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EVIDENCIA SEROLOGICA DE EHRLICHIOSIS HUMANA
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RESUMEN

Se desarrolld y estandarizé una prueba de inmunofluorescencia indirecta para deteccién de IgG e IgTotal para el
diagnostico de Ehrlichiosis humana. Se utiliz6 como antigeno, a células DH82 infectadas con Ehrlichia chaffeensis
cepa Sapulpa, se consideré una dilucion de 1/64 como positivo. Se evalué 130 sueros de pacientes febriles negativos
para Rickettsiosis y enfermedad de Carrion procedentes de Ancash, que ingresaron al Instituto Nacional de Salud entre
los afios 2004 a 2006. Se encontré que 12 (9,2%) sueros fueron positivos a Ehrlichiosis. Teniendo en cuenta que es
una enfermedad emergente y con el desarrollo de esta prueba, es recomendable iniciar estudios epidemioldgicos y de
vigilancia de la Ehrlichiosis en el Peru.
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SEROLOGICAL EVIDENCE OF HUMAN EHRLICHIOSIS IN ANCASH, PERU

ABSTRACT

We developed and standardized an indirect immunofluorescence test for detection of IgG and IgTotal for diagnosing
human Ebhrlichiosis. It was used as antigen to DH82 infected cells with Ehrlichia chaffeensis Sapulpa strain; it was
considered a dilution of 1/64 as positive. We evaluated sera from 130 febrile patients negative for Rickettsiosis and
Carrion disease from Ancash, who entered at Instituto Nacional de Salud (Lima, Peru) between 2004 and 2006. We
found that 12 (9.2%) sera were positive for Ehrlichiosis. Given that Ehrlichiosis is an emerging disease and with the
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development of this test, it should start monitoring and epidemiological studies of Ehrlichiosis in Peru.
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INTRODUCCION

La Ehrlichiosis es un nombre genérico para designar a
las infecciones causadas por bacterias intracelulares
obligadas de la familia Anaplasmataceae, entre los
que destacan seis especies que causan infecciones
en humanos, la Ehrlichia chaffeensis agente
responsable de la Ehrlichiosis monocitica humana
(EMH), el Anaplasma phagoytophilum causante de la
anaplasmosis granulocitica humana (AGH), asi mismo,
se ha detectado pacientes infectados con E. ewingii,
E. canis, E. equi y Neorickettsia sennetsu 2. Estas
infecciones pueden ser fatales si es que no son tratadas
oportuna y adecuadamente.

Estos organismos son transmitidos por garrapatas
de la familia Ixodidae, en varias regiones del mundo.
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Bidlogo; ® Médico patdloga; © Técnico de laboratorio.

Hay evidencias serolégicas de Ehrlichiosis humana en
Argentina @, Brasil “), Chile ®y Venezuela © vy, hasta
la actualidad, no se han incriminado qué especies de
garrapatas son los vectores de la Ehrlichiosis en estos
paises. A la fecha, no hemos encontrado reportes
sobre casos humanos en Peru, aunque si hay casos de
Ehrlichiosis canina en Lima 9,

La Ehrlichiosis se presenta como un cuadro febril
inespecifico, que suele acompafarse de cefalea y
mialgias, el exantema esta presente en menos de la
mitad de pacientes adultos, pero es mas comun en
nifos. Ocasionalmente, pueden presentar meningitis,
neumonitis, insuficiencia renal e ictericia (®™. Este
cuadro clinico tan variado e inespecifico, asi como
la rareza de los casos, hace que sea considerado en
el diagnostico diferencial de pacientes febriles con
antecedentes de exposicion o picadura por garrapatas.
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El contacto con sangre de animales infectados, el empleo
de hemoderivados (transfusiones) y la transmision
perinatal son vias excepcionales de adquisicién de la
enfermedad. La mayor incidencia de estas infecciones
se produce en los meses en los que las diferentes
especies de garrapatas implicadas en la transmision de
estas bacterias estan mas activas (primavera-verano
y principio de otofio) (?. Se debe recordar que los
vectores pueden transmitir otras enfermedades como
la enfermedad de Lyme, encefalitis centroeuropea o
las babesiosis, por lo que se puede dar el caso de que
coexista mas de una enfermedad en el paciente picado
por garrapatas y observarse manifestaciones clinicas de
mas de una de ellas (134,

