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RELACION ENTRE LA PRUEBA INTRADERMICA DE HISTOPLASMINA Y LOS NIVELES DE
ANTICUERPOS DETECTABLES POR ELISA E INMUNODIFUSION
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Alina LLOP HERNANDEZ (1) & Miguel SUAREZ HERNANDEZ (3)

RESUMEN

Serecaliz6 un estudio prospectivo en40 trabajadores de una granja avicola (grupo 1) considerados
con riesgo de exposicion a fistoplasma capsulatum, agente etioldgico de la histoplasmosis, y en 16
individuos sin riesgo profesional de exposicién a dicho agente (grupo 2). En ambos grupos se aplicé
la prucba intradérmica de histoplasmina y se obtuvo el suero antes de su aplicaciony alos 30 y 180
dias después de realizada dicha prueba. Se determiné el nivel de anticuerpos anti-H. capsulatum
mediante las técnicas de ELISA e inmunodifusién doble. En los dos grupos de poblacién estudiados
la aplicacidn intradérmica de histoplasmina, aln en los casos en que la respuesta fue positiva, no
constituyd un estimulo antigénico suficiente para provocar un aumento en los niveles de anticuerpos
anti-H. capsulatum detectables por las técnicas seroldgicas empleadas. Los resultados obtenidos
contribuyen a la mejor interpretacion de la prucba de ELISA en el diagnéstico de la histoplasmosis.
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INTRODUCCION

La prueba intradérmica de histoplasmina ha resul-
tado de gran valor epidemioldgico en el estudio de las
areas endémicas de histoplasmosis % '3 1415 La
respuesta a esta prucba es una reaccion de hipersen-
sibilidad retardada que se hace presente entre los 15 y
40 dias siguientes al contacto con Histoplasma capsu-
latum y pucde mantenerse positiva durante anos. La
positividad a esta prueba indica sensibilizacion previa al
agente etiologico, pero no discrimina entre infeccién
actual o pasada, por lo que su valor diagnodstico es
limitado %°. Uno de sus inconvenientes es la capacidad
de inducir la formacién de anticuerpos especificos,
detectables a través de diferentes técnicas seroldgicas,
particularmente la formacién de la banda M en pruebas
de inmunoprecipitacién & 20,

Las aplicaciones de los ensayos inmunoenzimaticos
(ELISA) en el diagndstico de la histoplasmosis son relati-
vamente recientes y limitadas >*'% !> 7 Tlasta el momento
no se ha valorado su posibilidad de discriminar entre los
niveles de anticuerpos especificos anti-A. capsulatum en
enfermos y en individuos expuestos (histoplasmina-po-
sitivos). Teniendo en cuenta cstos antecedentes, ademés
de la existencia de casos reportados de histoplasmosis en
la provincia de Ciego de Avila, en la regién central de
Cuba *'®y de cifras de reactores a la histoplasmina hasta
del 28,8% en grupos de poblacion seleccionados ', he-
mos estudiado la influencia que pudiera tener la
aplicacién intradérmica de histoplasmina en los titulos
de anticuerpos detectables por ELISA como forma de
evaluar el valor diagndstico de esta prueba seroldgica.
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MATERIAL Y METODO

Grupos de Estudio:

Grupo I: 40 trabajadores de una granja avicola en la
provincia de Cicgo de Avila, considerados con
riesgo de exposicion a H. capsulatum.

Grupo 2: 16 trabajadores y estudiantes del Hospital
Provincial de Ciego de Avila que no presentaban
antecedentes de exposicion al hongo y considera-
dos sin riesgo profesional.

A cada individuo se le realizé una extraccion de
sangre por puncién venosa para la obtencion del suero,
previo a la aplicacién intradérmica de la histoplas-
mina.

La prueba de histoplasmina fue realizada al total de
individuos (Grupos 1 y 2) mediante la inoculacién
intradérmica de 0,1 ml de histoplasmina (Instituto
Pasteur, Lote 81) en la cara anterior del antebrazo
derecho. La inoculacién se realizé en todos los casos por
el mismo técnico, previo entrenamiento. Se consideré
que una prueba estaba bien realizada por la formacién
inmediata de un habén en el punto de inoculacién. La
lectura sc realizé a las 48 horas y se consideraron posi-
tivas aquellas induraciones de Smm o mas "°.

Se obtuvieron muestras de sueros (Grupos 1 y 2) a
los 30 y 180 dias de administrada la histoplasmina,
siguiendo la técnica mencionada para la primera
muestra. Todos los sueros fueron conservados en tubos
estériles a -20°C.

Se empled un sistema micro-ELISA indirecto pre-
viamente estandarizado utilizando un antigeno metabé-
lico de H. capsulatum y sueros controles; fueron consi-
derados positivos aquellos sueros con una densidad
optica (D. O.) superior a 0,4 *.

