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INTRODUCCION

La bartonelosis es una infeccion cau-
sada por bacterias del género Bartonella,
responsable de multiples manifestacio-
nes clinicas, dependiendo de la especie
y del estado inmunoldgico del paciente,
ocasionando infecciones tanto en huma-
nos como en animales domésticos vy sil-
vestres 42,

Hasta inicios del afio 1990, el género
Bartonella tuvo una sola especie, B. ba-
cilliformis. La posterior identificacion de
otras especies de Bartonella como agen-
tes causantes de enfermedades como el
arafiazo de gato, angiomatosis bacilar y
fiebre de las trincheras, ha dejado en evi-
dencia su importancia como patdégenos
humanos @,

B. bacilliformis es el agente causal de la
enfermedad de Carridn, la cual es endémica
y reemergente en el Per, limitada a ciertas
regiones del ande peruano y algunos focos
en Ecuador y Colombia ®#. Se transmite por
la picadura del mosquito Lutzomyia verruca-
rum, cuya distribucion altitudinal va de los
900 a los 3000 msnm ©),

En el Pery, la enfermedad de Carrion
es endémica en los departamentos de
Lima, Ancash, La Libertad, Piura, Caja-
marca, Amazonas, Huancavelica, Ayacu-
cho y Cusco, siendo el humano el Unico
reservorio de B. bacilliformis ©. Se han
documentado brotes de la enfermedad
de Carrién en zonas no endémicas, evi-
denciando ser una enfermedad reemer-
gente con potencial de expansion geo-
grafica ).

Los métodos de diagndsticos actuales
de la enfermedad de Carrién en nues-
tro medio se basan en los antecedentes
epidemioldgicos, las manifestaciones
clinicas, el frotis sanguineo coloreado
con Giemsa o Wright y el aislamiento del
agente patégeno mediante hemocultivo.
En zonas endémicas, el método de elec-
cién en la fase aguda de la enfermedad
es la observacién al microscopio de fro-
tis sanguineos coloreados en busca de
eritrocitos con bacilos intracelulares. El
método es poco sensible (24%-36%),
aungue revela una alta especificidad
(96%) “®). En la etapa cronica de la en-
fermedad, la deteccion bacteriana en las
verrugas tiene una menor sensibilidad

(10% o menos) ®. Por otro lado, el cultivo
de B. bacilliformis requiere de un tiempo
prolongado de incubacién, es laborioso,
tiene escasa sensibilidad, y requiere de
cierta experticia en su preparaciény en la
conservacion de la esterilidad del medio
de cultivo @,

Una alternativa al frotis sanguineo y
hemocultivo es el uso de métodos mole-
culares, entre los que destaca la técnica de
reaccion en cadena de polimerasa (PCR),
gue mostré ser mas sensible que los fro-
tises sanguineos 101 y el cultivo Y, Sin
embargo, debido a los altos costos de los
equipos y la necesidad de contar con un
entrenamiento especializado para su eje-
cucion, es dificil su implementacién en las
zonas endémicas alejadas de los centros
urbanos. Recientemente, la amplificacion
isotérmica mediada por bucle parece ser
una técnica promisoria para el diagndsti-
co de la enfermedad de Carridn, no solo
por su sensibilidad, sino por su rapidez y
requerir un menor equipamiento que las
pruebas de PCR convencionales 12,

El diagnostico de la enfermedad de
Carrion mds utilizado en nuestro me-
dio es el seroldgico, predominando las
pruebas de inmunofluorescencia indi-
recta (IFI) ®31%, prueba de ELISA (131518 y
Western blot 7). A pesar de sus innega-
bles ventajas, las pruebas primarias son
costosas, requieren un largo tiempo para
obtener un resultado, necesitan equipo
especializado y personal entrenado para
su ejecucion e interpretacion. Ademas,
una de las limitaciones de estas pruebas
seroldgicas primarias es que no cuentan
con un buen antigeno definido. Los dis-
tintos antigenos evaluados como el BB65
(GroEL), 75kDa (FtsZ), 43 kDa, fla o Pap31
(HbpA), principalmente en las pruebas de
ELISA, han revelado resultados poco sa-
tisfactorios ®.

