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Resumen

Introduccidn: En México la riquetsiosis causada por R. rickettsii (bacteria intracelular obligada) es transmitida por Rhipicephalus
sanguineus y es capaz de infectar a vertebrados, incluidos los seres humanos. Los sintomas son: fiebre alta, cefalea, mialgia,
ndusea, vomito, dolor abdominal y tos. La mortalidad puede ser de hasta el 30% en pacientes no tratados. Objetivos:
Demostrar que existe riquetsiosis en Ensenada, Baja California (México), porque no hay casos reportados en seres humanos.
Materiales y métodos: E/ presente estudio, prospectivo, descriptivo, seccional y cruzado, fue efectuado en el lapso
comprendido entre octubre de 2009 y agosto de 2011 e incluyo 384 muestras de pacientes mayores de un afio de edad
de Ensenada (Baja California). Los anticuerpos contra R. rickettsii fueron medidos con el kit R. rickettsii ELISA® Helica
Biosystems, Inc., de uso en perros y adaptado para humanos utilizando un conjugado antiinmunoglobulina G (anti-IgG)
humana. Para determinar la sensibilidad y la especificidad en humanos se sometieron 32 muestras a IFA. Para el diagndstico
molecular de R. rickettsii en perros y garrapatas se utilizaron iniciadores especificos. Resultados: La seroprevalencia ajustada
de riquetsiosis por R. rickettsii en humanos fue del 3.9% (intervalo de confianza [IC] del 95%: 0.8-5.3) y la seropositividad
no mostrd sucesion con el sexo, la edad, la ocupacion, la presencia de perros en el hogar, el programa de desparasitacion
de mascotas contra garrapatas, el tipo de patio y la movilidad de perros entre el hogar y la calle. Conclusiones: Del
resultado de acuerdo sustancial de x entre el ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) e IFA se deduce que
los resultados de seroprevalencia de este trabajo son confiables.

PALABRAS CLAVE: Riquetsiosis. Rickettsia rickettsii. Zoonosis. Garrapata. Salud publica.

Abstract

Introduction: Rickettsiosis caused by Rickettsia rickettsii is capable of infecting vertebrates, including humans. The symptoms
are high fever, headache, myalgia, nausea, vomiting, abdominal pain, and cough. Mortality can be up to 30% in untreated
patients. Aims: To prove the existence of rickettsiosis in Ensenada, Baja California, Mexico, because no human cases have
been reported. Material and methods: This observational, cross-sectional, descriptive study included 384 samples of humans
in Ensenada, Baja California. Antibodies against R. rickettsii were measured with the kit R. rickettsii ELISA® Helica Biosystems,
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Inc., adapted for use in humans using human IgG conjugate antibodies. To determine the sensitivity and specificity, 32 human
samples were submitted to IFA. Specific primers were used for the molecular diagnosis of R. rickettsii in dogs and ticks.
Results: The seroprevalence adjusted rickettsiosis in humans was 2.9% (95% Cl: 0.8-5.3), seropositivity was not associated
with sex, age, occupation, household, dogs, pet deworming program against ticks, the type of yard, and mobility of the dog
between home and the street. Conclusions: With substantial agreement of k between ELISA and IFA, it follows that the
results of seroprevalence of this work are reliable. (Gac Med Mex. 2015;151:42-6)
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|ntroducci6n

