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PRUEBA DE ELISA INDIRECTA DEL LISADO TOTAL DE Bartonella bacilliformis

PARA EL DIAGNOSTICO RAPIDO DE LA ENFERMEDAD DE CARRION

Elizabeth Anaya'?, Giovanna Mendoza'-?, Lourdes Garcia-Uscamayta'?, Ysabel Fernadez"®

RESUMEN

Se elaboro y estandarizé una prueba de ELISA indirecta con el lisado total de Bartonella bacilliformis procedentes de una cepa ATCC y
de un aislamiento clinico. Se seleccionaron 86 sueros de pacientes con diagndstico confirmado de enfermedad de Carrién por frotis y
cultivo, 51 sueros negativos de pacientes de zonas no endémicas y 32 sueros de pacientes con diagnostico serolégico confirmado para
otras enfermedades bacterianas como brucelosis, leptospirosis, sifilis y Rickettsiosis. Se encontré una sensibilidad de 68,6% (1C95%:
58,2-79,0%), especificidad de 94,1% (86,7-100%), valor predictivo positivo de 95,2% (89,0-100%) y valor predictivo negativo de 64,0%
(54,3-71,2%), con una reaccién cruzada con otras etiologias bacterianas de 78,1% (25/32). Esta no es una prueba idénea para ser usada
como herramienta diagnéstica para la Enfermedad de Carrion, se debe continuar los estudios hacia la busqueda de una prueba rapida
con mayor sensibilidad.
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INDIRECT ELISA OF Bartonella bacilliformis TOTAL LYSATE FOR QUICK
DIAGNOSIS OF CARRION DISEASE

ABSTRACT

Was developed and standardized an indirect ELISA test with the total lysate of Bartonella bacilliformis from an ATCC strain and a clinical
isolation. We selected 86 sera from patients with confirmed diagnosis of Carrion disease by smear and culture, 51 sera of negative patients
for non-endemic areas and 32 sera from patients with confirmed serological diagnosis for other bacterial diseases such as brucellosis,
leptospirosis, syphilis and Rickettsiosis. We found a sensitivity of 68.6% (95%Cl: 58.2-79.0%), specificity of 94.1% (86.7-100%), positive
predictive value of 95.2% (89.0 -100%) and negative predictive value of 64.0% (54.3-71.2%), with a cross-reaction with other bacterial
aetiologies of 78.1% (25/32). This is not a recommended test to be used as a diagnostic tool for Carrion disease, is continuing studies

toward finding a quick test with greater sensitivity.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Carrién es una infeccion autoctona del
Peru, causada por Bartonella bacilliformis, es transmitida
principalmente por el mosquito Luztzomya verrucarum M. La
enfermedad se caracteriza por tener tres fases; fase anémica,
que se caracteriza por la anemia severa y la presencia de
fiebre; el periodo intercalar, donde persiste la anemia pero la
fiebre desaparece y la fase eruptiva, donde aparece la erupcion
acompafada de sintomas leves como malestar general,
cefaleas, etc (-9,

La sospecha clinica de Enfermedad de Carriéon se confirma en
el Peru por aislamiento en agar sangre base columbia, lectura
de laminas o frotis sanguineo, las cuales detectan a la bacteria
con una limitada sensibilidad . Sin embargo, un inadecuado
diagnéstico clinico, la deficiente conservacion de muestras en
su traslado a los centros de referencia o la muerte del paciente
antes de tomar la muestra, disminuyen la sensibilidad de los
métodos o impiden la realizacion de dichas pruebas.
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En otros paises circulan otras especies de Bartonella y cuentan
con técnicas seroldgicas estandarizadas entre las cuales se
pueden mencionar la inmunofluorescencia indirecta (IFI), ELISA
y Western blot ®-). En Pert también circulan algunas de éstas
especies (B. henselae y B. quintana) y en mayor proporcion la
B. bacilliformis, sin embargo; aun no se cuenta con pruebas
serolégicas como herramientas de diagnostico en los centros
de primer nivel de atencion.

