Centro de Investigaciones en
EnfermedadesTropicales (CIET).
Facultad de Microbiologia.
Universidad de Costa Rica
Abreviaturas: CDC, Centro
de enfermedades infecciosas;
FMMR, Fiebre Manchada de
las Montafas Rocosas; IFA,
Inmunofluorescencia; IFN-
Y, Interferén gamma; IL-1B,
Interleucina -1 betha; PCR,
Reaccion en Cadena de la
Polimerasa; TNFQ, Factor de
necrosis tumoral alpha.
Correspondencia: Laya Hun.
rlhun@cariari.ucr.ac.cr

ISSN 0001-6002/2008/50/2/77-86
Acta Médica Costarricense, ©2008
Colegio de Médicos y Cirujanos

Revision

Las fiebres manchadas y su
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(Spotted fever and their importance in Costa Rica)

Laya Hun-Opfer

Resumen

La Fiebre Manchada de la Montafias Rocosas es una zoonosis transmitida por garrapatas y
causada por una bacteria intracelular obligatoria, la Rickettsia rickettsii. Es una enfermedad
sistémica, de moderada a severa, producida por la infeccion del endotelio vascular de pequefios
vasos de la mayoria de 6rganos y tejidos. Es la mas letal de las infecciones transmitidas por
garrapatas y desde su descubrimiento, hace cerca de 100 afios, todavia se presenta, aunque
esporadicamente, de forma persistente, y a pesar de que se cuenta con antibioticos efectivos, la
mortalidad sigue siendo de mas del 10% y los pacientes requieren terapia intensiva durante la
infeccion si esta no es diagnosticada y tratada a tiempo. En tiempo recientemente se han descrito
otras especies de garrapatas que pueden transmitir rickettsias a humanos asi como nuevas
especies de rickettsias que pueden producir cuadros de fiebres manchadas y aunque se ha
dilucidado parte de sus mecanismos patogénicos, persisten muchas dudas respecto a su virulencia.
Desde 1975 se han reportado brotes de esta enfermedad en Costa Rica y el agente etiologico
causal, la Rickettsia rickettsii, fue aislada e identificada en la mayoria de los casos en el
Laboratorio de Virologia de la Facultad de Microbiologia de la Universidad de Costa Rica.

Descriptores: Rickettsia rickettsii, Fiebre Manchada de las Montafias Rocosas, patogénesis,
virulencia, diagnostico de laboratorio, epidemiologia, vectores, Costa Rica

Abstract

Rocky Mountain Spotted fever is a tick vector disease caused by an obligated intracellular
bacteria, Rickettsia rickettsii. It is a severe systemic illness caused by the infection of endothelial
cells of small vessels of most organs and tissues of the human body. It is the most lethal tick-born
disease and since its discovery more than 100 years ago it still appears sporadically, but
persistently. Although there is treatment with effective antibiotics, mortality rates are near 10%
and infected patients require intensive care when the illness is misdiagnosed and there is a delay
in treatment. Other species of ticks and new species of rickettsia have been described recently
related to Spotted Fever diseases and although the pathogenesis of the disease has been dilucidated
in part, there are a lot of questions concerning the mechanisms of virulence.

Key words: Richettsia rickettsii, Rocky mountain spotted fever, pathogenesis, virulence,
diagnosis, epidemiology, insect vectors, Costa Rica.
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La Fiebre Manchada de las Montafias Rocosas (FMMR)
es una enfermedad febril cuyas importancia y severidad
fueron establecidas hace cerca de un siglo, y es considerada
hasta la fecha la causa de muerte mas comun entre las
infecciones transmitidas por artropodos en los Estados
Unidos. La alta mortalidad' (25%) ocurre principalmente
por una falla en el diagnostico clinico y, en consecuencia,
por falta de tratamiento con el antibidtico adecuado. Esta
rickettsiosis es caracteristica del hemisferio occidental y se
ha descrito en paises como: México, Canadd, Panama
Colombia, Brasil y Argentina.? En Costa Rica se describio la
presencia del agente etiologico por primera vez en 1975y
desde entonces se han reportado pequeiios brotes en el pais,
con tasas de mortalidad muy altas en los pacientes
infectados.

Las rickettsias son microorganismos que se pueden
observar al microscopio de luz como cocobacilos
pleomoérficos; se multiplican tnicamente dentro de algunas
células de animales susceptibles, por lo tanto, son parasitos
obligados.

