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OBJETIVOS

Objetivo General

Estimar la confiabilidad de la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) convencional, en muestras sanguineas de pacientes con sospecha de
infeccién por la bacteria Rickettsia rickettsii, atendidos en hospitales publicos
del estado de Sonora, durante el periodo comprendido entre el 1° de Enero de
2016 y el 30 de junio de 2017, comparando los resultados obtenidos con PCR

en tiempo real o cuantitativa (QPCR).

Objetivos Especificos

a) ldentificar clinicamente e integrar dos grupos de pacientes entre la poblacion
que solicita atencion en hospitales del sector publico del estado de Sonora:
Grupo | con pacientes con diagnéstico clinico de fiebre manchada; Grupo I
con pacientes con sindrome febril agudo, pero sin sospecha clinica de fiebre

manchada.

b) Estimar la confiabilidad de la técnica PCR, contrastandola con el método de
gPCR.
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RESUMEN

La fiebre manchada de las montafas rocosas (FMMR) es una enfermedad que
se transmite en México por la garrapata Rhipicephalus sanguineus (sensu latu),
que es un problema de salud publica en Sonora. Las complicaciones clinicas
pueden evitarse si se diagnostican y tratan de inmediato, ya que los casos

tardios pueden tener resultados fatales.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ha demostrado una
buena capacidad de diagndéstico a nivel experimental, por lo que evaluamos su
desempefio en muestras de sangre a nivel de poblacién, en un area endémica
como Sonora. Hicimos el diagnéstico en muestras de sangre total y suero
(cuando fue posible), en diferentes dias de evolucion de la enfermedad de
pacientes clinicamente sospechosos, de hospitales publicos de Sonora,
identificando mediante PCR en el punto final dos genes: el gen gltA para el
género Rickettsia, con un producto de 401 pares de bases y el A1G_04230 para

la especie rickettsii, con un producto de 153 pares de bases.

Los resultados observados se compararon con la PCR en tiempo real de
los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC),
comparando 172 muestras, obteniendo un coeficiente kappa = 0.78 vy
comparando con el Instituto Nacional de Diagnéstico y Referencia
Epidemiolégicos (INDRE), un total de 443 muestras, obtuvimos un coeficiente
de kappa = 0.9. En la comparacion de sangre total y suero, se busc6é una
asociacion por Chi cuadrado, y se encontré una significacion estadistica del
0,05%. Los resultados positivos de la PCR en muestras de sangre total y suero
se encuentran en los dias 1 a 15 de la evolucion de la enfermedad, pero en los
casos de pacientes con mas de un dia de tratamiento con doxiciclina, los

resultados pueden ser negativos.



INTRODUCCION

La fiebre manchada por Rickettsia rickettsii (FMRR), es una enfermedad
infecciosa, aguda y potencialmente mortal. Su nombre se debe a Howard Taylor
Ricketts, quien en 1909 identifico6 a la bacteria como el agente causal de la
enfermedad y tres afios antes habia evidenciado a la garrapata como el vector
de este padecimiento. En 1919 Wolbach la nombré Dermacentroxenus rickettsii
y en 1922 Brumpt le asigné y se aprobd el nombre de Rickettsia rickettsii.
(GBIF, 2017). En 1943 se aisldé por primera vez en México por Bustamante,
Ortiz y Varela quienes identificaron como vector a la garrapata comun al perro
(Rhipicephalus sanguineus sensus lato); todas las infecciones rickettsiales se
clasifican como zoonosis, una infeccion de los animales que puede ser
transmitida a los humanos a través de un vector (Biggs, 2016). La FMRR es
transmitida en el pais por la mordedura de la garrapata R. sanguineus que
parece ser el principal vector de la enfermedad en México, en Sudamérica
también se encuentra en roedores como los capibaras y zarigleyas (Eremeeva,
2011).

R. sanguineus puede ser infectada y a su vez, transmitir infeccion de
bacterias de los géneros Rickettsia y Orientia, que son morfolégicamente y
bioquimicamente similares a otras bacterias gramnegativas. Estos son
microorganismos fastidiosos, intracelulares obligados, cocobacilos cortos de 0.8
a 2u de longitud y de 0.3 a 0.5y de diametro. El orden Rickettsiales
histéoricamente ha sido dividido en tres familias: Rickettsiaceae, Bartonellaceae
y Anaplasmataceae (Biggs, 2016, Paddock, 2017). El género Rickettsia esta
dividido en dos grupos: Fiebres Tificas y Fiebres Manchadas, este ultimo grupo
esta conformado por R. conorii, africae, parkeri, helvética, honei, massilae, felis,
slovaca, acatri, sibirica, riphicephali, heilongiangensis, montanensis, peacockii,

philipi, endosymbiont, y rickettsii (Eremeeva, 2011; Sahni, 2013).
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R. rickettsii, es la especie de mayor virulencia, aunque se reconoce que
existe variabilidad en la evolucion clinica de la infeccion aun dentro de la misma
especie rickettsii. Esta variabilidad ha sido demostrada en las diez cepas
secuenciadas de la bacteria R. rickettsii (Numero de acceso a GenBank
indicado entre paréntesis): R. rickettsii lowa (CP000766.3), Hino (CP003309.1)
Hauke (CP003318.1), Arizona (CP003307.1), Brasil (CP003305.1), Colombia
(CP003306.1), Sheila Smith (CP000848.1), Hip#2 (CP003311.1), Morgan
(CP006010.1), y R (CP006009.1) que fueron comparadas por su virulencia, de
acuerdo a factores como areas de adhesién, gendmica, protedmica,
metaboldmica, filogenética, tropismo y respuesta inmunolégica propias del
huésped (Fournier, 2009, Fournier, 2009; Uchiyama, 2012; Sahni, 2013; Clark,
2015).

La infeccion por R. rickettsii puede provocar una enfermedad moderada o
grave y mortal, por infeccion sistémica en el humano, debido al dafo de células
endoteliales que recubren las paredes de los vasos sanguineos, afectando
tejidos y distintos 6rganos. En cuadros severos, el dafio es irreversible en el
endotelio, dermis, pulmones, corazon, rinones, tracto gastrointestinal, cerebro,
esqueleto, musculos y otros sitios, lo que puede explicar las manifestaciones
clinicas graves que ocurren en los pacientes, lo que usualmente esta
relacionado con retraso en el tratamiento farmacologico de la enfermedad
(Masters, 2003; Ellison, 2008; Walker, 2008).

El dafo al endotelio vascular es el principal responsable del exantema, el
dolor de cabeza, malestar general y sintomas gastrointestinales, comunmente
asociados a la FMRR, y puede conducir a manifestaciones mas severas como
necrosis, hemorragia pulmonar y edema, disnea, miocarditis, falla renal y
hepatica agudas, meningoencefalitis y muerte cerebral. La necrosis puede
provocar dafos irreversibles como amputaciones digitales, de miembros

inferiores, pabellones auriculares, entre otras. R. rickettsii puede provocar estos
2



resultados fatales de no iniciar el tratamiento durante los 3 primeros dias de
inicio de sintomas (Dumler, 2005; Oteo, 2014).

Planteamiento del Problema

La FMRR es un problema de salud publica en el estado de Sonora por la
letalidad y complicaciones asociadas a su ocurrencia. La enfermedad
reaparecio en el estado desde el inicio de la década del 2000, y cada afo
ocurren en promedio unos 150 casos nuevos y fallece entre 30 y 40% de los
pacientes enfermos. Su letalidad puede prevenirse si se sospecha
tempranamente y se comienza el tratamiento antibidtico especifico con
doxiciclina (Alvarez-Hernandez, 2015; Biggs, 2016; Paddock, 2017).

No obstante, alcanzar tal propésito es dificil, primero porque el inicio
sintomatico de la enfermedad es poco especifico y semeja a diversos
padecimientos; y segundo, porque el diagndstico se corrobora mediante la
detecciéon de anticuerpos IgG por inmunofluorescencia indirecta (IFI) en
muestras pareadas tomadas entre los dias 7-10 después de iniciados los
sintomas. Debe tomarse una segunda muestra durante los dias 20-22 y los
titulos de anticuerpos deben cuadruplicar al inicial, para confirmar la positividad
(La Scola, 1997). Cuando la FMMR se encuentra en etapa avanzada, el
exantema petequial es extenso y hay evidente dano multiorganico como falla
hepatica aguda, insuficiencia renal aguda, deterioro neuroldgico y respiratorio,
gue se asocia a una mayor proporcion de resultados fatales y complicaciones

en los sobrevivientes. (Alvarez, 2017; Delgado-de la Mora, 2017)

La prueba de IFI tiene valor clinico limitado, dado que la respuesta
inmune no es detectable mediante este método sino hasta la segunda semana
de evolucion, y una nueva determinacion en suero debe realizarse dos

semanas después de la primera toma de muestra. Un resultado negativo en la
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prueba no descarta el diagnéstico pues diversos factores como la
inmunosupresion y la terapia temprana con farmacos de la clase de las
tetraciclinas, cefalosporinas y fluoroquinolonas pueden disminuir o retrasar el
desarrollo de anticuerpos, por lo tanto, producir resultados erréneos (La Scola,
1997; Biggs, 2016).

