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Introduccién

1.1. Fiebre de duracion intermedia

1.1.1. Delimitacion del problema

La presencia de elevacion de la temperatura corporal (> 38 2C) es un signo clinico
muy frecuente puede corresponder a dos sindromes diferentes: fiebre o hipertermia. En
ambos casos la identificacion de su causa es importante ya que siempre traduce la
existencia de un problema patoldgico. Desde un punto de vista conceptual se denomina
fiebre al aumento de la temperatura del “nucleo” corporal debido a una elevacion del
punto de control del centro termorregulador, mientras que el término hipertermia
implica la elevacidon de la temperatura corporal debido a la lesién del centro termo-
rregulador, a la excesiva produccién de calor o a un fallo en los sistemas de pérdida del

mismo. Las diferencias clinicas entre fiebre e hipertermia se indican en la tabla I.

Fiebre Hipertermia
Grado de elevacion térmica <41°C >41°C
Sudacién S| NO
Ritmo circadiano S| NO
Respuesta a antitérmicos Sl NO

Tabla I: Diferencias entre fiebre e Hipertermia

Las principales causas de hipertermia corresponden a tres mecanismos: el golpe
de calor (por aporte excesivo exdgeno), el hipertiroidismo y el empleo de algunos
farmacos (sindrome neuroléptico maligno, anestésicos o anticolinérgicos).

El diagndstico diferencial del sindrome febril es mas complejo, siendo util
delimitar inicialmente cuatro aspectos: la existencia de una situacién de inmunodepresién
(que implica diferentes posibilidades etioldgicas), la estancia previa en el hospital
(incluyendo la presencia de cirugia), la presencia de signos de localizacién y la duracién de
la fiebre (figura 1).

En el enfermo sin criterios de inmunodepresién ni ingreso previo, existen cuatro

situaciones posibles: i) Presencia de un foco aparente ( faringeo, respiratorio, digestivo,
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genitourinario, neuroldgico, etc), ii) Ausencia de foco aparente y duracion inferior a 7
dias (fiebre de corta duracién), iii) Ausencia de foco aparente y duraciéon entre 1y 3
semanas (fiebre de duracion intermedia) y iv) Ausencia de foco aparente con duracién
mayor de 3 semanas (fiebre de origen desconocido clasica).

De forma pragmatica, podemos definir fiebre prolongada como aquella situacién
gue incluye los grupos iii y iv. Es preciso insistir en este momento que NO son datos
localizadores la presencia de lesiones cutdneas, adenopatias, tos seca o alteraciones del
sistematico de orina en ausencia de sintomatologia especifica. En general, la mayor parte
de casos con fiebre prolongada cumplen criterios de fiebre de duracidn intermedia, por lo

gue definiremos de forma mas precisa esta entidad.

Elevacion de la temperatura corporal (> 38 2C)

4

Hipertermia
Padente inmunodeprimido

Nosocomial

Paclente no inmunodeprimido ni nosocomial

7‘1

Foco aparente No foco aparente

¥
¥ g

Duracién < 7 dias Duracién > 7 dias
FIEBRE PROLONGADA
Duracién 7-28 dias ‘ Duracién > 28 dias
Flebre de duracién intermedia Flebre de origen desconocido

Figura 1. Nosologia del sindrome de fiebre prolongada
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Tras una revisién de la bibliografia, no hemos encontrado ninguna referencia
especifica sobre la actitud a adoptar en los pacientes con fiebre prolongada, aunque si
alguna reflexion sobre este problema (1). Sin embargo, existen multiples referencias
acerca de aspectos concretos en pacientes con fiebre de origen desconocido (2,3,4,5,6) y
escasas referencias acerca del espectro etioldgico en pacientes con fiebres de duracién

intermedia.

1.1.2. Concepto de fiebre de duracién intermedia (FDI)

El concepto de fiebre de duracion intermedia incluye aquella situacidn clinica en
la que se detecta una temperatura axilar superior a 382C, sin foco aparente, con una
duracién superior a 1 semana e inferior a 3 semanas (7,8). Se excluyen de esta definicidn,
ya que su manejo es diferente a cinco grupos de pacientes: i) los que presentan datos de
inmunodeficiencia (incluida la infeccion por VIH), ii) aquellos hospitalizados
recientemente, jii) las personas con enfermedad subyacente crénica que pueda ocasionar
fiebre (p. ej. lupus eritematoso sistémico), iv) los viajeros recién llegados de paises en vias
de desarrollo y v) los portadores de dispositivos protésicos.

Para la delimitacidén concreta del sindrome es necesario realizar una historia clinica
completa y protocolizada, un hemograma, un estudio bioquimico sanguineo basico, un

sistematico de orina y una radiografia de térax.

1.1.3. Epidemiologia y causas de fiebre de duracién intermedia (FDI)

Tiene interés sefialar que la identificacion del problema de la fiebre de duracion
intermedia (9) y la mayor parte de las series publicadas del mismo corresponden a
autores espafioles (10,11,12,13). En estas series, la mayor parte de los casos
corresponden a enfermedades infecciosas [principalmente fiebre Q, rickettsiosis,
brucelosis, y agentes causales de mononucleosis infecciosa (14,15)] (tabla Il). Otras
causas descritas de este sindrome son las bartonelosis (16), anaplasmosis (17) seguidas
de infecciones focales (7%) [particularmente abscesos intraabdominales y prostatitis (18)]
y, finalmente, vasculitis y neoplasias (2%). En aproximadamente el 20% de los casos no se

llega a un diagnéstico final (7).
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En las Consultas externas de la UEIMT la fiebre prolongada supone un problema

clinico muy frecuente (19). Especificamente desde el 1 de Junio de 1998 al 31 de Mayo

de 2015 se han evaluado 2054 pacientes con FDI (Tabla Il).

Parra et al Espinosa Pérez Arellano
(12) (13) (19)
Afos 2000-05 1983-9 2004-5 1998-2015
N2 pacientes 233 505 179 2054
Sexo* 164 V/69M | 404V/95M 117V/62M | 1384V/706M
Edad** 15-89 32.6x17.4 39.7+15.8 | 14-89
Diagnéstico final 34% 81,1% 60,9% 43%
Fiebre Q 13,6% 21,4% 11,7% 14,5%
Citomegalovirus 6,8% 2,5% 6,7% 3,7%
Rickettsiosis 4,7% 18,5% 6% 10,1%
Virus Epstein Barr | 2,5% 5,9% 5,5% 4,1%
Brucelosis 2,1% 19,2% 3,3% 0%
VIH*** 0% 0% 4,4% 1,1%

*V/M: Vardn /Mujer **En afios *** Primoinfeccion

Tabla II: Series de Fiebre de duracion intermedia en Espaia

El andlisis global de los datos indica tres aspectos: (i) los casos de esta entidad
indican una incidencia importante en los tres estudios mencionados (ii) un tanto por
ciento de casos importantes permanecen sin diagndstico al finalizar el estudio y (iii)
globalmente, la fiebre Q y las rickettsiosis son las enfermedades infecciosas mas

frecuentes responsables de este sindrome.
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1.2. Fiebre Q

La fiebre Q es una zoonosis de distribucion mundial causada por Coxiella burnetii
(20-25). En este apartado, revisaremos los aspectos mas importantes de esta infeccidn,
incluyendo aspectos histdricos, caracteristicas taxondmicas y microbioldgicas,
epidemiologia, patogenia y fisiopatologia, manifestaciones clinicas y complementarias,

métodos diagndsticos, posibilidades terapéuticas y métodos de prevencidn.

1.2.1. Aspectos histéricos

Las primeras menciones de la enfermedad referidas en la literatura corres-ponden
al final de la década de los 30 en el siglo XX (26,27,28). Asi, en 1935 aparecié una
enfermedad que afectd a nueve trabajadores de un matadero de Queensland (Brisbane,
Australia) (Figura 2). Esta enfermedad recibié la denominacién de fiebre Q por E. Derrick
(Figura 3) quien describio el cuadro clinico que correspondia a un sindrome febril con una
duracion entre 7 y 24 dias acompafiado de cefalea, astenia, anorexia y dolor en las
extremidades inferiores con hemocultivos y pruebas seroldgicas frente a influenza, tifus,
leptospiras, fiebre recurrente, fiebre tifoidea y paratifoidea negativos. La denominacion
de esta enfermedad como “fiebre Q “(“until fuller knowledge should allow a better
name”) hace referencia al “misterioso” origen de la enfermedad (en inglés "query"

significa duda, pregunta o interrogacion) y no a su descripcién en Queensland (26).

Figura 2: Matadero de Old Cannon Hill (Brisbane). Tomado de la referencia 27
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Duracion Intermedia en Gran Canaria



Introduccion

La identificacion del agente causal tiene lugar, de forma casi simultanea ,en dos
partes del Mundo en esa época. Por un lado, el agente causal fue aislado de los
trabajadores infectados tras inoculacidon a cobayas, identificAndose en el higado y bazo
como una rickettsia por F.M. Burnet y M. Freeman en 1937 (figura 3). En ese momento se
denomind al microorganismo causal Rickettsia burnetii. Por otro lado, en Nine Mile Creek
(Montana, EE.UU.) G.E. Davis y H.R Cox (figura 4) publicaron en 1938 la deteccion de un
agente filtrable en un garrapata de la zona (Dermacentor andersoni) al que denominaron
Rickettsia diaporica. Ademas, el propio director de los NIH (R.E. Dyer), revisando los
estudios de Cox desarrollé un cuadro clinico similar al descrito por Derrick en Australia lo
gue sugirid que ambos agentes causales eran similares. Teniendo en cuenta que algunas
de las caracteristicas de los microorganismos no correspondian exactamente a las de las
especies del género Rickettsia, se denomind al agente causal como Coxiella burnetii, en
honor a dos de los autores responsables.

Junto con la fiebre de las trincheras y el tifus epidémico, la fiebre Q causé
epidemias en los ejércitos que lucharon en Europa durante la Segunda Guerra Mundial.
Asi, las tropas estadounidenses que ocuparon ltalia presentaron cinco brotes bien
documentados de fiebre Q entre el invierno de 1944 y la primavera de 1945,
principalmente relacionados con la residencia en edificios ocupados previamente por
animales domésticos. También los soldados alemanes fueron afectados por esta
enfermedad tras su estancia en Serbia (denominandose Balkan Grippe), Italia, Crimea,
Grecia, Ucrania y Corcega. Curiosamente, los civiles residentes habituales de esas
regiones parecian resistir la infeccidon y, de hecho, se encontraba entre ellos una alta tasa
de anticuerpos residuales frente a Coxiella burnetii. Esto sugeria que la infeccion era ya
endémica en la cuenca del Mediterraneo en la época de su descripcidon en Australia.

Desde entonces y hasta la actualidad, la bibliografia acerca de diferentes aspectos
de la fiebre Q (caracterizacion del agente causal, aspectos genéticos, patrones
epidemioldgicos, formas clinicas, métodos diagndsticos y medidas tera-peduticas) se han
incrementado de forma exponencial. En apartados posteriores se indicaran los principales

datos de interés.
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E. Derrick

G.E. Davis H.R. Cox

Figura 3: Autores de la descripcion de fiebre Q e identificacion de Coxiella

burnetii
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1.2.2. Taxonomia y microbiologia

1.2.2.1. Taxonomia

La clasificacién taxondmica del Unico agente causal de la fiebre Q (Coxiella
burnetii) ha ido variando considerablemente desde su descripcién inicial. Como se
indicaba en el apartado anterior, debido a las caracteristicas fenotipicas se calsificé en el
género Rickettsia (R. burnetii, R. diaporica). Posteriormente, se detectaron caracteristicas
diferenciales que llevaron a la clasificacion en un género aislado (Coxiella) dentro de la

familia Rickettsiaceae y orden Rickettsiales (figura 4).

Orden Rickettsiales
Familia Familia Familia
Rickettsiaceae Bartonellaceae @ Anaplasmataceae
Género Género Género Género Género
Coxiella Rick[ttsia Ehrlichia Bartonella Anaplasma
Coxiella burnetii  Rickettsia typhi

Figura 4: Taxonomia clasica de Coxiella burnetii y Rickettsia typhi

Sin embargo, la secuenciacidon del RNAm y del genoma completo de C. burnetii ha
permitido reclasificar al microorganismo dentro de la familia Legionalleacee, incluida en

la division y de las Proteobacterias(29) (figura 5) .
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Proteobacterias

Division oo Division §  Divisiony Division 8 Division €

| | | . }

Género  seenne Familia Legionellaceag... ...
Rickettsia
Rickettsia typhi Coxiella burnetii
....... Legionella spp

Francisella spp

Figura 5: Taxonomia actual de Coxiella burnetii y Rickettsia typhi

1.2.2.2. Microbiologia

Coxiella burnetii es un bacilo pequefio que presenta dos variedades diferentes
morfoldgica y funcionalmente: SCV (small cell variants) y LCV (long cell variants) (30).
Ambas formas han podido ser separadas para su analisis mediante gradientes de cloruro
de cesio. Las SCV miden entre 0,2 y 0,5 um, tienen forma bacilar, presentan una
cromatina condensada, mientras que las LCV son mayores (> 1 um), pleomorficas, con
cromatina dispersa y una estructura tipica de membrana con peptidoglicano, espacio
peripldsmico y membrana externa. Ambas formas son capaces de infectar células aunque
poseen diferencias funcionales. Asi, las SCV poseen una escasa actividad metabdlica, se
replican de forma escasa y son estables en el ambiente, mientras que las LCV son muy
activas metabdlicamente, se replican de forma activa y son mecanicamente fragiles.
Ademas, se han identificado en algunas LCV unas estructuras similares a esporas (SLP,
spore like particles) de significado incierto. En la figura 6 se muestran imagenes

caracteristicas de estas formas.
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Figura 6: Variedades morfoldgicas de Coxiella burnetii

a. SCV (small cell variants), LCV (long cell variants) y SLP (spore-like particles)

El analisis de la composicion proteica de estas variantes también ha demostrado
diferencias notables. Asi, las SCV presentan una proteina externa de membrana (OMP)
caracteristica OMP34 , a diferencia de las LCV que presenta OMP P1. Ademads las SCV
poseen una gran concentraciéon de dos proteinas (Hgl y ScvA) de caracter basico que
juegan un papel importante en la condensacidn de la cromatina. Por el contrario, las LCV
presentan una mayor expresiéon de dos proteinas de 35 y 45kDa que desempefian
funciones como factores de elongacién.