Las rickettsias pertenecen a una subdivision de las
proteobacterias  del orden  Rickettsiales, familia
Rickettsiaceae, tribu Rickettsieae, género Rickettsia. Una
caracteristica que las distingue de las demas bacterias es que
son transmitidas por artrépodos en condiciones naturales, y
por esta razén las dividieron en 2 grupos con base en las
manifestaciones clinicas, los aspectos epidemiolégicos y las
caracteristicas inmunolégicas. 1) Grupo Tifo: a) Tifus
Epidémico- Rickettsia prowazeki transmitida por piojos, b)
Tifus endémico-Rickettsia typhi transmitida por pulgas, 2)
Grupo de las Fiebres Manchadas: la mas importante en el
continente americano es la Fiebre Manchada de las Montafias
Rocosas (FMMR)-Rickettsia rickettsii transmitida por
garrapatas.*

Aspectos historicos de la FMMR

En 1883 un médico en Idaho, EEUU, describié una
forma de sarampion “negro” en larivera del rio Snake Valley.
La enfermedad como “fiebres manchadas”, no aparece en la
bibliografia médica sino hasta 1899, cuando Maxey describe
una enfermedad febril con delirio y exantema (rash) que se
presenta en la piel como rojo-morado-negro, y que aparece
primero en tobillos, mufiecasy la frente, conuna diseminacion
general muy rapida. Su incidencia era esporadica, mas
comun en la primavera, y la opinién general era que se
transmitia por el agua potable del deshielo de la nieve.’

Earl Strain, un médico familiar de Montana sugiere que
el vector es la garrapata del ganado, tomando como analogia
los estudios de Walter Reed y de Theobold Smith, de la
transmision de la fiebre amarilla y de la fiebre del ganado en
Texas, respectivamente. Wilson y Chowning sugieren a la
garrapata de la madera como el vector por los estudios de
campo y proponen que el parasito eritrocitario Piroplasma
hominis es el agente causal.

Howard Taylor Ricketts (1911),¢ un cientifico de
Chicago, entra al Bitter Rock Valley, en Montana, sin
prejuicios en favor o en contra de los conceptos prevalentes.
En una serie de estudios realizados entre 1906 y 1910,
Ricketts transmiti6 la enfermedad a conejillos de indias (C.
porcellus) y a monos (Macacus rhesus) inoculando la sangre
de pacientes con FMMR, y demostré la transmision de la
enfermedad de animal a animal por la garrapata de la madera,
Dermacentor andersoni, con lo que evidencid, ademas, la
infeccion natural en estas garrapatas. La sangre de los
animales que sobrevivian a la infeccion resulto protectora de
otros animales infectados, si se inoculaba varios dias antes
de la infeccion.’”

Ricketts demostré pequefios cuerpos tipo bacterias en
los tejidos de las garrapatas y que las hembras infectadas,
transmitian el agente transovaricamente a algunos de los
huevecillos. Las garrapatas infectadas, sea en huevo o en
cualquiera de los estadios del ciclo de desarrollo, cuando se
alimentan de mamiferos infectados mantienen al
microorganismo de por vida. Junto a su colega Wilder,
comprobaron mediante estudios seroldgicos cruzados, que
la FMMR vy la fiebre del tifo son dos entidades diferentes. 7
Tragicamente, el Dr. Ricketts murié de tifus en México en
1910, mientras estudiaba la enfermedad.

Da Rocha —Lima?® honra a Ricketts y propone el nombre
de Rickettsia para estos agentes que causan el tifo y las
fiebres manchadas.

En un estudio independiente, del cual Ricketts no tenia
conocimiento, McCalla y Brereton,’ de Idaho, transmitieron
la fiebre manchada a dos humanos utilizando una garrapata
de uno de sus pacientes.

Wolbach demostr6 la multiplicacion intracelular de las
rickettsias en los tejidos de las garrapatas.

Spencer y Parker, en sus estudios de ecologia y control,
infectan conejillos de indias por inyeccion intraperitoneal de
tejidos de garrapatas. Al advertir que el suero de los pacientes
protegia a los cuilos infectados, Cox desarroll6 la primera
vacuna preparada en huevo embrionado (1941), que resulto
facil de preparar y con pocos efectos secundarios.!®!!

En 1945, Rose et al'?> demostraron la efectividad del
acido para aminobenzoico en el tratamiento, y a partir de
1948 con el desarrollo de la antibidticoterapia se eliminé la
FMMR de la lista de enfermedades peligrosas.

En afios recientes, se vuelve a poner en evidencia la
importancia de un diagndstico rapido y certero para esta
enfermedad, no tanto por la morbilidad, sino mas bien por la
alta mortalidad debida a un retraso en el tratamiento o
ausencia de tratamiento, al no considerar un cuadro clinico
por FMMR a tiempo.
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Agente infeccioso

La Rickettsia rickettsii representa el prototipo de las
bacterias que causan las fiebres manchadas. Son parasitos
obligados, Gram - negativos, cocoides en forma de
bastoncillo (pleomorficos), miden 0.3-0.5 x 0.8-2.0 um. y
frecuentemente se observan rodeados de un halo similar al
de los neumococos. Se dividen por fision binaria en el
citoplasma y el nuicleo de las células infectadas de garrapatas,
huevo embrionado y mamiferos. Tienen una pared celular
que contiene lipopolisacaridos, péptidoglucano, unas
proteinas de membrana la OmpB de 190 kDa. y la OmpA de
135kDa, las cuales contienen un numero variable de unidades
casi idénticas, repetidas en tandem y una lipoproteina de
17kDa. La proteina OmpA es muy similar y se conserva
entre las diferentes rickettsias del grupo de la fiebre
manchada, sin embargo, pequefias variaciones las
caracterizan y les confieren especificidad de especie.!> "

