y menos laboriosa que esta dltima. Es
ademds, una alternativa mds econdémica que el
radioinmunoensayo’.

En un trabajo anterior, se realizé la pucsta a
punto de la técnica con sucros de ratones inoculados
experimentalmente con Coccidioides immitis (C.1.) .

Motiva la presente comunicacién la experiencia
realizada mediante el empleo de la técnica de ELLS.A.
con excantigeno de C.. y sucros humanos.

MATERIALES Y METODOS

1. Antigeno: El exoantigeno de C.immitis' se
empled con una concentracién de 20 pg/ml de
proteinas. El mismo antigeno se utiliza concentra-
do 1000 veces para prucbas de inmunodifusién
(I.D.), a razén de 20 mg de proteinas/ml y para
fijacién de complemento (F.C.) con una concentra-
cién proteica de 156 pg/ml.

2. Sueros: Todos los sueros fueron adiciona-
dos de mertiolato borato de sodio 1/10.000, frac-
cionados y mantenidos a -20° C hasta su procesa-
miento (1 semana a 3 afios).

Se estudiaron:

- 18 sueros provenientes de pacicntes con
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coccidioidomicosis comprobada por examen
0

micolégico directo, cultivo y/o histologia (Tabla n®

1).

- 26 sueros de personas coccidioidino-positi-
vas, estudiados en 4rca endémica de la provincia
de Cdrdoba, por uno de nosotros (Marticorena). A
todos se les practicd intradermorreaccion con una
dilucién 1/100 del exoantigeno de C.i. y exhibie-
ron respuestas cutdneas con infiltrados que varia-
ron entre 10 y 40 mm a las 48 horas.

- 15 sueros de personas sanas, coccidioidino-
negativas (14 nifios y 1 adulto).

- 8 sueros de pacientes con otras micosis
sistémicas confirmadas: paracoccidioidomicosis
(2), histoplasmosis (2), aspergilosis (2) y
candidiasis diseminada (2).

Toda la estandarizacién se realizé con los
mismos sueros patrones, positivo y negativo. El
negativo correspondiente a un adulto sano,
coccidioidino-negativo, con 1.D. y F.C. ncgativos
para C.i. y que nunca estuvo en drca endémica. El
suero positivo pertencia a un paciente con
coccidioidomicosis comprobada por cultivo, con
I.D. positiva y F.C. positiva 1/64 e
intradermorreaccién de 45 mm.

3. Conjugado: Se empleé inmunoglobulinas
de conejo anti-humana, conjugadas con peroxidasa
(IgA, IgG, IgM, kappa, lambda, Dako P 212), dilu-
ida 1/500 (en buffer de fosfatos isoténico 10 ml,
H,0 90 ml mds 3% de leche descremada).

4. Buffers y reactivos: Se siguicron los proce-
dimientos utilizados por BARRERA y col.!, susti-
tuyendo la seroalblimina bovina por una solucién
de leche descremada (Molico CR), con la misma
concentracion proteica que la técnica original.

5. Técnica de E.L.I.S.A.: Se sensibilizaron las
placas de poliestereno (Microstrip, Eflab 04,
Helsinki, Finland). con 100 pl por hoyo de
antigeno diluido en buffer carbonato-bicarbonato,
pH 9.6. Se incubaron 18 horas, a 4°C en cdmara
himeda. Luego de descartar el exceso de antigeno,
se lavaron 3 veces (1 minuto cada vez) con 200 pl/
hoyo de buffer de fosfatos (P.B.S., pH 74, 0.05%
de Tween 20 y 0.3% de leche descremada). Luego
se sembraron 50 pl/hoyo de los sueros diluidos 1/
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1000, 1/2000, 1/4000 y 1/8000 (en P.B.S., pH 7,
0.05% Tween 20 y 3% de leche descremada). Se
incubd 1 hora a 37°C. Luego se lavé, en la manera
ya descripta y se sembraron 50 pl del conjugado
diluido y se incubd otra hora a 37°C. Luego del
lavado de las placas se agregaron 100 pl/hoyo del
revelador de color constituido por: 200 pl de etil-
benzatiazolin-sulfirico (sol. preparada con 32.9 g
en 1 ml de H,0), 12 ml de buffer de citrato (ac.
citrico 0.96 g en 100 ml H,0, pH4) y 50 pl H2 02
30 vol. Luego de 15 minutos a temperatura ambi-
ente, protegido de la luz, la reaccién se frené con
100 pl de ac. fluorhidrico 0.1.M., pH 3.3.