Estas caracteristicas estructurales hacen que Coxiella burnetii posea una
extraordinaria capacidad para la supervivencia extracelular y de resistencia a agentes
fisicos o quimicos. Asi, sobrevive de 7-10 meses en lana a 15-202C, durante mads de un
mes en carne fresca almacenada en frio y por mas de 40 meses en leche desnatada a 4-
62C. Por otro lado, se han recuperado microorganismos viables tras calentamiento a 63
2C durante 30 minutos, tras exposicién a una solucién salina al 10% durante 180 dias,
después de la exposicién a formalina al 0,5% y tras sonicacion en agua destilada durante
mas de 30 minutos.

Aunque posee una membrana similar a la de los bacilos gramnegativos, no se
observa en la tincién de Gram. Las principales métodos para la visualizacion microscopica

en tejidos son la tincidon de Giemsa, la tincién de Giménez y la tincidon de Machiavello.

pidemiologia, Agentes causales y Métodos diagndsticos en pacientes con Fiebre de
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Un aspecto de gran relevancia en la biologia de Coxiella burnetii es su variacion
antigénica, también denominada “variacion de fase”. Este fendmeno se debe a
modificaciones en el principal mecanismo de virulencia del microorganismo: el
lipopolisacdrido (LPS). En la naturaleza, Coxiella burnetti expresa antigenos de fase | que
corresponden a LPS con cadenas O laterales completas. Este LPS completo permite
enmascarar antigenos de superficie bacterianos a los receptores de reconocimiento de
patrones de las células dendriticas, permitiendo su infeccidn sin activacidén posterior. Tras
subcultivo en medios celulares o en el curso de la enfermedad en hospedadores, se
produce un cambio del LPS a antigenos de fase Il (con una cadena O lateral truncada), que
no limita el acceso de los anticuerpos a la superficie bacteriana. Por ello, los
microorganismos en fase Il son mucho menos virulentos. El estudio de los anticuerpos
generados frente a ambos tipos de antigenos tiene utilidad en el diagndstico (ver mas
adelante).

Tradicionalmente, para el cultivo de Coxiella burnetii se requieren medios
celulares con condiciones estrictas de aislamiento (P3). Sin embargo recientemente se
han desarrollado medios axénicos, disefiados atendiendo a las caracteristicas de la
vacuola intracelular en la que se multiplica Coxiella burnetii y a los requerimientos
metabdlicos de esta bacteria (31). En la composicién de estos axénicos de cultivo son
necesarios varios requerimientos: (i) un pH moderadamente acido (pH = 5) mantenido
por un tampdn citrato, (ii) una concentracién de iones Na+, K+ y Cl- similares a los del
medio extracelular, (iii) un aporte principal de péptidos (aporte de carbono preferido
frente a los glucidos), aportados en forma de neopeptona, casaminoacidos y L-cisteina y
(iv) una concentracidn de oxigeno baja (1-5%).

El genoma de Coxiella burnetti ha sido caracterizado en diferentes estudios
(29,32,33). El tamafio oscila entre 1,5 y 2,4 M de pares de bases ( 2,1 en la cepa de
referencia Nine Mile). Es un genoma menor que el de bacterias extracelulares pero
considerablemente superior al de otras intracelulares. El genoma de Coxiella burnetii esta
formado por un cromosoma bacteriano y plasmidos facultativos.

El cromosoma bacteriano es circular (29), aunque en trabajos previos se sugeria la

posibilidad de una estructura lineal (32). El contenido de G+C es del 42,6% y el nimero de
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genes codificantes de proteinas es de 2094. Los genes codificantes mas importantes
pueden clasificarse en varios grupos:

e Cuatro intercambiadores de Na+/H+ probablemente implicados en la
homeostasis del pH y la supervivencia en medio acido.

e Tres transportadores osmoprotectores.

e Un numero elevado de sistemas de eflujo de drogas, que facilitan
resistencia a las defensinas en el fagolisosoma.

e Dos trasportadores para glucidos (xilosa y glucosa).

e 15 transportadores para aminoacidos y tres para péptidos, lo que
ejemplifica su papel basico en el aporte de carbono.

e Un transportador para glutamato.

* Enzimas para la via de Embden-Meyerhof (glucdlisis) y la ruta de Entner-
Doudoroff (via alternativa que cataboliza glucosa a piruvato), gluconeogénesis, cadena
transportadora de electrones, via de las pentosas y via de los acidos tricarboxilicos.

e Enzimas implicadas en la sintesis de purinas y pirimidinas, acidos grasos y
fosfolipidos.

e Componentes del lipopolisacarido: lipido A, “core” y antigeno O.

* Trece proteinas con dominio ankirina relacionadas con la adhesién entre
el microorganismo vy las células del hospedador.

Ademas, el cromosoma de Coxiella burnetii presenta otras caracteristicas de
interés: (i) A diferencia de otras bacterias intracelulares obligadas, en las que
habitualmente existe escasa oportunidad de intercambio genético, las diferentes
variantes de Coxiella burnetii poseen entre 31 y 59 secuencias de insercion (IS)
pertenecientes a 8 familias. (ii) En el gen de 23S rRNA existen dos tipos de intrones tipo |,
gue modulan el crecimiento de la bacteria y (iii) el analisis del genoma ha demostrado un
numero muy elevado de pseudogenes (hasta 207 en la cepa Nine Mile) lo que sugiere que
el microorganismo se encuentra en una primera fase de adaptacion al hospedador.

Se han descrito cuatro tipos de pldsmidos en diferentes aislados de Coxiella
burnetii: QpH1, QpRS, QpDG y QpDV (34,35,36,37,38). Ademds, se ha descrito una

secuencia homodloga a la de estos pldsmidos insertada en el cromosoma bacteriano de
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algunas variantes genéticas (plasmidless o “S”) . Es importante sefialar que, en estudios
de hibridacién cruzada, se observa una parte conservada denominada “core” que
representa aproximadamente el 50% de la informacién genética de todos los plasmidos o
pseudoplasmidos indicados. La fecha de deteccidn, origen bioldgico de las muestras,
cepas y tamafo de los plasmidos se indican en la tabla lll . El plasmido QpH1 fue descrito
inicialmente por Samuel et. al. en 1983 en la cepa Mile Nine obtenida de garrapatas y
tiene un tamafo de 37 kb. EL segundo plasmido descrito en 1985 por el grupo de Samuel
et al fue QpRS en una cepa de Coxiella burnetii (Priscilla) procedente de una placenta de
cabra y tiene un tamafio mayor (39 kb) . La identificacién del plasmido QpDG se realizd
en 1989 por Mallavia et. al. en roedores salvajes de Utah (Dugway) siendo su tamaiio el
mayor de los plasmidos (42 Kb). Finalmente, en 1995 se identificé el plasmido QpDV
aislado en dos cepas rusas (neumonia en un paciente, leche de vaca) y tres francesas
(fiebre Q aguda, aneurisma adrtico y endocarditis crdénica), siendo el de menor tamafio

(33,5 kb).

Plasmido | Autores (afio) Origen Cepa Tamaiio
QpH1 Samuel et al. (1983) Garrapata Nine Mile 37 Kb
QpRS Samuel et al. (1985) Cabra Priscilla 39 Kb
QpDG Mallavia et al. (1989) | Roedores Dugway 42 Kb
Humanos (4) Q1940
MAC
QpDV Valkova et. al. (1995) MAN 35,5 Kb
ME
Leche devaca (1) | Q321

Tabla lll: Plasmidos de Coxiella burnetii

Desde un punto de vista patogénico, parece que el papel fundamental de los
pldsmidos reside en la presencia de genes que codifican sustratos del sistema de
transporte tipo IV, un importante factor de virulencia (39). Por otro lado, los plasmidos
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descritos se asocian a grupos genéticos diferentes (ver a continuaciéon) y se han asociado
a diferentes formas clinicas de fiebre Q, aunque los resultados no son concluyentes (35).
El empleo de técnicas de biologia molecular he permitido demostrar la
variabilidad genética de Coxiella burnetii. Existen muchos estudios que han empleado
técnicas diversas , enzimas de restriccion diferentes y material genético procedente de
humanos, otros mamiferos y garrapatas para caracterizar la variabilidad genética de
Coxiella burnetii (40,41,42,43,44,45,46). El numero de “variantes fenotipicas” varia
mucho dependiendo de las técnicas empleadas, aunque las principales variantes
genotipicas son menos. Asi, L.A. Hendrix et. al. identificaron inicialmente seis variedades
(41) y posteriormente Beare et. al. ampliaron este nimero a ocho (45). En la tabla IV se
indican algunas caracteristicas importantes de la clasificacion de Hendrix (incluyendo el

patron de plasmidos).

Grupo Plasmido | Ejemplo/s Origen Enfermedad en hospedador
genoémico de aislado aislado
| QpH1 Nine Mile RSA493 Garrapata -
Dyer RSA 345 Humano Fiebre Q aguda
Ohio 314 RSA2707 Leche de vaca “Enfermedad persistente”
1l QpH1 Henzerling RSA33 | Humano Fiebre Q aguda
1] QpH1 Idaho Goat Q195 Cabra Aborto
Koka Garrapata -
\Y] QpRS Canada Goat 421 8 Cabra Aborto
K Q154 Humano Endocarditis
\" No G Q212 Humano Endocarditis
S Q217 Hepatitis
\ OpDG Dugway 7E22-57 Roedores -

Tabla IV: Grupos gendmicos iniciales de Coxiella burnetii

En la tabla V se indican se indican los siete genes/ORF (open reading frames)

empleados por Beare en la identificacion de los 8 grupos gendmicos actuales.

32

Epidemiologia, Agentes causales y Métodos diagnosticos en pacientes con Fiebre de
S S . S

Duracion Intermedia en Gran Canaria




Introduccién

GGI |GGII |GGII |GGIV |GGV |GGVI | GGVI | GG VIII
CBU0007 + + + - + + + +
CBU 0071 |+ + + + - + + -
CBU 0168 | + + + - + + - +
CBU 0598 | + + - + + + + +
CBU 0881 |+ + + + + - - -
CBU 1805 |+ + + + - + + +
CBU 2026 | + - + + + + + +

Tabla V: Grupos gendmicos actuales de Coxiella burnetii

Aunque inicialmente se intentd relacionar el grupo gendmico con diferentes
manifestaciones clinicas, en estudios mas amplios no se ha podido confirmar este hecho.
Por ello parece que las manifestaciones clinicas dependen primordialmente lo de
factores del hospedador. Sin embargo el diferente grupo genémico o fenotipico parece
asociarse a localizaciones geograficas determinadas. Asi, en el estudio de O. Glazunova et
al (43), basado en la secuenciacién de regiones intergénicas (MST; multispace sequence
typing) se describieron 3 clusters principales, con una distribucién geografica diferente.

En la busqueda de marcadores asociados a determinadas manifestaciones clinicas
de la fiebre Q, tiene interés sefialar la expresién de un antigeno concreto denominado
adaA (acute disease antigen). En su descripcion inicial por investigadores de la
Universidad de Texas (USA) se describié esta proteina inmunodominante de 28 kD, de
funcidén hipotética, asi como el gen que la codifica (47). Los estudios iniciales sugerian que
su expresion se asociaba a fiebre Q aguda mientras que su ausencia lo hacia a fiebre Q
cronica (47). Sin embargo, estudios posteriores no han confirmado esta asociacion,
detectandose ademas varios polimorfirmos del gen: dos deleciones (Q212 y Q154), un
SNP en la posicién 431) y una repeticidon en tandem en la posicion 226) (48). Sin embargo,
el estudio de las modificaciones de este gen en Coxiella burnetii es un arma importante

de estudio de su epidemiologia molecular.
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1.2.3. Epidemiologia

1.2.3.1. Aspectos generales

La fiebre Q es una antropozoonosis, con diferentes patrones epidemioldgicos de
distribucion mundial (aunque con una prevalencia diferente atendiendo a paises y
regiones geograficas), y con una repercusion importante desde el punto de vista médico y
econdmico (21,22,23,24,49). En este sentido, desde el punto de vista veterinario y
ganadero, la enfermedad acarrea pérdidas econdmicas al ser una causa importante de
abortos . Por otra parte, en algunas zonas endémicas, la fiebre Q aguda puede
presentarse en forma de brotes epidémicos que suponen un claro problema de salud
publica, con padecimientos individuales, alto coste sanitario y absentismo laboral.
Finalmente, aunque infrecuente, la forma crénica de la enfermedad humana es muy
grave, de tratamiento complejo y costoso y mortalidad no despreciable.