Se encuentran en reservorios artropodos por lo menos
durante una parte de su ciclo celular, donde se mantienen por
transmision transovarica o por transmision horizontal, en
hospederos mamiferos. '

En humanos, las células blancas son las endoteliales y
se diseminan via hematdgena. El foco de infeccidn aumenta
conforme pasan de célula a célula formando una red de
células endoteliales infectadas en la microcirculacion en
dermis, cerebro, pulmones, corazon, rifiones, higado,
testiculos, bazo y musculo.'®"

Epidemiologia

La FMMR es una enfermedad bacteriana transmitida
por garrapatas de los géneros Dermacentor andersoni, D.
variabilis y Ammblyoma americanum en los Estados Unidos
y, recientemente, se documenta infestacion con una garrapata
de perros, Rhipicephalus sanguineus, en sitios endémicos de
FMMR.?°2! En otros paises de Suramérica se han descrito
garrapatas del género Amblyomma sp, tales como A. cooperi
y A. cajennensi, en Brasil 2%

En Costa Rica se aisld R. rickettsii de la garrapata de
conejos Haemaphysalis leporispalustris,* esta garrapata
presenta baja preferencia por humanos y no parece tener un
papel importante en la transmision de la enfermedad, pero si
como reservorio en la naturaleza. En un estudio de campo
realizado en Limon,” se demuestra una alta densidad de
formas larvales de Ammblyoma spp alrededor de las
viviendas de los casos reportados, y la presencia de A.ovale
en perros de la zona. La presencia de A. cajennense, de
amplia distribucién en Costa Rica e implicada como vector
en otros paises latinoamericanos, debera evaluarse como
posible vector en el pais, asi como la garrapata Rhipicephalus
sanguineus, la garrapata del perro en la region neotropical y
presente en Costa Rica.?

En 2004 se describe una nueva rickettia causal de
Fiebres Manchadas en Estados Unidos,* la Rickettsia

parkeri, transmitida por A. maculatum. y en Uruguay se
describe la transmision de esta rickettsia por A. triste.”” Otra
rickettsia R.felis se ha reportado como agente causal de
fiebre manchada transmitida por pulgas de gato, y ha sido
diagnosticada en México, EEUU, Brasil y paises europeos,?
pero aun no existe evidencia de que se encuentre en Costa
Rica.

Estas nuevas evidencias amplian el campo para el
estudio de otros posibles géneros de garrapatas involucradas
en la transmision de rickettsias y de nuevas especies de estas
que causan Fiebres Manchadas en el continente y que no se
habian tomado en cuenta con anterioridad.

Manifestaciones clinicas

La FMMR es considerada la mas severa de las fiebres
manchadas, ya que puede ser letal incluso en pacientes
jovenes y previamente sanos. Los casos fatales en general se
asocian a ausencia de tratamiento o tratamiento tardio,
debido a que no se reconoce la entidad clinica a tiempo. La
mortalidad también se vincula con la falta de signos y
sintomas considerados caracteristicos de esta infeccion y la
ausencia de historia de contacto con garrapatas. En la era
preantibioticos la tasa de mortalidad era del 20-25%, y aun
hoy, cuando existen antimicrobianos muy efectivos, la tasa
es del 4- 10%; de ahi que la recomendacion mundial es
considerar siempre una rickettsiosis en caso de fiebre y
exantema maculopapular.?-3!

El tiempo de incubacion varia de 3-12 dias, con una
media de 6-8 dias. Un periodo de incubacion mas corto suele
asociarse a infecciones mas severas. El cuadro clinico inicia
abruptamente con cefalea intensa, mialgias generalizadas,
escalofrios, malestar general y fiebre que puede alcanzar
39-40° C en los primeros dos dias. Estos sintomas
inespecificos pueden ir acompafiados de desordenes
digestivos como nausea, vomito, diarrea, anorexia y tos, los
cuales con frecuencia confunden el diagndstico con una
enterocolitis, un abdomen agudo o una neumonia. El
exantema (rash) aparece en el tercer dia después del inicio
de los sintomas, como una lesion macular de 1-5mm, y
representa el foco de la infeccion vascular acompanada de
vasodilatacion. Las lesiones pueden progresar para
convertirse en maculopapulares por el edema en el endotelio
vascular dafiado y desarrollarse en una lesion petequial
purptrica equimética, necrotica o gangrenosa en las formas
severas de la enfermedad (Figuras 1 y 2).2%