Un factor que dificulta el diagnéstico de la FMRR es que no hay
disponibilidad de pruebas de laboratorio rapidas y validas para corroborar la
infeccién. Por tal razén, aunque IFlI es un método que provee informacion util
para confirmar el diagnoéstico y contribuye a entender el comportamiento
epidemiolégico y sanitario de la FMRR, posee limitaciones para propdsitos
médicos, pues poco contribuye para la sospecha temprana y tratamiento de la
enfermedad antes de su etapa critica (La Scola, 1997; Oteo, 2014). Esto es
importante porque un reporte sefalé que hasta 37% de nifios y adolescentes
hospitalizados en Sonora por cuadros clinicos altamente compatibles con la
infeccién, no se confirmaron con IFl debido a que la mitad de ellos fallecié en

los primeros 5 dias de comenzado su padecimiento. (Alvarez-Hernandez, 2015)

Por ello, en Sonora es necesario examinar el valor clinico de métodos
diagnosticos alternativos, cuya utilidad a nivel experimental ha sido probada,
ademas de que sus resultados se obtienen en menor tiempo que los de IFlI,
pero cuya confiabilidad a nivel poblacional es aun incierta. Uno de tales
métodos es la amplificacion de secuencias especificas de ADN mediante la
PCR, que esta disponible en algunos centros de investigacion en Estados
Unidos y Latinoameérica, pero no comercialmente y cuyo valor clinico para el
diagnostico de FMRR a nivel poblacional no ha sido documentado, aunque en
otras infecciones rickettsiales (p.e. Ehrlichia chafeensis, Anaplasma
phagocytophilum) tiene una sensibilidad entre 52 y 87% (La Scola, 1997; Oteo,
2014; Biggs, 2016).



La técnica de qPCR se ha utilizado para el diagnostico de Rickettsia en
paises como Estados Unidos (Sexton, 1994), Brasil (Rogental, 2006), Panama
(Estrpeaut, 2007), Costa Rica (Arguello, 2012) y México (Zavala-Castro, 2008;
Labruna, 2004), aunque en ninguno de ellos se evalu6é especificamente la
confiabilidad clinica del método a nivel de poblacional. En la identificacidon de la
especie rickettsii se evaluoé por qPCR en los Centros de diagndstico y control de
enfermedades de Estados Unidos (CDC), en muestras clinicas con distintas
especies de Rickettsia, enterobacterias, hongos y otras enfermedades febriles
exantematicas, comprobando la especificidad del gen que identifica a la especie

rickettsii, esto sélo con cepas de referencia (Kato, 2013)



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Fiebre Manchada por R. rickettsii: Significancia e Impacto en la Salud
Publica en México

La FMRR es una enfermedad reemergente en varias partes de México como
Coahuila, en donde utilizando la prueba de aglutinacion Proteus Ox19 o prueba
de Weil Félix se confirmé a 115 nifios y adolescentes, con una mortalidad del
55% (De Lara-Huerta, 2008); en Yucatan(Zavala-Castro, 2008) se
documentaron nueve casos confirmados y 33% de mortalidad, diagnosticados
por Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR); en Baja California, se
confirmaron 278 casos por ensayo por inmunoadsorcién ligado a enzimas
[ELISA] (SINAVE, 2010; Field, 2011).

En Sonora se documentd su presencia desde comienzo de la década del
2000, un estudio describid 18 casos confirmados por IFl, con una letalidad de
33% (Alvarez-Hernandez, 2013); otro estudio dio cuenta de 104 pacientes
pediatricos que ocurrieron entre 2004 y 2013, con una letalidad de 20.2%
(Alvarez-Hernandez, 2015). Tales reportes sélo incluyeron casos confirmados
por laboratorio, pero adicionales casos con cuadro clinico compatible de FMRR
no fueron confirmados por IFl, pues no fue posible analizar una segunda

muestra, ya sea por defuncién o recuperacion del paciente.

Métodos de Laboratorio para el Diagnéstico de Rickettsia rickettsii

Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Las técnicas de PCR constituyen un método util para la identificacion del agente
infeccioso por medio de la amplificacion del ADN especifico de género y
especie por métodos convencionales, o en tiempo real, e incluso con PCR

multiplex en tiempo real para identificar distintas especies de Rickettsia
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(Denison, 2014). Cualquiera de los 3 métodos inicia con la extraccion del ADN
en muestras de sangre total, obtenida durante los primeros 7 dias de la
enfermedad, pues el numero de bacterias circulantes disminuye durante la
etapa de convalecencia; en esta etapa, las biopsias de tejido cuentan con mas
ADN por el tropismo natural de la enfermedad por lo que seria la muestra de
eleccién; debe considerarse cuidadosamente, que el tratamiento con doxiciclina
disminuye la sensibilidad de la PCR en algunas enfermedades transmitidas por
garrapatas, por lo tanto, la toma de muestra de sangre para pruebas
moleculares debe hacerse antes de iniciar el tratamiento para minimizar la

probabilidad de un resultado falso negativo (Dumler, 2007; Biggs, 2016).

Cultivo

El cultivo es la prueba de referencia o estandar de oro. Ademas, resulta
fundamental para la obtencién de antigenos y para estudiar la sensibilidad a los
antimicrobianos. En este sentido, cuando se pretende cultivar una nueva
especie de Rickettsia, las lineas celulares mas utilizadas son las VERO-EG6
(ATCC CCL- 81), fibroblastos L929 y también diferentes lineas celulares

derivadas de artropodos.

No obstante que es la prueba de referencia, el aislamiento de Rickettsias
mediante cultivo celular convencional a partir de una muestra procedente de un
paciente con rickettsiosis, es un proceso muy laborioso y solamente realizado
en laboratorios de bioseguridad 3, en los que se recomienda equipamiento
especial y personal altamente entrenado. En la actualidad, el cultivo debe
complementarse con técnicas moleculares para determinar especificamente la
especie de Rickettsia aislada (RICCER, 2014; Biggs, 2016). Del mismo modo
que con PCR, la capacidad diagnodstica del cultivo disminuye si las muestras se

han obtenido una vez iniciado el tratamiento antimicrobiano.



Inmunohistoquimica

Para pacientes con erupcion cutanea o escara, la tincion inmunohistoquimica
(IHQ) en biopsia de piel es una técnica de diagndstico util para Rickettsiosis. La
técnica usa anticuerpos monoclonales o policlonales para identificar diversas
especies, en biopsias fijjadas en formol, biopsias embebidas en parafina o
especimenes de tejido de autopsia. La IHQ aporta una evidencia directa con
una alta sensibilidad durante las primeras etapas de la infeccién cuando en
otros métodos, particularmente la serologia, aun no se elevan los titulos de
anticuerpos (Paddock, 2013). La IHQ de biopsia cutanea en especimenes es
100% especifico y 70% sensible en el diagndstico de fiebre manchada, aunque
la sensibilidad es mayor en las escaras, ya que se encuentra mayor
concentracion de organismos en comparacion con lesiones de erupcion cutanea
(Biggs, 2016).

Métodos de Laboratorio para el Diagndstico de Rickettsiosis

El diagnéstico de Rickettsiosis también incluye otras metodologias
inmunoldgicas, asi como la asociacion entre caracteristicas clinicas y pruebas
de laboratorio, herramientas utiles para identificar una Rickettsiosis por grupo

de fiebre manchada o fiebres tificas.

Inmunofluorescencia Indirecta (IFl)

Los ensayos de inmunofluorescencia indirecta (IFl), se realizan en suero de
pacientes durante la fase aguda, tomado durante la primera semana de inicio
sintomatico (7-10 dias) y el de la etapa de convalecencia, en la tercera semana
(21-23 dias); dichas muestras son pareadas y son el estandar de referencia
para la confirmacion serologica de la infeccion rickettsial. La prueba de IFI

consiste en antigenos rickettsiales fiados en una laminilla, los cuales son
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detectados por anticuerpos (Ac’s) especificos en el suero del paciente, que
entonces puede ser identificado por un conjugado marcado con fluoresceina,
confirmando el diagndstico si la segunda muestra cuadruplica los titulos de la
primera. Existen algunos kits comerciales de Ac’s de inmunoglobulina G (IgG)
reactivos, por ejemplo, para Rickettsia identifica dos grupos, el de fiebre

manchada y el de fiebres tificas (La Scola, 1997; Biggs, 2016).

Weil-Felix

La prueba de Weil-Félix se basa en la deteccion de Ac’s contra diversas
especies de Proteus que contienen antigenos con epitopes de reaccidén cruzada
con antigenos de miembros del género Rickettsia, con excepcidon de R. akari. El
antigeno somatico de Proteus vulgaris OX-2 reacciona con sueros de personas
infectadas con Rickettsia, con la excepcion de aquellos con fiebre manchada,
mientras los de P. vulgaris OX-19 reaccionan con suero de personas infectadas
con Rickettsia, tanto del grupo de fiebres manchadas como el de tificas (La
Scola, 1997).