En los proximos apartados sefialaremos las principales caracteristicas de esta

definicidn y las caracteristicas epidemioldgicas bdsicas de esta infeccién.

1.2.3.2. Fiebre Q como antropozoonosis

Las zoonosis son infecciones que se transmiten desde los animales al ser humano
o viceversa en condiciones naturales. Se subclasifican en dos tipos principales: las
antropozoonosis, en las que el agente patdgeno es transmitido principalmente desde el
animal al ser humano y las zooantroponosis en las que el microorganismo es transmitido
desde las personas a los animales. La fiebre Q puede clasificarse principalmente como
una antropozoonosis. Logicamente, estas entidades son de mas dificil erradicacion que
las infecciones cuyo Unico reservorio es el ser humano.

En la epidemiologia de la fiebre Q es importante distinguir tres tipos de
reservorios y/o fuentes de infeccion. En primer lugar se encuentran los animales
domésticos o peridomésticos, constituidos principalmente por ganado caprino, ovino y
bovino, y en menor medida gatos y perros (50). Un segundo reservorio estaria formado
por animales “silvestres”, principalmente roedores y pequefos mamiferos, aunque
también ocasionalmente aves, reptiles, anfibios y peces (20). Finalmente, varios tipos de

garrapatas constituyen un importante reservorio de este agente patdgeno (ver mds
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adelante). La interaccion entre el ser humano y los tres reservorios/ fuentes de infeccién
adopta dos patrones diferentes, aunque ligados entre si: el ciclo salvaje y el ciclo
doméstico (figura 7). En el ciclo salvaje, la infeccion de los animales salvajes y las
garrapatas es el elemento clave mientras que en el ciclo doméstico es la interaccion entre
seres humanos y ganado. La confluencia, cada vez mas estrecha, entre ambos ciclos ha

llevado probablemente a una emergencia de casos en humanos.

Figura 7 : Ciclo doméstico y silvestre de la infeccion por Coxiella burnetii

1.2.3.3. Transmision de Coxiella burnetii al ser humano

La infeccién en humanos por fiebre Q se produce principalmente por via aérea,
aungue se han descrito otras vias de menor importancia como la via oral o la transmisién
interhumana no profesional y otras excepcionales como la picadura de garrapatas

(20,21,22,23) (figura 8).
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Figura 8: Formas de transmision de Coxiella burnetii al ser humano

1.2.3.3.1. Transmision por via aérea

Sin lugar a dudas, la forma mas habitual de trasmision de infeccidon por Coxiella
burnetii es la inhalacion del agente patdégeno procedente de productos patoldgicos de los
animales domésticos infectados. Los principales fluidos contaminantes son la leche, orina,
heces vy, principalmente los derivados placentarios (51). Como resulta intuitivo, la
infeccion es mas frecuente en personas que estdn en contacto directo con ganado o sus
productos bioldgicos (lana, cuero, leche y derivados, paja infectada o polvo de la ropa) ya
gue la carga bacteriana ambiental es ldgicamente mas elevada y ademas persiste durante
mucho tiempo (meses e incluso afios). Por todo ello, esta infeccion es mas frecuente en
granjeros, veterinarios o trabajadores de mataderos. Ademads, esta infeccidn puede
transmitirse por esta via entre humanos principalmente a sanitarios en contacto con
tejidos de pacientes con fiebre Q [p. ej. microbidlogos (27,28), obstetras (52) o
anatomopatologos (23)].

Sin embargo, en un tanto por ciento importante de casos no se encuentra este
factor epidemioldgico, correspondiendo a casos urbanos sin contacto directo con
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animales o productos derivados. La explicacion mas plausible es la gran virulencia de
Coxiella burnetii y su capacidad para ser transmitida a muchos kildémetros de distancia del
foco de origen (53,54). Ademads, en los ultimos afios se ha comprobado la capacidad de
Coxiella burnetii para infectar amebas de vida libre (p. ej. Acanthamoeba castellanii),
presentes en sistemas de aire acondicionado y responsables potenciales de algunos
brotes (55). Desde un punto de vista biolégico no resulta incongruente, debido a las
caracteristicas que incluyen a Coxiella burnetii en la familia Legionellaceae. Por ello, las
amebas de vida libre podrian constituir un nuevo nicho ecoldgico.
1.2.3.3.2. Transmision por via oral

Aunque se ha demostrado de forma constante la presencia de Coxiella burnetii en
la leche de animales infectados (56) y se ha asociado la fiebre Q a la ingesta de queso
(57), no existen datos concluyentes de que la ingesta de estos productos sea responsable
de la aparicién de fiebre Q (23).
1.2.3.3.3. Transmision interhumana no profesional

De forma excepcional se ha documentado la transmisién de Coxiella burnetii por
hemoderivados (58) y por via sexual, identificAndose el microorganismo en el semen
(59,60).
1.2.3.3.4. Transmision directa desde garrapatas

Aunque las garrapatas juegan un papel importante en los ciclos biolégicos de

Coxiella burnetii, la transmision directa de garrapatas a humanos es excepcional (61).

1.2.3.4. Patrones epidemioldgicos

La infeccion por Coxiella burnetii en la naturaleza se relaciona con un gran niumero
de posibilidades epidemioldgicas (figura 9). Asi, las infecciones por este microorganismo
son adquiridas de forma accidental, aunque Coxiella burnetii es un potencial agente de
bioterrorismo (28,62). Las principales caracteristicas que sustentan su clasificacién como
agente de bioterrorismo B son su facilidad de obtencidn y multiplicacién, la resistencia a
condiciones ambientales adversas, la via aérea de transmisién y la diseminacién a grandes
distancias (20). Sin embargo, la letalidad es baja y no todas las personas expuestas

desarrollan enfermedad (20).
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Dentro de las formas accidentales, la fiebre Q posee importancia en dos contextos
diferentes: la afectacion de la cabafa ganadera y la infeccion en humanos. En esta
revision se consideraran principalmente los aspectos médicos, sefialando exclusivamente
los datos veterinarios en relacion a la infeccion humana.

Tras el contacto del ser humano con Coxiella burnetii, no todos los sujetos
desarrollan infeccién. Por otro lado, dentro de los que produce la infeccién (detectada
por métodos seroldgicos), no todos ellos desarrollan manifestaciones clinicas, es decir,
enfermedad.

La fiebre Q se presenta habitualmente como enfermedad autdctona, aunque el
numero de casos importados publicados en los ultimos afios ha sido progresivamente
mayor (63,64,65,66,67,68,69,70,71). Los casos de fiebre Q autéctonos pueden
presentarse en forma de brotes, de mayor o menor importancia (ver mds adelante) o
como casos aislados. En ambas situaciones la fiebre Q puede manifestarse de forma
aguda o crénica Ademds, las formas agudas presentan dos formas principales:

neumonica y febril (ver mas adelante).

Infeccion por Coxiella burnetii

Accidental = I > Bioterrorismo

» Humanos

Infeccidn (*|> Enfermedad (fiebre Q)

Animales €

Casos autoctonos € I # Casos importados
Distribucion Manifestaciones clinicas
Brotes Casos aislados Agudas CroOnicas

¥ v

Neumonia Sindrome febril

Figura 9: Patrones epidemioldgicos de la infeccion por Coxiella burnetii
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1.2.3.5. Distribucion geografica

La infeccidon por Coxiella burnetii presenta una distribucién mundial, afectando a
paises de los cinco continentes. Sin embargo, la construccion de un “mapa” univoco de
esta infeccidn se encuentra con tres problemas fundamentales: (i) las multiples formas
epidemioldgicas de la infeccion sefialadas en el apartado anterior (p. ej. datos clinicos,
seroprevalencia, datos en animales domésticos y salvajes, infeccién de garrapatas), (ii) la
consideracién de “no declarable de forma obligatoria” de esta enfermedad en muchos
paises y (ii) el interés en el estudio de esta entidad. Asi, estamos totalmente de acuerdo
con una sentencia clasica de Didier Raoult, uno de los autores mas importantes en el
estudio de la fiebre Q y de las rickettsiosis, que indica acerca de la fiebre Q: “differences

in prevalence are mainly related to differences in interest” (72).

Las referencias publicadas recogidas en PubMed (1 de Septiembre 2015) son muy
numerosas tanto acerca de la fiebre Q (4.470) como sobre Coxiella burnetii (2.860). Un
nimero importante se refieren a aspectos epidemioldgicos. En esta revisidon nos
centraremos en los datos de la bibliografia espafiola sefialando algunos aspectos

importantes en otros paises.

1.2.3.5.1 Fiebre Q en Espaiia

La descripcidn de casos de infeccidn por Coxiella burnetii en Espaifa tiene lugar en
torno a los afos 50 del siglo XX. En aproximadamente 3 afios se describe la presencia del
microorganismos en garrapatas (Hyalomma marginatum, Rhiphicephalus bursa vy
Rhiphicephalus sanguineus) en Madrid y Sevilla (73), el primer caso en humanos en
Salamanca (74) y la presencia de anticuerpos en fauna silvestre (conejos y lirones) en

Madrid (75).

A partir de los afios 80 del siglo pasado, el interés por esta enfermedad ha sido
creciente, detectdndose tanto casos de fiebre Q, aislados como en brotes, estudidndose
la seroprevalencia de la infeccidén en diferentes regiones y evaluandose la infeccion en

animales domésticos y silvestres.
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En la tabla VI se indican las principales series de casos publicados de fiebre Q en
Espafia desde 1980 hasta la actualidad (12,13,73-110). Especificamente, en la Tabla Vla se
indica la fecha de publicacion y el primer autor responsable de la misma, la comunidad en
la que se se describid, el perfil epidemioldgico basico (brote y/o casos esporadicos), el
nimero de casos, la edad de los pacientes y la distribucién por sexos. En la Tabla Vib se
incluyen otros datos de interés como el dmbito de adquisicion (distinguiendo los casos
rurales y urbanos), la distribucidon estacional [Primavera (Marzo, Abril y Mayo); Verano
(Junio, Julio, Agosto), Otofio (Septiembre, Octubre, Noviembre) e Invierno (Diciembre,
Enero, Febrero)] o no, el contacto con animales y la forma clinica de presentacion (aguda
o crénica y, dentro de los casos agudos la presencia de neumonia o sindrome febril sin

foco aparente).

En Ia figura 9 se representan las comunidades con series publicadas de fiebre Q.
Ademas existen dos publicaciones basada en los datos microbioldgicos sobre la

incidencia de fiebre Q (110,111).

En la tabla VIl se indican los principales estudios seroepidemioldgicos acerca de la
prevalencia de infeccidén por Coxiella burnetii en humanos, el ano de estudio y el contexto

en el que se realiz6 (114,115,116,117,118,119,120,121,122,123, 124,125,126,127).

Los datos acerca de la prevalencia de infeccién por Coxiella burnetii en animales

domésticos (128,129,130,131,132,133,134,135) se expresan en la tabla VIII.

Finalmente, en la tabla IX, se indican los datos acerca de la infeccion por Coxiella
burnetii en diferentes especies de garrapatas en varias regiones espafiolas (136,137).