El diagnostico clinico durante la infeccion aguda es muy
dificil, debido a que la triada considerada clasica de: fiebre,
exantema y contacto con picadura de garrapata no siempre
se presenta en los pacientes. Se ha descrito que solo el 3% de
pacientes presentan triada en los primeros 3 dias de
enfermedad, exantema solo en el 14% el primer dia, en el
49% en los primeros 3-5 dias, en el 20% después del sexto
dia y en un 9-16%, nunca. Exantema en plantas y palmas,
considerados tipicos de FMMR ocurre entre el 36-82% y al
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Figura.1. Caso clinico nifia de Sarapiqui 1987. (Foto cortesia del
Dr. Jorge Piza E. Patélogo HNN)

L

- T

Figura.3. Patogénesis de R. rickettsii (cortesia Dra. Ximena Cortés)

quinto dia solo en el 43%. Petequias ocurren en 41-59% y
después del sexto dia en el 74% de los casos.”

Los mismos eventos patogénicos que se manifiestan en
piel ocurren en todos los 6rganos con focos infecciosos. Los
dafios en el SNC, como encefalitis con confusion y letargia,
ocurren en el 26-28%; estupor y delirio en el 21-28%; ataxia
en el 18%; coma, en el 9-10%; convulsiones, en el 8%. Las
consecuencias de una FMMR pueden ser secuelas en el largo
plazo, como: pérdida auditiva, vértigo, disartria, hemiplejia,
paraplejia, paralisis, insuficiencia renal por hipotension
hipovolémica y baja filtracion glomerular.'*3

Patogénesis

Las rickettsias ingresan a la célula a través de la dermis
por una picadura de garrapata, y se diseminan via sanguinea
hacia el endotelio vascular. La multiplicacion de las
rickettsias en multiples focos del endotelio de Ia
microcirculacion en cada 6rgano ocasiona un aumento en la
permeabilidad vascular, con consecuentes edema e
hipovolemia. El edema puede ser muy peligroso en pulmén
y cerebro, ya que los fluidos intersticiales no pueden
eliminarse via linfatica y la hipovolemia puede causar
disfuncion renal. Las lesiones multifocales en cerebro causan

Figura.2. Caso clinico nifio de Limon 1982 (Foto. Dr. L. Fuentes.
Lab. Virologia, Fac. Microbiologia. UCR.

Figura.4. Tincién de Giménez. Aislamiento de R.rickettsii en células
Vero. (Lab. Virologia, Facultad de Microbiologia. UCR).

pérdida de la funcion neurologica, dependiendo del area del
cerebro involucrada, sin embargo, en los demas 6rganos las
lesiones rara vez causan fallo organico, por ejemplo, en el
higado la destrucciéon de hepatocitos puede elevar las
transaminasas, pero no se presenta fallo hepatico.’>33

En una rickettsiosis severa, ademas de la hipovolemia y
el edema, se postula que una oclusion trombotica y la
coagulacion intravascular diseminada (CID) podrian ser
importantes mecanismos de patogénesis en un cuadro severo,
pero en estudios en animales y en autopsias de casos fatales
por R. rickettsii no se demuestra CID.?? Resulta interesante
que los mecanismos homeostaticos de la coagulacion
puedan prevenir una hemorragia o la formacion de trombos
correctamente en una enfermedad con una infeccion
sisttmica del endotelio vascular?? El aumento en la
permeabilidad vascular es causado por la infeccion de las
células del endotelio vascular y de los macréfagos y el dafio
directo con la liberacion de mediadores y citoquinas.

Las rickettsias se unen al receptor celular Ku70 de
células endoteliales a través de las proteinas OmpB y Omp
A. La adherencia de la bacteria a la célula hospedera es el
primer paso en la patogénesis. Inicialmente, se relaciono la
adhesina OmpA, ya que anticuerpos contra esta proteina
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inhiben la adherencia (Figura 3). En tiempos recientes se
demostrdo que también la Omp B estd relacionada con la
adherencia (Figura 3). Si bien se ha identificado la proteina
Ku70 como uno de los receptores celulares y se conoce que
las células endoteliales son el blanco principal in vivo, las
rickettsias pueden infectar una gran cantidad de lineas
celulares in vitro, de ahi se desprende que el receptor celular
para estas bacterias es ubicuo o que las rickettsias pueden
unirse a diferentes receptores.'>323

La adhesion de OmpB a la membrana celular induce la
expresion de mas Ku70, permitiendo mayor adhesion de
OmpB y, consecuentemente, mayor infeccién. Esta union
también induce mayor reclutamiento de ubiquitina ligasa, lo
que posibilita la internalizacion del complejo OmpA (B)/Ku70
e inhibe la degradacion proteosomal, y como consecuencia la
célula no entra en apoptosis.>** Esta modificacion
postransduccional conlleva al reclutamiento del complejo
Arp2/3, el cual es activado por tirosin quinasas de la familia
src, lo que permite la fagocitosis de las rickettsias por un
mecanismo de zipper que involucra una alteracién del
citoesqueleto de actina en el sitio de entrada. >

Otra proteina codificada por las rickettsias es la Rick A,
la cual se expresa en la superficie de la bacteria y es la
responsable de la activacion del complejo Arp2/3 para la
polimerizacion de las actinas celulares. Estos filamentos de
actina propalan (filipodia) a las rickettsias hacia la superficie
celular, la membrana citoplasmatica se invagina dentro de la
c¢lula adyacente y la fusién de ambas membranas celulares
permite el paso de las rickettsias de célula a célula, sin pasar
por el espacio extracelular (Figura 3).