Inmunocromatografia

En la prueba rapida de inmunocromatografia, los anticuerpos IgM antihumana e
IgG humana se inmovilizan en la membrana de nitrocelulosa como dos lineas
de ensayos individuales (linea IgM vy linea IgG) en la ventana de ensayo del
dispositivo. Cuando la muestra de suero o plasma fluye a través de la
membrana, si estan presentes los anticuerpos especificos (IgM o IgG) de
Rickettsia, se unen formando un complejo que se identifica con el conjugado
antigeno coloidal recombinante especifico de Rickettsia con colorante de
Rickigenia, si estan presentes en la muestra. Este complejo se mueve mas lejos
y queda inmovilizado por las proteinas de union de IgG antihumana y/o I1gG

humana recubiertas en la membrana produciendo una banda visible, la
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ausencia de color indica un resultado negativo. (Quick view ™, Lumiquick, La
Scola, 1997).

Sistema de Puntuacion

Una alternativa menos especifica son los sistemas de puntuacion basados en
hallazgos clinicos y de laboratorio en pacientes con sospecha de fiebre
manchada, que se compara con pacientes sin el padecimiento. Tiene una
puntuacion total de 35 (25 puntos, caracteristicas clinicas y 10 puntos, pruebas
de laboratorio). La mediana de puntuacion en los pacientes con fiebre
manchada es de 22 (Rango, 10-30). Obteniendo wuna sensibilidad vy
especificidad mayor del 90% (Rathi, 2011).

El criterio diagnostico por puntuacion en Fiebre manchada mediterranea
por Rickettsia canorii, contiene criterios epidemioldgicos, clinicos y de

laboratorio, en el cual un resultado positivo debe ser 225 (Brouqui, 2004).
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MATERIALES Y METODOS

Generalidades

Se traté de un estudio transversal para estimar la confiabilidad de la prueba
PCR para detectar Rickettsia rickettsii en muestras sanguineas de pacientes
con sospecha clinica de fiebre manchada que recibieron atencion en hospitales
publicos de Hermosillo, Sonora entre el 1° de enero de 2015 y el 1 de diciembre
del 2017. Para validar la técnica de PCR se us6 como referencia a la
determinacion de qPCR del |Instituto de Diagndstico y Referencia
Epidemiolégica (InDRE) previa aprobacion institucional de la Secretaria de
Salud Publica del Estado de Sonora, asi como dictamen favorable por un

comité de ética en investigacion.

a) Sitio y Sujetos de Estudio

El proyecto se enfocd en pacientes de hospitales, clinicas y centros de salud del
estado de Sonora, institucionales y de iniciativa privada; las muestras
procedieron de hospitales que funcionan como centros de referencia para la

atencion de pacientes con diagnostico presuntivo de FMRR en toda la entidad.

b) Tipo y Tamaiio de Muestra

Se empled un muestreo no probabilistico de una serie consecutiva de pacientes
con sospecha clinica de fiebre manchada no especificada (CIE-10 A77.9) que
recibieron el diagndstico en unidades de salud del estado de Sonora.
Considerando los antecedentes del ultimo lustro, se estimé un grupo de 90
sujetos con sospecha de fiebre manchada y se consideré aproximadamente 30
pacientes como control negativo, con sindrome febril, sin sospecha clinica de

fiebre manchada.
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c) Procedimientos de Recoleccion de Datos

La informacion clinica de los sujetos elegidos se obtuvo a través del
cuestionario “Estudio Epidemiolégico de Enfermedades Transmitidas por
Vectores” (Figura 1) empleado regularmente en el Sistema Nacional de Salud

para el registro epidemioldgico de casos de la enfermedad.

d) Procedimientos de Recoleccién de las Muestras Bioldgicas

Para ser elegibles, los pacientes debieron recibir un diagnéstico presuntivo de
fiebre manchada (CIE-10 A77.9) establecido por la valoracién cegada del
personal de salud de la unidad médica de atencion. Para propédsitos de la
evaluacion de la prueba de PCR, en la primera etapa (6 meses) del estudio a
los pacientes con este diagnostico se les tomd una muestra sangre total (3-6
cc), utilizando EDTA o citrato de sodio como anticoagulante (Lineamientos
InNDRE, 2017) y/o de suero en tubo sin anticoagulante. En la segunda etapa del
estudio unicamente se obtuvo sangre total y muestras seroldgicas fueron
procesadas solo en casos extraordinarios, cuando no fue posible obtener
muestra de sangre total, sea por defunciéon o porque la muestra procedia de

hospitales ubicados fuera de Hermosillo.

Todas las muestras se recolectaron preferentemente antes del inicio de
tratamiento con antimicrobianos, en contenedores estériles y tapa hermética (La
Scola, 1997; Oteo, 2014). Cada muestra se identific6 con el nombre del
paciente, cuidando una adecuada red fria durante su transporte hacia el
Laboratorio de Bioquimica Clinica y Biologia Molecular del Departamento de
Medicina y Ciencias de la Salud de la Universidad de Sonora [LBCBM]
(Brouqui, 2004). La muestra fue procesada en un término no mayor a 24 horas

una vez recibida en el laboratorio.
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ISSSTE

SISTEMA NACIONAL DE SALUD
ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO DE CASO DE ENFERMEDADES TRANSMITIDAS POR VECTOR

DIF

PEMEX

1. DATOS DE IDENTIFICACION DEL PACIENTE.

No. de afiliacion o expediente.

Folio de Caso:

Sitio donde pasa mayor parte del tiempo:

Trabajo [_]

Casa[__] Escueta[ ] otro[ ]

Nombre: ] ] | RFC: CURP:
Apalias paterno Apeiide materne Nombre(s)
DATOS DEL NACIMIENTO
Fecha de nacimiento Estado de nacimiento: Jurisdiccion de nacimiento
BTA WES ARG

Micipio do nacimiento: sexo ] 0 foat Anos[ ]  meses [ ] oms [ ]
RESIDENCIA ACTUAL
Domicilio

Carey Nom Cotonia
Localidad Municipio
Estado Teléfono (s)
Entre:  Calle: y calle: cP.
LUGAR LABORAL
Domicilio

Caitie'y N Cotonia Taerone (3
Localidad Municipio Estado

FECHA DE SOLICITUD DE ATENCION:

FECHA DE INICIO DE ESTUDIO:

FECHA DE NOTIFICACION AL ESTADO:

FECHA DE

TERMINACION DEL ESTUDIO:

¢Habla lengua indigena? si D No D Desconoce :' <Cual? (Es indigena? S/ D No |:l \gnorado: D
. DATOS DE LA UNIDAD NOTIFICANTE

CLAVE DE LA UNIDAD: Estado Jurisdiccion

Municipio Localidad Institucion

o -

TR WS
FECHA DE NOTIFICACION A LA DGE: FECHA DE PRIMER CONTACTO CON LOS SERVICIOS DE SALUD
ST wEs ARG COMO CASO PROBABLE DE DENGUE HEMORRA GICO: SR WEs ARG
DIAGNOSTICO PROBABLE: DIAGNOSTICO FINAL:
DATOS EPIDEMIOLOGICOS
PROCEDENCIA : De la Jurisdiccion:[__] De otra jurisdiccion dentro del Estado:[__| De otro Estado (Foraneo):[__]
HA VISITADO OTROS LUGARES: ENLAS ULTIMAS DOS SEMANAS: si[ ] w~ [] EN EL ULTIMO MES si[] no[]
LUGARES VISITADOS:
Pais Estado/Provincia Ciudad/Municipio:
Pais Estado/Provincia Ciudad/Municipio:
Pais Estado/Provincia: Ciudad/Mu
CONTACTO CON ANIMALES: mosco  [] chncre [ ] GArRRAPATA  [] oTRO
EXISTEN ENFERMOS SIMILARES EN LA LOCALIDAD: si (| no [] HA RECIBIDO TRANSFUSIONES SANGUINEAS: si no []
ANTECEDENTES DE MUERTES INUSUALES DE ANIMALES equno  [] AvE [] oo []
IV. CUADRO CLINICO [ (si=1.N0 =2, ignorados = 9)
Fecha de inicio de signos y sintomas:
SR WS Ao
Fiebre — Fecha de inicio de la Temperatura °c
SR e ARG
Cefalea —1 Escalofrios 1 Alteraciones del gusto Estupor —
Mialgias 1 Fotofobia 1 Adenomegalia Desorientacion —1
Artralgias leves o mederadas 1 Dolor abdominal intenso 1 Induracion Temblor —1
Foliartralgias severas* C_1 Diarrea — Inflamacion de parpado Convulsiones C
Artritis | — Conijunti 1 Disnea Debilidad muscular —
Dolor de espalda 1 Congestion nasal 1 Alteraciones cardiacas Paralisis —1
Dolor retroocular 1 Tos 1 Nodulos Otitis —
Exantema [ — Faringitis [ Ulceras Otros
Prurito [— Rinitis 1 Lesion de membranas mucosas
Vémito persistente C 1 Hepatomegalia C_1 lote
Nauseas —1 Esplenomegalia —1 Rigidez de cuello
* Incapacitantes
ESCAPE DE LIQUIDOS —1 HEMORRAGIAS —
Fecha de inicio de signos y sintomas Fecha de inicio de signos y sintomas:
e ARS STAwmEs ARC
Petequias [ Asciis Gingivorragia —
Equimosis ] Derrame pleural Epistaxis C_1
Hematomas ] &dema Hematemesis | —
Torniquete positivo — Piel moteada Melena —/
Otros:
FUE HOSPITALIZADO: ~ SI [ ~o[] FECHAS:  INGRESO MANEJO AMBULATORIO si[] w~o[]
A ARG

NOMBRE DE LA UNIDAD TRATANTE:

CLUES:

Clave de la Unidad:

Institucion:

¢Acudi6 a unidad de primer nivel?