En las figuras 10, 11 y 12 se recopila la informacién de estos estudios.
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Ref | Primer autor Ao Comunidad Tipo Ne Edad Varone
casos s
76 Sobradillo V. 1983 | Euskadi Brote 10 15-59 30%
77 Montejo M. 1983 | Euskadi Esporadicos | 11 17-65 80%
78 Aguirre C. 1984 | Euskadi Brote 42 5-56 58%
79 Martinez F. 1985 | Andalucia Esporadicos | 34 8-68 59%
80 Fernandez R. 1985 | Madrid Esporadicos | 37 13-57 72%
81 Montejo M 1985 | Euskadi Mixto 130* | 5-67 74%
82 Rubiés J 1986 | Catalufia Esporadicos | 5 25-38 100%
83 Fernandez M. | 1998 | Madrid Esporadicos | 3 28-43 33,3%
84 Sobradillo V. 1999 | Euskadi Esporadicos | 116 3015 77%
85 Milldn M. 1989 | Canarias Esporadicos | 35 40 80%
86 Rotaeche R. 1990 | Euskadi Brote 5 12-46 60%
87 Anton E. 1990 | Euskadi Esporadicos | 60 14-87 80%
88 Murie M. 1991 | Navarra Esporadicos | 19 27 83%
89 Martinez JM. 1992 | Euskadi Brote 30 17-55 90
920 Bella F. 1994 | Catalufia Esporadicos | 17 32+11 82%
91 Pascual F. 1996 | Canarias Esporadicos | 94 39 FID , ND
54 Neumonia
92 Merino FJ. 1998 | Castilla-Ledn Esporadicos | 13 10-41 85%
93 Abad A. 1999 | Euskadi Esporadicos | 73 1-68 78%
94 Domingo P. 1999 | Catalufia Esporadicos | 63 19-72 92%
95 Nebreda 2001 | Soria Brote 18 14-26 86%
96 Nufio FJ. 2002 | Asturias Mixto* 12 24-85 75%
97 Alarcén A. 2003 | Andalucia Esporadicos | 231 8-77 85%
98 Bolafios M. 2004 | Canarias Esporadicos | 40 20-74 85%
99 Sampere M. 2003 | Catalufia Esporadicos | 66 45118 85%
100 | Romero MJ 2003 | Andalucia Esporadicos | 109 31+12 92%
101 | Miguelez M. 2003 | Canarias Esporadicos | 47 22-77 96%
102 | Bartolomé J. 2004 | Castilla.LaMancha | Esporadicos | 35 7-67 71%
103 | Ramos JM. 2005 | Valenciana Esporadicos | 30 ND 73%
104 | de los Rios R. 2006 | Madrid Brote 22 ND ND
105 | Garcia M. 2004 | Asturias Esporadicos | 60 46 + 17 72%
106 | Mufioz A. 2007 | Extremadura Esporadicos | 124 14-77 80%
12 Parra J. 2008 | Andalucia Espordadicos | 32 ND ND
13 Espinosa N. 2010 | Andalucia Esporadicos | 111 ND ND
107 | Ruiz Seco MP. | 2011 | Madrid Esporadicos | 54 ND 81%
108 | Mogollén MV. | 2011 | Multicéntrico Esporadicos | 83 44 +14 78%
109 | Raya M. 2014 | Baleares Esporadicos | 87 21-89 79%
Cataluiia 71
110 | Espejo E. 2014 | Canarias Esporadicos | 85 42 +15 80%
La Rioja 27

* Incluye pacientes de referencias previas

Tabla VI a. Series de casos de fiebre Q publicadas en Espafia
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Ref | Comunidad Ambito Estacion Animales Forma clinica
76 Euskadi Rural Verano NO Aguda (Neumonia)
77 Euskadi QAL::(:T(SO%) - Sl Aguda (Neumonia)
78 Euskadi Rural Primavera Sl Aguda (Neumonia)
, Mixto Sl Aguda
[ Andalucia Rural (50%) ) (50%) Fiibre (2/3) Neumonia (1/3)
80 Madrid - Verano SI (30%) Aguda (32)/Crénica (5)
81 Euskadi Rural Prim. Sl Aguda (Neumonia)
82 Catalufa Urbana - NO Aguda (Fiebre)
83 Madrid - - - Cronica
84 Euskadi Mixto Invier/Prim. | SI (18%) Aguda (Neumonia)
Rural (50%)
85 Canarias Rural Prim/ Ver SI (85%) Aguda (Fiebre)
86 Euskadi Rural Invierno Sl Aguda Neumonia (3) Fiebre (2)
87 Euskadi Rural Otofio Si (17%) Aguda (Neumonia)
88 Navarra - Invier/Prim - Aguda (Neumonia)
89 Euskadi Rural Primavera - Aguda (Fiebre)
90 Catalufa Urbana - - Aguda (Fiebre)
91 Canarias Rural - - Aguda (Fiebre)
92 Castilla-Ledn - - Si (15%) Aguda (Neumonia)
93 Euskadi - - - Aguda Neumonia (75%)
94 Catalufa Urbana Primavera NO Aguda Fiebre (54%)
95 Soria Rural Primavera SI(21%) Aguda (Neumonia50%)
926 Asturias Urbana - SI (25%) Aguda (Neumonia )
97 Andalucia m‘;::‘a (53%) Primavera SI (39%) Aguda Fiebre (90%)
98 Canarias Mixto Prim/ Ver SI (38%) Aguda Fiebre (92%)
Rural (67%)
99 Catalufa Urbano Invier/Prim SI (33%) Aguda (Neumonia 55%)
100 | Andalucia ':'u"r‘:?(s 0%) - S1 (27%) Aguda Fiebre (98%)
101 | Canarias - - SI (51%) Aguda (Fiebre)
102 | Castilla La | Mixto No SI(27%) Aguda
Mancha Urbana (71%) Fiebre (71%
. Mixto Aguda
103 | Valenciana Urbano (67%) No SI (80%) Fiibre (87%)
104 | Madrid Rural Primavera Sl Aguda (Fiebre)
105 | Asturias m‘;::‘a (52%) Invierno Si (7%) Aguda (Neumonia)
Mixto Invierno Sl Aguda (Fiebre 94%
106 | Extremadura Rural (61%) Primavera (47%) Crgc’mica( (6%) !
12 Andalucia - - - Aguda (Fiebre)
13 Andalucia - - - Aguda (Fiebre)
. Mixto Aguda (92%) Neumonia (55%
107 | Madrid Urbano (52%) | N° S1(59%) Crgc’)nica( (8%; 5%
109 | Baleares 'I;AL::(::(I) (45%) Prim/Ver Sl (46%) Aguda Neumonia (66%)
Catalufa - Primavera Aguda (Fiebre 80%)
110 | Canarias - Primavera - Aguda (Fiebre 70%)
La Rioja - Invierno Aguda (Fiebre 54%)
111 | Mdltiple - - SI (70%)s Cronica
Tabla VI b. Series de casos de fiebre Q publicadas en Espaiia
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Ref | Primer autor Ao Comunidad (N29) Contexto (N2) Técnica / Seroprevalencia

114 | Daza RM. 1980 Madrid Donantes Microaglutinacién 6,2%

115 | Tellez A. 1989 Madrid Poblaciéon general IFA 8,8% (urbano)-15,4%(rural)
Rural N=130,
Urbana N =91
Poblaciéon general Fijacion de complemento

Extremadura 180 59,3%
116 | Cour MI. 1990 | ,stilla-La Mancha 286) ! 32,3%
Madrid (577) 27,5-34,5%

117 | RuizBeltranR. | 1990 | Castilla-Ledn f:obo";‘c'on general | £a 50,2% (g6 fase II > 1:40)

118 | Pascual F. 1992 Canarias (390) Poblaciéon general Fijacion de complemento
(390) 4,7-13,5% (IgG fase 1l > 1:8)

119 | SazJ.V. 1993 Castilla Ledn Poblaciéon general Inmunofluorescencia indirecta
(298) 20.8% (lgG fase Il > 1:80)

120 | Sanzo J.M. 1993 Euskadi Poblaciéon general IFA> 1/20: 32,35%
(810) IFA> 1/40:26,4%

121 | Pérez TralleroE. | 1995 Euskadi Mataderos Inmunofluorescencia indirecta
(39) 91,7%(1gG fase Il > 1:80)

122 | Sudrez) 1996 Castilla-Ledn Poblacién general IFA 60,6% (IgG fase 11 21:80)
(406)

123 | Pascual F. 1998 Cantabria Poblaciéon general IFA 48,6% (IgG fase Il 2 1:16)
(595) IFA 37,8% ( 1gG fasell>1:64)
Estudiantes de | Fijacidn del complemento> 1:10

124 | Valencia MC 2000 Aragén Veterinaria 10,02% comienzo de curso
(480) 11,02% final de curso

125 | Cardefiosa N. 2006 Catalufia Poblaciéon general IFA 15% (IgG fase Il 2 1:40)
216

126 | Bartolomé J. 2007 Castilla-La Mancha Donantes de sangre | Inmunofluorescencia indirecta
863 23% (lgG fase 11> 1:80)

127 | GonzalezS. 2014 Castilla-La Mancha Enfermedad IFA

cardiovascular
164

52% (lgG fase 11> 1:256)

Tabla VII. Estudios de infeccion en humanos por Coxiella burnetii publicados en Espaia
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Ref | Primer autor Ao Comunidad | Tipo/s de mamifero/s Técnica/Prevalencia
Numero
128 | PalauL. 1989 Madrid Rumiantes domésticos | Fijacion de Complemento*
Bovinos 106 67% (1gG fase 11 21:8)
115 | Tellez A. 1999 Madrid Rumiantes domésticos Fijaciéon de complemento>1:8
Caprino (76,6%)
Bovino (17,7%)
129 | Barandika J. 2007 Euskadi Micromamiferos silvestres | PCR
(253) 3/253
Apodemus sylvaticus (162) Apodemus sylvaticus (1/162)
Mus domesticus (28) Mus domesticus (2/28)
130 | Ruiz FonsF 2008 Andalucia Rumiantes domésticos Inmunofluorescencia indirecta
Asturias Mamiferos silvestres (IgG fase Il >1:16)
Corzos (15,4%)
Ciervo rojo silvestre (5,6%)
Ciervo rojo doméstico (40%)
Ganado bovino (39%)
131 | NavarroJ.A. 2009 Murcia Ovinos PCR en placenta
Caprinos
132 | RuizFons F. 2010 Euskadi Rumiantes domésticos ELISA con FC posterior
Ovinos (1379) Ovinos (11,8%)
Bovinos (626) Bovinos (6,7%)
Caprinos (115) Caprinos (8,7%)
133 | Astobiza . 2011 Euskadi Mamiferos silvestres PCR
Carnivoros (206) Carnivoros (0%)
Lagomorfos (28) Lagomorfos (7,1%)
Ungulados (199) Ungulados (8%)
Pdjaros silvestres Péjaros (2%)
134 | AlvarezJ. 2012 Madrid Rumiantes domésticos ELISA***
Bovinos (1100) 6,76%
135 | Mentaberre G. 2013 Canarias Camellos (100) ELISA****
19%

Tabla VIIl. Prevalencia de infeccidn por Coxiella burnetii en mamiferos en Espaiia

* Behring ** ELISA Cox kit *** IDVET **** LSIVET

Ref | Primer autor Ao Comunidad Ne Especies (n) Infeccion por
C. burnetii

136 | Barandika J. 2008 Euskadi 691 Ixodes ricinus (288) 0%
Haemaphysalis punctata (109) 1(09%)
Haemaphysalis inermis (95) 0%
Haemaphysalis conncina (52) 0%
Dermacentor reticulatus (97) 0%
Rhiphicephalus bursa (50) 0%

137 | Toledo A. 2009 Madrid 1482 Hyalomma lusitanicum 7,7%
Dermacentor marginatus (80/1039)*
Rhipicephalus sanguineus 3,4%
Rhipicephalus pussilus (15/443)**

133 | Astobizal 2011 Euskadi 340 Ixodes ricinus 0%
Ixodes hexagonus

Tabla IX. Prevalencia de infeccion por Coxiella burnetii en garrapatas en Espaia
* Aisladas en la naturaleza ** Adheridas a animales
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Figura 11 : Provincias con datos sero-epidemioldgicos de infeccion por C. burnetii en
Espaia
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Figura 12: Estudios de infeccion por C. burnetii en animales

1.2.3.5.2. Fiebre Q en otros paises

Existe una abundante informacion acerca de la fiebre Q y la infeccidon por Coxiella
burnetii en humanos y animales en todo el mundo. Una revisidon exhaustiva de este
aspecto escapa a los objetivos de esta revision, por lo que Unicamente sefialaremos

algunos aspectos de especial interés en humanos en los ultimos afios.

1.2.3.5.2.1. Otros paises europeos

En los ultimos afios se han publicado un nimero importante de trabajos sobre la
infeccion por Coxiella burnetii en varios paises europeos (138,139,140,141,
142,143,144,145,146,147).

En Francia, los estudios realizados entre 1982 y 2010 muestran una seropreva-
lencia entre el 1% (donantes de sangre) y el 71% en personas pertenecientes a grupos de
riesgo (138). En ese mismo periodo de tiempo, se han descrito siete brotes que incluian
desde 5 hasta 289 personas, localizados en el Sudeste de Francia (Provenza , Alpes y
Rodano) (138). En otro trabajo, realizado en el mismo periodo de tiempo por el grupo de
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D. Raoult (139), basado en la recogida de datos de 3.723 pacientes con confirmacion
seroldgica se observan los siguientes datos: i) la incidencia anual de fiebre Q aguda es de
2,5/100.000 personas mientras que la de endocarditis es de 0,1/100.000 personas, ii) en
los aflos de estudio se ha observado un incremento continuo en el nimero de casos vy iii)
la incidencia maxima tiene lugar entre Abril y Septiembre.

En Suiza, la incidencia de fiebre Q es baja (0,15/100.000 habitantes), aunque
recientemente se ha descrito un brote de 15 personas en la zona de vifiedos de Lavaux
(préxima a las regiones francesas afectadas (140).