El Western blot es una técnica altamente sensible y especifica
pero implica métodos complejos y caros, dificiles de manejar
en laboratorios regionales, en contraste con la técnica de
ELISA, que es altamente sensible y de menor especificidad, de
bajo costo y de facil implementacion. En nuestro pais se han
realizado pocos estudios de para establecer la dinamica de la
infeccion en zonas endémicas, porque no hay una prueba rapida
y estandarizada para B. bacilliformis que sea suficientemente
sensible para realizar este tipo de estudios %),
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La deteccién de anticuerpos de B. bacilliformis a partir de
sueros, constituiria una prueba rapida de enorme utilidad para
el diagndstico de ésta enfermedad de importancia publica en
nuestro pais. En éste trabajo notificaremos la sensibilidad y
especificidad de un método ELISA empleando antigeno crudo
total de B. bacilliformis.

EL ESTUDIO
SUEROS

En julio del afio 2006 se colectaron 86 sueros de pacientes
con Enfermedad de Carrion procedentes del distrito de Caraz,
Ancash, con diagndstico confirmado por frotis en sangre
periférica o cultivo en el Laboratorio de Metaxénicas Bacterianas
del Instituto Nacional de Salud (INS) en Lima, Peru.

Se seleccionaron como controles negativos 51 sueros de
la seroteca del Laboratorio de Metaxénicas Bacterianas, de
personas sinantecedente clinico-epidemioldgico de Enfermedad
de Carrion, con frotis y cultivo negativo a Bartonella bacilliformis
procedentes de Loreto, Madre de Dios, Junin, Piura y Lima.

Adicionalmente se usaron 32 sueros de pacientes con
diagndstico seroldgico confirmado para otras enfermedades
bacterianas como Brucelosis, leptospirosis, sifilis y Rickettsiosis
provenientes de la seroteca del INS

CEPAS O ANTIGENOS

Dos cepas de B. bacilliformis, una procedente de un aislamiento
(1155-INS) confirmada por cultivo y técnicas moleculares y la
cepa de B. bacilliformis del American Type Culture Collection
(ATCC 35685) fueron cultivadas en medio bifasico agar sangre
base Columbia suplementado con 10% sangre de carnero
desfibrinada como fase sélida y RPMI como fase liquida *,
se realizaron subcultivos en diez placas con agar sangre base
Columbia, incubadas a 28 + 1 °C y cosechadas entre el séptimo
y décimo dia.

Las colonias de B. bacilliformis fueron resuspendidas en
buffer PBS a pH 7,4. Cada cepa fue cosechada y lavada por
centrifugacion a 2500 rpm por cinco minutos con buffer PBS
a pH 7,4 por tres veces. El pellet fue resuspendido en buffer
hepes pH 7,4 (10 y sometido a lisis mediante sonicacion a 0,8
mA, 20 Kz durante un minuto por cinco veces con intervalos de
un minuto, el antigeno total lisado se mantuvo en condiciones
de refrigeracién durante todo el procesamiento de lisis ('").
Finalmente se sometié a dos lavados por ultracentrifugacion de
32 700 rpm por 60 minutos ("9, El pellet obtenido fue finalmente
resuspendido en agua destilada estéril a partir del cual se
realizé el dosaje de proteinas por el método de Lowry.

Para elegir la dilucién de antigeno apropiada se obtuvo 510 ug/
mL de concentracion proteica con una produccién en masa de
antigeno de Bartonella bacilliformis del American Type Culture
Collection (ATCC 35685) y cepa 1155-INS.

ENSAYO INMUNOENZIMATICO
De cada concentracion de antigeno total de B. bacilliformis,
se preparo diluciones con solucion PBS a pH 7,2-7,4 para

obtener concentraciones finales de 1/100, 1/200 y 1/400
equivalentes a 5, 2,5 y 1,25 ug/mL respectivamente, las que
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Tabla 1. Titulacién del antigeno y conjugado a diferentes
concentraciones de suero'.