La prueba de contrainmunoelectrofo-
resis (CIEF) es una técnica de inmunopre-
cipitacién que utiliza antigenos puros o
totales, y permite la rapida deteccién de
anticuerpos o antigenos microbianos solu-
bles en una variedad de fluidos corporales
y tejidos. Otras ventajas de la CIEF son: la
obtencién de resultados en corto tiempo,
el uso de un pequefio volumen, la simpli-
cidad del procedimiento y el requerir un
minimo equipamiento ¥, El objetivo del

presente estudio fue determinar la sensi-
bilidad y especificidad de la CIEF utilizan-
do un antigeno sonicado obtenido de una
cepa de Bartonella sp., para detectar anti-
cuerpos contra la bacteria comparado con
el cultivo como estandar de referencia.

METODOS

Disefio del estudio

Se realizd un estudio de evaluacion de
pruebas diagndsticas. El disefio muestral
fue por conveniencia, se seleccionaron
sueros de pacientes con diagnostico cli-
nico y bacteriolégico de enfermedad de
Carrién del repositorio de sueros del La-
boratorio de la Enfermedad de Carridn
del Instituto de Medicina Tropical “Daniel
A. Carrién” (IMT/DAC), de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM).

Muestra

Para el estudio se seleccionaron 60
sueros de pacientes con diagnostico cli-
nico y bacteriolégico (examen de frotis y
cultivo) de bartonelosis del repositorio de
sueros del Laboratorio de la Enfermedad
de Carrién del IMT/DAC. Cada suero esta-
ba en un criovial y fue guardado a-20 °C.

Para evaluar la reaccién cruzada po-
tencial, se consideraron 54 muestras de
sueros de personas con otras infecciones,
de las cuales 21 fueron de pacientes con
fiebre tifoidea, 14 con brucelosis, 6 con
enfermedad de Chagas, 3 con sffilis, 3 con
toxoplasmosis, 2 con fasciolosis, 1 con
hidatidosis, 1 con paragonimiasis, 1 con
cisticercosis, 1 con himenolepiasis nanay
1 con aspergilosis.

Nueve sueros de personas sanas fue-
ron obtenidos del repositorio de sueros
del Laboratorio del Programa Especial
de Bartonelosis Humana del IMT/DAC
— UNMSM, sin antecedentes de viaje a
zona endémica, o de haber padecido de
bartonelosis.

Se incluyo en el estudio a aquellas per-
sonas que dieron su consentimiento infor-
mado escrito para uso futuro de muestras.

Cepas bacterianas y condiciones del
cultivo

Se realizaron subcultivos de un aislado
de Bartonella sp. proveniente de un cultivo
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positivo de un paciente con diagndstico
clinico de enfermedad de Carrién (IMT/
DAC 162-13/oct-2015). Estos subcultivos
se realizaron en medio bifasico *¥ con y
sin componentes sanguineos de carnero
(glébulos rojos y plasma), y sin antibidticos.
La prueba de pureza de la cepa bacteriana
se determind mediante la observacion al
microscopio del frotis coloreado con Leish-
man. El cultivo puro fue cosechado, lavado
y almacenado a-20 °C hasta ser sonicado.

Obtencion del antigeno bacteriano

Las colonias de Bartonella resuspen-
didas en el tampon salino fosfato (PBS)
pH 7,2 fueron lavadas por 2-3 veces
mediante centrifugacién a 3000 rpm a
4°C. La separacion final del sedimento
bacteriano se realizd mediante filtracion,
con ayuda de filtros Millipore de 0,45 um.
Previo a la sonicacion, a la masa bacteri-
ana se le adicion6 azida de sodio a la con-
centracién final de 1/5000, y se ajusto su
concentracion al patron de turbidez de
0,5 de la escala de Mc Farland.