Las riquetsiosis, enfermedades causadas por bac-
terias del género Rickettsia, constituyen un problema
grave de salud publica a nivel mundial, porque pueden
afectar a amplios sectores de la poblacion, por la di-
ficultad de su diagnostico y por los desenlaces fatales
cuando no existe una intervencion temprana en el tra-
tamiento'28, Existen 24 especies de riquetsias reco-
nocidas, de las cuales 16 causan enfermedades ri-
quetsiales. La mayoria de estas bacterias se asocian
a garrapatas, que son sus vectores y reservorios, pero
algunas son trasmitidas por piojos, pulgas o acaros;
por lo tanto, la distribucion geografica de estas enfer-
medades depende de la distribucién geografica de
sus vectores®®®9. Las riquetsias se dividen en dos
grupos: grupo de las fiebres manchadas y grupo de
las fiebres tificas, segun varias caracteristicas. En el
grupo de las fiebres manchadas se asocian como
vectores principalmente las garrapatas (R. rickettsii, R.
japonica, R. conorii), que transmiten la enfermedad de
manera transovarica (a toda su progenie) y transesta-
dialmente (en cualquier estadio), pero también las pul-
gas (R. felis) y los acaros (R. akarif'7?'. El grupo de
las fiebres tificas esta asociado con piojos (R. prowase-
ki) y pulgas (R. typhi), que tienen a los mamiferos
como reservorio®?+%, Es dificil determinar cuél de
estas bacterias es de mayor patogenicidad para el
humano, pero R. rickettsii es la que causa mas muer-
tes al ano'?"?°, La fiebre manchada de las Montafias
Rocosas es causada por R. rickettsii, bacteria intrace-
lular obligada'" 4. Estas especies se asocian a artrépo-
dos asociados a bacterias y son capaces de infectar a
vertebrados, incluidos los humanos, generalmente
como huéspedes accidentales. Son organismos cortos,
de forma cocobacilar, gramnegativos, de 0.8-2.0 um de
longitud y 0.3-0.5 pm de didmetro®. En EE.UU., los
principales vectores de esta enfermedad son Derma-
centor andersoni, en las Montafias Rocosas, y D. va-
riabilis, en el este, la costa atlantica y la costa oeste.

En México, los principales vectores son R. sanguineus
y Amblyomma americanum, al igual que en Centroa-
mérica y Sudamérica®.

Con base en lo anterior, se planted el siguiente
objetivo: estimar la seroprevalencia de riquetsiosis
(R. rickettsii) en humanos y medir su asociacion a
factores de riesgo en Ensenada (Baja California).

Materiales y métodos
Diseno del estudio

El presente estudio, prospectivo, descriptivo, sec-
cional y cruzado, incluy6 384 muestras de pacientes
mayores de un afio de edad que acudieron a uno de
los tres laboratorios clinicos de diagndstico privados
de la zona urbana de Ensenada (Baja California) que
participaron en el estudio. Los analisis de las mues-
tras se realizaron en el Laboratorio de Salud Publica
Veterinaria del Instituto de Investigaciones y Ciencias
Veterinarias de la Universidad Auténoma de Baja Ca-
lifornia.

Consideraciones éticas
y criterios de inclusion

Este estudio cumplié con los lineamientos que en
materia de investigacion y ética se establecen en la
Declaracion de Helsinki (1964), revisada en Tokio
(1975), Venecia (1983) y Hong Kong (1989). Parti-
ciparon en el estudio pacientes mayores de un afio,
de ambos sexos, que acudieron al laboratorio clini-
co de diagndstico por cualquier motivo. Fue requisito
que los pacientes contaran con la carta de consenti-
miento informado y la autorizacién del padre o tutor
cuando asi lo requirié el caso.

Calculo del tamano de la muestra

La muestra se colecto aleatoriamente sin reemplazo.
El valor de p estuvo incluido dentro de 1.96 (p [1-p]/n)*
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para m; entonces, el tamafio de muestra (n) se obtuvo
al aplicar la férmula:

zZ
n=a(l-n) [—pP®
d

Donde: n = tamafio de muestra (384); &t = estimador
de la varianza méaxima 50%; Z = 1.96, y d = 5%.

Toma de muestras

El procedimiento para la toma, procesamiento, iden-
tificacion y conservacion de las muestras de sangre
se realizé de la siguiente manera: se recolectaron al
menos 2 ml de sangre en tubos vacios sin etilendiami-
notetraacético (EDTA) de 3 ml destinados para las
pruebas seroldgicas, por puncion venosa radial cubi-
tal, previa antisepsia de la region con alcohol isopro-
pilico. Las muestras sanguineas colectadas fueron
identificadas con los numeros correspondientes al
cuestionario aplicado a cada sujeto; las contenidas en
tubos sin EDTA fueron centrifugadas a 3,500 rpm du-
rante 10 min para obtener el suero para la realizacion
de la prueba de ELISA e IFA. El suero obtenido de cada
muestra fue depositado en contenedores de 1.5 ml de
capacidad, identificado y almacenado a 20 °C hasta
el momento de realizar las pruebas serolégicas.

