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COMUNICACION CORTA

EVALUACION DE PRUEBAS DE ELISA E INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

PARA LA DETECCION DE ANTICUERPOS IgM CONTRA RICKETTSIOSIS

Elizabeth Anaya'-?, Cecilia Morén'?, Patricia Arias'?, Johann Chauca'-, Ratl Roman™¢

RESUMEN

Se evalud dos pruebas modificadas de ELISA e inmunofluorescencia indirecta (IF1) para la deteccion de IgM basadas en el lisado total de
Rickettsia akari para el diagnéstico de Rickettsiosis. Se usaron 55 sueros negativos, 100 sueros positivos confirmados por IFI IgG Total y
15 sueros con diagndstico confirmado para otras enfermedades bacterianas procedentes de la seroteca del Instituto Nacional de Salud.
La prueba de ELISA IgM tuvo una sensibilidad de 78,0%, especificidad de 80,0%, valor predictivo positivo de 87,6% y el valor predictivo
negativo de 66,7%, con una reaccién cruzada con otras etiologias bacterianas de 20% (3/15). La prueba de IFI IgM tuvo una sensibilidad
de 82,0%, especificidad de 91,7%, valor predictivo positivo de 94,3% y valor predictivo negativo de 75,3%, con una reaccioén cruzada de
13% (2/15). El método ELISA IgM no es una prueba util, a diferencia de la prueba IFI IgM que podria ser aplicada en el diagnéstico de
Rickettsiosis para estudios epidemioldgicos y de vigilancia en el Peru.

Palabras clave: Rickettsiosis; Prueba ELISA; Pruebas diagnésticas (fuente: DeCS BIREME).

ELISA AND INDIRECT IMMUNOFLUORESCENT ASSAYS EVALUATION FOR IgM
ANTIBODIES DETECTION AGAINST RICKETTSIOSIS

ABSTRACT

We evaluated two modified tests of ELISA and indirect immunofluorescence (IFI) for detecting IgM based on the total lysate of Rickettsia
Akari for Rickettsiosis diagnosing. 55 negative sera were used, 100 positive sera confirmed by IFI IgGTotal and 15 sera with a confirmed
diagnosis for other bacterial diseases from the serum of the Instituto Nacional de Salud (Lima, Pert). IgM ELISA test had a sensitivity of
78.0%, 80.0% specificity, positive predictive value of 87.6% and negative predictive value of 66.7%, and have a 20% (3/15) cross-reaction
with other bacterial aetiologies. The IFI IgM test had a sensitivity of 82.0%, specificity of 91.7%, positive predictive value of 94.3% and
negative predictive value of 75.3%, with a 13% (2/15) cross-reaction. The IgM ELISA test is not useful, unlike the IFI IgM test that could be

applied in diagnosing Rickettsiosis for surveillance and epidemiological studies in Peru. .
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INTRODUCCION

Las Rickettsiosis son un conjunto de enfermedades metaxé-
nicas causadas por bacterias del género Rickettsia, que son
cocobacilos Gram negativos, intracelulares obligatorios, trans-
mitidos por diferentes artrépodos como garrapatas, acaros,
piojos y pulgas. Las Rickettsias estan clasificadas en base a
las proteinas de superficie inmunodominantes rOmpAy rOmpB
(proteinas externas de membrana A y B) que permite la dife-
renciacion de dos grupos; el grupo de las fiebres manchadas
(SFG, spotted fever group) y el grupo tifus (TG, tifus group). El
gen que expresa rOmpA se ha identificado en casi todas las
especies del SFG y no se ha encontrado en el TG (-3,

La presentacion clinica de las Rickettsiosis del TG y sobre todo,
del SFG, es poco especifica, lo que puede llevar a confusion en
el diagnostico diferencial con otras infecciones que existen en
areas endémicas como dengue, leptospirosis, influenza, fiebre
tifoidea, Bartonelosis, etc. Los sintomas y signos del tifus y en
general de las demas Rickettsiosis son variados y dependen del
6rgano afectado asi como de la liberacién de citoquinas en el
torrente sanguineo. Fiebre, tos, cefalea, escalofrios, mialgias,
artralgias, anorexia, vomitos y dolor abdominal ocurren en dife-
rentes proporciones en los pacientes afectados por tifus. Otros

sintomas y signos incluyen la presencia de brotes cutaneos
maculopapulares, purpuricos y petequiales; y sintomas aso-
ciados con el SNC tales como convulsiones, ataxia, fotofobia;
hepatoesplenomegalia e ictericia, también se pueden presentar
en SFG (245 Todos estos sintomas son inespecificos y, por
tanto, el diagndstico preciso depende de la sospecha clinica y
epidemioldgica con la confirmacion por el laboratorio ©).