Otro

si[] ~o[]

Diagnéstico inicial hospitalario:  Fiebre por Dengue.l:l

Numero de veces que acudi

_

Fiebre Hemorragica por Dengue: El

Servicio de atencién:

Urgencias médicas
Medicina Interna
Pediatria

Terapia intermedia

Terapia intensiva
Gineco Obstetricia
Otras, especifique:

Estado del paciente: Grave |:| No

grave[ ]

COMORBILIDAD

O

Inmunosupresion:[_]

gicos:[]
Cirrosis hepatica:[___]

Diabetes:[__]
otros:[_]

Especifique:

Hipertension: [ ]

Enf. ulcero péptica:[__|

Enf. Renal [_]

Figura 1.Estudio epidemioldgico de enfermedades transmitidas por vectores.
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V. EVOLUCION EN EL HOSPITAL

ESTABLE [] GRAVE [] MEJORIA []

SEGUIMIENTO HEMATOLOGICO
En caso de haber datos de escape de liquidos o hemorragias, realizar*:

Fecha: Hto: % Hb. gr x 100mi. Plaquetas: x10* Albumina g/di
Fecha: Hto: % Hb gr x 100mi. Plaquetas: x10° Albamina grdi
Fecha: Hto: % Hb gr x 100mi. Plaquetas: x10° Albamina grdi
Fecha: Hto: % Hb: gr x 100mi. Plaquetas x10° Albumina g/di

*Repetirlas de acuerdo a la evolucién del enfermo

ESTUDIOS DE GABINETE:

Fecha de ultrasonido: Fecha de radiografia:
Dia Mes  Ano Dia _Mes _ Ano
Liquido perivisceral y / o en cavidad abdominal [ ] Liquido en cavidad toracica
DATOS DE EGRESO Fecha de egreso: Alta por Mejoria: [_]
Dia Mes Ano
Referido a: Namero de veces referid
Unidad Médica Institucion

Alta voluntaria: [ ] Defuncion:[ ]  Fecha de defuncio:

V1. ESTUDIO DE LABORATORIO:
Se tom muostra para laboratorio: Si[ ] No [ ] Folio de Laboratorio ]

Dengue: NS1 ELISAIgM ELISAIgG PCR-Tiempo Real Otra ( )
Fecha toma
Fecha de recepcion

Fecha resultado
Resultado + [ - +O -0 + [ - Serotipo +[ -

Muestra rechazada:[_] Causa: Lipémica:[_] Hemolizada:[_] Muestra Insuficiente:[_]  Dias de transito:[_]

Chikungunya ELISA igM PCR-Tiempo Real
Fecha toma

Fecha resultado [ | [ ]

Resultado + [ - + [ -

Muestra rechazada: [_] Causa: Lipémica:[_] Hemolizada:[_] Muestra Insuficiente:[_]  Dias de transito:[_]

Patudismo: Gota Grussa: Fochas: Tora [ meswmsse [ +[J -0

Especie: Paludismo por : vivax  [] Falciparum [__]

Muestra rechazada:[__]  Causa: Lipémica:[_] Hemolizada:[__] Muestra Insuficiente:[ ]  Dias de transito:[__]

Leishmaniasis: impronta: Fechas: Toma 1 Resutado [ ]
Sorologia Fochas: Toma — Y N |

Muestra rechazada:[_]  Causa: Lipémica:[_] Hemolizada:[_] Muestra Insuficiente:[_]  Dias de transito:[__]

Tripanosomiasis: Dx parasitolégico Fechas: Toma ] Resultado

Muestra rechazada |:| Causa! Lipémica: |:| Hemolizada |:| Muestra Insuficiente: ‘:I Dias de transito: D

in
00

+

00
00

0
0

Titulacion:
Muestra rechazada:[_|  Causa Lipemica:[_] Hemolizada:[ ]  Muestra Insuficiente:[ ]  Dias de transito:[_]
Virus del O. Nilo Plasma o Suero  [] Fechas: faToma [ ] Resutado [ 1] +Od -O
Suero [] Fechas: 2daToma [ Resutado [ 0 -Od3
Ler [ Fechas: Toma —— ] Resutado [ 7] O -3
Biopsia [] Fechas: Toma — Resultado [ O -Od83
Muestra rechazada:[ |  Causa: Lipemica:[_| Hemolizada:[ |  Muestra Insuficiente: El Dias de transito:|__|
otro padecimiento: Fochas: Toma ] meeuese [  «[J -
(especificar)
Laboratorio donde se procesé la muestra:
VII.ESTUDIO DE CASOS COMPATIBLES
NOMBRE DOMICILIO EDAD % CASO
OBSERVACIONES
NOMBRE Y FIRMA DE QUIEN LLENO EL FORMATO NOMBRE Y FIRMA DE QUIEN AUTORIZO

Nota: Las fechas se pondréan en el siguiente orden dia/mes/afio

Figura 1. Estudio epidemiolégico de enfermedades transmitidas por vectores.

(Continuacion)
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Por otro lado, la extraccion del ADN se llevd a cabo con el kit comercial
QIAamp® DNA Mini. En cada procedimiento de PCR se incluyé un control positivo
(ADN de Rickettsia rickettsii), uno negativo (mezcla de reaccion con ADN distinto de
Rickettsia) y un blanco de PCR (mezcla de reaccién sin ADN) con el fin de garantizar
que el procedimiento se llevdé adecuadamente, asi como para detectar la posible
presencia de amplificaciones inespecificas o contaminacion con ADN. Los productos
de amplificacion se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 2% (peso
/volumen) en buffer TBE 1X (Tris 50 mM, acido bérico 40 mM, EDTA 0.5 M),
con GelStar® (Lonza), a 90 Volts por aproximadamente 40 minutos. Se utilizé el
marcador 100 pares de bases (pb) Ladder (Promega, U.S.A.). Una vez
concluida la electroforesis, los geles se observaron en un fotodocumentador
WGD-305, (WiseDoc, Korea) y se capturaron con el programa Wise Capture II-
1000. El analisis de los geles se llevd a cabo utilizando el programa TotalLab
(U.S.A)).

e) Procedimientos Técnicos

Existen diferencias en los procedimientos técnicos de los tres laboratorios que
describimos y comparamos, por lo que se detalla la preparacion de la mezcla de
reaccion, iniciadores y PCR, mismas que requieren condiciones distintas de
ciclos, tiempo y temperatura. También existen diferencias en el proceso post-
PCR, especificamente en la electroforesis para la PCR convencional y en la
lectura de los resultados de qPCR, por esto se describe el procedimiento a

continuacion:

PCR-LBCBM de la Universidad de Sonora

Extraccion de ADN: Una vez recibida la muestra en el laboratorio se

colocaron en un microtubo estéril de 1.5 ml, 200 yL de la muestra de sangre

total durante la primera etapa del proyecto y durante la segunda etapa 200 pL
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del paquete globular (separado por centrifugacion), en el caso de muestras de
suero se centrifugaron y se tomé 200 pL del precipitado, posterior a la adicidon
de muestra se agreg6 100 pL de solucién salina tamponada con fosfato estéril
(PBS), 20 pL de proteinasa K y 200 pyL de solucién AL, utilizando para la
extraccion el QIAamp DNA Mini Kit de QIAGEN.

En caso de contar solamente con 100 uL de muestra, se agrega la mitad
de los reactivos de PBS, proteinasa K y solucion AL, para que sea proporcional
a la cantidad inicial de la muestra y se continua el procedimiento como se indica

el fabricante, se resguardé el ADN extraido de las muestras a -20°C.

Identificacion Género Rickettsia _gen gltA: La PCR convencional para

diagnosticar el género Rickettsia identificando el gen gltA se realiz6 en el
termociclador Bio-Rad ICycler preparando una reaccion por cada muestra con
25 uL de mezcla de reaccion, usando los iniciadores CS-1(F) y CS-2(R) (0.8
MM), disefiados para amplificar un fragmento de 401pares de bases del gen
citrato sintasa (gltA), agregando MgCl, (3 mM), oligonucleotidos (200 uM),
buffer 5X, Tag ADN polimerasa (0.5 U) y 5 yL de ADN previamente purificado
de la muestra, control positivo (ADN de Ricketttsia rickettsii), control negativo
(ADN de un paciente con enfermedad febril, no FMMR) y agua destilada estéril

para el blanco de PCR.