Sin lugar a dudas, el mayor brote de casos de fiebre Q en la historia hasta la
actualidad ha tenido lugar en Holanda durante los afios 2007 a 2010
(138,141,142,143,144). Este brote afecté a 4.026 personas en los cuatro afios, siendo la
incidencia maxima en 2008 (2354). El andlisis de las caracteristicas de este brote indicé
varios aspectos de interés: i) La edad media de los pacientes fue de 50 afios (RIC 21), con
un discreto predominio en varones 62%). ii) La regién que presentd un mayor nimero de
casos fue Noord-Brabant, que aportdé mds del 50% de los pacientes, iii) existia una
asociacion estadistica con el habito tabaquico. iv) Un 21% de los pacientes requirieron
ingreso hospitalario v) la forma clinica mas frecuente fue la respiratoria (61,5%),
describiéndose endocarditis en 3,1% de los pacientes. vi) Aunque existieron datos de
asociacion epidemiolégica en varios grupos de paciente, no pudo identificarse un unico
origen global de todo el brote. vii) Tampoco pudo identificarse un Unico genotipo en
pacientes o animales estudiados, detectandose 10 tipos diferentes en el brote. viii) Las
principales razones que sustentan la aparicion de este brote son: el aumento de la
cabafa ganadera en la regidn afectada, la estabulacion en areas abiertas, el método
intensivo de cria, el aumento del nimero de abortos y la proximidad de |la poblacién a las
granjas animales (aumento de casos si la distancia era < 5 Km) vy ix) el control de la
epidemia mediante diferentes medidas como la declaracidon obligatoria de abortos en
animales, la implementacidn de las medidas de limpieza, la investigacién de genoma de
Coxiella burnetii en los depdsitos de leche y la vacunacion, inicialmente voluntaria y

posteriormente obligatoria de los animales.
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Debido a la proximidad geografica con Holanda, se realizd6 un estudio clinico y
seroldgico en esas fechas en 69 trabajadores que manipulaban lana y pelo de animales en
Bélgica (145). De ellos, el 50,7% presentaban evidencia seroldgica de contacto; 26/69
datos de infeccidn pasada, 8/69 de infeccidn reciente y 1/69 de infeccidn crénica.

Se han publicado dos articulos de revision importantes acerca de la incidencia de
fiebre Q en Alemania que resumen las caracteristicas de esta enfermedad desde 1947-
1999 (146) y de 1982-2010 (138). Los datos mas destacables son: i) La identificacion de 49
brotes con un nuimero variable de personas afectas entre 1947-2010. ii) El aumento
progresivo de casos en el periodo de tiempo mencionado. iii) Las diferencias geograficas,
siendo la incidencia menor en el norte del pais y maxima en el sur, especialmente en
Baden-Wirttemberg, Hesse y Baviera y iv) el cambio estacional, desplazandose el mayor
numero de casos del periodo invierno-primavera a la temporada primavera-verano.

En Europa del Este, se han descrito brotes de fiebre Q especialmente en Bulgaria
(136). En este pais se han descrito entre 1982 y 2010, seis brotes carac-terizados por un
numero elevado de casos (desde 121 a mas de 1.000 casos). Todos ellos se localizan en 5
distritos (Sofia, Lovech, Pazerdjik, Veliko y Vraza) situados en la zona central y norte del
pais.

Finalmente, aunque se han demostrado casos de fiebre Q en las islas britanicas, la
incidencia de la enfermedad es estable y baja (en torno a 0.15 a 0.35 casos por 100.000
habitantes) y no presenta caracteristicas diferenciales. Especificamente existen datos
acerca de esta entidad en Inglaterra (147), Escocia (148), Gales (149) e Irlanda del Norte

(150).

1.2.3.5.2.2. Africa

La informacién acerca de la infeccién humana por Coxiella burnetii en Africa es
fragmentaria (151,152,153,154,155,156,157,158,159,160,161). La mayor parte de las
publicaciones evaltan la seroprevalencia de la infeccidén en zonas concretas y solo escasos
trabajos estudian la participacién de Coxiella burnetii en enfermos. Como se muestra en
la figura 13, la mayor parte de los estudios han sido realizados en Africa del Norte y del

Oeste.
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Africa del Norte
Africa del Oeste
Africa Central
Africa del Sur
Africa del Este

BEEC

Figura 13: Estudios de infeccién por C. burnetii en humanos (Africa)
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En la tabla X se indican los datos relevantes en los paises sefialados

Region Pais/Referencia Prevalencia Observaciones
Africa del Norte Argelia (Ref 158,160) 7,5 (Urbanos) Seroprevalencia
35,5% (Rurales)
0,3% Sindrome febril
3% Endocarditis
Tunez (Ref.152,160,161) 26% Seroprevalencia
0-9% Sindrome febril
1-3% Endocarditis
Egipto (Ref. 157,160) 32% Seroprevalencia
0% Neumonia
Africa del Oeste Mauritania (Ref 153) 33% Seroprevalencia
Senegal (Ref 159) 3,7% (Regidn de Diop) Seroprevalencia
24,8% (Regidn de Dielmo)
2,5% Sindrome febril
Burkina Fasso (Ref 160) 8% Seroprevalencia
5% Sindrome febril
Costa de Marfil (Ref 160) 5% Seroprevalencia
Ghana (Ref 156, 160) 16,9% Nifios Seroprevalencia
8,9% Adultos
Costa de Marfil (Ref 160) 5% Seroprevalencia
Niger (Ref 160) 10% Seroprevalencia
Mali (Ref 155, 161) 0-9,5% Sindrome febril
24% Seroprevalencia
Africa Central Chad (Ref 160) 1% Seroprevalencia
Camerun (Ref 160) 6-9% Neumonia
Gabén (Ref 161) 0% Sindrome febril
R. Central Africana (Ref 151) 9,1% Seroprevalencia
Congo (Ref 151) 1% Seroprevalencia
Angola (Ref 151) 1,8% Seroprevalencia
Africa del Sur Sudafrica (Ref 160) 0% Neumonia
Africa del Este Zambia (Ref 154) 8,2% Seroprevalencia
Tanzania (Ref 160) 5% Seroprevalencia
5% Sindrome febril

Tabla X: Estudios de infeccién por C. burnetii en humanos (Africa)

1.2.3.5.2.3. América

Se ha documentado infeccidon humana por Coxiella burnetii en las Américas.

En América del Norte se han descrito casos en Greenland (politicamente
dependiente de Dinamarca) (162), Canada (Alberta y Nueva Escocia) (51,163), U.S.A
(164,165) y Méjico (166). El numero de casos notificados es muy escaso en todos los

paises mencionados.
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Existen muy pocos datos de la incidencia de fiebre Q en América Central, aunque
se ha estudiado la prevalencia de infeccidn de Coxiella burnetii en la zona peninsular
(Panama) (167) y en el Caribe (168) siendo de 9,4% vy 2,3% respectivamente.

En América del Sur la infeccidn por Coxiella burnetii (especificamente el genotipo
17) es responsable de hasta el 24% de las neumonias adquiridas en la comunidad en la
Guayana Francesa (169,170). Por el contrario, la principal manifestacion de la infeccién
por C. burnetii en Ecuador es la fiebre sin foco aparente (171). En Brasil se han descrito
casos con ambas formas clinicas de la enfermedad (172 ,173). Finalmente, en Uruguay se

ha descrito un nimero importante de brotes de fiebre Q (174).
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Figura 14: Estudios de infeccidn por C. burnetii en humanos (América)

1.2.3.5.2.4. Asia

Con excepcidn de Asia Central se ha descrito la infeccidn en todas las regiones de
este continente (figura 15).

Asi, en Asia Occidental se han descrito brotes rurales y urbanos de fiebre Q en
Israel, (175,176,177), en Turquia (zona del Mar Negro) (178), Arabia Saudita (179) y Oman
(180). La manifestacién clinica predominante es esta regién es la fiebre de duracidon
intermedia.

También la fiebre Q estd bien descrita en Asia Oriental. Asi, recientemente se ha
publicado una revisién de 29 publicaciones en China, siendo la prevalencia en humanos
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del 10%, en bovinos del 15% y en caprinos del 12% (181). Tiene interés sefialar que en
este pais se ha observado una alta prevalencia de infeccién por C. burnetii en ratones.
También se han descrito casos de fiebre Q en Hong Kong (182) y Taiwan (183,184,185).
Por otro lado, en una revision actual se recogen los casos de fiebre Q en Japdn en los
ultimos afios (186). En este trabajo se sefialan dos datos diferenciales con otras series: el
mayor numero de casos en edad pediatrica y la importancia de los gatos en el ciclo
bioldgico.

Finalmente también se han descrito casos de fiebre Q en Asia del Sur y Sudeste

Asidtico, especificamente en Iran, India, Sri Lanka y Tailandia (187,188,189,190,191).

Asia Occidental
O Asia del Sur

O Asia Central

B Asia Oriental
O

Sureste Asidtico

Figura 15: Estudios de infeccion por C. burnetii en humanos (Asia)
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1.2.3.5.2.5. Oceania
La incidencia actual de fiebre Q en Australia es baja debido a tres factores: la

vacunacion, la falta de interés en el diagndstico y limitaciones diagndsticas (20).

1.2.3.6. Resumen de las caracteristicas epidemioldgicas de la infeccién por Coxiella
burnetii.

El andlisis de todos los datos referidos en la literatura acerca de la infeccién por
Coxiella burnetii permite realizar varias generalizaciones:

(i) Existe un importante sesgo en la identificacion de casos de infecciéon por
Coxiella burnetii, tanto en Espafia como en el resto del Mundo. A modo de ejemplo,
existen regiones en las que no se han publicado casos clinicos y la prevalencia de
infeccion y viceversa. Por otro lado, el numero de casos clinicos publicados en
determinadas zonas geograficas es mucho menor que los detectados en laboratorios de
referencia.

(ii) La infeccion por Coxiella burnetii presenta un patron epidemioldgico similar a
otras enfermedades infecciosas intracelulares (p. ej. tuberculosis), de tal forma que del
contacto con el microorganismo no siempre deriva la infeccién y, por otro lado, no todos
los casos de infeccion se manifiestan clinicamente (enfermedad). Finalmente la
enfermedad puede manifestarse de forma aguda o crdnica, dependiendo principalmente
de las caracteristicas del hospedador.

(iii) En general, la fiebre Q es una enfermedad que afecta predominantemente a
adultos en edad media de la vida. No obstante, también se describen casos en nifios y
ancianos dependiendo de las series estudiadas. Entre los factores implicados se han
descrito las modificaciones hormonales que tienen lugar tras la pubertad, el riesgo de
exposicion ambiental y determinadas regiones geograficas (23,186). En algunos estudios
se ha observado que La media de edad fue significativamente menor en pacientes con
hepatitis y significativamente mayor en pacientes con afectacién pulmonar.

(iv) Con algunas excepciones, las diversas series de fiebre Q muestran un claro
predominio en el sexo masculino. Este hecho se ha interpretado por el papel protector
del 17-R-estradiol en la expresién clinica de la infeccion (192,193).
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(v) Existe una distribucion interanual y estacional variable de la fiebre Q
dependiendo de los paises y dentro de las diferentes regiones de cada pais. De forma
general, predomina en primavera y verano, lo que se ha relacionado con la exposicion
ambiental, aunque en otras series se observa un mayor numero de casos en otofio o
invierno.

(v) Clasicamente la fiebre Q se ha considerado una enfermedad que predomina en
dmbito rural y en personas en contacto con animales (principalmente ganado vacuno y
caprino). No obstante, y dependiendo de las series, un numero importante de casos
aparecen en zonas urbanas, sin contacto con rumiantes o relacionadas con contacto con

otro tipo de animales ( gatos, ratones).
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1.2.4. Patogenia y Fisiopatologia

En los ultimos afios se han publicado multiples articulos acerca de la patogenia vy
fisiopatologia de la fiebre Q tanto en forma de revisiones (193,194,195,196,197,198,199),
como en estudios realizados en animales de experimentacion (198,199,200), datos
histopatoldgicos en enfermos (203,204,205,206,207), estudios en cultivos celulares (208-
216) y medida de citocinas circulantes y estudio fenotipico de las células inmunes
circulantes (222,223,224). Inicialmente se revisaran los datos concretos y posteriormente

se integrardn en una aproximacion patogénica.

1.2.4.1. Estudios en animales de experimentacién
Existen diferentes modelos animales de fiebre Q atendiendo a la especie, via de
administracion de Coxiella burnetii y otros factores (p. e. inmunosupresion, modificacién

genética), cada uno de los cuales ha aportado informacién relevante.

Asi, varias especies singénicas de ratén (particularmente As/) y BALBc) son
susceptibles a Coxiella burnetii tanto por via inhalatoria como intraperitoneal (200,
201,202,203). De hecho, en estas especies se ha establecido el papel protector del 17R-
estradiol en esta enfermedad. También estas especies se han utilizado en otros modelos
de fiebre Q; en concreto ratonas BALB/c embarazadas o ratones BALB/c tratados con
ciclofosfamida que desarrollan cuadros de endocarditis. Por otro lado, existen varios
modelos murinos que aclaran aspectos importantes de la patogenia de la fiebre Q, como
las cepas SCID (severe combined immunodeficiency) y el desarrollo de endocarditis con
calcificacion focal muy similar a la humana, los ratones que sobreexpresan IL-10 con
disminucion de formacién de granulomas y acumulacién de Coxiella burnetii en los
tejidos, o ratones knockout para TLR-2 o IFN-y, que presentan una respuesta febril a
Coxiella burnetii fase Il. Finalmente la manipulacién de los subtipos de linfocitos B, CD4 y
CD8 en ratones SCID o wild-type ha permitido establecer el papel de estas estirpes

celulares en la patogenia de la fiebre Q.
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Otro tipo de micromamifero empleado en estudios experimentales es el cobaya
(200). Tanto por via intraperitoneal como por via inhalatoria, la infeccion por Coxiella
burnetti son muy similares a la infeccién en humanos. Ademas, la lesién previa de las
valvulas adrticas a la infeccion por Coxiella burnetii desencadena una endocarditis,

aunque con caracteristicas mas agudas.