La sonicacién de la masa bacteriana
se realizd de tres formas diferentes: 3
ciclos de un pulso de 1 minuto de soni-
cacion en periodos de 2 minutos de des-
canso 7, 5 ciclos de un pulso de 1 minuto
de sonicacion en periodos de 1 minuto de
descanso 9, y 20 ciclos de un pulso de
20 segundos de sonicacion en periodos
de 10 segundos de descanso. Todas las
sonicaciones se realizaron a 22,5 KHz de
frecuencia, con intensidad de onda de 6,5,
y los descansos de los sonicados fueron en
bafio de hielo. La masa bacteriana sonica-
da fue centrifugada a 14000 rpm por 15
minutos a 4°C, eliminandose el sedimento
y obteniéndose el sobrenadante, el cual
fue almacenado en pequefios volumenes
a-20 °C hasta su uso. Al sobrenadante del
sonicado se les realizé el dosaje de protei-
nas por el método de Lowry 29,

Electroforesis en gel de poliacrilamida
con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE)

Se realizd la electroforesis de protei-
nas en gel de poliacrilamida con dodecil
sulfato sddico mediante el método de
Laemmli, ?Y'usando un gel de separacion
de poliacrilamida del 12% y un gel de
concentracion al 5%. La muestra antigé-
nica fue separada en una cdmara electro-
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forética Biometra Standard Power pack
P25 (Labgene Scientific SA, Suiza), a 95 V
para el gel de concentraciény 125V para
el gel de resolucién. El peso de las protei-
nas de la mezcla antigénica fue estimado
mediante el uso de un estandar de peso
molecular (Perfect protein Markers No-
vagen® Merck Millipore), con pesos mo-
leculares en el rango de 10-225 kDa. Los
geles fueron coloreados con Coomassie
Blue al 0,05%.

Contrainmunoelectroforesis

La prueba de CIEF se efectud de
acuerdo al procedimiento descrito por
Cornejo y col. (1993) @2, Las bandas de
precipitacion inespecificas se eliminaron
con citrato trisddico al 5% @3\, Las laminas
fueron después lavadas, secadas vy tefii-
das con Amido Black 10B (Merck) ?2.

Titulacién del antigeno de Bartonella

La titulacién del antigeno sonicado de
Bartonella se realizé usando un suero de
paciente (IMT/DAC 155-12/oct-2012),
conteniendo anticuerpos anti-Bartonella,
y proveniente de un paciente diagnosti-
cado con enfermedad de Carrién a nivel
clinico, microbioldgico y molecular. Para
su titulacién el antigeno fue empleado
sin diluir (1:1) y diluido en forma seriada
al doble en solucion salina amortiguada,
y enfrentado con el suero de paciente sin
diluir. El titulo del antigeno fue la inversa
de la maxima dilucion que produjo ban-
das de precipitacion nitidas.

Determinacion del tamafio y distancia
entre los pocillos, y volimenes de los re-
activos

Para la estandarizacién de la prueba
se evaluaron los tamafios de los pocillos
de 3, 4 y 5 mm, volimenes de los reacti-
vosde 12,21y 36 pL, y distancia entre los
pocillosde 3,4y 5 mm.

Evaluacion de los sueros

Los sueros humanos fueron evaluados
mediante la prueba de CIEF estandariza-
da, empleando el antigeno titulado.

Analisis de resultados

Para el analisis electroforético se
construyé la curva estandar utilizando
los valores de Rf y el logaritmo del peso
molecular de las proteinas estandar. Para
hallar los pesos moleculares de las pro-

teinas en estudio se interpold los datos
de los Rf de dichas proteinas en la curva
estandar construida.

La CIEF se considerd positiva cuando
se evidencié al menos una banda de pre-
cipitacién luego de la coloracién con el
colorante Amido Black.

Andlisis estadistico

Los célculos para la determinacion de
la sensibilidad, especificidad y valores
predictivos de la prueba se realizaron
de acuerdo a lo descrito por Fernandez
y col. @,

RESULTADOS

Se estudid un total de 60 muestras
de suero provenientes de pacientes con
diagnostico clinico y bacterioldgico de
bartonelosis. Los pacientes tuvieron en-
tre 3 y 76 afos de edad, con una edad
promedio de 42,4 afios y una desviacién
estandar de £ 16,3. El 70% (42) de los pa-
cientes fueron del sexo masculino y 30%
(18) fueron del sexo femenino, segun se
muestra en la tabla 1.