Otras rickettsias como la R.fyphi no estimulan la
movilidad por filamentos de actina, sino que se acumulan en
grandes cantidades dentro de la célula hasta que esta estalla
y libera las bacterias al torrente sanguineo.*

Las rickettias escapan de la membrana del fagososoma
porque liberan fosfolipasa D y hemolisina C*, las cuales la
destruyen y son liberadas al citosol donde se multiplican por
fisién binaria (Figura.3). La invasion de R. rickettsii del
citoplasma al nucleo produce el dafio y muerte de estas
células, y como resultado se produce la extravasacion de
fluidos del endotelio a otros d6rganos, causando encefalitis,
edema pulmonar, arritmias cardiacas y sangrado.*

Recientemente, Walker™ plantea la posibilidad de que la
actividad de polimerizacion de la actina pueda interrumpir
un elemento de la barrera endotelial, que son las uniones
adherentes de cuya estabilidad depende la integridad del
citoesqueleto de actina. Se observo que la infeccion de
células endoteliales con R. conorii esta asociada con el
desarrollo de discontinuidades en la localizacion de las
proteinas de las uniones adherentes (gaps o brechas
intercelulares) durante el curso de una infeccion in vitro.
Estas observaciones aunadas a un cambio en la morfologia
celular de poligonal a fusiforme,*>* la inconsistencia de la

localizacion de las rickettsias adyacentes a las brechas
interendoteliales y la simultanea formacion de fibras de
actina, sugieren que los cambios en la localizacion y las
caracteristicas de tincion de las proteinas de las uniones
adherentes no son el resultado directo de la destruccion del
citoesqueleto de actina por las rickettsias. Se plantea las
hipétesis de que el desarrollo de las brechas interendoteliales
durante la infeccion es el resultado de dos fendmenos: un
desnudamiento del endotelio seguido de un proceso
fisiologico de respuesta de reparacion y una respuesta
inflamatoria como consecuencia de la activacion de los
receptores a través de sefiales paracrinas, o como resultado
de la activacion de la trascripcion de NF-kB mediada por la
bacteria. Esta proteina puede dirigir la activacion de varias
vias de inflamacion.’®* Interesantemente, este efecto ocurre
tanto como consecuencia de la union de los mediadores de la
inflamacion a los receptores endoteliales como por la
adhesion de leucocitos al endotelio.®

Se ha discutido sobre diferencias en el grado de
virulencia entre las cepas de R. rickettsii comparando su
patogenicidad en conejillos de indias y en humanos, sin
embargo, no queda claro si existen realmente diferencias
estructurales importantes que puedan explicar tales
variaciones. En estudios comparativos de las secuencias
Omp A, Omp B de cepas de R.rickettsii aisladas en distintas
regiones del mundo y de hospederos variados, que presentan
mayor o menor virulencia durante la infeccién, no se ha
podido encontrar caracteristicas que puedan explicar esta
diferencia de comportamiento.*-+2

Respuesta inmune

Las células NK se activan muy al inicio de la infeccion e
inhiben el crecimiento de las rickettsias en asociacion con la
produccion de IFN-y. La eliminacion de las rickettsias del
organismo la realizan los linfocitos T citotdxicos (CD8+), que
reconocen especificamente las células infectadas. Los
anticuerpos contra Omp A y B aparecen cuando la infeccion
esta controlada y hay recuperacion; estos son protectores
contra reinfecciones. Tanto los linfocitos CD4+ como los
CD8+ contribuyen con la produccién de citoquinas que
activan las células endoteliales. Las células endoteliales
activadas por IFN- y, TNF-o, IL-1p y RANTES eliminan las
rickettsias intracelulares por dos mecanismos bactericidas: la
produccion de oxido nitrico y perdxido de hidrogeno. 32344344

La Rickettsia rickettsii es una bacteria que causa una
enfermedad muy severa en humanos, cuyo tropismo y
multiplicacion en las células del endotelio vascular se asocia
con efectos citopaticos que contribuyen con el aumento en
la permeabilidad vascular. Las células endoteliales infectadas
responden a la infeccion alterando la expresion de varias
proteinas, tales como: factor tisular, factor inhibidor de
plasminogeno, selectina E, interleucina -1 (IL-1), interleucina
-6 (IL-6) e interleucina -8 (IL-8). Los estudios
ultraestructurales demuestran un dafio severo en las células
evidenciado por la dilatacién del reticulo endoplasmico
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rugoso, pérdida del control de la osmolaridad y lisis
celular.®