En casos especiales como: muestras de suero, muestras de pacientes
que iniciaron con tratamiento de doxiciclina, pacientes graves o defunciones, se
agregaron 8 uL del ADN en la mezcla de reaccion para poder amplificar el gen

de interés en caso de estar presentes en la muestra en una baja concentracion.

Las condiciones de los ciclos de PCR fueron las siguientes: 1 ciclo a
95°C por 5 minutos, 40 ciclos a: 95°C por 15 segundos, 52°C por 30 segundos,

72°C por 30 segundos y finalmente un ciclo a 72°C por 10 minutos,
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conservando los productos a 4°C hasta apagar el equipo y posteriormente en

congelacion (Labruna, 2004).

Para realizar la electroforesis se agregaron 10 pL del producto de PCR
en un gel de agarosa al 2%, con una dilucion 1:10 del reactivo GelStar®
(Lonza), con marcador de peso molecular de 100 pares de bases DNA Ladder
(Promega), después de 60 minutos a 90 volts en la camara de electroforesis
Bio-Rad, los geles se observaron en un fotodocumentador WGD-305,
(WiseDoc, Korea) y se capturaron con el programa Wise Capture [1-1000. EI

analisis de los geles se llevo a cabo utilizando el programa TotalLab (U.S.A.).

Identificacion _de especie rickettsii, proteina hipotética A1G 04230: Para

realizar la PCR convencional de la proteina hipotética A1G_04230, que es el
gen especifico para especie, precalentar los iniciadores a 95°C por 5 minutos
para evitar la formacion de dimeros, los cuales se identificaron durante la
primera etapa del presente trabajo, considerando la descripcion del
procedimiento para la identificacion del gen gltA, en la preparacién de la mezcla
de reaccién sélo cambiariamos los iniciadores, que en este caso son: RRi1(F) y
RRi2(R) (0.8 pM).

Las condiciones de los ciclos de PCR en el termociclador Bio-Rad
C1000 fueron las siguientes: 1 ciclo a 95°C por 5 minutos, 40 ciclos a: 95°C por
15 segundos, 58°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos y finalmente un
ciclo a 72°C por 10 minutos, conservando los productos a 4°C hasta apagar el
equipo y posteriormente en congelacion. El procedimiento de electroforesis se
realizé a la par en ambas amplificaciones (género y especie), se observo para
la confirmacion de especie una banda de 153 pares de bases (Modificado de:
Kato, 2013).
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qPCR- CDC para Ricketttsia rickettsii

Identificacion de género con PanR8 y de especie con RRi6: Se utilizé para

la extraccion el QlAamp DNA Mini Kit de QIAGEN, siguiendo el procedimiento
descrito por el fabricante, para la mezcla de reaccion se considerd un volumen
final de 25 pl, se afiadieron 20 ul de la mezcla para permitir la adicion de 5 pl de
ADN, (incluidos un control positivo y 3 controles negativos [NTC]). Para la
mezcla de reaccién de PanR8: Quanta qScript XLT (Master Mix), iniciadores
PanR8-F y PanR8-R, sonda PanR8-P y agua deionizada estéril. Para la mezcla
de reaccion de RRi6: Quanta qScript XLT (Master Mix), iniciadores RRi6-F y
RRi6-R, sonda RRi6-P y agua deionizada estéril.

Se utilizd una placa de 96 pozos o tiras con maximo 8 pozos para
agregar las mezclas de reaccion de género y especie para colocarla a la par en
el termociclador Applied Biosistems 7500 Fast, y con el siguiente programa: 1
ciclo a 95°C por 8 minutos, 45 ciclos a: 95°C por 05 segundos y 60°C por 30
segundos. Las sondas TagMan en las técnicas de gPCR tienen un fluoroforo
especifico en un extremo y un apagador en el pto extremo, que al amplificar el
ADN se hidroliza produciendo una fluorescencia que es identificada por el
termociclador, se interpreté como positivo una curva de amplificacién en la linea
de corte menor a los 40 ciclos y la ausencia de la grafica sigmoidea como

negativo.

qPCR por InNDRE del género Rickettsia

Identificaciéon de género por el gen gl/tA: Para la identificacién del gen gltA,

se considero la cantidad de 400 pl de muestra tomando el paquete globular y
siguiendo el procedimiento descrito por el fabricante para la extraccion del ADN

con QlAamp DNA Blood Mini Kit y para la preparacion de la mezcla de reaccién
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la cantidad de 20 pl a cada tubo o pozo, se adicion6 5 uL de ADN de la muestra

y de controles.

Mezcla de reaccion para gen gltA: Enzima Gene Expression, iniciadores
CS-F y CS-R (10 pmol/uM), sonda CS-P (10 pmol/pM), MgCl, 25 mM vy agua
deionizada estéril. Mezcla para PCR para gen RNAsa P:. Enzima Gene
Expression, iniciadores RNAseP-F y RNAseP-R (10 pmol/pM), sonda RNAseP-
P (10 pmol/uM), MgCl, 25 mM y agua deionizada estéril.

Después de preparar las dos mezclas de reaccion, se procedié a la
amplificacion en el termociclador 7500 fast con el siguiente programa: 1 ciclo a
50°C por 2 minutos, 1 ciclo a 95°C por 10 minutos, 45 ciclos a: 95°C por 20
segundos y 60°C por 40 segundos.

La presencia de una curva sigmoidea bien definida al igual que la qPCR
de CDC nos indica un resultado positivo, tomando como punto de corte menos
de 38 ciclos, la gPCR de RNAsaP se realiza al mismo tiempo como control de

ADN humano para asegurar la integridad de la muestra.

Los iniciadores y sondas especificas para cada uno de los
procedimientos descritos por PCR y qPCR de los tres laboratorios, que
comparamos para calcular la confiabilidad por el coeficiente de kappa, se

describen en la tabla I.

f) Plan de Analisis

Para estimar la confiabilidad de PCR se compararon los resultados de la prueba
con los obtenidos por gPCR en el INDRE y el LESP, para la identificaciéon de
género. En el caso de especie se comparé con qPCR en el Laboratorio del
Departamento de Enfermedades Rickettsiales del CDC. Un resultado de PCR
convencional fue considerado positivo cuando se observo la presencia de una

banda con un numero de pares de bases acorde con el tamaifo esperado para
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Tabla I. Objetivos de amplificacion de las técnicas comparadas para evaluar la

confiabilidad de PCR convencional para el diagnostico de Rickettsi ricketttsii,

con las secuencias de iniciadores y sondas.

LBCBM - PCR*
Objetivos Secuencias de iniciadores y sondas (5’- 3’)

. ] CS-F GCA AGT ATC GGT GAG GAT GTA AT
Rickettsia spp. CS-R GCTTCC TTA AAATTC AAT AAATCAGGAT

R. rickettsii

RRi6-F AAA TCA ACG GAA GAG CAA AAC
RRi6-R CCC TCC ACT ACC TGC ATC AT

CDC - qPCR+
PanR8_F AGC TTG CTT TTG GAT CAT TTG G
_ _ PanR8_R TTC CTT GCC TTT TCATACATC TAG T
Rickettsia spp. PanR8 P FI-CCT GCT TCT ATT TGT CTT GCA GTA ACA CGC
CA-BHQ1
RRi6_F AAA TCA ACG GAA GAG CAA AAC
R. rickettsii RRi6_R CCC TCC ACT ACC TGC ATC AT
RRi6_P FI-TCC TCT CCA ATC AGC GAT TC-BHQ1
InDRE — qPCR"
CS-F TCG CAAATG TTC ACG GTACTT T
_ _ CS-R TCG TGC ATT TCT TTC CAT TGTG
Rickettsia spp. CS-P 6-FAM-TGC AAT AGC AAGAAC CGT AGG CTG GATG
BHQ-1
RNaseP-F CCA AGT GTG AGG GCT GAA AAG-3)
ADN Humano RNaseP-R TGT TGT GGC TGA TGA ACT ATA AAA GG

RNaseP-P FAM-CC CCA GTC TCT GTC AGC ACT CCC BHQ-1

LBCBM - PCR*= Laboratorio de Bioquimica Clinica y Biologia Molecular del Departamento de Medicina y Ciencias de
la Salud de la Universidad de Sonora- PCR convencional de género y especie del presente estudio (Labruna, 2004;

Modificado de Kato, 2013)

CDC - gPCR+= Centros de diagnostico y control de enfermedades de Estados Unidos-PCR en tiempo real de género y

especie (Kato, 2013).

InDRE - qPCR"= Instituto de Diagnéstico y Referencia Epidemiolégica-PCR en tiempo real para género y ADN humano
como control de la muestra (Lineamientos INDRE, 2017).
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cada uno de las secuencias amplificadas: gltA (Labruna, 2004) y A1G_04230
(Kato, 2013). Y en el caso de gPCR se observé la sigmoide en el grafico del
programa, cuantificable respecto al ciclo de amplificacion. La confiabilidad de la
prueba PCR fue examinada mediante el coeficiente de Kappa (K). Se calcul6 el
intervalo de confianza al 95% para cada uno de los estimadores obtenidos. Las
diferencias proporcionales entre las distintas muestras biolégicas fueron
examinadas mediante una prueba de Chi-cuadrada para igualdad de

proporciones.

g) Consideraciones Eticas

Este proyecto tiene un beneficio identificado que puede ser utilizado para
mejorar las condiciones de salud de esta poblacion. No simplifica ni duplica
investigacion previa realizada en la regién. Envuelve un tamafo de muestra
estadisticamente apropiado y los resultados del estudio seran divulgados
mediante reportes técnicos, presentaciones y articulos de investigacion

cientifica.