El cultivo bacteriano del aislado de
Bartonella (IMT/DAC 162-13/oct-2015)
reveld colonias tipicas del género. El fro-
tis de estas colonias coloreadas con el
colorante Leishman mostrd la presencia
de bacterias cocoides y cocobacilares. La
prueba de pureza de la cepa no mostré
contaminacion con otros microorganis-
mos bacterianos.

En uninicio, cuando se preparo el me-
dio de cultivo con componentes sangui-
neos de carnero (eritrocitos y plasma), la
suspension bacteriana obtenida, lavada
y sonicada, utilizada como antigeno en
la prueba de CIEF reveld resultados fal-
so positivos con 1/3 de los sueros pro-
venientes de personas sanas. Por esta
razon, se eliminaron los componentes
sanguineos de carnero para el cultivo de
la cepa bacteriana utilizada como fuente
de antigeno para la prueba.

La extraccién dptima de proteinas de
Bartonella sp. se obtuvo por sonicacion
de la masa bacteriana con 20 ciclos de
un pulso de 22,5 KHz, con intensidad de
onda de 6,5, en periodos de 20 segun-
dos de sonicacion por 10 segundos de
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descanso entre cada sonicacion, en bafio
de hielo, lo cual se comprobd cuando se
enfrentaron el antigeno obtenido con un
suero positivo.

La electroforesis en condiciones re-
ductoras (SDS-PAGE) del aislado de Bar-
tonella sonicado reveld tres bandas de
proteinas con pesos moleculares de 66.2
kDa, 74.5 kDay 97.3 kDa, respectivamen-
te, tal como se muestra en la figura 1.

La concentracion 6ptima del antigeno
bacteriano en la prueba de CIEF fue 0,64
mg/mL. Figura 2.

Al evaluar el tamafio vy la distancia op-
tima entre los pocillos, se encontré que el
didmetro vy la distancia entre los pocillos
que mejor revelaron un resultado positi-
vo fueron de 3 mm, y el volumen utiliza-
do para cada reactante fue de 12 plL.

Los sueros de 60 pacientes con diag-
nostico de enfermedad de Carridn fueron
evaluados mediante la prueba de CIEF, de

-

Figura 1. Analisis electroforético, SDS-PAGE
al 12%, del sonicado de la cepa de Bartonella
(IMT/DAC 162-13/0ct-2015), utilizada como
antigeno para la prueba de CIEF. Carril 1: las
bandas mostradas corresponden a proteinas
de 66,2 kDa, 74,5 kDa y 97,3 kDa; carril 2:
marcador de peso molecular.

)

()

Figura 2. Titulacion del antigeno bacteriano (IMT/DAC 162-13/oct-2015) utilizando el suero de
paciente (IMT/DAC 155-12/ oct-2012), con diagndstico clinico, microbioldgico y molecular de
enfermedad de Carrion. Se observa una banda de precipitacion nitida solo con el antigeno no diluido
(puro). La flecha superior indica la direccion del movimiento del antigeno (catodo- anodo).

los cuales 26 fueron positivos (Figura 3)
y 34 fueron negativos (Tabla 2). La prue-
ba fue positiva en el 44% (19/43) y en el
41% (7/17) de los sueros de pacientes en
fase aguda y crénica de la enfermedad,
respectivamente. La mayoria de los sue-
ros positivos revelaron solo una banda de
precipitacion. Los sueros de 54 pacientes
con otras infecciones fueron evaluados
mediante la prueba de CIEF para deter-

()

Figura 3. CIEF del suero (Ac) de pacientes
(i, ii, iii) con diagndstico bacterioldgico y
clinico de bartonelosis frente al antigeno
(Ag) sonicado de Bartonella sp. Se observa
una banda de precipitacién entre el suero
del paciente iii y el Ag, después de que la
ldmina fue coloreada. Se observan reacciones
negativas para los otros dos sueros evaluados,
i e ii. La flecha superior indica la direccion del
movimiento del antigeno (catodo- édnodo).

minar la especificidad de la prueba, de
los cuales solo el suero proveniente de
un paciente con hidatidosis fue positivo,
siendo el resto de los sueros negativos.
Asimismo, los sueros de 9 personas sanas
fueron negativos para la misma prueba
(Tabla 2).

