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Rickettsia
Antigenic groups and species

• Typhus Group (distribution: world wide)
– Rickettsia prowazekii (Epidemic typhus)
– Rickettsia typhi (Murine typhus)

Chigger – scrub typhus

• Scrub Typhus Group (distribution: Asia/Pacific)
– Orientia tsutsugamushi (Scrub typhus, Japanese flood fever)

• Spotted Fever Group (distribution: world wide) 
– Rickettsia rickettsii (Rocky Mountain spotted fever)

Ri k tt i j i (O i t l tt d f )

Flea – murine typhus

– Rickettsia japonica (Oriental spotted fever)
– Rickettsia australis (Queensland tick typhus)
– Rickettsia conorii (Mediterranean spotted fever)

Rickettsia honei (Flinders Island spotted fever)
Lice – epidemic typhus

– Rickettsia honei (Flinders Island spotted fever)
– Rickettsia akari (Rickettsial pox) 
– Rickettsia siberica (Siberian tick typhus)
– Rickettsia felis (Cat flea fever)– Rickettsia felis (Cat flea fever)
– Rickettsia helvetica

Tick– Spotted fever group



Scrub typhus

Mayxay et al. 2013, Lancet Global Health



Current diagnostic of R. typhi in Lao

Antibody detection

g yp

• RDT rapid test (ImmunoDOT™)

– Sensitivity: 61% / Specificity: 87%
Do‐able in “low‐tech” facilities

Sensitivity: 61% / Specificity: 87%

• Weil Felix test

S iti it ~ 33% / S ifi it ~ 50%– Sensitivity ~ 33% / Specificity: ~ 50%

• IFA

– 4‐fold titer rise : Gold Standard  ***

Direct detection

• qPCR ***

***

• qPCR

• Culture ***

***

Blacksell et. al. 2010, Kularatne et. al. 2009, Mayxay et. al. 2013



Loop‐mediated isothermal amplification (LAMP) 
ASSURED?ASSURED?

A  affordable

S  sensitive

S specificS specific

U  user friendlyy

R reliable and robust

E equipment free

D delivered to those who need itD delivered to those who need it

Mabey et. al.2004 NatureReview ; Njiru et. al. 2013, PlosNTD



Can we develop a LAMP assay to 
accurately detect murine typhus in Lao 

patients?



Material & Methods
Primer development
• Rickettsia spp. genomes (GenBank; n=5)
• Primer Explorer software (Eiken Homepage)

Developmental phase (n=142)
R t hi lt i l t ( 12)• R. typhi culture isolates (n=12)

• R. typhi qPCR (ompB) positive patients (n=42)
• Specificity panel• Specificity panel 

– Patient sample: n=47 
– Bacterial isolates: n=41Bacterial isolates: n 41

Prospective study populationp y p p
• May – December 2012, Mahosot hospital
• Consecutive, suspected typhus patients
• Age > 15 years

Jiang et. al. 2004, Henry et. al. 2007, Luksameetanasan et. al. 2007



Selection of primers (234bp amplicon)
cell surface associated protein 1‐gene (sca1‐gene)

 
14699  TCAAGATTTTTAAAATATTCTTTGCTCGCCTCTATTTCAGTAGGAGCGGTAATGGCAATG   
        F3 
 
14759  CCTGTTGAAGGAATTGCTATGGGCATAGATAAAAAGGCATTTTGTACCGAATTAAATACG
   F2    LF 
 
14819  AAATTATTGCTCAAATTTTCACAATCAAGCGTGAATAAAGATACAATCAGTACAACACAG   
    F1c     B1c 

14879  GAAACTAACAATAACTTATCTAACAATGTGCAAAGCAATAAAAGTGACATGACAGAAGAG   
     LB    B2 
 
14939  GTAGCTAATGTGACTACCGAATCGTTGTGCAAAGTTAGCAAGATGCAAGCACCAGAATTC   

B3  B3
 
 



Developmental phasep p

Analytical sensitivity*: < 10 DNA copies / LAMP reaction

Limit of detection (LoD)**: ~ 40 DNA copies / LAMP reaction( ) p /
(*minimum number of copies in a sample that can be measured accurately

**95% of positive samples are detected)

Diagnostic sensitivity: 48% (95%CI: 32.5 – 62.7)Diagnostic sensitivity: 48% (95%CI: 32.5  62.7)

Diagnostic specificity: 100%
qPCR (ompB)

Pos + Neg ‐

LAMP Pos + 20 0 20

Neg ‐ 22 142 164

42 142 184



Prospective evaluation study
M D b 2012 266May – December 2012 : n=266 

• qPCR positive for R. typhi:

15 / 266 (5 6%) Ji t l 200415 / 266 (5.6%)  Jiang et. al. 2004

• LAMP positive for R. typhi:

5 / 266 (1 9%)5 / 266 (1.9%)

• Diagnostic sensitivity / specificity (compared to qPCR)

Sensitivity: 33 % (CI 95%: 9.2 ‐ 56.8)y ( )

Specificity: 98.5% (CI95%: 97.0% ‐ 100% )



What is the problem?

Why does the low limit of detection not translate 
into a acceptable diagnostic sensitivity?



Bacterial load per mL of blood the problem?acte a oad pe o b ood t e p ob e ?
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10

qPCR+/LAMP‐ : 150 copies/mL blood; IQR: 100 – 325 
qPCR+/LAMP+: 350copies/mL blood; IQR: 200 – 650, p=0.001



Bacterial loads in acute murine typhus patients
n 57n=57
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Median: 210 copies/mL of blood (IQR: 130 – 500) ‐> 12 copies/LAMP reaction

In comparison:
Scrub typhus (n 81 Mahosot Hospital Lao): 490 copies/mL blood (IQR: 200 1750)

Median: 210 copies/mL of blood (IQR: 130  500)  > 12 copies/LAMP reaction

* Paris et. al. 2008; Paris et. al. 2009; Singsilarak et. al. 2005; Sonthayanon et. al. 2009

Scrub typhus (n=81, Mahosot Hospital, Lao): 490 copies/mL blood (IQR: 200 – 1750)



R. typhi load at days of feveryp y
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1

Murine typhus: 14 days bacteriemia, 7 days of fever, IQR: 4 – 7

Fever days

In comparison:
Scrub typhus: 10 days of bacteremia; 6 days of fever IQR: 4 – 7Scrub typhus: 10 days of bacteremia; 6 days of fever IQR: 4 – 7



Conclusion 

• Unacceptable sensitivity for patient care!• Unacceptable sensitivity for patient care!

• Antibody based test remains only available POC assayy y y

• Surprisingly low overall bacterial loads in (Lao) patients

• Low bacterial loads present problem for all direct tests (even qPCR)

• Low bacterial loads raise question about “missed cases”

• Improved DNA preparation/concentration tools needed

• Research dedicated to development of innovative diagnostic tools needed
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