El consentimiento informado y signado por los padres o responsables
legales del menor fue obligatorio para que el sujeto se incluyera en la
investigacion. Dicho consentimiento era rutinariamente aplicado por el personal
meédico de los hospitales participantes a todo paciente que es hospitalizado. La
decision de participar en el estudio fue especialmente considerada en los nifios
menores de 7 anos, a los que se les respetd su decision de no participar aun
cuando se contara con la aprobacion de sus padres o tutores. Si las
condiciones clinicas (p.e. la severidad del cuadro) fueron un impedimento para
conseguir el asentimiento del menor, su tutor responsable debié tomar la

decision, buscando el beneficio del sujeto elegido.
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La participacion en este estudio no implicd ningun costo econémico para
los menores elegidos ni sus familiares, y se buscaron las estrategias para
garantizar un adecuado manejo clinico y epidemioldgico de los sujetos con una
prueba positiva, incluyendo los estudios de laboratorio y el tratamiento

especifico subsecuente a la positividad de la PCR, gPCR o de la IFI.
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RESULTADOS

Primera Etapa o de Estandarizacién

Durante esta etapa del estudio, en el LBCBM, mediante PCR convencional se
identifico el gen gltA para confirmar género de Rickettsia; mientras para
identificar la especie rickettsii, se utilizé la regién blanco A1G_04230, que
codifica para la proteina hipotética, misma que también es identificada en CDC.
Posteriormente, se enviaron alicuotas de ADN de las muestras procesadas en
el LBCBM de la Universidad de Sonora a los Centros de Prevencion y Control
de Enfermedades (CDC) de Atlanta, para realizar gPCR e identificar género de
Rickettsia con la identificacién de Panrickettsia (PanR8) y la especie rickettsii se
centran en el ARNr 23S (un componente de la subunidad 50S y en un gen que
codifica la proteina hipotética A1G_04230 (numero de acceso de GenBank
ABV76353; cepa Sheila Smith de R. rickettsii), respectivamente,

En esta etapa se evalud la concordancia con el coeficiente de kappa, de
las técnicas qPCR y PCR convencional utilizada en los dos laboratorios. Los

resultados se despliegan en la tabla Il.

Coeficiente de kappa

(% de concordancia observada) — (% de concordancia esperada debida al azar)
100 — (% de concordancia esperada debida al azar)

Coeficiente kappa =

% Concordancia observada= [(34+124) /172] (100) =91.9%

Concordancia debida al azar=

(42/172) (100) = 24.4% (40/172) (100) = 23.3% (42) (0.24) =101
(132/172) (100) = 76.7% (130/172) (100) = 75.6% (130) (0.76) =98.8
% Concordancia debida al azar= [(10.08+98.8) /172] (100) = 63.3%

Coeficiente de Kappa =91.9 - 63.3 = 28.6 =0.78
100-63.3 36.7
IC 95% Coeficiente de Kappa = 0.78 [IC del 95%= (0.664-0.888)]

23



Tabla Il. Resultados en muestras sanguineas para R. rickettsii en los
laboratorios de prueba

PCR convencional*

gPCR+ Positivo Negativo Total
Positivo 34 8 42
Negativo 6 124 130
Total 40 132 172
PCR convencional*= LBCBM qPCR+= Laboratorio de CDC
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Por otro lado, cuando se comparé el resultado de 51 muestras pareadas
de sangre total y suero, procesadas por PCR para R. rickettsii, se aprecidé que
hubo una mayor proporcion (56.9%) de positivos en las muestras sanguineas
que en las de suero (25.5%), esa diferencia fue estadisticamente significativa
(p=0.0025) Figura 2.

Cuando se examinaron los resultados de 107 muestras procesadas por
PCR convencional, 60 (56.1%) de sangre total y 47 (43.9%) de suero, de
pacientes pediatricos que recibieron el diagnéstico clinico de FMRR en el HIES,
se observd una mayor proporcion (48.3%) de las muestras sanguineas fueron
positivas y que en las muestras serologicas (27.7%). Esta diferencia fue

significativa (p=0.0484) Figura 3.
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Figura 2. Distribucion proporcional de resultados positivos y negativos de PCR

para R. rickettsii en muestras de sangre total y suero (n=51), con una p<0.05.
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Figura 3. Distribucién proporcional de resultados positivos y negativos de PCR
para R. rickettsii en muestras de sangre total (n=60) y suero (n=47) de

pacientes pediatricos, con una p<0.05.
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Segunda Etapa

Esta etapa comprendié el seguimiento del proyecto, entre 2016 y 2017; vy
basicamente consistid en la comparacion de muestras procesadas en LBCBM y
en el INDRE. La contrastacién se realizé unicamente para el género Ricketftsia,
identificando el gen gltA, pues el INDRE no identificaba la especie rickettsii. Por
tal motivo, se evalud la concordancia con coeficiente de kappa, entre las técnica
gPCR (InDRE) y PCR convencional (LBCBM).

En total, fue comparado el resultado de 443 muestras tal como se detalla

en la tabla Ill.

Coeficiente de kappa

(% de concordancia observada) — (% de concordancia esperada debida al azar)
100 — (% de concordancia esperada debida al azar)

Coeficiente kappa =

% Concordancia observada= [(124+301) /443] (100)=95.94%

Concordancia debida al azar=

(132/443) (100) = 29.8 (134/443) (100) = 30.2 (132) (0.30) =369
(311/443) (100) =70.2 (309/443) (100) = 69.7 (311) (0.70) = 217.7
% Concordancia debida al azar= [(36.9+217.7) /443] (100)=57.5%

Coeficiente de Kappa = 95.94 - 57.47 = 38.47 = 0.90
100-57.47 4253

IC 95% Coeficiente de Kappa = 0.904 [IC del 95%= (0.860-0.947)]
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Tabla lll. Resultados en muestras sanguineas para Rickettsia spp.

en los laboratorios de prueba.

PCR convencional*

gPCR+ Positivo Negativo Total

Positivo 124 8 132

Negativo 10 301 311

Total 134 309 443
PCR convencional*= LBCBM qPCR+= Laboratorio de CDC
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Por otro lado, cuando se examinaron 165 muestras sanguineas con
resultado positivo a Rickettsia rickettsii, procesadas por PCR convencional, de
acuerdo al periodo transcurrido entre el inicio de sintomas y el dia en que se
tomd la muestra, cuya media fue de 5.6 + 2.44 de desviacion estandar. Al
respecto, se aprecié que la mayor proporcion (77.6%) se ubicd en el rango
entre los 3 y 7 dias. No obstante esto, de modo interesante se observo que 29
(18.2%) sujetos resultaron positivos a pesar de que la muestra se tomo entre

los dias 8° hasta el 15° de evolucion clinica como se observa en la figura 4.

En este segundo periodo, también se comparé la proporcion de
resultados positivos en muestras sanguineas y de suero procesadas mediante
PCR convencional para R. rickettsii en los afios 2016 (n=125) y 2017 (n=295).
En general, y debido a los criterios establecidos en los hospitales para tomar la
muestra biolégica cuando se sospecha de FMRR, se procesaron 392 muestras
de sangre y unicamente 28 de suero; el porcentaje de positividad fue de 29.6%
en las muestras sanguineas y de 39.3% en el suero. Esta diferencia no fue

significativa (p=0.386) figura 5.

Al evaluar la distribucion proporcional de positivos a R. rickettsii en
muestras procesadas mediante PCR convencional, de acuerdo al grupo etario
(<18 afios y adultos) de los sujetos sospechosos de FMRR, se observo una
discreta diferencia, pues en los pacientes pediatricos el porcentaje de positivos
fue de 34.1% (n=185) mientras en los adultos fue de 27.2% (n=235). Esta

diferencia no fue significativa (p=0.160) figura 6.
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Dias de evolucion de la enfermedad

Figura 4. Dias desde el inicio de sintomas hasta la toma de muestra en

pacientes positivos para R. rickettsii por PCR convencional (n=165).
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Figura 5. Distribucidn proporcional de resultados positivos y negativos en

muestras sanguineas (n=392) y suero (n=28) para R. rickettsii en PCR

convencional durante los anos 2016-2017.
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Figura 6. Distribucion proporcional de resultados en pacientes pediatricos
(n=185) y adultos (n=235) para R. rickettsii en PCR convencional en los afios
2016-2017.
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Finalmente contemplando el total de muestras procesadas en los distintos
dias de inicio de sintomas, observamos una mayor frecuencia en toma de
muestras durante los dias 1-7 de evolucion clinica, probablemente porque son
los dias de la etapa aguda con manifestaciones clinicas del proceso infeccioso.
Se encontrd6 una mayor proporcion de resultados positivos en las muestras
tomadas entre el 6° y el 8° dia. Un hallazgo importante, es que aunque el
numero de muestras disminuyd en pacientes (n=26) que se encontraban entre
los dias 9 y 15 de evolucion, aun se pudo confirmar el diagndstico en 16 de
ellos, lo que representd 61.5% de positividad. En la figura 7 se detalla el
porcentaje de positividad de acuerdo al dia de evolucién en el que se tomd la

muestra.
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Figura 7. Dias desde el inicio de sintomas hasta la toma de muestra de

pacientes positivos y negativos, en proporcion con el total de muestras para

diagndstico de R. rickettsii por PCR (n= 455).
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DISCUSION

Los hallazgos del presente estudio sefialan que la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) convencional es una técnica confiable para confirmar el
diagnéstico de fiebre manchada por Rickettsia rickettsii, en pacientes con
sospecha clinica de la enfermedad. Los resultados de PCR convencional fueron
comparados con los de PCR en tiempo real o cuantitativa (QPCR), encontrando
una concordancia sustancial (k=0.78), al compararlos con los del Laboratorio de
Zoonosis Rickettsiales de CDC y una concordancia (k=0.90) casi perfecta
respecto a los del INDRE, de acuerdo a la escala propuesta por Landis y Koch
(1977), la mayor concordancia con INDRE puede deberse a que identificamos el

mismo gen (gltA), solo considerando el diagnodstico de género.