La prueba de CIEF revelé una sensi-
bilidad de 43,3% y una especificidad de
98,4%. El valor predictivo positivo fue de
96,3% vy el valor predictivo negativo fue
de 64,6%.

Tabla 1. Caracteristicas demograficas de los
pacientes con diagndstico bacterioldgico vy
clinico de bartonelosis. Sueros del Laboratorio
de la Enfermedad de Carrion del IMT/DAC
UNMSM.

Variables N° (%)
Sexo

Masculino 42 (70)
Femenino 18 (30)
Edad (afios)

3-13 2(3)
14-24 10 (17)
25-35 8(13)
36-46 11 (18)
47-57 18 (30)
58-68 10 (17)
> 69 1(2)
Total 60 (100)
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Tabla 2. Resultados de la prueba de CIEF con sueros de pacientes con diagndstico de bartonelosis, sueros de personas sanas y sueros de pacientes

con otras infecciones.

Pacientes con bartonelosis

Pacientes con otras

Crénica Personas sanas infecciones
CIEF positiva 19 7 0 1 27
CIEF negativa 24 10 9 53 96
Total 43 17 9 54 123
DISCUSION Las condiciones de cultivo de la bacte- molecular. En cambio, Mallqui y col. 17

En nuestro pais, la busqueda de nue-
vos métodos y técnicas de diagndstico de
la enfermedad de Carrién ha sido escasa,
a pesar de que B. bacilliformis es una bac-
teria dificil de cultivar y de identificar @, y
a la baja sensibilidad que revela el frotis
sanguineo coloreado con Giemsa ©, prin-
cipal método de diagndstico en las zonas
endémicas. Este interés no ha aumentado
a pesar de haberse descubierto que en el
Peru no solamente circula B. bacilliformis,
sino también otras especies de Bartonella
causantes de enfermedad en humanos,
como B. quintana, B. clarridgeiae, B. ro-
chalimae, B. ancashensisy B. henselae @),
pudiendo originar esta Ultima un cuadro
clinico similar al ocasionado por B. bacil-
liformis . Sin embargo, sigue siendo B.
bacilliformis el principal agente bacteriano
del género Bartonella que causa enferme-
dad en el Pert ®. Dado el riesgo potencial
de pérdida de vidas humanas por la infec-
cion por Bartonella, es necesario contar
con técnicas seroldgicas para un pronto
diagndstico de la enfermedad.

La CIEF es una prueba que ha sido usa-
da con éxito para el diagnostico seroldgico
y constituye una técnica relativamente
simple para detectar anticuerpos con-
tra una variedad de agentes patdgenos
(222627) | 3 prueba es rapida y sencilla de
realizar, requiere pequefios volumenes de
los reactivos y el antigeno debe ser solu-
ble. Este estudio demostrd que la prueba
posee una elevada especificidad para de-
tectar casos de infeccion por Bartonella,
pero es poco sensible incluso en la etapa
aguda de la enfermedad. Otras pruebas,
como la IFI @™ y el Western blot 7 han
revelado ser sensibles para el diagndstico
de la enfermedad de Carridn en esta etapa
de la infeccion.
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ria revelaron ser de extrema importancia,
debido a que cuando crecid en presen-
cia de plasma o sangre de carnero, estos
componentes se incorporaron al antige-
no y fueron la causa de reacciones falsas
positivas con sueros de personas sanas,
probablemente debido a la presencia
de antigenos heterdfilos 8. La obten-
cién del antigeno, libre de componentes
hematicos de carnero, por sonicacion,
fue sencilla y rapida. Dos estudios pre-
vios habian reportado la obtencién de
antigeno sonicado de B. bacilliformis y
SU Uso con éxito en pruebas seroldgicas
primarias 47 aunque las condiciones
de extraccion de las proteinas antigéni-
cas fueron diferentes.