Con base en los cambios en el citoesqueleto de las
células infectadas se propone que R. rickettsii es una bacteria
oxigenorreactiva, la cual induce acumulacién intracelular de
radicales de peroxidos y superdxidos, de perdxido de
hidrégeno extracelular, y causa la disminucion en los niveles
intracelulares de tioles.**” La peroxidacion de los lipidos de
la membrana inducida por radicales de oxigeno o radicales
orgéanicos, se genera por el metabolismo de los compuestos
presentes en el medio de cultivo celular. Estos radicales,
producidos normalmente por la célula, poseen un mecanismo
de regulacion que controla su produccion para evitar dafio
celular. Las actividades del sistema antioxidante estan
reguladas por tres enzimas: la glucosa-6 fosfato
deshidrogenasa, la catalasa y la glutation peroxidasa, las
cuales disminuyen durante una infeccion por R.rickettsii,"”
mientras que la enzima superéxido dismutasa aumenta. Se
ha demostrado que el acido alfa -lipoico es un potente
antioxidante y tiene efecto protector contra cambios
oxidativos, al disminuir los niveles de peréxidos y elevar los
niveles de glutatiéon reducido y la actividad de la glutation
peroxidasa en células infectadas por R. rickettsii. Estudios
recientes demuestran que las células endoteliales infectadas
inducen la expresion de la enzima heme-oxigenasa -1(HO-
1), como mecanismo protector contra el dafio oxidativo, y es
vasoprotector;* en otra investigacion se evidencia que el
mecanismo regulador de la funcién HO-1 en la vasculatura
es el control de la actividad del sistema de la ciclooxigenasa
(COX),'" responsable de generar substancias vasoactivas,
como las prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxano.
Estos resultados demuestran el estrés oxidativo que se
produce en las células infectadas por R. rickettsii y explican
el aumento en la permeabilidad vascular como parte de los
dafios que causa el cuadro clinico tan severo.

Diagnéstico de laboratorio

Los hallazgos de laboratorio mas frecuentes son:
trombocitopenia, trastornos hidroeletroliticos (hiponatremia,
hipokalemia) y elevacion de aspartato aminotransferasa
(AST) y alaninatransferasa (ALT).

La mayoria de los laboratorios en el mundo no realizan
pruebas diagnosticas para R.rickettsii ni otras rickettsiosis.
Por muchos afios se utilizé la prueba de Weil Felix, por la
reaccion cruzada que presenta la Rickettsia rickettsii con
antigenos de Proteus OX-19. Los anticuerpos aglutinantes
en la prueba de Weil Felix se detectan a los 5-10 dias después
del inicio de los sintomas y casi conjuntamente con la
aparicion de la IgM. Sin embargo, se han descrito casos de
una reaccion de Weil Felix positivo en ausencia de IgM, por
lo que se ha demostrado una muy baja especificidad y
sensibilidad de esta prueba para el diagnéstico de
FMMR .24

Actualmente, para el diagnodstico de laboratorio de una
FMMR se emplean tres estrategias: serologia, cultivo e
identificacion, inmunohistoquimica y PCR.

Los ensayos serologicos son los mas utilizados para
confirmar los casos de FMMR por inmunofluorescencia
indirecta (IFA), y el Centro para enfermedades infecciosas
los considera la prueba estandar de referencia. Se puede
detectar IgM o IgG. Para un diagndstico especifico se debe
contar con sueros pareados: el primero obtenido durante la
infeccion aguda y el segundo de dos a tres semanas, después
para demostrar la seroconversion. La IgG generalmente
aparece de 7-10 dias después del inicio del cuadro clinico.
En caso de contar con anti IgM humana marcada, el
diagndstico seria mas rapido con un 94% de especificidad y
sensibilidad.®

El aislamiento y la identificacion de rickettsias son
procedimientos dificiles y laboriosos. Muy pocos laboratorios
los efecttian, ya que requieren de equipos de seguridad tipo
2-3 y personal con experiencia. Durante muchos afios el
aislamiento se realizd inoculando intraperitonealmente
conejillos de indias machos de 400g con muestras de sangre
total, coagulos plasma, muestras de biopsias y de garrapatas.
Una vez identificada la infeccién en el cuilo, evidenciada
por fiebre alta, pérdida de peso y necrosis testicular, se deben
hacer pasajes en otros cuilos o inocular huevos embrionados
en saco vitelino con el fin de obtener suficientes bacterias
parasu posterior identificacion. La presencia de las rickettsias
se determina inicialmente haciendo frotis por aposicion de
los sacos vitelinos infectados y con tincion de Giménez™
(Fig.4). La identificacion final se realiza por medio de
inmunofluorescencia con anticuerpos especificos contra R.
rickettsii (Figura 5).!