Nuestros resultados pueden ser relevantes para el ambito clinico y de
salud publica en regiones similares a las del estudio, que carecen de qPCR,
pues en adicion a demostrar que PCR convencional es un método confiable
para confirmar casos de FMRR, encontramos que es util incluso en muestras
clinicas de sangre y suero que fueron tomadas después del 7° y hasta el 15°
dia tras el inicio sintomatico, lo que no ha sido previamente documentado, ya
que la recomendacion estandar es realizar PCR en muestras tomadas dentro
de los primeros 7 dias de la enfermedad (Lineamientos InDRE, 2017; Oteo,
2014; Kato, 2013; Biggs, 2016).

Es importante destacar los resultados positivos obtenidos entre los dias 8
y 15 de evolucion de la enfermedad, pues aunque se acepta que hay una
relacion inversa entre la carga bacteriana detectable y el titulo de las
inmunoglobulinas G (Schneeberger, 2009), en este periodo la PCR puede ser
una alternativa diagndstica confiable, incluso en aquellos pacientes con un
resultado negativo, en quienes debe realizarse entonces una prueba mediante

IFI. Ademas, recomendariamos que en los sujetos con mas de 7 dias de
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evolucién y un resultado negativo se lleven a cabo dos reacciones de PCR, la
primera con 5 ply la segunda con 8 ul de ADN, ya que la concentracion de ADN
es critica para mejorar los resultados del método y de esta forma incrementar la

probabilidad de identificar los genes presentes. (Leal, 2013)

Lo anterior puede ser relevante ya que no hay consenso para el uso
poblacional de las técnicas moleculares disponibles ni para el manejo clinico de
pacientes, particularmente cuando se utilizan en muestras de sangre total
tomadas después del 7° dia de evolucion, en donde puede haber escasa carga
bacteriana (Biggs et al, 2016; Kato et al, 2013), algo que es similar respecto a
las pruebas seroldgicas que no representan una herramienta diagndstica util
para confirmar el diagnéstico de FMRR durante los primeros siete dias de la

enfermedad.

Por otra parte, es importante senalar que gPCR tiene la ventaja de
cuantificar los productos de su amplificaciéon, lo que también permite identificar
la concentracion bacteriana en relacién a las amplificaciones de los productos
del género Rickettsia, esto es posible mediante el empleo del gen citrato sintasa
gltA (con1311 pares de bases de ADN lineal, GenBank U59729), por ser una
region del genoma altamente conservada, la que ha mostrado una elevada
sensibilidad y especificidad incluso empleando otros iniciadores y sondas,
obteniendo diferentes productos de amplificacién de distintas regiones del gen
(Stenos, 2005, Rox, 1997) como en Brasil (Rogental T, 2006), Panama
(Estripeaut D, 2007), Costa Rica (Arglello AP, 2012) y México (Zavala-Castro,
2008, Labruna, 2004). Esto mismo ocurri6 en nuestro estudio, pues al
comparar las técnicas de PCR convencional y qPCR identificamos regiones
especificas y conservadas del gen gltA y no el gen completo, con lo que
obtuvimos una concordancia casi perfecta en la identificacion del género

Rickettsia.
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Al evaluar la concordancia del gen especifico para la especie rickettsii, la
region que codifica para la proteina hipotética identificada como A1G_04230
(Kato, 2013), obtuvimos una concordancia sustancial (k=0.78) entre PCR
convencional y gPCR, que fue probablemente debido a diferencias técnicas en
los procedimientos entre ambos métodos diagndsticos, como identificar distinto
gen, 45 ciclos de la qPCR vy la integridad del ADN que enviamos al CDC. No
obstante, considerando la naturaleza exploratoria y de estandarizacién de
nuestro estudio, la concordancia alcanzada puede considerarse de forma
positiva, pues no tenemos conocimiento de que estudios previos lo hubieran
realizado en muestras clinicas poblacionales, aunque a nivel de laboratorio Kato
(2013) validé la especificidad del gen A1G_04230 para R. rickettsii
comparandola con cepas de Rickettsia de distintas especies (p.e. R. akari, R.

massiliae, R. conorii, entre otras), hongos y otras bacterias.

En tal contexto, para conservar la concordancia entre PCR convencional
y qPCR, toda vez que el producto de amplificacion del gen A1G_04230 que
obtuvimos fue de 153 pares de bases, es necesario que en el procedimiento de
PCR convencional se incorpore un precalentamiento de iniciadores por 5
minutos a 95°C, con el propdsito de evitar la formacion de dimeros o la
amplificacion de productos inespecificos, que usualmente ocurre por la afinidad
entre los iniciadores F y R (forward y reverse, por sus siglas en inglés), esto lo
identificamos e implementamos desde la fase de estandarizacion. (Linhart,
2005).

En este sentido, es importante que en regiones endémicas como el
estado de Sonora, se fortalezca la busqueda de regiones mas especificas de
ADN vy se mejore el disefio de iniciadores basados en la secuenciacion de las
cepas regionales de Rickettsia rickettsii, lo que puede ser relevante para la
salud publica y la atencién médica, puesto que se han documentado hasta diez

cepas distintas de esta bacteria, que aunque poseen minimas diferencias en la
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secuenciacion, se asocian a marcadas diferencias en la expresién clinica de los

factores de virulencia (Fourner, 2009; Clark, 2015)

Por otro lado, en nuestro estudio se aprecido que en algunos pacientes
clinicamente compatibles con FMMR, no fue posible obtener un resultado de
PCR positivo en la muestra sanguinea analizada, en PCR convencional y gPCR
ya que cuando se les tomo6 la muestra, tenian mas de 24 horas con la
administracion del antibidtico especifico, dado que los pacientes estaban
hospitalizados en condiciones de severidad clinica, se les administré doxiciclina

intravenosa.

La doxiciclina es una tetraciclina de accion bacteriostatica de larga
duracién, que actua en los microorganismos gramnegativos, transportada a la
célula por difusion pasiva y también mediante un sistema de transporte activo
ATP-dependiente. Esto es importante, porque dentro de la célula, la doxiciclina
se fija en la subunidad ribosémica 30S bloqueando la union del aminoacil-RNA
de transferencia al RNA mensajero, lo que inhibe la sintesis de proteina
disminuyendo la cantidad de bacterias en circulaciéon y también mermando la
probabilidad de identificar sus genes con técnicas de PCR (Bassetti, 2011), lo
que puede enmascarar el diagnostico de FMMR, pero sin la capacidad de evitar
las lesiones que la infeccion provocd en diversos érganos y sistemas, lo que
hace factible el diagnéstico por IFI en dias posteriores, que si bien es
clinicamente util, puede generar discordancias al comparar resultados entre
PCR e IFI.

Ademas de las limitaciones metodoldgicas que se describieron con el
procesamiento de las muestras, otros factores que pueden afectar
negativamente la calidad de los hallazgos incluyen el disefio transversal que
empleamos, pues impide que podamos establecer relaciones de causalidad, y

en el caso especifico de la calidad de la muestra, estuvimos sujetos al momento
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en que el paciente llegd al hospital, a la sospecha médica, al tratamiento
administrado, lo que pudo generar errores de clasificacion y sesgar los

resultados.