Aunque no se han realizado muchos estudios, el modelo de fiebre Q mas similar al
humano es el descrito en primates, especialmente en macacos (M. fascicularis y M.

mulatta) lo que constituye un dato importante en el desarrollo de vacunas (203).

1.2.4.2. Estudios histopatoldgicos en humanos

En la fiebre Q aguda se describen dos tipos de afectacion histopatoldgica
dependiendo del érgano afecto e independientemente de la especie animal (66,
204,205,206,207,208,209,210). Asi, en pulmon (fig 16a), los hallazgos mas importantes
son (a) la hipertrofia epitelial de los bronquiolos, (b) la presencia de edema , (c) la
“bronquiolizacién” del epitelio alveolar y (d) la aparicion de infiltrados inflamatorios por
células redondas (linfocitos, macrdéfagos) y plasmaticas. Es inhabitual la presencia de
granulomas en pulmén. Sin embargo, en higado (fig 16b), médula ésea (fig 16c) y piel, la
afectacién mas caracteristica es la presencia de granulomas, que en su forma mas
caracteristica aunque no patognomodnica, adoptan una estructura denominada “en
doughnut”. El dato caracteristico es una vacuola lipidica central, con o sin leucocitos

polimorfonucleares, rodeada de una empalizada de células mononucleares. La formacion

de granulomas bien estructurados se asocia a una resolucion rapida de la infeccién.

Epidemiologia, Agentes causales y Métodos diagnosticos en pacientes con Fiebre de 57
Duracion Intermedia en Gran Canaria



Introduccioén

a) Pulmén (ref 202) b) Higado (ref 66 ) c) Médula é6sea (ref 208)

Figura 16: Histopatologia de la fiebre Q aguda

Por otro lado, los datos caracteristicos de la fiebre Q crénica son la fibrosis
valvular, asociada a calcificaciones, vegetaciones de pequeiio tamaiio e infiltrados de

células mononucleares sin formacién de granulomas (figura 17).

Figura 17: Histopatologia de la fiebre O crénica

a. Fibrosis valvular. b. Calcificacién. c. Vegetacién. d. Infiltrado mononuclear. Tomado de referencia 208

58 Epidemiologia, Agentes causales y Métodos diagndsticos en pacientes con Fiebre de
Duracion Intermedia en Gran Canaria



Introduccién

1.2.4.3. Estudios en cultivos celulares
En la tabla Xl se indican varios estudios recientes realizados en cultivos de células
del sistema mononuclear-fagocitico acerca de aspectos clave en la patogenia de la fiebre

Q.

Ref Afio/Autor Resultados

210 2003/Tyczka Papel de la respuesta Th 2 en la fiebre Q en ovinos.

211 2003/Ghigo Efecto positivo de IL-4 sobre replicacion de Coxiella burnetii en monocitos.

212 2003/Honstettre Diferente patréon de produccién de citocinas en la forma aguda (hepatica o

pulmonar) y crénica de fiebre Q

213 2004/Zamboni Importancia de TLR-2 en el control de la replicacién de Coxiella burnetii en
macrofagos.

214 2008/Benoit Polarizacién de los macréfagos en la respuesta a Coxiella burnetii.

215 2008/Benoit Papel de la fagocitosis de leucocitos apoptoicos en la polarizacién macrofagica

durante la infeccidn por Coxiella burnetii.

216 2010/Vazquez Importancia de la inhibicién de la apoptosis por Coxiella burnetii a través de la

disminucion de beclina

217 2014/Faugaret La formaciéon de granulomas inducidos por Coxiella burnetii es un factor

protector de la evoluciéon de la enfermedad mediado por la polarizacién M1

218 2015/Conti En la replicacion intracelular de Coxiella burnetii es clave la alteracion de la

asociacion de TLR-2 y TLR-4

219 2015/ Ammerdorffer | TLR-10 tiene in efecto inhibitorio sobre la producciéon de citocinas en

macrofagos infectados por algunas cepas de Coxiella burnetii.

220 2015/ Ammerdorffer | Los polimorfismos de TLR-1, TLR6 y NOD modulan la la produccién de citocinas

en macrdéfagos infectados por algunas cepas de Coxiella burnetii.

221 2015/ Schoffelen Los polimorfismos de TLR-1, TLR6 y MyD88 se asocian a la predisposicion de

desarrollar fiebre Q crénica

Tabla XI. Estudios en cultivos celulares de Coxiella burnetii

1.2.4.4. Estudios de citocinas y células mononucleares circulantes

En estudios realizados sobre citocinas circulantes se ha observado un aumento de
citocinas proinflamatorias (IL-6, TNFa) en las formas agudas y un aumento de IL-10 en las
formas crdénicas (222). Por otro lado, en las formas agudas no existe una asociacion entre

los polimorfismos de TLR-2 y TLR-4 con la gravedad o curso de la enfermedad (223).
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Finalmente, en las formas crdnicas, se ha observado un aumento de linfocitos T
reguladores (CD4+CD25+FoxP3) circulantes en pacientes con fiebre Q crénica (223).

1.2.4.5. Integracion de los aspectos patogénicos y fisiopatolégicos de la fiebre Q

Aunque existen multiples aspectos sin aclarar en la patogenia y fisiopatologia de la
fiebre Q, se puede establecer un esquema tentativo de los fendmenos que tienen lugar
tras la entrada en el ser humano de Coxiella burnetii.

a. Entrada del microorganismo. Como se ha indicado en apartados previos, la via
fundamental de penetracién en el ser humano de Coxiella burnetii es el aparato
respiratorio. El tamafo del microorganismo y sus caracteristicas estructurales permiten el
acceso directo a la region alveolar (de hecho, los estudios de deteccion en vias
respiratorias altas en pacientes con fiebre Q han sido infructuosos). En la regién alveolar
las células principales con las que se produce la interaccion de C. burnetti son los
macroéfagos.

b. Penetracion en los macréfagos alveolares (figura 18). La entrada en las células
macrofagicas es diferente en el caso de las formas virulentas (fase 1) y avirulentas (fase ).
En las formas virulentas es mediada por integrinas (aVB3) y moléculas de reconocimiento
de patrones (principalmente TLR-2 y TLR4, aunque también desempefian un papel
importante TLR1, TLR6 y NOD) mientras que las formas avirulentas requieren integrinas
(aVP3) y receptor del complemento tipo 3 (CR3), sin necesidad de empleo de moléculas
de reconocimiento de patrones. La internalizacién de formas avirulentas es mas eficiente
gue la de bacterias en fase |, lo que explica la menor rapidez de proliferaciéon intracelular

de estas.
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Coxiella burnetii

TNFa,
IL-6

Fagosoma

Lisosoma

Figura 18. Entrada de Coxiella burnetii en los macréfagos alveolares

c. Fases iniciales en el destino intracelular en los macrofagos. La captacion de las
bacterias en fase | promueve a través de las integrinas y de la asociaciéon TLR2-TLR4 una
reorganizacion del citoesqueleto, que se traduce morfolégicamente en la formacion de
“ruffles” (arrugas, frunces) en la membrana plasmatica y en la activacién de p38a-MAPK
(mitogen-activated protein kinase). Entre otros, la activacién de esta enzima inhibe la
apoptosis macrofagica, disminuyendo los niveles y/o afinidad de la beclina, y facilita la
supervivencia bacteriana. Sin embargo, la internalizacion de las formas avirulentas, no
induce estos fendmenos vy, por ello dificulta la proliferacién bacteriana.

d. Formacion de la vacuola parasitoférica y evolucion de los endosomas. Tanto
las cepas virulentas como avirulentas se encuentran inicialmente en el interior de los
macrofagos en endosomas iniciales. Posteriormente adquieren proteinas del hospedador
(LAMP1, M6PR y V-ATPasa) y del propio microorganismo que permiten una acidificacion
del fagosoma vy facilitan la captaciéon de nutrientes. Sin embargo, en el caso de
microorganismos virulentos, no se produce la incorporacion de lisosomas (ricos en

catepsina D) por lo que la destruccién del microorganismo es limitada. Por el contrario,
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los organismos avirulentos, a través de la incorporacién de la proteina adaptadora Rab7
permiten la fusién con lisosomas que, a través de la catepsina D, destruyen al
microorganismo. Esta secuencia de fendmenos explica que los antigenos de fase Il sean
expresados precozmente cuando se produce el control de la infeccién, mientras que en
formas crdnicas, se expresen ambos tipos de antigenos. Morfolégicamente, en las formas
agudas de fiebre Q se forman endosomas de pequefio tamafo, mientras que en las
formas crénicas, el volumen de los endosomas es mucho mayor.

e) Evolucion de la infeccion (figura 19). La proliferacién de Coxiella burnetii en los
macroéfagos infectados es muy lenta y las consecuencias de la misma van a depender
tanto de los genotipos del microorganismo (ver apartados anteriores) como de la
respuesta del hospedador. Los tres patrones caracteristicos son la infeccidn asintomatica,
la fiebre Q aguda y la fiebre Q crénica. En las formas asintomdticas, la respuesta del
hospedador corresponde a una polarizacién macrofagica tipo M1, con destruccién del
microorganismo, sin ocasionar manifestaciones clinicas, con desarrollo de una respuesta
inmune muy eficaz. En las formas agudas se produce una polarizacién macrofagica tipo
M2 “atipica” caracterizada por una destruccion mds o menos precoz y mas o menos
completa del microorganismo, generandose al final una respuesta inmune eficaz. Esta
respuesta es responsable de las manifestaciones clinicas de la enfermedad. Asi, la
hiperproduccion de IL-6 explica la fiebre elevada de los pacientes y la generacion de
autoanticuerpos en algunos casos, mientras que la infiltacién por células mononucleares,
con o sin formacién de granulomas es responsable de las manifestaciones tisulares
(neumonia, hepatitis, citopenias, etc). Finalmente en las formas crdnicas, la incapacidad
del sistema inmune para la destruccion del microorganismo con una polarizacion M2
clasica, lleva a su persistencia y a la generacion de una inflamacion crénica responsable de
las lesiones. La fagocitosis de leucocitos apoptoicos en pacientes con valvulopatias, la
inmunosupresién (embarazo, inmunodeficiencias) llevan a la produccién de IL-10, por
macrofagos y linfocitos T reguladores responsables de la persistencia del micro-

organismo.
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Coxiella burnetii

Monocitos Macréfagos Monocitos/Macréfagos

IL-4
IL-10

CD14

CCR7

Polarizacion M1 Polarizacion M2 “atipica” Polarizacion M2

Control de la infeccion  Fiebre Q aguda Fiebre Q crénica

Figura 19. Relacidn entre la patogenia y la evolucidn de la infeccién.

1.2.5. Manifestaciones clinicas y datos de laboratorio

La interaccidn entre Coxiella burnetii y el ser humano presenta un perfil evolutivo
muy variable y, debido al de su espectro clinico, por lo que debe entrar a formar parte del
diagnostico diferencial de un gran numero de sindromes infecciosos.

Aproximadamente un 60% de los casos de fiebre Q son asintomaticos. Cuando
aparecen manifestaciones clinicas , estas pueden ser agudas o crdénicas. En el 40% de los
pacientes sintomadticos, la mayoria se manifestard como una enfermedad leve sin
necesidad de hospitalizacion. Los pacientes hospitalizados representan sélo el 2% de los
individuos infectados, y el 10% de ellos (0.2%) padeceran una fiebre Q crénica (138). En
Francia, la incidencia de fiebre Q es de 50 casos/100.000 habitantes y la incidencia de
endocarditis por fiebre Q es de 1/1.000.000 habitantes (25). En el afio 2009, en la

epidemia producida en Holanda, la incidencia fue de 69 casos /100.000 habitantes en las
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zonas de mas cercanas a la granja afectada y de 6 casos /100.000 en aquellos que vivian

en un radio superior a los 5 Km de dicha granja (225).

1.2.5.1. Infeccion aguda.

Manifestaciones clinicas frecuentes

El periodo de incubacién es de 20 dias aproximadamente, con un rango de 14 a 39
dias, dependiendo del indculo bacteriano. En pacientes sintomdaticos el comienzo suele
ser abrupto, con fiebre alta, astenia, escalofrios y cefalea. La manifestacién clinica mas
frecuente probablemente sea una enfermedad febril autolimitada asociada a cefalea
intensa. No existe una forma tipica de fiebre Q aguda, siendo sus manifestaciones muy
diferentes en cada paciente. Existen tres patrones caracteristicos que pueden aparecer
tanto de forma aislada como combinada.