En los ultimos afios se han desarrollado sistemas de
cultivos celulares para el aislamiento e identificacion de
rickettsias y actualmente se utilizan para su cultivo muchas
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Figura.5. Identificacién de aislamiento de R.rickettsii en células
Vero por Inmunofluorescencia directa. (Lab. Virologia. Facultad de
Microbiologia. UCR).
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lineas celulares. Las células Vero y las 1.929 de raton son las
mas sensibles para aislar rickettsias de muestras con muchas
bacterias. Se deben hacer frotis y, tincion de Giménez cada
dos dias en procura de para determinar el crecimiento de las
bacterias y, generalmente, a los 8-10 dias se tiene un
crecimiento confluente. Las células HEL (diploides humanas
de pulmén embrionario) se usan para la técnica de Shell vial,
lo que permite un diagndstico mas rapido de la infeccion, en
alrededor de 24-48 horas. La presencia de las rickettsias en
ambos casos se determina con tincion de Giménez y la
identificacion especifica por IFA. >

La inmunohistoquimica es utilizada especialmente en
biopsias de piel de pacientes con brote cutaneo antes del
inicio del la antibioticoterapia, y por lo menos antes de 48
horas con terapia. Dado que las rickettsias se distribuyen
focalmente en los tejidos en una FMMR, no siempre se
detecta el agente, aun en los laboratorios mas experimentados;
la sensibilidad del método es de un 70%. Este método
también se puede utilizar para cortes de tejido de bazo,
higado y otros obtenidos en autopsias de pacientes que
fallecieron con sospecha de FMMR.*

Recientemente se ha desarrollado un método molecular
mas rapido, seguro, especifico y sensible, que consiste en
detectar el ADN bacteriano y amplificar secuencias
seleccionadas para la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Regnery>*** propuso en 1991 la amplificacion del
gene que codifica para OmpA, lo que permite la diferenciacion
entre 9 rickettsias del grupo de las fiebres manchadas. En
1994 Ermeeva® utiliza una combinacion de secuencias de
OmpA 'y OmpB 'y, posteriormente, Cabruna® introduce el
gen para la citrato sintetasa g/t A. Con esta metodologia se
hace un dianostico especifico de la R.rickettsii y ademas se
permite caracterizar las cepas por secuenciacion. En ninguno
de los estudios realizados hasta la fecha se ha podido
determinar diferencias significativas en las secuencias de
ADN de R.rickettsii aisladas en diferentes regiones del
mundo de humanos, perros y garrapatas.*®

Tratamiento

El tratamiento con los antibidticos apropiados debe
iniciarse inmediatamente cuando hay sospecha de una
FMMR con base en los hallazgos clinicos y epidemiolégicos.
No conviene esperar el diagnoéstico de laboratorio para
iniciarlo. El paciente generalmente responde 24-72 horas
después de iniciado el tratamiento; si no lo hace, deberia
sospecharse de otro agente etiolégico. La tetraciclina
(Doxycycline) es la droga mas recomendada por la evidencia
clinica y experimental de su mayor efectividad frente al
cloramfenicol. Solo en mujeres embarazadas se recomienda
el uso del cloramfenicol para evitar malformaciones
asociadas con tetraciclinas en los dientes y huesos de los
bebés. El cloramfenicol se asocia con otros efectos
secundarios, como la anemia aplastica, por lo que se
recomienda monitoreo sanguineo constante.'*!-’

Prevencion y control

Evitar contacto con garrapatas es la manera mas efectiva
de evitar una infeccion transmitida por estos vectores. Las
personas expuestas a estos artropodos deben inspeccionarse
rapidamente y eliminar las posibles garrapatas unidas al
cuerpo ya que la infecciéon puede tardar horas desde que la
garrapata se pega hasta que transmita los microorganismos.
No existe en estos momentos una vacuna aprobada para
prevenir la FMMR.

Dado que es muy dificil pensar que las personas pueden
evitar el contacto con garrapatas en paseos, zonas rurales y
en ocupaciones de riesgo (veterinarios, técnicos, etc), se
sugiere que: utilicen ropa clara para detectar la presencia de
las garrapatas, no dejen descubiertas partes de la piel entre
los pantalones y las medias y usen repelentes que contengan
permitrina en la ropa y zapatos, ya que permanece por
muchos dias.

Los repelentes que contienen DEET (dietiloalbutamina)
pueden aplicarse en la piel, su efecto dura unas horas, pero
dado que es necesario varias aplicaciones durante el dia. El
uso en nifios, en grandes cantidades, se asocia con efectos
secundarios.