Las lecturas se realizaron en valores de Densi-
dad Optica (DO) en lector para E.L.I.S.A.
(Titeruik, Multiskan, Flow Lab).

Se observé que los sucros tenfan distintas lec-
turas numdricas (de D.0O.) al ser precesados en di-
ferentes dias, aunque el resto de las condiciones de
la técnica se mantuvieran idénticas, por lo que al
establecer una linea de corte (cut off) entre sueros
positivos y negativos se deseché usar el doble del
desvio standard de los sueros de controles sanos y
se opté por considerar positivo (+) aquel suero
cuya lectura fuera el doble del suero control nega-
tivo del dia de procesamiento (por ej: suero negati-
vo 0.300, 0.600 = +; 1,200 ++, 1,800 +++).

RESULTADOS

Los resultados estin expresados en las Tablas
n?1yn%2,

De los 18 sueros de pacientes con
coccidioidomicosis confirmada por examen direc-
1o, cultivo y/o histologfa, 13 mostraron reacciones
positivas en una o mas diluciones.

Uno de los sueros pertenecia a un paciente con
S.LD.A., y fue positivo hasta 1/2000. Este sucro
habia sido negativo por inmunodifusién y tenia ba-
Jos titulo en fijacién de complemento. Esto permite
suponer que la técnica puede ser (til en pacientes
con bajo nivel de anticuerpos. Por otro lado, tres
sueros positivos por inmunodifusién no mostraron
reaccion en la técnica de E.L.1.S.A.

Sélo 3/26 sueros de personas coccidioidino-
positivas (coccidioidomicosis infeccién) fueron
positivos en la menor dilucién, no dieron reaccio-
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TABLA 1
E.L.IS.A. para C.i. en enfermos de coccidioidomicosis

Suero E.L.LS.A. LD, F.C Diagndéstico
n? 1/1000 12000 1/4000 1/8000 confirmado por
1 e o +++ + Pos 1/64 Cultivo
2 +++ ++ ++ + Pos 1/64 Histopatologia
3 + + + - Pos 1/8 Cultivo
4 +++ ++++ + - Pos 1/64 Cultivo
5 + + - Pos 1/8 Cultivo
6 ++ + - - Pos 1/32 Directo y cultivo
7 +++ ++ + - Pos 1/32 Histopatologia
8 +++ ++ + + Pos 1/128 Directo y cultivo
9 - + + + Pos 1/64 Histopatologia
10 +++ ++ ++ - Pos 1/512 Cultivo
11* + + - - Neg 1/8 Cultivo
12 - - - - Pos Ac Dirccto
13 - - - - Neg Ac Histopatologia
14 +++ ++ ++ + Pos Ac Directo y cultivo
16 - - - - Neg Ac Directo y cultivo
17 - + - - Pos Ac Directo, cultivo e
) histopatologia
18 - - - - Pos Ac Cultivo

Referencias: * Paciente con SIDA; ID: inmunodifusién; FC: fijacién de complemento;Ac: sucro anticomplementario; Pos y (+):

positivo; Neg y (-): negativo

TABLA 2
E.L1S.A. para coccidioidomicosis en sueros con-
troles

PACIENTES
ELISA coccidioidino sanos con olras
diluciones  positivos micosis
n=26 n=15 n=8
+/total +/1otal +ftotal
11000 326 0/18 4/8
122000 opRe6 0/15 ND
14000 Qr6 0/18 08
1/8000 0re6 0/15 38

Referencias: ND: no se hicieron las determinaciones.

nes positivas ninguno de los sucros de individuos
sanos, pero si lo hicicron 4/8 de los pacicntes con
otras micosis: paracoccidioidomicosis 2/2,
histoplasmosis 1/2, aspergilosis 1/2, y ninguna de
las 2 candidiasis (los sucros positivos lo fucron
hasta 1/8000).