Diluciones del suero

Diluciones

1/200 1/100 1/50
Del antigeno
1/100 5,07 7,08 11,47
1/200 7,99 9,23 12,67 *
1/400 7,26 9,52 12,22
Del conjugado
1/3000 4,69 3,09 5,60
1/6000 7,99 9,23 12,67 *

T Los resultados estan expresados en ratios (OD del suero positivo
entre OD del suero negativo). (*) Valor de ratio mas alto.

fueron impregnadas en cada pocillo de las tiras ELISA fondo
plano (Inmulon®) con 100 uL de cada dilucidon de antigeno e
incubandolas por toda la noche a 4 °C.

Utilizando un lavador de microplacas (Labsystem modelo
Multiwash 1) las tiras ELISA fueron sometidas al proceso de
lavado por cinco veces con solucion PBS a ph 7,2-7,4 mas
0,05% de Tween 20 (Sigma®). En la fase de bloqueo se uso
100 pL para cada pocillo de soluciéon PBS ph 7,2-7,4 mas 3%
de skim milk (Difco Laboratories®) por una hora a 37 °C. Se
lavé y conservo las tiras de ELISA bloqueadas a -20 °C hasta
Su uso.

Se prepararon tres diluciones de cada suero (1/50, 1/100 y
1/200) en solucién PBS a pH 7,2-7,4 y se agregd 100 pL en cada
pocillo, se dejé en incubacién a 37 °C por una hora (1°12), Se lavé
las tiras ELISA 'y se afiadi6 a cada pocillo 100 pL de conjugado
IgG anti-humano unido a la enzima peroxidasa (Sigma®)
preparado en PBS a pH 7,2-7,4 en concentraciones de 1/3000
y 1/6000, se dejo incubar a 37 °C por 30 minutos. Realizado el
proceso de lavado, se adicioné 100 uL de soluciéon cromoéfora
ABTS (Calbiochem®) e incubd por 30 min a 37 °C. Finalmente
se agreg6 100 pL de solucién de parada SDS al 1% y se realizé
las lecturas con un lector ELISA (Thermolabsystems®) con
filtro de 405 nm Yy filtro referencial de 630 nm.

TITULACION DEL ANTIGENO Y DEL CONJUGADO

Se probaron tres diferentes diluciones seriadas (Tabla 1), de las
cuales se obtuvieron valores de densidad éptica (DO) del suero
positivo y del suero negativo. Se determind la mejor dilucion
dividiendo el valor del DO del suero positivo entre el valor del
OD del suero negativo, con el fin de obtener una valor (ratio)
que represente la dilucion optima a la cual el valor del OD del
positivo se separa mas del valor del OD del negativo. Ademas
se probaron estas diluciones a distintos diluciones del suero
positivo y del suero negativo. De ésta manera se hallé que la
dilucion éptima del antigeno fue 1/200 con un ratio de 12,67 a
una dilucién de suero de 1/50 y del conjugado fue de 1/6000
con un ratio de 12,67 (Tabla 1).

DETERMINACION DE SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD

Después de encontrar la dilucién optima del antigeno, del
suero, y del conjugado se procesaron los sueros controles y
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casos y se hallé el punto de corte en 0,1 considerando la media
de los controles mas dos desviaciones estandar.

Obtenidas las lecturas, se procedié a analizar los datos
para calcular los valores de especificidad, sensibilidad, valor
predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN)
de la prueba con su intervalo de confianza al 95%, usando el
paquete estadistico Epidat 3.1.

La prueba rapida ELISA indirecta para detectar anticuerpos y
estandarizada en este estudio (Tabla 2) presentd una aceptable
especificidad (94,1%; 1C95%: 86,7-100%) y VPP (95,2%;
IC95%: 89,0-100%), con una baja sensibilidad (68,6%; 1C95%:
58,2-79,0%) y VPN (64,0%; IC95%: 54,3-71,2%). Se encontro
una reaccion cruzada con otras etiologias bacterianas de 78,1%
(25/32), principalmente con Brucelosis y leptospirosis.