Fiebre prolongada. En pacientes con fiebre Q aguda la temperatura corporal oscila
entre 39 y 40 2C, y generalmente permanece elevada todo el dia. El patrdn caracteristico
es una elevacién rdpida de la temperatura que alcanza una meseta en 2 a 4 dias,
disminuyendo después de 5 a 14 dias a la normalidad. Sin embargo, en pacientes sin
tratamiento, la fiebre puede durar de hasta 57 dias. Por ello, la fiebre Q es una causa de
fiebre prolongada de etiologia desconocida (10,11,12,13,101). En aproximadamente una
cuarta parte de los los pacientes con fiebre Q aguda presentan una fiebre bifasica, con
una primera fase similar a la descrita y una segunda caracterizada por la reaparicién de la
fiebre, usualmente a niveles bajos e intermitentes que dura de 1 a 19 dias. La fiebre
parece ser mas prolongada en pacientes ancianos, durando mas de 40 dias en el 60% de
los mayores de 40 afios, y en el 29% de los menores de esta edad.

Neumonia atipica. Es una de las formas caracteristicas de la fiebre Q aguda en
Nueva Escocia, Canada, en el Pais Vasco y en Suiza (225,226,227). El cuadro clinico
habitual se caracteriza por fiebre, tos no productiva (24 al 90%), cefalea intensa y
mialgias. La auscultacion pulmonar es frecuentemente normal y es excepcional la
presencia de esplenomegalia (5%). Otras manifestaciones menos frecuentes son el dolor

toracico, las alteraciones digestivas (nduseas, vomitos, diarrea), odinofagia y exantema.
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Los datos radioldgicos son muy variados (patrén reticular, atelectasias, derrame pleural),

siendo el mas caracteristico, aunque infrecuente la neumonia “redonda” (figura 22).

Figura 20: Neumonia “redonda” en un paciente con fiebre Q ( Cortesia de JLPA)

Existen otras dos presentaciones de neumonia en la fiebre Q: la forma
rapidamente progresiva, que imita a la enfermedad por Legionella pneumophila vy la
forma subclinica que se presenta con fiebre y ausencia de sintomas pulmonares en
presencia de datos radioldgicos patologicos.

La duracion de los sintomas oscila entre 10 y 90 dias, siendo la tasa de mortalidad
inferior al 3%. Las muertes relacionadas con las formas respiratorias de fiebre Q aparecen

habitualmente en paciente con enfermedad pulmonar o cardiaca previa.
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Hepatitis. Esta forma clinica suele acompafarse de fiebre y, raramente por dolor
abdominal, nauseas, vémitos o diarrea. Aunque de forma excepcional se han descrito
casos de ictericia progresiva, hepatomegalia e insuficiencia hepatocelular grave. Los datos
mas caracteristicos son la elevacidn de enzimas de citolisis (GOT y GPT) y colestasis (GGT y
fosfatasa alcalina). Aunque no es precisa su realizacidon en la mayor parte de los casos, si
se realiza una biopsia hepatica, los datos habituales encontrados, como se indico

previamente, son los de una hepatitis granulomatosa.

Otras manifestaciones

En la forma aguda de fiebre Q pueden afectarse practicamente todos los érganos y
tejidos, aunque su incidencia es baja (menor del 1%). Tiene interés sefialar algunos
aspectos especiales. Por un lado, la afectacion cardiaca en la fase aguda, a diferencia de
la forma croénica, afecta principalmente al miocardio y/o al pericardio. La miocarditis
aguda se manifiesta por arritmias o fallo ventricular, que pueden ocasionar la muerte. La
pericarditis aguda suele asociarse a otras serositis (p. e]. pericarditis). Las manifestaciones
neuroldgicas son muy diversas , en forma de encefalitis, meningitis linfocitaria, mielitis,
sindrome de Guillain-Barré o afectacion extrapiramidal (228). La afectacion cutdnea es
rara en la fiebre Q, a diferencia de las rickettiosis. Ademas, cuando aparece se relaciona
principalmente con los fendmenos inmunoldgicos asociados, mas que con la afectacion
directa por Coxiella burnetii (eritema nudoso, urticaria, pitiriasis rosada de Gibert) (figura
21). Llas principales alteraciones de los drganos linfdticos son las adenopatias
mediastinicas (excepcionales) y las alteraciones esplénicas (p. ej. infarto) (figura 22). En el
sistema genitourinario se han descrito casos de epididimiis, orquitis, priapismo y
glomerulonefritis (relacionadas con los fendmenos inmunolégicos previamente descritos).
Las principales alteraciones endocrinas que han sido descritas en la fiebre Q son la
tiroiditis y el sindrome de secrecidn inadecuada de ADH. Finalmente, se han descrito

casos de lesidn oftalmoldgica en forma de neuritis optica.
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Figura 21: Lesiones cutaneas en pacientes con fiebre Q (Cortesia de JLPA)

a. Urticaria; b. Pitiriasis rosada de Gibert; c. Eritema nudoso

11:39:32.51
TP 192.5
IMA 19

SP1 3

Figura 22: Infarto esplénico en un paciente con fiebre Q (Cortesia de JLPA)
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Hallazgos biolégicos.

En el hemograma, la mayor parte de pacientes presentan datos normales.
Ocasionalmente se observa anemia, que presenta las caracteristicas de una anemia
hemolitica. En el 90% de los casos el recuento leucocitario es normal, aunque se han
descrito casos de leucocitosis (3-29%) y leucopenia. La trombopenia aparece en el 25 %
de los casos en el momento inicial. La VSG esta elevada en el 43-87% de los casos.

En el estudio de la hemostasia, el dato mas caracteristico, aunque no presente en
todos los casos es el alargamiento del tiempo de tromboplastina parcial activada, debido
a la presencia de anticuerpos anticardiolipina.

Ademads, es relativamente frecuente la presencia de autoanticuerpos (p. ej.

anticardiolipina, antinucleares y anticuerpos contra el musculo liso).

1.2.5.2. Infeccidon cronica

La fiebre Q crénica fue descrita inicialmente como aquella que persiste mas de
seis meses después del comienzo. Ocurre en aproximadamente en el 5% de los pacientes
infectados por C. burnetii y puede desarrollarse insidiosamente de meses a afios después
de la enfermedad aguda.

De forma caracteristica, el corazéon es el 6rgano mads frecuentemente afectado,
seguido de los vasos (y hueso. La endocarditis es la forma habitual de la fiebre Q crénica,
y en los casos no tratados tiene una mortalidad de hasta el 60% (229) (tabla Xll) . Aparece
de forma habitual en pacientes con lesiones valvulares previas, inmunocomprometidos o
embarazadas Clinicamente se presenta de forma subaguda como endocarditis con
hemocultivos negativos. El diagndstico es dificil, ya que los sintomas no son especificos,
no se asocia con fiebre y las vegetaciones son pequeias (nodulares y lisas) o estan
ausentes. Por ello, el diagndstico suele ser tardio (12-24 meses). El embolismo arterial
ocurre en un 20% de los pacientes. Debido a la falta de especificidad de los sintomas, el
diagndstico se suele retrasar de 12 a 24, lo que origina un incremento en la mortalidad.
En pacientes con factores predisponentes, y presumiblemente en todos los pacientes con
fiebre Q, es pertinente el estudio de los anticuerpos IgG frente a fase | y un

ecocardiograma transtoracico. Asimismo, la deteccion de factores predisponentes

68 Epidemiologia, Agentes causales y Métodos diagnosticos en pacientes con Fiebre de
Duracion Intermedia en Gran Canaria



Introduccioén

justifican la practica de una ecocardiografia transesofagica y un PET ( tomografia con
emisién de positrones).

Otras manifestaciones de la fiebre Q crdnica incluyen infecciones de aneurismas o
injertos vasculares, osteoartritis y osteomielitis, derrame pericardico, fibrosis pulmonar

intersticial, amiloidosis y crioglobulinemia (228).

criteriofs |

Definitivo (A) * Cultivo positivo o PCR de la valvula cardiaca

Mayores (B) e Microbiolégicos (Cultivo positivo o o PCR de la sangre, del
embolo o serologia con IgG frente a fase | > 1/6.400
e Evidencia de afectacion endocardica mediante ecocardiograma
e PET-Scan que demuestre fijacién valvular especifica y aneurisma
micadtico.

Menores (C) e Condicion cardiaca predisponente
e Temperatura > 38 C
e Fendmenos vasculares ( embolia arterial, infartos pulmonares
sépticos, aneurismas micdticos, hemorragia intracraneal,
hemorragias subconjuntivales y lesiones de Janeway.)
eSerologia IgG frente a fase |1 >1/800y <1/6.400.

Diagnéstico |

Definitivo e Criterio A
e 2 criterios del grupo B
e 1 criterio del grupo B + 3 criterios del grupo C, incluyendo Cly
ca

Posible e 1 criterio del grupo B+ Cly C4
e 3 criterios del grupo C (incluyendo C1y C4)

Tabla XII: Criterios y Diagndstico de endocarditis por fiebre Q

1.2.5.3. Situaciones especiales (embarazo)

Las caracteristicas clinicas de la infeccidn por C. burnetii en pacientes embarazadas
0 no embarazadas es similar. Sin embargo, presenta variaos aspectos peculiares que
debemos sefialar: (i) La fiebre Q aguda puede reactivarse durante el embarazo o puede

progresar a la cronicidad, (ii) El riesgo de desarrollar una fiebre Q crénica después de una
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fiebre Q aguda es mucho mayor en embarazadas (229) y (iij) Las complicaciones
obstétricas incluyen prematuridad, retraso en el crecimiento intrauterino, incremento de
defectos congénitos, bajo peso al nacer, muerte fetal intradtero o aborto espontaneo
(229,230). El pronostico es peor si la infeccion ocurre en el primer trimestre del
embarazo. La aparicion de anticuerpos antifosfolipidos esta asciada al aborto precoz, y

también participa en las muertes fetales del primer trimestre (230).

1.2.6. Diagndstico etiologico y seguimiento

1.2.6.1. Recogida y conservacion de las muestras.

C. burnetii es un microorganismo muy contagioso, por ello se precisa de un
laboratorio con un nivel 3 de bioseguridad y personal experimentado para manipular las
muestras contaminadas y para el cultivo del microorganismo.

La deteccidn directa de C.burnetii puede realizarse en multiples muestras
bioldgicas (sangre, liquido cefalorraquideo, médula dsea, biopsia de valvulas cardiacas,
aneurisma vascular o injerto, biopsia ésea, o muestras de biopsia hepatica). En casos de
aborto, se puede realizar de muestras de leche, placenta y muestras fetales. Ademas se
puede realizar del sobrenadante de los cultivos celulares. La sangre debe ser recogida en
EDTA o en citrato sddico, y la capa leucocitaria debe ser guardada para la amplificacion.
Las muestras sdlidas deben congelarse a -802C antes de analizarlas.

C. burnetii puede ser cultivada de la capa leucocitaria de sangre heparinizada (
(pero no si es recogida con EDTA o citrato sédico), sangre total, plasma, médula ésea,
LCR, biopsia de valvula cardiaca, aneurisma o injerto vascular, biopsia dsea o hepatica, vy,
en casos de aborto, de leche, placenta o muestras fetales.

Todas las muestras, excluyendo la sangre total, deben ser conservadas a -802C y
deben ser enviadas en hielo seco para el diagnostico. La sangre total debe conservarse a

4°C ( durante menos de 48 horas).
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1.2.6.2. Diagndstico directo.

1.2.6.2.1. Cultivo de C. burnetii.

El aislamiento de C. burnetii mediante cultivo se realiza en pocos laboratorios,
debido al elevado riesgo de transmision de la enfermedad en el personal que manipula
las muestras y por la falta de sensibilidad de la técnica.

El microorganismo puede ser aislado tras la inoculacién de las muestras en cultivos
celulares cldsicos [(células Vero- células de rifion de mono verde africano) y fibroblastos
de pulmoén embrionarios humanos- linea celular MRC-5)]. Otro sistema disponible es el
shell-vial. Las muestras se inoculan en unos tubos que poseen en el fondo en un
cubreobjetos, en el que ha crecido la linea celular. Para aumentar la rentabilidad se
deben hacer dos o tres inoculaciones por cada muestra a procesar. Las muestras
centrifugan durante una hora a 700 g y a 20°C, para favorecer la penetraciéon de la
bacteria dentro de las células. Después de un periodo de incubacién de 5 a 7 dias en una
atmadsfera del 5% de CO, y tras su tincion, se detecta C.burnetii dentro de las células. El
organismo aparece como un pequefio bacilo que no se tifie con la tincién de Gram pero
gue son visibles después de hacer la tinciéon de Giemsa o Giménez. La identificacidon de C.
burnetii dentro de las células se realiza mediante una inmunofluorescencia directa con
anticuerpos monoclonales o policlonales anti-C.burnetii conjugados con isotiocianato de
fluoresceina. Ademds el sobrenadante del shell-vial se puede amplificar mediante
técnicas de PCR. Los mejores resultados se obtienen de muestras obtenidas previo al
tratamiento antibidtico.