En el Peru, debido a la ausencia de reportes de
Ehrlichiosis humana, no se tiene disponibles pruebas
diagnosticas especificas, por lo que el Laboratorio
de Metaxénicas Bacterianas del Instituto Nacional
de Salud (INS) ha desarrollado dos pruebas de
inmunofluorescencia indirecta para detectar el IgTotal e
IgG con el apoyo de la University Texas Medical Branch,
para luego evaluar la seroprevalencia de Ehrlichiosis
en sueros de pacientes con sospecha de Rickettsiosis
provenientes de Ancash.

EL ESTUDIO

Se desarrollo dos pruebas diagnosticas de IFI con IgTotal
e IgG para el diagndstico de Ehrlichiosis a partir de la
cepa referencial de Ehrlichia chaffeensis cepa Sapulpa
del Laboratorio Referencial de la UTMB (University
Texas Medical Branch).

PRODUCCION DE ANTIGENO DE E. chaffeensis

Se utilizd cultivos celulares DH82 incubados a 34 °C
(incubadora, Memmert) en frascos de 75 cm? para
cultivo celular (Falcon) con una monocapa formada
en 80% enriquecida con medio EMEM (medio minimo
esencial con sales de Earles, GIBCO) y 10% de suero
bovino fetal (SBF), al que se afiadié una suspension del
antigeno criopreservado de Ehrlichia chaffeensis diluido
1:15 en buffer sucrosa-fosfato-glutamato estéril, se
incubo a 34 °C por una hora, agitando suavemente cada
15 min, luego se agregé medio EMEM con 5% de SBF
sin antibidtico, y se incubo a 34 °C por 15-20 dias (9.

Se examind el cultivo con ayuda de un microscopio
de luz invertida (Carl Zeiss) hasta observar el efecto
citopatico (ECP)en 90 a 100%, se desprendio las células
infectadas con un barredor de células (cell scrappers),
y se centrifugd por 10 min a 5000 rpm, se recupero el
pellet, se resuspendié en PBS y centrifugd, repitiendo

el proceso dos veces mas (. Se observo que el ECP
optimo se produce entre el dia 12 al 15 (1% donde se
encuentra infeccién en 80% de células.

Finalmente el pellet se diluyé en PBS 1X y se realizd
el conteo de células en microscopio de luz invertida
(400x) con Camara de Neubauer, la concentracion de
antigeno apropiada fue de 1,5 x 107 células/mL, con
la que se impregnd en las laminas IFl. Se dejo secar
a temperatura ambiente y dentro de la cabina de flujo
laminar. Posteriormente se fij6 con acetona fria y se
guardo a -20 °C.

CONJUGADOS Y SUEROS

Para la prueba IFl se us6 el conjugado Anti-human
IgTotal e IgG (cadena completa) elaborado en cabra,
ligado a isotiocianato de fluoresceina (SIGMA), se
preparé las diluciones del conjugado con buffer PBS y
azul de Evans ; la diluciéon éptima del conjugado para
IgTotal fue 1:100 y para IgG fue 1:40.

Para la titulacion de los sueros, se usaron sueros
positivos y negativos proporcionados por el Laboratorio
Referencial de la UTMB. Se diluyé los sueros controles
de 1:64 a 1:256 con PBS al 3% de leche descremada.
Las diluciones se dispensaron 10 yL a cada pocillo. Se
incubaron por 30 min a 37 °C y se lavaron por tres veces
®. A partir de titulo 1:64 los sueros son considerados
reactivos para Ehrlichiosis.