El Peru tiene zonas endémicas para tifus epidémico en la sierra
sur y central ®8) y se han encontrado zonas de transmision
del rickettsiosis del SFG en zonas de altura y de selva 2.
Sin embargo, debido al cuadro febril indiferenciado con el que
se presenta, y que ocurre en zonas endémicas de leptospiro-
sis, enfermedad de Carridn, dengue, entre otras, no suele ser
incluida como diagnostico diferencial, en parte por el problema
que implica su diagnéstico ©).

En el Pery, la confirmacion diagnéstica de los casos de
Rickettsiosis se realiza en el Instituto Nacional de Salud
usando la inmunofluorescencia indirecta (IFl) IgGTotal en
muestras seriadas, por lo que se requiere implementar técnicas
de deteccion de anticuerpos IgM para la captacion de casos
agudos y que puedan ser realizados en las zonas donde la
Rickettsiosis es endémica.

Laboratorio de Metaxénicas Bacterianas, Centro Nacional de Salud Publica, Instituto Nacional de Salud. Lima, Pert.
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Los anticuerpos IgM pueden ser detectados a partirde la primera
semana de fase aguda de la enfermedad, con procedimientos
altamente sensibles y especificos como IFl y ELISA (1314 | a
IFI es la prueba serolégica gold standar, que permite detectar
anticuerpos IgG, IgM o ambas, aunque no permite diferenciar si
las infecciones son por Rickettsias del SFG o del TG. La ELISA
de tipo indirecta es también util %8, pero la mayor complejidad
para su implementacion radica en la produccion del antigeno ©),
debido a que los métodos descritos, exigen la separacion
total de las Rickettsias de la célula huésped por métodos de
separacion con gradiente de densidad como renografina (1920,
los cuales son muy costosos para nuestra realidad.

Este mismo problema esta presente en la purificacién de varios
tipos de virus, es por eso que se han publicado técnicas basa-
das en centrifugaciones progresivas a diferentes gravedades,
las cuales logran separar parcialmente el virus del huésped eu-
carionte para luego usar este extracto purificado utilizado en
inmunoensayos como la prueba ELISA .

Si bien existen pruebas ELISA e IFI IgM para el diagnostico
de Rickettsiosis, aun no se ha probado con el antigeno total
y obtenido con otra forma de purificacién, lo cual reduciria
enormemente el costo de la prueba, lo cual serviria para reforzar
el diagndstico y la vigilancia de Rickettsiosis en el Peru, motivo
que es objeto de esta investigacion.

EL ESTUDIO
MATERIALES

Cepa. Se usé la cepa referencial de Rickettsia akari del Labora-
torio Referencial de la University Texas Medical Branch.

Sueros. Se seleccion6 100 sueros agudos (menos de un mes
de enfermedad) positivos de pacientes con Rickettsiosis de
diferentes areas geograficas del Pert de la seroteca del La-
boratorio de Metaxénicas Bacterianas del Instituto Nacional de
Salud (Lima, Peru). Todos fueron diagnosticados positivos para
anticuerpos IgTotal (IgM + IgG + IgA) contra al antigeno rickett-
sial con la prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFl) con un
aumento del titulo seroldgico al cuadruple del valor obtenido en
la primera muestra o un titulo > 1:256 en la etapa aguda ®. Los
sueros negativos (n = 55) fueron seleccionados de pacientes
que fueron negativos para IF| tanto para anticuerpos IgTotales
como para IgG contra antigeno rickettsial. Adicionalmente, se
seleccionaron 15 sueros de pacientes con otras enfermedades
bacterianas (Brucelosis, sifilis y leptospirosis) y negativos para
Rickettsiosis.

Conjugados. Se uso el conjugado anti-human IgM elaborado
en cabra ligado a peroxidasa (SIGMA) para la prueba ELISA
y el conjugado anti-human IgM elaborado en cabra ligado a
isotiocianato de fluoresceina-FITC (CALBIOCHEM) para la
prueba IFI.