Analisis serolégico

Las muestras fueron colectadas por personal ads-
crito al laboratorio clinico correspondiente. Los anti-
cuerpos contra R. rickettsii fueron medidos con el kit
R. rickettsii ELISA® Helica Biosystems, Inc., el cual
detecta y semicuantifica la IgG con una sensibilidad y
una especificidad en perros del 99.5 y el 96%, respecti-
vamente. Este kit se adapté para el uso en humanos
utilizando un conjugado anti-lgG humana a una dilucion
de 1:40,000. Para determinar la sensibilidad y la especi-
ficidad en humanos se sometieron 32 muestras a IFA, por
ser la prueba de oro en cuanto al diagndstico serolégico
se refiere, y se utilizo el estadistico k para medir la
concordancia entre IFA y ELISA. La interpretacién del
resultado de k se basé en los criterios establecidos’.

La dilucion de los sueros sanguineos utilizada fue
de 1:100 con solucion amortiguadora de fosfato
(PBS). El valor de corte se obtuvo con el promedio
de 20 sueros de sujetos de la region clinicamente
sanos y sin historia de signos clinicos compatibles con
riquetsiosis y mordeduras de garrapata mas dos des-
viaciones estandar'®; de acuerdo a los anterior el valor

de corte fue de 0.569 densidad optica. Como controles
positivos se utilizaron dos sueros, uno declarado po-
sitivo por el Laboratorio de Parasitologia del Departa-
mento de Medicina Veterinaria Preventiva y Salud Ani-
mal de la Universidad de Sao Paulo y otro donado por
ISESALUD vy declarado positivo por el INDRE.

Los sueros que resultaron positivos a ELISA fueron
probados con IFA; ademas, se incluyeron 20 de los
seronegativos. Las placas de IFA fueron producidas
en el Laboratorio de Parasitologia del Departamento
de Medicina Veterinaria Preventiva y Salud Animal de
la Universidad de S&o Paulo.

Factores de riesgo y signos clinicos

Para evaluar los factores de riesgo en este estudio,
se aplico un cuestionario a los sujetos en el momento
de la toma de la muestra sanguinea.

Analisis estadistico

Se disefid una base de datos con el programa
Excel (Microsoft) para la captura y manejo de la in-
formacién generada en el proyecto. La base de datos
estuvo integrada por dos tablas con la siguiente in-
formacion: resultados de los analisis seroldgicos en
humanos y resultados de los cuestionarios epidemio-
l6gicos.

El valor de seroprevalencia se gener6 como sigue:

numeros de reactivos positivos

Prevalencia = x 100

numero total en el grupo

La prevalencia ajustada se gener6 al aplicar la ecua-

cion descrita previamente!”.

Las hipdtesis a probar fueron las siguientes:

1. El valor generado de seroprevalencia era igual o
distinto de 0.

2. Elvalor generado de seroprevalencia era igual en
hombres que en mujeres, asi como entre grupos
de edad y ocupacion.

3. Existia asociacion entre los factores de riesgo y
los resultados seropositivos y seronegativos a ri-
quetsiosis.

4. Los porcentajes de sensibilidad y especificidad
del kit de ELISA modificado para humanos eran
adecuados para utilizarlo como prueba tamiz.

5. El nivel de concordancia entre las pruebas sero-
l6gicas del estudio (IFA y ELISA) era bueno.

Las hipotesis 1y 2 se evaluaron con el estadistico Z de

andlisis de proporciones (una proporcion y comparacion
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Positivo | Negativo Total
% Positiva (a) (b) (a+Db)
a Negativa (c) (d) (c+d)
Total (@+c) | (b+d) (@+b+c+d)

Figura 1. Estandar de oro (IFA).

entre dos proporciones). La hipotesis 3 se probd con
el estadistico 2. Los valores de sensibilidad y especifi-
cidad para probar la hipdtesis 4 fueron evaluados de
acuerdo con una tabla de contingencia (Fig. 1). La hipo-
tesis 5 se evalu6 con la prueba de concordancia de «.

a (positivos)
Se =
a (positivos) + ¢ (falsos positivos)
d (negativos)
Sp =

d (negativos) + b (falsos negativos)

Analisis serolégico

Para la elaboracion del diagnostico serologico, los
anticuerpos contra R. rickettsii fueron medidos con el
kit comercial R. rickettsii ELISA® Biosystems, Inc., que
detecta y semicuantifica la IgG en perros con una
sensibilidad y una especificidad del 99.5 y el 96%,
respectivamente. La densidad 6ptica fue determinada
a 450 nm. Las muestras fueron analizadas en un lector
de ELISA utilizando un filtro de 450 nm. Con los resul-
tados obtenidos se estimd la seroprevalencia ajustada.