La inmunodifusién doble (IDD) se llevé a cabo
seglin la técnica descrita por YARZABAL. Se consider6
positiva la aparicion de bandas de identidad al comparar
con el suerc control positivo 2!,

Anadlisis estadistico: Se realiz6 un analisis de la varianza
para observaciones repetidas controlando el efecto
de riesgo de exposicion, resultado de la prucba de
histoplasmina, la interaccién de ambos efectos y el
cambio en el tiempo de los valores de ELISA.
También se aplico el test Chi Cuadrado y como
medida de resumen los promedios y desviaciones
estindar.
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RESULTADOS

En el Grupo 1, siete individuos resultaron reactores
a la prueba intradérmica de histoplasmina (17,5%),
mientras que en el grupo 2, la positividad fue 12,5% (dos
casos positivos); los didmetros de induracién de las
prucbas realizadas aparecen resumidos en la tabla 1.

Tabla 1

Reacciones cutdneas expresadas en didmetros de induracién
leidos a las 48 horas.

Didmetro (mm) Grupo I (%) Grupo I (%)
(n=40) (n=16)
0 25 (62,5) 10 (62,5)
1-2 4 (10,0) 3(18,7)
3-4 4 (10,0 1(62)
5-6 5(12,5) 2 (12,5)
7-8 2( 5,0 0

En la figura 1 se presentan los valores promedios
de D. O. en las tres determinaciones de anticuerpos
realizados en los sueros de ambos grupos mediante
ELISA. Como se puede apreciar, estos valores se
mantienem en un rango entre 0,19 y 0,26, sin variacién
significativa en el tiempo. Se observa una pequefia
disminucién en valores absolutos de D. O. en el grupo
sin riesgo de exposicién con respecto al grupo con
riesgo, sin significacién estadistica.

Al hacer un anélisis de los valores promedios de D.
O. (Figura 2) obtenidos en las tres determinaciones
realizadas por ELISA en los individuos con prueba
intradérmica positiva y negativa (en ambos grupos), se
puede apreciar que éstos oscilaron entre 0,19y 0,26 y no
se mostraron diferencias estadisticamente significativas
ni tampoco se observaron variaciones significativas en
el tiempo.

Tanto en el Grupo 1 como en el 2 la aplicacion
de una prueba intradérmica de histoplasmina no
produjo respuesta humoral detectable por la técnica
de ELISA.

En las determinaciones de anticuerpos mediante la
inmunodifusién doble (IDD) en las muestras de sueros
obtenidas antes y después de la aplicacion de
histoplasmina, tampoco se encontraron bandas de
precipitacion especificas.
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Fig. 1 - Valores de D. O. en los grupos de estudio mediante ELISA.
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Fig. 2 - Valores de D.O. {ELISA) en los casos histoplasmina positivos y negativos.
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DISCUSION

Resulta conocido que /7. capsulatum puede aislarse
con frecuencia de las excretas de aves domésticas, espe-
cialmente gallinas, por lo que los trabajadores del grupo
1 pueden considerarse con riesgo profesional de ex-
posicion »* ¥, Generalmente, la prucba intradérmica de
histoplasmina sc considera positiva cuando a las 48
horas se aprecia una induracién con un didmetro igual o
mayor de 5 mm. Sin embargo, para algunos autores cste
valor puede ser superior o inferior, en dependencia de la
calidad del antigeno utilizado y su estandarizacién pre-
via 5.

Contrariamente a lo que sc debia esperar, no existié
diferencia estadisticamente significativa entrec la
positividad a la hitoplasmina en ambos grupos. Pudicra
haber influido en ésto el ritmo de trabajo en esta granja,
que no permite la acumulacion de las heces de gallinas,
evitando que sc creen la condiciones propicias para la
proliferacion de /1. capsulatum. Por otra parte, el tiempo
de trabajo en la granja avicola de los individuos del
estudio pudiera haber influido en este resultado, pucs el
75% de los trabajadores del grupo 1 habian permanecido
por un periodo de menos de un ano laborando en ésta,
y de ellos, el 46% era del grupo de mayor ricsgo por
trabajar directamente con la aves. El hallazgo de casos
positivos a la prueba de histoplasmina en dos individuos
sin exposicién profesional actual, pudiera estar relacio-
nado con las caracteristicas de esta provincia, eminen-
temente rural, por lo que la no exposicién a /.
capsulatim resulta dificil de precisar.

SUAREZ ct al. obtuvieron un 28,8% de positividad
entre trabajadores de granjas avicolas de la misma
provincia . Esta diferencia con respecto al 17,5%
obtenido por nosotros pudiera estar relacionada con la
cantidad de trabajadores encuestados (392 en el estudio
realizado por dichos autores), y quizds también por el
tiempo que llevaban trabajando en esta actividad.