PRUEBAS DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA
IgG E IgTOTAL

Se descongel6 las laminas 30 min antes de realizar
la prueba. Se diluy6é el suero del paciente en buffer
diluyente de muestra (PBS + leche descremada al 3%),
y se agreg6 10 pL del suero diluido a cada circulo de la
lamina y luego se incubd en camara humeda a 37 °C
por 30 min. Seguidamente se retird las laminas de la
camara humeda y se lavo tres veces con PBS pH 7,2
por diez minutos cada vez, se dejo secar a temperatura
ambiente o por cinco minutos a 37 °C; una vez seco se
agrego 10 pL del conjugado por cada circulo de la lamina
y se incubd por 30 min en camara humeda a 37°C. Se
volvié a repetir el proceso de lavado y secado descrito
anteriormente para el suero y se procedié al montaje
para observar al microscopio de inmunofluorescencia
con objetivo 40x (Leica DMLS).

SEROPREVALENCIA DE EHRLICHIOSIS
Se realizé un estudio transversal con los sueros

de pacientes con sospecha clinica de Rickettsiosis
(paciente con fiebre, cefalea intensa y mialgias, con
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0 sin exantema) procedentes de los establecimientos
de salud de Ancash que fueron remitidos al Instituto
Nacional de Salud (Lima, Perud) durante los afios 2004
al 2006. A todos los casos se les descarto la presencia
de Rickettsiosis con anticuerpos IgTotal (IgM+IgG+IgA)
e IgG contra al antigeno rickettsial con la prueba de
inmunofluorescencia indirecta (IFl) (®; asi como de
enfermedad de Carrion con gota gruesa y cultivo (9,

HALLAZGOS

Las pruebas IFI IgG e IgTotal desarrolladas en el INS,
identificaron como positivos todos los sueros positivos
proporcionados por el Laboratorio Referencial de la
UTMB y como negativos a todos los que eran negativos
(n=4). Se evalud la concordancia entre las pruebas
IFI 1gG e IgTotal, encontrando un Kappa de 0,91
(p<0,001).

Con estas pruebas, se evalu6 130 sueros de
pacientes febriles de Ancash enviados para descarte
de Rickettsiosis, encontrando 12 positivos, lo que da
una seroprevalencia de 9,2% (12/130) de Ehrlichiosis
humana.

DISCUSION

Se logré desarrollar una prueba IFI a nivel local, para
el diagnéstico de Ehrlichiosis, su estandarizacion fue
adaptada a las condiciones de laboratorio relacionadas con
eltipo de linea celular, medio de cultivo celular, temperatura
de incubacién, buffer de muestra, agente bloqueador y
conjugado. La linea celular de eleccion fue DH82, por
ser una linea mas sensible, el medio de cultivo celular es
EMEM con sales de Earle’s con 5% de suero bovino fetal
(™, Trabajar con un antigeno de E. chaffeensis es una
ventaja debido a que hay mas probabilidad de infeccion
en menor tiempo ©'9. Con relacion al buffer diluyente
de muestra, se empled leche descremada deshidratada
en lugar de suero albumina bovina obteniendo buenos
resultados con un menor costo.

Si bien no se evalué la sensibilidad de las pruebas IFlI
desarrolladas en el INS, para determinar los puntos de
corte de las diluciones se uso cuatro sueros positivos
y negativos, evaluados en la University Texas Medical
Branch; en la evaluacién posterior se encontré que las
pruebas IFl locales tuvieron los mismos resultados.
Futuros estudios deben determinar la sensibilidad y
especificidad de esta prueba en comparacion con el
PCR u otras técnicas diagnosticas.

Este reporte evidencia serolégicamente la presencia
de Ehrlichiosis humana en Ancash, hallazgo relevante
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considerando que la sintomatologia de esta enfermedad
puede ser similar a otras infecciones endémicas como
la enfermedad de Carrién, Rickettsiosis, leptospirosis,
entre otras.

En la investigacion de pacientes febriles en el Perd, en
el mejor de los casos, se ha llegado a un diagnéstico
etiolégico del 65% de los casos @9, por lo que tener una
prueba diagndstica util para la Ehrlichiosis humana,
asi como el conocimiento de su presencia en el pais,
contribuira a una mejor vigilancia de los pacientes
febriles.

Se debe realizar estudios que evallen la epidemiologia
de la Ehrlichiosis humana en el Peru, particularmente
cuando se conoce que existen casos en perros, con
reportes de prevalencia de Ehrlichiosis canina de 16%
en algunos distritos de Lima .
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