PRODUCCION DE ANTIGENO RICKETTSIAL

Se utilizo cultivos celulares VERO incubados a 37 °C en frascos
para cultivo celular de 75 cm? (FALCON) con una monocapa
enriquecida al 80% con medio EMEM (medio minimo esencial
con sales de Earles, GIBCO) y 10% de suero bovino fetal (SBF).
Se retir6 el medio y se afiadié una suspensién de antigeno
Rickettsia akari reconstituida en un 1 mL de agua destilada

Figura 1. Efecto citopatico en cultivo de células VERO infectadas con
Rickettsia akari.

estéril y diluida 1:15 en buffer sucrosa - fosfato - glutamato
estéril. Se incub6 a 34 °C por una hora, agitando suavemente
cada 15 minutos y se agreg6 al medio EMEM con 5% SBF sin
antibiético e incubd a 34 °C por 7 a 10 dias ©. Se superviso
el cultivo con ayuda de un microscopio de luz invertida (CARL
ZEISS) hasta observar el efecto citopatico (ECP) en 90-100%
(Figura 1), se separd las células infectadas con tripsina (GIBCO)
y se centrifugé por 10 minutos a 5000 rpm, se recupero el pellet,
se resuspendio en PBS y se centrifugé nuevamente, repitiendo
el proceso dos veces mas ©). Finalmente el pellet se diluyé en
PBS 1X'y se realizé el conteo de células en microscopio de luz
invertida (400x) con camara de Neubauer.

El antigeno rickettsial crudo fue procesado segun Cruz et
al. @Y sin embargo, la ruptura celular fue realizada por
sonicacion con seis toques de diez segundos cada uno con
intervalos de diez segundos a 4 °C, se centrifugé a 2000 rpm,
separandose el sobrenadante para inmunofluorescencia
y determinacion de concentracion proteica por método de
Lowry. Se obtuvo 70,37 ug/mL de concentracion proteica con
una produccion en masa de antigeno de R. akari (se desconté
el peso de las células VERO tomando como referencia el
peso de un cultivo similar sin R. akari).

TITULACIONES DE ANTIGENOS, SUEROS Y CONJUGA-
DOS

Titulacion de antigeno. Se prepararon diferentes diluciones
de antigeno con PBS pH 7,2 y se utilizaron microplacas para
ELISA Polysorp (NUNC NALGENE) de 8 x 12 pocillos de fondo
plano, donde se dispenso6 100 L de las diluciones del antigeno.
Se incubaron 24 horas a 4°C (%8 Luego de la incubacion se
elimino el excedente de las diluciones y se guardé a -20 °C.

Titulacion del suero. Se diluy6 los sueros controles con PBS
Tween-20 al 3% de leche descremada. Las diluciones se
dispensaron 100 pL a cada pocillo. Se incubaron por 30 min a
37 °C y se lavo por seis veces (6).

Se probaron tres diferentes diluciones seriadas, de las cuales
se obtuvieron valores de densidad optica (OD) del pool de
sueros positivo y del pool de sueros negativos. Para determinar
la mejor dilucién se dividio el valor del OD del pool de sueros
positivos entre el valor del OD del pool de sueros negativos, y
obtener el valor (ratio) que represente la dilucion 6ptima a la
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cual el valor del OD del pool positivo se separa mas del valor
del OD del pool negativo. La dilucion éptima del antigeno fue
1/50 con un ratio de 3,27 con una dilucién de suero de 1/50
(Tabla 1).

Titulacion de conjugado. Se prepararon las diluciones con
buffer PBS Tween-20 al 3% de leche descremada, se incuba-
ron por 30 min a 37 °C y se lavaron seis veces, se agrego el
sustrato o-fenilendiamina con peroxido de hidrégeno diluido en
buffer citrato y se incubaron 15 min a temperatura ambiente (6,
Se agrego la solucién de parada con acido sulfdrico 1M y se
ley6é a 490 nm en un lector para ELISA ThermoLabsystem. Se
probaron dos diluciones diferentes, la dilucion éptima de conju-
gado fue 1:1000 con un ratio de 4,93 (Tabla 1)

EVALUACION DE PRUEBAS DIAGNOSTICAS

Inmufluorescencia indirecta IgM. Se descongeld las
laminas 30 minutos antes de realizar la prueba. Se diluy6 el
suero del paciente en buffer PBS 1:4, tomando un volumen
de esta dilucion y se diluyo 1:4 con el reactivo diluyente IgM
pretreatment (FOCUS), incubando a temperatura ambiente
por 15 min, luego se centrifugd y diluyd 1:4 con PBS mas
leche descremada 3% y se agregd 10 pL del suero diluido a
cada circulo de la lamina e incub6 en camara humeda a 37 °C
por 30 minutos. Se retir6 las laminas de la camara humeda y
se lavé tres veces con PBS a pH 7,2 por diez minutos cada
vez, dejando secar a temperatura ambiente por cinco minutos,
una vez seco se agregd 10 pL del conjugado (diluido 1:10)
por cada circulo de la lamina para incubar por 30 min en
camara humeda a 37 °C. Luego se retiré las laminas de la
camara humeda y se lavo tres veces con PBS pH 7,2. Se dejo
secar y se realizo el montaje para observar al microscopio de
inmunofluorescencia con objetivo 40x (LEICA DMLS).