El analisis del perfil proteico por SDS-
PAGE del extracto bacteriano sonicado
reveld tres bandas de 66,2, 74,5y 97,3
kDa. El aparente escaso numero de ban-
das detectadas se puede deber al mé-
todo de coloracién del gel empleado, el
Coomassie Blue, que es menos sensible
que la coloracién de plata . Knobloch
reportd la obtencion de seis proteinas
antigénicas especificas para sueros de
pacientes con enfermedad de Carridn
por inmunoblot, cuyos pesos molecula-
res fueron de 18, 26, 36, 48, 65y 75 kDa
29 Aungue son evidentes las diferencias
en el perfil proteico de ambas prepara-
ciones, también pareceria que hay ban-
das en comun o muy cercanas en peso
molecular. Es mas, el antigeno de 75 kDa,
considerado uno de los dos principales
antigenos de B. bacilliformis, debido a
que presenta fuerte reactividad en los
inmunoensayos, podria ser la banda de
74,5 kDa revelada en la SDS-PAGE. El uso
de un estandar de peso molecular de am-
plio rango (10-225 kDa) pudo afectar la
precision de la determinacién del peso

reportaron siete antigenos inmunoreacti-
vos de bajo peso molecular identificados
por Western Blot, entre 13-42 kDa, de los
cuales dos fueron especificos para la en-
fermedad de Carrion en fase cronica, los
antigenos de 17 y 18 kDa.

La concentracién 6ptima del antigeno
de 0,64 mg/mL utilizada en la CIEF fue
menor a la reportada por Diaz y col. Y,
quienes usaron 1 mg/mL para detectar
anticuerpos anti-Brucella. Esta menor
concentraciéon de antigeno requerida
para detectar anticuerpos contra Barto-
nella puede reflejar un contenido enri-
quecido de proteinas especificas obte-
nidas por sonicacién y reveladas en la
SDS-PAGE.

En relacién al diametro de los poci-
llos, la distancia entre ellos y el volumen
del antigeno y de los sueros utilizados,
fueron similares a los reportados por
Cornejo y col. ??, lo que hace a la CIEF
una prueba versatil, dado que se puede
adaptar para detectar anticuerpos contra
bacterias y parasitos; y econdmica, por-
que emplea pequefios volumenes de los
reactantes.

La CIEF revel6 43,3% de sensibilidad para
los casos de la infeccidon por Bartonella sp.,
un valor superior al 27,8% y 33,7% obteni-
do por HAI e IFl, respectivamente, repor-
tado por Knobloch y col. ®3 con sueros de
pacientes con enfermedad de Carrién. Solo
la prueba de ELISA, el inmunoblot y la IFI
aplicados para el diagndstico seroldgico de
la enfermedad de Carridn, con antigeno de
esta especie de Bartonella, han mostrado
mayor sensibilidad. Para el ELISA, Knobloch
y col. ®), Anayay col. ¢y Padilla y col. ®? re-
portaron una sensibilidad de 54,8%, 68,6%
y 70,4%-85,2%, respectivamente; mientras
gue para el inmunoblot la sensibilidad re-
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portada por Mallquiy col. fue de 70% “7, un
valor similar alcanzado por la IFI reportada
por Chamberliny col. 4.

La falta de una moderada o elevada
sensibilidad de la CIEF podria tentarnos
a afirmar que se debe a que los sueros
provienen en su mayoria (72%, 43/60) de
casos en fase aguda de la enfermedad,
porque se ha demostrado que cuando
se evallan sueros en la etapa crénica, la
sensibilidad de las pruebas seroldgicas
como la IFl y el inmunoblot superan el
92% de sensibilidad 47, Sin embargo,
cuando se compard la positividad de la
CIEF considerando la fase de la enferme-
dad se encontrd que fue similar (44% en
fase aguda versus 41% en fase cronica),
lo cual significa que esta explicacion es
insatisfactoria. Una mejor explicacion de
la baja sensibilidad de la CIEF se debe a
gue necesita un elevado nimero de com-
plejos antigeno-anticuerpo para tornarse
positiva, dado que se trata de una prueba
secundaria, en contraste con las pruebas
primarias como el ELISA, la IFl y el inmu-
noblot, que por lo general son mas sen-
sibles y requieren menos complejos in-
munitarios para ser positivas. Asimismo,
se desconoce si todas las proteinas de
la suspension sonicada migran al anodo,
de no ocurrir le restaria sensibilidad a la
prueba.