El diagndstico de FMMR continua siendo un desafio clinico, puesto que
el inicio de sintomas es muy inespecifico, con la presencia de fiebre, cefalea y
malestar general en los pacientes, lo cual semeja a enfermedades endémicas
del estado de Sonora como influenza, dengue, chikungunya, zika vy
enfermedades febriles exantematicas en general (Alvarez, 2013). En tal
escenario, es importante la sospecha oportuna de FMMR vy el escrutinio del
médico de primer nivel de atencion, lo que tiene un impacto relevante para el
prondstico clinico de la enfermedad, ya que cuestionando acerca de variables
epidemiolégicas ambientales y sociales como la proximidad con garrapatas o
perros infestados con garrapatas, no unicamente podria iniciar el tratamiento
con doxiciclina durante las primeras 72 horas de inicio de los sintomas, lo que
reduciria la presencia de resultados fatales, sino que incrementaria la validez y
confiabilidad de la PCR al tomar la muestra con mayor oportunidad y sin que se

hubiera iniciado el antibiético especifico.
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CONCLUSIONES

La PCR convencional es un método diagndstico confiable para confirmar
infeccidn por Rickettsia rickettsii, en muestras clinicas de sangre y suero de

pacientes cursando los primeros 14 dias de evolucién de la enfermedad.

El uso de PCR convencional puede ampliarse a nivel poblacional para el
diagnéstico precoz de pacientes con sospecha de fiebre manchada por
Rickettsia rickettsii y puede ser una herramienta de uso rutinario en regiones

endémicas de FMRR que cuenten con laboratorios de biologia molecular.

La PCR convencional puede ser util para confirmar el diagnéstico de FMRR
en regiones endémicas que no cuenten con termocicladores para la PCR en

tiempo real, reduciendo costos financieros en el proceso de las muestras.

Las muestras de sangre total, separando el paquete globular para la
extracciéon del ADN, son mejores para el diagnéstico de FMRR mediante
PCR convencional, principalmente porque las células mononucleares
fagocitan y permiten la multiplicaciéon de gran cantidad de bacterias. No
obstante, no se debe descartar al sedimento del suero, especialmente
cuando es la unica muestra disponible, pues contiene material genético de

las bacterias, de forma libre o extracelular.

La capacitacion del personal médico es prioritaria, los mensajes claves
deben incluir el reconocimiento del estado de Sonora como una region de
alta endemia de FMRR, por lo que su escrutinio debe ir mas alla de la
busqueda de signos clinicos; también es relevante que se insista en el inicio
de doxiciclina durante los primeros dias de inicio de sintomas; que se tome
una muestra de sangre en los primeros dias de evolucion para confirmar el
diagnodstico por PCR y que se notifique cada caso a los servicios de

epidemiologia.
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1.

Recomendaciones Metodolégicas

Para reducir la probabilidad de produccion de dimeros, es conveniente optar
por el precalentamiento (a 95°C por 5 minutos) para separar los iniciadores,
previo a su adicion en la mezcla de reaccion, con lo que se mejora la

capacidad de deteccidn por electroforesis.

En las muestras sanguineas de pacientes con uno o mas dias de
tratamiento con doxiciclina, disminuye considerablemente la probabilidad de
obtener resultados positivos. En estos pacientes, una forma de recuperar
mayor cantidad de ADN para identificar los genes de Rickettsia, es aumentar
de 5 pl a 8yl la cantidad de éste en la mezcla de reaccién, sin alterar ningun
otro reactivo. Lo mismo puede aplicar en las muestras de suero ya que por
su naturaleza tendra menor cantidad de ADN, lo que puede mejorar la
capacidad de identificacién de R. rickettsii y no producira un resultado falso

positivo en caso de ser negativa.

En condiciones criticas, cuando no sea posible tomar la cantidad (200 pl)
necesaria para realizar la extraccion de ADN, que es como se estandariza el
proceso, cantidades menores como 100 ul de sangre total pueden ser utiles
para realizar el diagnoéstico. Para ello, recomendamos ajustar a la mitad los
reactivos de la fase de lisis celular, y continuar con la extraccion de ADN vy el

proceso normal de PCR.

Recomendaciones de Investigacion

En regiones de alta endemia de FMRR, como es el estado de Sonora, una
tarea sustantiva de investigacion es la secuenciacion de las posibles cepas
circulantes. Desde el punto de vista sanitario es relevante conocer las

especies y cepas a las que la poblacion se expone pues existen diferencias
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clinicas y de salud. Un ejemplo de esto es Rickeftsia rickettsii cepa 'Sheila
Smith' (GenBank AADJ01000001) con un genoma completo de 1, 257,710
pb de ADN lineal que se ha identificado mediante secuenciacion y hasta el
momento es la cepa con mas factores de virulencia (Clark, 2015; Paddock,
2015; Fournier, 2009). No obstante la elevada letalidad que se ha registrado
en Sonora, no tenemos conocimiento de estudios que hayan buscado

identificar o secuenciar la o las, cepas circulantes en Sonora.

. También es fundamental que se desarrollen estrategias de investigacion
para el desarrollo de nuevas regiones blanco para identificar distintas
especies de Rickettsia, sea para detectar genes que confieran mayor
patogenicidad a la bacteria, o identificar la presencia de regiones genéticas
que indiquen alguna mutacion que afecte la sensibilidad al antibidtico de

eleccion.

. Es conveniente que se busquen métodos que mejoren la validez de PCR.
Una alternativa por explorar es la amplificacién isotérmica mediada por bucle
(LAMP, por sus siglas en inglés). Esta metodologia incluye seis iniciadores y
una enzima isotérmica (no necesita cambios de temperatura, ni
conservacion estricta en temperaturas frias), por lo tanto no es necesario un
termociclador. LAMP amplifica el ADN del patégeno en menor tiempo que
PCR, al punto de permitir una visualizacién directa de la reaccién, por la
liberacion de pirofosfatos que causan turbidez. Esto la convertiria en
herramienta diagnostica rutinaria en los hospitales, haciendo mas agil la

toma de decisiones médicas.
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1.

Recomendaciones de Politicas Publicas

La PCR convencional debe ser integrada en el inventario de herramientas
diagnosticas de la fiebre manchada por Rickettsia rickettsii en todas las

unidades médicas del sistema de salud en Sonora.

Las muestras de sangre son la mejor opcion para la confirmacién de FMRR
por PCR convencional. Es idoneo que la muestra se tome en los primeros 7
dias de evolucion de la enfermedad, pero no deben descartarse aquellas
muestras de pacientes que tengan mas de 8 dias después del inicio de
sintomas; también puede ser empleado el sedimento de suero. Esto debe
incorporarse en los lineamientos operativos del programa estatal de
prevencion y control de la FMRR, y otros documentos normativos para el

diagnéstico de la enfermedad.

Nuestro estudio sugiere que es necesario disminuir la tasa de rechazo de
muestras sanguineas y de suero, especialmente de pacientes criticamente
enfermos con sospecha de FMRR, adecuando los criterios de aceptacion
establecidos en lineamientos federales y estatales, respecto a los dias de

evolucion en los que se toma la muestra al paciente.
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APENDICE

Preparacién de Reactivos

1. Deoxinucleétidos 2.5 mM: En un microtubo de 0.5 mL estéril, colocar 5 pL
de cada deoxinucleétido (100 mM) y agregar 180 pL de agua deionizada
estéril.

2. Iniciadores (CS-F, CS-R, RRI-F y RRI-R): Los viales comerciales se
resuspenden agua deionizada estéril para ajustarse a una concentracion de

100 pM. Diluir 1:5, por ejemplo 80 uL de agua + 20 pL de primer, para
obtener una concentracion final de 20 pM.

CS-F (5-GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT-3)

CS-R (5-GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGAT-3)
RRI-F (5-AAATCAACGGAAGAGCAAAAC-3)

RRI-R (5-CCCTCCACTACCTGCATCAT-3)

3. EDTA 0.5 M, pH 9.0: Disolver 93.05 g de EDTA (dihidratado) en 400 mL de
agua destilada. Ajustar el pH a 9.0 con NaOH sélido (aprox. 20 g de NaOH).
Aforar a 500 mL con agua destilada. Esterilizar en autoclave. Se disuelve a
pH cercanos a 8.

4. TBE 5X (Tris, Acido bérico y EDTA), pH 8.0:

a) Disolver 54 gramos de tris base en 800 mL de agua destilada
b) Agregar 27.5 gramos de acido bdrico
c) Agregar 20 mL de EDTA0.5M
d) Ajustar el pH a 8.0 utilizando HCI
) Aforar a 1000 mL
f) Esterilizar en autoclave
5. Buffer de corrida PFGE (TBE 1 X): Diluir 130 mL de buffer TBE 5X en 520

e

mL de agua deionizada.
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6. GELSTAR®: Diluir 1:10 el reactivo comercial GELSTAR®, con agua

deionizada estéril.

1. Adfadir 500 pL de solucion AW2, centrifugar 3 minutos a 20,000 x g
(14,000 rpm) descartar el tubo colector con el liquido

2. Colocar la columna sobre un microtubo de 1.5 mL nuevo

3. Anadir 200 pL de solucion AE en el centro de la columna

4. Incubar 1 minuto a temperatura ambiente, centrifugar 1 minuto a 6,000 g
(8,000 rpm).

5. Descartar la columna y cerrar el microtubo con el ADN obtenido.

6. Guardar a -20°C hasta su uso. (2011. Quick-StartProtocol. DNeasy®
Blood & Tissue Handbook. QIAGEN.)

50



	Archivo PDF
	d88820f878daf66f8d7493a1dd2fa9f3316ac53e5a0bd94beb1860a9d7bbf9a6.pdf
	Archivo PDF