Resultados

- El valor generado de seroprevalencia en este es-
tudio fue mayor que 0 (p < 0.05).
La seroprevalencia ajustada de riquetsiosis por
R. rickettsii fue del 3.9% (IC 95%: 0.8-5.3). Este
resultado se obtuvo mediante la utilizacion del kit
comercial estandarizado para su uso en huma-
nos. El 12.7% (49/384) de la totalidad de pacien-
tes incluidos en el estudio se consideraron sos-
pechosos de la enfermedad por presentar al
menos cuatro de las siguientes manifestaciones

clinicas: fiebre, eritema, epistaxis, cefalea, vomi-
to, edema y/o haber sido mordidos por una ga-
rrapata.

- El valor generado de seroprevalencia no fue dife-

rente en hombres y mujeres (p < 0.05), asf como
también entre grupos de edad y ocupacion.
En este estudio, la seroprevalencia ajustada a
riquetsiosis no mostrd una distribucion similar
(p > 0.05) entre las clases de sexo, los grupos
de edad y los de ocupacion.

- No se observé ninguna asociacion (p < 0.05)
entre los factores de riesgo a evaluar y los resul-
tados seropositivos a riquetsiosis.

- Respecto a la evaluacién de la asociacion de
signos clinicos con la seropositividad a riquetsio-
sis, no hubo ninguna asociacion (p > 0.05) con
claudicacion, problemas nerviosos, transfusiones
sanguineas o ser mordido por una garrapata,
pero el siguiente grupo de manifestaciones clini-
cas (epistaxis, vomito, artralgia, mialgias) mostro
una asociacion significativa (p < 0.05) con los
pacientes seropositivos.

- Enloreferente a la prueba de concordancia entre
los resultados de ELISA (modificado para su uso
en humanos) y los de IFA, cabe sefialar que los
valores de sensibilidad y especificidad genera-
dos por el kit comercial R. rickettsii ELISA®
Biosystems, Inc., modificado para su uso en hu-
manos fueron del 84 y el 94%, respectivamente.
Al confrontar los resultados de ELISA con los de
la utilizacion de IFA a través del estadistico k, se
generd un valor de 0.80, diferente de 0 (p < 0.05),
y cuya magnitud la ubican como superior, alto de
acuerdo sustancial®,

Discusion

La alta especificidad (94%) del kit comercial de R.
rickettsii ELISA® Biosystems, Inc., modificado para su
uso en humanos, puede deberse a la calidad del an-
tigeno fijado en las placas del kit, ya que la sensibili-
dad vy la especificidad de ELISA dependen de la cali-
dad del antigeno que se fije en la placa. Existen unos
lipopolisacaridos especificos 30 de la capa externa de
la bacteria (R. rickettsii) que se han utilizado como
antigeno para las placas de ELISA, lo cual ha aumen-
tado su especificidad y, con ello, su valor econémico;
la sensibilidad es moderada (84%) y puede deberse
al alto valor del punto de cohorte.

El resultado de 0.80 para el estadistico k entre ELISA
y la prueba confirmatoria (IFA) se traduce en una alta
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confiabilidad del kit comercial ELISA modificado para
Su uso en humanos para el diagnéstico de la enferme-
dad. La alta concordancia entre ambas pruebas pue-
de deberse a que ambas detectan la IgG, aunque una
emita fluorescencia y la otra, cambios colorimétricos’?.

Conclusiones

Los resultados de este estudio demuestran que exis-
te evidencia seroldgica de riquetsiosis en humanos y
perros en la ciudad de Ensenada; por lo tanto, debe
incluirse en los diagnésticos diferenciales del sector
salud, por ser una enfermedad de curso corto y con
una mortalidad del 30% en pacientes no tratados'°.

El diagndstico serolégico de esta enfermedad puede
realizarse por medio de ELISA, que es una técnica
confiable, rapida y facil de realizar, por los valores de
concordancia que genera respecto a [FA%10.13,

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad son
inespecificas y dificiles de evaluar en estudios de
seroprevalencia, porque generalmente se presentan
en las primeras dos semanas postinfeccion y los an-
ticuerpos son detectables en sangre durante 66 se-
manas’®.
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