En la dilucién de sucros 1/1000 se obtuvo una
sensibilidad (positivo verdadero (P.V.) x 100/P.V.
+ falso negativo (F.N.) del 61% y una
especificidad (negativo verdadero (N.V.) x 100/
N.V. + falso positivo (F.P.) dcl 80%.

Se tabularon también los resultados, conside-
rando como positivo ¢l doble del desvio estdndar
de los sucros controles, con lo que en la dilucién 1/
1000 la sensibilidad aumentaba al 82% y la
especificidad disminufa al 67%. Estos valores se
modificaban a partir de 1a positivizacién de 3 sue-
ros de enfermos (aumento de sensibilidad) y de 7
coccidioidino-positivos y 3 enfermos con otras
micosis (disminucién de especificidad).

Por las razones expresadas en materiales y mé-
todos se opld por otra manera de clergir 1a linea de
corte, tenicndo en cuenta, ademds que importaba
mids tener una buena especificidad.
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COMENTARIOS

La técnica de E.L.LS.A. se ha empleado en
Candidiasislz' 15, 16, 18, 22,23, 24’ aspcrgilosis7, 8,14,17,18, 26’
histoplasmosis'!, coccidioidomicosis® ® 2! y
paracoccidioidomicosis**?!, pero en la revision bi-
bliografica no hemos encontrado referencias a su
uso en ¢l diagnéstico de coccidioidomicosis humana,

Luego de estandarizar cada paso de la técnica
fue posible demostrar la presencia de anticuerpos
en los sueros de pacientes con coccidioidomicosis
en diluciones mayores a los usados en fijacidn de
complemento, lo que permite corroborar la mayor
sensibilidad de E.L.I.S.A.

E.L.I.S.A. es capaz dc detectar cantidades mi-
nimas de anticuerpos o antigeno, en el rango
de 1 pg/ml'>22 o que la harfa dtil en el diagnés-
tico precoz de micosis invasivas. TOLLEMAR vy
col.® consideran que la sensibilidad del E.L.IS.A.
junto con la inmunodifusién es mayor a la de los
cultivos en los pacicntes con trasplante renal y
micosis invasivas.

En candidiasis experimental de rata la demos-
tracién de anticuerpos antimanano por E.L.LS.A.
parcce ser mds precoz y constante, en rclacion a la
deteccion de manano por aglutinacién del litex o
por cromatografia'2.

De todas maneras, el emplco de E.L.IS.A.
como diagndstico serolégico de rutina requeriria de
la corroboracion por otras técnicas como el
inmunoblotting?.

CONCLUSIONES

1) La prueba de E.L.LS.A,, carcce aidn de la
especificidad necesaria para ser utilizada como prue-
ba diagndstica.

2) La reaccion podria ser dtil para scparar
coccidioidomicosis en actividad de infeccidn inactiva.

3) Es una prueba que puede ser empleada para
cuantificacién de anticuerpos. En este sentido re-
sulta més simple y mds econémica que la fijacién
de complemento y puede ser utilizada en sucros
anticomplementarios.

4) Las reacciones cruzadas sc vicron con sue-
ros de otras micosis.
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SUMMARY
E.L.IS.A. in human coccidioidomycosis

An E.L.LS.A. test for antibody detection, with
an exo-antigen of Coccidioides immitis was
standardized in 67 humans sera diluited in 1/1000,
1/2000, 1/4000 and 1/8000. Eightheen sera from
mycologically proved cases of coccidioidomycosis
were studied: 5 were negative and 13 were positive
in some dilutions. 3/26 sera of healthy persons
who presented positive skin tests with coccidioidin
were positive and the other 23 sera did not have
positive reactions. None of the 15 scra of healthy
human exhibited positive E.L.I.S.A. Serum
samples of 8 patients suffering other deep mycosis
were studied, 4 of them presented cross-reactions in
E.LLS.A. tests. ELL.IS.A. test seems to be a uscful
serologic technique for antibody detection in
anticomplementary serum samples or when a low
concentration of antibodies should be detected. As it
is very sensitive, cross-reactions with other mycoses
are frequent, thus the use other more specific serologic
technique together ELLS.A. is recommended.
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