ELISA IgM. Se diluyeron los sueros en buffer diluyente, se
dispenso 100 pL en cada pocillo de la placa (Polysorb, NUNC
nalgene) y se incubaron por 30 min a una temperatura de 37
°C, se lavo seis veces con 300 pL de buffer de lavado -por
cada lavado- en un lavador automatico (Thermolabsystem).
Se agreg6 100 pL de conjugado diluido en buffer diluyente, se
incubo por 30 min a una temperatura de 37 °C '® Finalmente, se
agregd6 100 pL de sustrato, se incubd por 15 min a temperatura
ambiente y se agrego la solucién de parada. Se leyé a 490nm
en un lector ELISA Thermolabsystem.

Tabla 1. Titulacién de antigeno y conjugado a diferentes concentraciones
de suero.

Diluciones de suero

1/100 1/50 1/25
Antigeno ELISA IgM
1/25 1,80 2,75 2,67
1/50 3,01 3,27 2,70
1/100 2,36 1,97 2,01
Conjugado ELISA IgM
1/1000 2,77 4,93 3,51
1/2000 2,74 417 4,38

Los resultados estan expresados en ratios, OD del pool positivo entre
OD del pool negativo.
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Tabla 2. Resultados de la evaluacién de la prueba ELISA IgM e IFI IgM
para el diagnostico de Rickettsiosis.

IFI IgTotal
Prueba Total
Positivos Negativos

ELISA IgM

Positivo 78 1 89

Negativo 22 44 66
IFI IgM

Positivo 82 5 87

Negativo 18 50 68
Total 100 55 155

Andlisis de datos. Obtenidas las lecturas, se calcul6 el valor
de corte, considerando la media de los controles negativos mas
dos desviaciones estandar. Luego se calcularon los valores de
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y negativo
usando el programa Epidat 3.0.

HALLAZGOS

Los resultados se encuentran descritos en la tabla 2. El punto de
corte para la prueba de ELISA IgM fue de 0,51, la sensibilidad
fue de 78,0% (IC 95%: 69,4-86,6%), la especificidad de 80,0%
(68,5-91,5%), el valor predictivo positivo de 87,6% (80,2-
95,0%) y el valor predictivo negativo de 66,7% (54,5-78,8%). Se
encontrd una reaccion cruzada con otras etiologias bacterianas
de 20% (3/15).

El punto de corte para la prueba de IFl IgM fue de 1/64, la
sensibilidad fue de 82,0% (IC 95%: 74,0-90,0%), la especificidad
de 91,7% (83,8-99,5%), el valor predictivo positivo de 94,3%
(88,8-99,7%) y el valor predictivo negativo de 75,3% (64,8-
85,9%). Se encontrd una reaccion cruzada con otras etiologias
bacterianas de 13% (2/15).

DISCUSION

El antigeno rickettsial producido a partir de cinco frascos de
cultivo celular (24 mL aproximadamente con una concentracion
1,5x 107 células/mL) fue de 70,37 pg, una cantidad menor (3,3
mg) de antigeno purificado que el que se obtiene con renografina
(1920) pero menor en costos (datos no cuantificados) y mas
accesible a nuestra realidad.

La sensibilidad y especificidad obtenida con el ELISA IgM no
son tan satisfactorios, esto puede deberse principalmente a
que la técnica de purificacion del antigeno rickettsial no es la
ideal ?” y a que no se realizé un tratamiento previo del suero
para remover el factor reumatoideo. Se trabajé con R. akari
como insumo bioldgico ya que para usar otras especies de
Rickettsias se requieren laboratorios con mayores niveles de
bioseguridad del que se disponia en el Instituto Nacional de
Salud para el momento en que se realizé el estudio, por lo que
la sensibilidad obtenida no es comparable si se usaban otros
antigenos rickettsiales.
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Aun con estas limitaciones, los resultados obtenidos para
la prueba IFl IgM son alentadores con una sensibilidad de
82% y una especificidad de 92%, aunque con un importante
porcentaje de reacciones cruzadas, puede ser una herramienta
util para estudios epidemiolégicos y mejorando aun mas su
especificidad, podria ser de utilidad para su implementacion en
el diagndstico de casos agudos en el Peru.
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