Se debe realizar una revision completa del cuerpo una
vez que se regresa del paseo, con el proposito de buscar de
garrapatas pegadas al él, es importante utilizar lupas para
observar las garrapatas pequeilitas (mostacilla). Como
recomendacion, es fundamental guardar las garrapatas
encontradas en un frasco limpio, ya que seria de mucha
utilidad contar con esa informacién y muestra para un
diagnostico mas preciso, en caso de que se presente un
cuadro clinico asociado.>%

Rickettsiosis en Costa Rica

1952- Primer informe de rickettsiosis humanas en Costa
Rica.’; 1971-Estudiosrealizados consueros de Centroamérica
reportan serologia positiva en los sueros procedentes de
Costa Rica y Honduras.?

1975- Cedral de San Carlos: Primer brote de FMMR
reportado en Costa Rica® con dos casos, uno de ellos fatal.
Enel Laboratoriode VirologiadelaFacultad de Microbiologia
se realiza el aislamiento del agente etiologico a partir de
coagulos de sangre de los pacientes e inoculados en cobayos.
Posteriormente, se efectiian pasajes en huevo embrionado y
se detecta la presencia del agente por tincion de Giménez.
Los estudios de los sueros de los pacientes demostraron
seroconversion para el grupo de las fiebres manchadas por
fijacion de complemento y fueron confirmadas después por
inmunofluorescencia.

La identificacién del agente etioldgico se realizé por
inmunofluorescencia en el Laboratorio de la Montanas
Rocosas, Montana, Estados Unidos y demostro ser Rickettsia
rickettsii, indistinguible de las cepa prototipo Sheila Smith.

&3



1977- Se iniciaron estudios epidemioldgicos y clinicos,
se describi6 la enfermedad en el pais y se desarrollaron los
métodos para el aislamiento de estas bacterias en cobayos,
huevo embrionado y cultivos celulares, asi como la deteccion
de rickettsias por tincion de Giménez e identificacion por
inmunofluorescencia 242>

1980-Puerto Limoén: Se presenta 1 caso fatal, se aisla el
agente y se identifica como R. rickettsii. Los estudios
serologicos delafamilia demostraron dos casos asintomaticos
con seroconversion para esta bacteria?.

1985-Zona atlantica: Se aisla e identifica R. rickettsii de
las garrapatas Haemaphysalis leporispalustris del conejo
silvestre Sylvilagus braziliensis*.

1986- Franja al norte de la Cordillera Volcanica Central:
Estudios ecologicos y seroepidemioldgicos realizados
demuestran seropositividad contra R. rickettsii en sueros de
conejos silvestres en las zonas de Cedral de San Carlos,
Jiménez y Puerto Limoén. Se demuestra seropositividad en
sueros de personas en Cedral, en Jiménez y en Limon y se
reporta seropositividad en perros de Cedral, Jiménez, Matina
y Limon®. Es importante recalcar que hasta la fecha no se
han reportado casos humanos en Jiménez

1987- Puerto Limoén y Sarapiqui: Dos casos fatales en
Limoén y un caso fatal en Sarapiqui. Se aisla e identifica el
agente etiologico en todos los casos y se confirma por
seroconversion®.

1994-Turrialba: Cinco casos fatales, por ser una zona no
reconocida anteriormente como endémica para FMMR; en
un inicio las autoridades de salud sospecharon de otros
agentes etiologicos y luego se demostro por serologia en el
laboratorio que se trataba de una rickettsiosis, lo cual fue
confirmado posteriormente en el CDC por PCR.

2003-San Ramoén: 5 casos, tres hospitalizaciones,
ninguno fatal. Las muestras fueron enviadas prontamente
por el Dr. Roberto Marin, jefe del Laboratorio del Hospital
de San Ramon; se aislo e identificd R. rickettsii (Figura 6)
y se demostrd la seroconversion en los 5 casos, lo cual fue
posteriormente confirmado por CDC.

Recientemente se hizo un estudio de caracterizacion
gendmica de todas las rickettsias aisladas en Costa Rica y se
evidencié que no hay diferencias significativas entre las
cepas costarricenses de humanos y de garrapatas comparadas
con la cepa prototipo Sheila Smith.* Es interesante recalcar
que la cepa de R. rickettsii aislada de garrapatas de conejo
Haemophysalis leporispalustris en Costa Rica se comportd
muy virulenta cuando se infectaron cobayos,* lo que
contradice otros estudios de bacterias aisladas de esta misma
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Figura.6. Brotes de R.rickettsii en Costa Rica.

especie de garrapata. Sin embargo, no fue posible demostrar
diferencias en las secuencias de ADN estudiadas con las de
otras garrapatas.

Otro aspecto importante de recalcar es el estudio
seroepidemioldgico de toda la familia relacionada con el
caso fatal en Limon en 1982, en el cual se demuestra
seroconversion semejante a la del paciente, tanto en los
padres del joven como en un hermano, todos ellos
asintomaticos; esto contradice algunos datos de la bibliografia
donde se afirma que no hay casos asintomaticos de la
infeccion y coincide con estudios recientes en donde se
demuestran resultados semejantes en un  grupo
familiar.>%6!
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