DISCUSION

Pruebas de laboratorio como inmunofluorescencia (IFA),
hemaglutinacion indirecta (HAI) y ELISA para la deteccion de
anticuerpos de Bartonella bacilliformis han sido desarrolladas
(13.14) 'y utilizadas en estudios epidemiolégicos de areas
donde la Enfermedad de Carrién es endémica, sin embargo;
su sensibilidad y especificidad no han sido determinadas y
aun no existen apropiadas pruebas comerciales.

En este trabajo, se empleé en la prueba ELISA el antigeno
total de B. bacilliformis preparado a partir de cultivos en agar
Columbia suplementado con 10% sangre de carnero desfibrinada
a diferencia de lo reportado por Knobloch y Chamberlin (1314
quienes emplean sangre humana desfibrinada al 5% y antigeno
producido en células Vero. La preparacion del antigeno se
realiz6 siguiendo una modificaciéon de lo sefialado por Chomel
y Céspedes ('™ a fin de optimizar la prueba como lo reportado
por otros autores 2. Sin embargo, la sensibilidad obtenida
fue mucho menor a lo reportado por Regnery et al. (® quienes
al utilizar para B.henselae las proteinas de membrana externa
como antigeno obtienen 88% de sensibilidad y 94% especificidad
para una prueba IFA 'y una sensibilidad y especificidad de 94,1y
99,2% respectivamente para deteccion de anticuerpos IgM y de
86,2 y 95,9% respectivamente para IgG.

Maguifia et al. (19 describen un ELISA para B. bacilliformis con
89% sensibilidad en casos de enfermedad aguda y 100% en
casos con enfermedad crénica, mientras que nuestra prueba
de ELISA demostrd una sensibilidad de 68,6 de especificidad
en casos agudos. La especificidad para la determinacion
de anticuerpos con antigeno crudo de Bartonella deberia
ser confirmada con otras pruebas como inmunoblot o
inmunoprecipitacion (2,

Tabla 2. Evaluacion de la prueba de ELISA con lisado total de
B. bacilliformis para el diagnéstico de Enfermedad de Carrion.

Enfermedad de Carrion*

ELISA Total
Enfermos Sanos
Positivo 59 3 62
Negativo 27 48 75
Total 86 51 137

*

Los casos fueron confirmados con frotis sanguineo o cultivo positivo
a B. bacilliformis.

Uno de los mayores problemas de la prueba ELISA es la
reaccion cruzada, tal como se observo en el presente trabajo
frente a sueros con brucelosis y leptospirosis principalmente.
En 1985, Knobloch ('® no observé reactividad cruzada en la
prueba ELISA para B. bacilliformis; sin embargo, en 1988 el
mismo autor (" reporté que el antigeno crudo de Bartonella
aplicado a una ELISA reacciona con anticuerpos anti Chlamydia
psitacii. Posteriormente, se describe una prueba inmunoblot
empleando antigeno total sonicado para B. bacilliformis con
94% sensibilidad en enfermedad crénica 'y 70% en enfermedad
aguda, mostrando una reaccién cruzada principalmente con
Brucellosis (), tal como se observé en este trabajo.

La prueba rapida ELISA indirecta para detectar anticuerpos y
estandarizada en este trabajo no es una prueba idénea para
ser usada como herramienta diagnodstica para la Enfermedad
de Carrion ya que a pesar de su aceptable especificidad
(94,1%) presentd una baja sensibilidad (68,6) y VPN (64,0).
Teniendo en cuenta la importancia de esta enfermedad en el
Per0, el INS continuara los estudios hacia la busqueda de una
prueba rapida con mayor sensibilidad para ser aplicada como
herramienta diagnostica y que nos permita detectar anticuerpos
antibartonela ('),
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