En este estudio, el 98% de los sueros
provenientes de personas sanas o que no
estaban infectadas por Bartonella fueron
seronegativos, indicando que la especi-
ficidad de la CIEF es lo suficientemente
alta como para ser usada conjuntamente
con una prueba seroldgica sensible para
el diagndstico de bartonelosis. La Unica
muestra de suero que originé un resulta-
do positivo falso provino de un paciente
con hidatidosis, y no fue posible estable-
cer la razén de este inesperado resulta-
do. La prueba de ELISA desarrollada por
Anaya y col. 9 presentd baja sensibilidad
y su especificidad, considerando no solo
los sueros de personas sanas sino tam-
bién los sueros de personas con otras
infecciones bacterianas, fue de 69,8%, lo
gue no permite su empleo como prueba
diagnostica. Asimismo, el inmunoblot
para el diagndstico de la enfermedad de
Carrion desarrollado por Malqui y col. 7
fue 100% especifico para los sueros con-
trol negativos, provenientes de personas

sanas, pero fue solo 79% especifico para
los sueros de pacientes con otras infec-
ciones bacterianas, siendo Ilamativo un
34% de reacciones cruzadas con los sue-
ros de pacientes con brucelosis, una en-
fermedad prevalente en nuestro medio
3 Esta baja especificidad tanto del ELISA
como del inmunoblot, podria explicarse
por la presencia de antigenos no espe-
cificos en los extractos totales usados en
ambas pruebas, lo cual no ocurriria con
el antigeno bacteriano sonicado obteni-
do usado en la CIEF.

La prueba de CIEF estandarizada para
detectar anticuerpos contra Bartonella
es especifica de género, no reacciona con
el suero de pacientes con otras infeccio-
nes bacterianas evaluadas, incluyendo
brucelosis, pero los casos detectados en
este estudio corresponden Unicamente a
pacientes con sospecha de infeccion por
B. bacilliformis, la principal especie de
Bartonella que se reporta en el pais ©.

La limitacién mds importante del es-
tudio fue no haber podido comparar los
resultados de la CIEF con una prueba
seroldgica primaria, a fin de determinar
gue la falta de reactividad de los sueros
podria deberse a la falta de sensibilidad
propia de la prueba condicionada por la
presencia de antigenos que carecen de
migracion anddica y no a la ausencia de
anticuerpos, sea porque el paciente era
seronegativo o por su deterioro debido al
tiempo de almacenamiento. Otra limita-
cion a resaltar fue el uso de sueros de pa-
cientes con bartonelosis aguda o crénica
no confirmada por métodos moleculares,
lo que impide afirmar si la CIEF es géne-
ro o especie especifica. Asimismo, no se
evalud la especificidad de la prueba con
muestras de suero de pacientes infecta-
dos con Coxiella burnetti, Chlamydia tra-
chomatis y Rickettsia rickettsii, reporta-
das como causas de reaccidn cruzada con
B. henselae y B. quintana ®**), debido a
gue no se contaba con dichos sueros.
Ademds, la relativa baja concentracién
del antigeno podria haber afectado la
sensibilidad del ensayo, porque solo fue
capaz de dar resultados positivos cuando
no se diluyd.

En conclusion, este estudio ha mostra-
do una escasa sensibilidad de la CIEF para
detectar anticuerpos contra Bartonella

en pacientes con sospecha de infeccion
por B. bacilliformis. Sin embargo, es una
prueba con elevada especificidad, que
podria ayudar en el diagnéstico serolégi-
co si se usa conjuntamente con una prue-
ba sensible, como la IFl ™ o el Western
blot 7. Se requieren futuras investigacio-
nes para evaluar el antigeno bacteriano
sonicado obtenido en este estudio, en
otras pruebas serologicas como el ELISA
o el inmunoblot, con las cuales se podria
lograr la deteccién de un mayor nimero
de casos, y de esta forma evaluar su valor
como antigeno especifico.
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