La calidad de la histoplasmina es también un ele-
mento muy importante a tener en consideracidn al
cvaluar los resultados de las encuestas realizadas en
diferentes paises; el tipo de histoplasmina utilizada en
este estudio fue una més purificada que la utilizada por
SUAREZ et al.. Debido a la complejidad antigénica de
H. capsulatum y a la no uniformidad en su elaboracién,
no todos los extractos histoplasminicos que se utilizan
tienen la misma calidad, por lo que la potencia
antigénica de cada lote debe ser probada previamente en
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animales infectados y en humanos con reactividad
cutanea conocida, ya que hasta el momento no existen
criterios fisico-quimicos para su evaluacién €.

La no aparicién de banda M en 1a IDD de la primera
muestra de suero de los casos con prueba de
histoplasmina positiva nos indica un contacto previo,
aunque no reciente, con . capsulatum, ya que mientras
la respuesta celular puede permanecer positiva de por
vida, gencralmente los anticuerpos formados desa-
parccen antes de los tres anos después de la infeccion;
lo anterior confirma el valor de la prueba de histo-
plasmina en estudios epidemiolégicos * 2,

En trabajos realizados por KAUFMAN, después de
la aplicacion de la histoplasmina, sélo se encontraron
bandas M en ¢l 12% de individuos procedentes de ércas
endémicas, sin enfermedad pulmonar, los cuales habian
mostrado una intradermorreaccion positiva. Sin embar-
go, el mismo autor demuestra que estos resultados
pueden variar segtin el tipo de histoplasmina utilizada 7.
Por otra parte, KLITE encontré un 34% de sueros con
banda M en 32 personas con respuesta positiva a la
histoplasmina. Con ¢l uso de otras técnicas seroldgicas
(fijacién del complemento y hemaglutinacién) también se
han detcctado anticuerpos especificos en algunos individuos
que habian sido positivos a la histoplasmina >3 !,

Ha sido sciialado por otros autores que una Unica
dosis de histoplasmina no produce respuesta humoral en
individuos no sensibilizados, por lo que era de esperar
quc los casos histoplasmina-negativos, fueran también
negativos en las pruebas seroldgicas realizadas % '¢. No
ha sido precisado el tiempo en que demoran en aparecer
los anticuerpos inducidos por la prucba de histo-
plasmina, ni tampoco ¢l ticmpo en que permanecen los
niveles clevados en el suero. Segin CAMPBELL &
HILL, pucden aparecer entre cinco dias y un mes
despucs de realizada la prucba cutdnea y manternerse en
niveles clevados en el suero al menos por tres meses 3.

Ll analisis de estos resultados permite sefialar que
cn ambos grupos la aplicacion de la prueba intradérmica
de histoplasmina no produjo variacién en los niveles de
anticuerpos detectables por ELISA e IDD.

No se encontr6 en la literatura consultada otros
estudios relacionados con la utilizacién de ELISA en
grupos de riesgo, ni tampoco ha sido sefialada anterior-
mentce la posible influencia de una prueba de
histoplasmina en los niveles de anticuerpos anti-A.



FERNANDEZ-ANDREU, C. M.; CADRE-RATON, A. M.; MARTINEZ MACHIN, G.; LLOP HERNANDEZ, A. & SUAREZ HERNANDEZ, M. -

Relacion entre la prueba intradérmica de histoplasmina y los niveles de anticuerpos detectables por ELISA e inmunodifusion.

S. Paulo, 36 (1):83-87, 1994.

Rev. Inst. Med. trop.

capsulatum detectados por ELISA. El presente estudio
puede contribuir a la mejor interpretacion de los resul-
tados obtenidos mediante esta técnica serolégica y con-
firma el valor de las prucbas serolégicas en el diagnds-
tico y pronoéstico de la histoplasmosis pero no para
estudios epidemioldgicos.

SUMMARY

Relationship between histoplasmin skin test and
Histoplasma capsulatum antibody levels detected
by ELISA and immunodiffusion tests.

A prospective study was carried out in two groups
of individuals: a group 1 (n=40) included workers from
a poultry farm, with potencial occupational risk of ex-
posure to Histoplasma capsulatum, cthiologic agent of
histoplasmosis, and a group 2 (n=16), persons without
occupational risk of exposure to the agent. Histoplasmin
skin test was performed in both groups, and three sera
were obtained from each individual: 1) before skin test
was done, 2) 30 days after, and 3) 180 days after it. In
both groups the histoplasmin skin test, even when the
test was positive, was not a sufficient antigenic booster
to provoque an increase in the f. capsulatum antibody
levels capable to be detected by the serologic tests used
(ELISA and Double Immunodiffusion). These results
contribute to improve the interpretation of ELISA test
values in the diagnosis of histoplasmosis.
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