Otras formas de aislamiento se basan en la inoculacidn de la muestra en saco
vitelino de huevos embrionados o en animales de laboratorio como el ratén o cobaya. Las
muestras clinicas se inyectan intraperitonealmente en el cobaya que se sacrifican después
de 5 a 8 dias. Los extractos de bazo de los animales infectados son las muestras de mayor
valor para el aislamiento de C. burnetii. En estos estudios, en presencia de C. burnetii ,los
huevos embrionarios mueren de 7 a 9 dias tras la inoculacion y los cobayas desarrollan
fiebre de 5 a 8 dias tras la inoculacién intraperitoneal. Estas técnicas son mas laboriosas

gue los cultivos celulares y existe un alto riesgo de contaminacién cruzada entre los
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animales infectados y los no infectados. Sin embargo, el modelo animal en el cobaya
continua siendo util para el aislamiento de C. burnetii de muestras contaminadas con

otras bacterias.

1.2.6.2.2. Amplificacion de material genético.

El elemento de insercion IS1111 es la secuencia diana mas usada para la deteccién
del DNA de Coxiella burnetii (231). Se suelen emplear otros genes como icd, com1 o sod
para garantizar la cuantificacién y para evitar la deteccién de casos falsos positivos. Se
han realizado varios estudios para estudiar la rentabilidad de las diversas técnicas. Asi,
Fournier et al (232) realizé una PCR en suero, que amplifica el elemento asociado a htp AB
usando una nested PCR en una epidemia en Chamonix. De los 100 pacientes estudiados,
la deteccién de genoma de Coxiella burnetii fue positiva en el 18% de los pacientes. Sin
embargo, estudiando sélo los pacientes con serologia inicial negativa, fue positiva en el
26% de los pacientes. En otro estudio realizado en Holanda (233) en el que emplearon
una PCR a tiempo real casera que usa como diana las secuencias de insercion /S1111 en
muestras de suero la rentabilidad de la prueba fue del 98 % En estudios realizados en
Suiza se comparé una PCR a tiempo real que amplifica los genes ompA con la nested PCR
que amplifica la secuencia /1S1111 durante un periodo de siete afios y en 89 muestras,
siendo la sensibilidad global del 81,2 %. Estos autores indican que la muestra de sangre
recogida con EDTA es mas rentable que el suero (234). En un estudio complicado de
analizar, realizado en el Centro de Referencia de Rickettsias en Marsella durante tres
afios, se empled una PCR a tiempo real, que detecta las secuencias /1S1111 y IS30a. Este
trabajo evalud diferentes tipos de muestras ( suero, sangre y biopsias) en en distintos
estadios de la enfermedad. Globalmente se analizaron 3.219 muestras correspondientes
a 1.748 pacientes (235) . De ellas fueron positivas 145 muestras de 115 pacientes (6,5%),
101 muestras de suero y 8 muestras de sangre con EDTA.

La PCR es un elemento importante en el diagndstico precoz en la fiebre Q aguda
cuando la serologia es negativa o no es concluyente. Los porcentajes de positividad varian
en los distintos estudios, aun empleando la misma secuencia diana de ampliacién. En

cambio, es mucho mas rentable en los casos de fiebre Q crénica (biopsias).
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Recientemente se han introducido otras técnicas como LAMP (loop —mediated
isothermal amplification assay), que tiene ventajas como que no necesita termociclador y

se realiza en 60 minutos (236).

1.2.6.3. Técnicas indirectas.

En la mayoria de los casos, el diagndstico de fiebre Q se efectia mediante
inmunodiagndstico. En este apartado se indicaran las principales pruebas diagndsticas, la
cinética de aparicidon de los anticuerpos y la interpretacidn practica de los datos de

serologia.

1.2.6.3.1. Pruebas seroldgicas

Las principales técnicas serolégicas empleadas en el diagndstico de fiebre Q en
humanos y sus caracteristicas particulares se indican a continuacion.

e Inmunofluorescencia indirecta (IFA). Es el método de referencia para el
diagnéstico seroldgico de fiebre Q. Para la preparacién de antigenos para este test, la
cepa de referencia Nine Mile de C.burnetii en fase Il se hace crecer en lineas confluentes
de fibroblastos de ratén L929. Los antigenos de fase | son obtenidos de bazos de ratén
inoculados con organismos en fase Il. Este método de preparacion ha demostrado
producir los antigenos con la mayor sensibilidad para la deteccion de anticuerpos anti- C.
burnetii. Este método puede usarse para determinar anticuerpos de fase |y Il de las
fracciones de IgG, Ig M e IgA. Debido a que los resultados pueden ser confusos por la
presencia de factor reumatoide, se usa un absorbente del factor reumatoide para
eliminar la 1gG antes de la determinacidn de IgM e IgA. Se comienza con una dilucién de
1:50 o 1 para el screening con antiinmunoglobulina antifase Il. Los casos positivos se
siguen diluyendo para estudiar los antigenos de fase | y Il de IgG, IgM e IgA. La
seroconversion se suele detectar de 7 a 15 dias tras el inicio de la clinica. Cerca del 90%
de los pacientes tienen anticuerpos detectables a la tercera semana.

e Fijacion de complemento. Ha sido ampliamente usada, pero en la actualidad
poco laboratorios la emplean. Aunque es muy especifica (pero menos que la

inmunofluorescencia indirecta) , carece de sensibilidad, ademads de ser una técnica muy
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laboriosa. El suero se inactiva por calor y se analiza contra los antigenos de C. burnetii en
fase | y fase Il. Sin embargo, un fendmeno de prozona puede estar presente en las
muestras de suero de pacientes con fiebre Q crdnica y este fendmeno puede dar un
resultado falso negativo. Ademas, las reacciones cruzadas con antigenos de huevo
pueden originar resultados falsos-positivos. La interpretacion de los resultados requiere
muestras de suero de fase aguda y convaleciente. La seroconversion es detectada de
forma mas tardia con esta técnica que con la inmunofluorescencia o con el ELISA ( de 10
a 20 dias del comienzo de los sintomas). Un titulo de anticuerpos de la clase 1gG contra los
antigenos de fase Il por fijacién del complemento mayor o igual de 1:40 es diagndstico de
fiebre Q aguda y un titulo de IgG anti fase | mayor o igual de 1:200 es diagndstico de
fiebre Q crénica.

e ELISA. Fue descrito como mds sensible y especifico que la fijacion del
complemento para el diagndstico de fiebre Q por lo que ha sido propuesto como un
buen método para estudios de seroprevalencia. Es una técnica mas laboriosa y requiere
una considerable experiencia para la interpretacion de los resultados. Por ello, su
aplicacion para el diagndstico serologico de fiebre Q es todavia limitado. Detecta
anticuerpos anti fase 1 y Il.

e Western blot. Es un método sensible y especifico para el diagndstico de fiebre
Q. Consume mucho tiempo y no puede usarse como screening. Permite una
diferenciaciéon de la respuesta humoral a diferentes componentes antigénicos del
microorganismo. Las diferentes masas moleculares de los diferentes antigenos
detectados varian de 10 a 100 kDa. Los anticuerpos que reaccionan con antigenos de 50,

80y 160 kDa se consideran sugestivos de fiebre Q crénica.

1.2.6.3.2. Cinética de la respuesta humoral frente a Coxiella burnetii

Aproximadamente al séptimo dia del comienzo de los sintomas aparecen titulos
significativos de IgM (= 1:80), y a las dos semanas aparecen respuesta IgG. En el 80% de
los casos, la IgM persiste a titulos altos durante 6 meses. Debido a que los anticuerpos de
clase IgM especificos preceden a los anticuerpos de la clase IgG, la presencia de IgM es

compatible con infeccidn reciente.
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1.2.6.5. Interpretacion de los resultados de los tests serolégicos.

El valor predictivo positivo y negativo depende de la prevalencia de Ia
enfermedad. Un test diagndstico necesita ser muy sensible, y para un estudio
seroepidemioldgico precisa ser muy especifico para prevenir los falsos positivos debido a
la reaccion cruzada de los anticuerpos.

La variacidn antigénica de C.burnetii es extremadamente util para diferenciar la
enfermedad en fase aguda o crénica. En la fiebre Q aguda predominan los anticuerpos
frente a los antigenos de fase Il y su titulo es mas alto que el titulo de anticuerpos frente
a la fase I. La IgM es el primer anticuerpo que aparece. En las formas crénicas de la
enfermedad como la endocarditis, aparecen uniformemente altos titulos de anticuerpos
anti-fase |. Para el diagndstico de fiebre Q aguda se recomienda un titulo de anticuerpos
por inmunofluorescencia de IgG anti fase Il mayor o igual de 200 y un titulo de IgM anti-
fase Il mayor o igual de 50. Para el diagndstico de fiebre Q crénica los anticuerpos de
clase IgG anti fase | mayor o igual de 1.600.

En la fiebre Q aguda los titulos por inmunofluorescencia alcanzan su maximo nivel
de 4 a 8 semanas después del comienzo de la enfermedad y disminuyen gradualmente en
12 meses. La IgM se hace indetectable de 10 a 12 semanas. La técnica de ELISA puede
detectar anticuerpos después de 5 afios del episodio agudo.

En la tabla XllIl se describen los puntos de corte de la IFA para el diagndstico de

fiebre Q (234).

Fase ll Fase ll Fase | Interpretacion

IgG IgM IgG

<1:100 Fiebre Q improbable

21 :200 >1:50 Fiebre Q aguda( 100%VPP)
> 1:800 Fiebre Q crénica (98% VPP)
> 1:1.600 Fiebre Q crénica (100% VPP)

Tabla XIIl. Puntos de corte propuestos para el diagnéstico de fiebre Q,
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La persistencia de altos niveles de anticuerpos anti fase | a pesar del tratamiento
adecuado, o la reaparicién de tales anticuerpos debe hacer sospechar una fiebre Q
crénica. Los pacientes con alteraciones valvulares o vasculares, personas con
inmunodeficiencias y embarazadas se debe repetir el estudio serolégico si tienen historia
de fiebre Q aguda o episodios de fiebre inexplicable. En casos de fiebre Q en estos

pacientes se debe realizar una inmunofluorescencia mensual durante 6 meses.

1.2.7. Tratamiento

El tratamiento antimicrobiano esta indicado tanto en la fiebre Q aguda como en la
fiebre Q crdnica. Para la fiebre Q aguda se han usado varios antimicrobianos pero el
tratamiento de eleccidn es doxiciclina. La doxiciclina ha demostrado la defervescencia del
cuadro clinico en dos o tres dias tras el comienzo del tratamiento. Los antibidticos B-
lactamicos tiene poco efecto en Coxiella pero se han publicado buenos resultados con
macrolidos, cotrimoxazol, quinolonas y rifampicina. Las guias para el tratamiento y
control de la fiebre Q aguda del CDC y el grupo de trabajo de la fiebre Q en adultos
recomiendan una dosis de 100 mg de doxiciclina dos veces al dia durante dos semanas
(237) .

En la meningoencefalitis se considera eficaz un tratamiento con fluoroquinolonas,
puesto que éstas penetran la barrera hematoencefalica. En la hepatitis por fiebre Q,
como suele estar asociada a una fuerte respuesta inmune, con produccién de
autoanticuerpos yo anticuerpos antinucleares, se aconseja administrar prednisona 40
mg/dia durante 7 dias (24).

El tratamiento de la fiebre Q cronica es mucho mas complicado. Las
recomendaciones actuales son 100 mg de doxiciclina dos veces al dia con
hidroxicloroquina 200 mg tres veces al dia durante, al menos, 18 meses. En caso de
pacientes con protesis valvular el tratamiento debera prolongarse durante 24 meses.
Aunque sigue siendo un tratamiento largo, el uso de hidroxicloroquina he reducido el
tiempo de tratamiento, ya que previamente se empleaba durante cinco afos. Estos
pacientes precisan controles oftalmoldgicos semestrales ya que la hidroxicloroquina

causa retinopatia. Ademas, ambos farmacos causan fotosensibilidad. El diagndstico
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precoz y el tratamiento combinado de la endocarditis por fiebre Q reduce la mortalidad
del 60% ( la existente en la década de los 70) hasta el 5% en los afios 90 (238).

El farmaco recomendado para el tratamiento de la fiebre Q aguda durante el
embarazo es cotrimoxazol. En el caso de formas crénicas, debe administrarse doxiciclina

y hidroxicloroquina tras el parto durante doce meses.

1.2.7. Prevencion

Debido a la forma de transmisién de C burnetii y sus caracteristicas epide-
mioldgicas es practicamente imposible evitar de forma sistematica la exposicion a este
patdégeno. Sin embargo, en algunos contextos debe extremarse el contacto con focos de
alta exposicidon (embarazadas, inmunodeprimidos y personas con valvulopatias). Ademas,
el manejo de laboratorio de muestras presumiblemente contaminadas por C. burnetii
debe realizarse en laboratorios de bioseguridad P3.

En lo que respecta al desarrollo de vacunas se han descrito dos tipos: (i) una
vacuna completa (Q-Vax) comercializada en Australia, muy eficaz pero con efectos
secundarios importantes en personas que hayan padecido la fiebre Q o con vacunacién
previa y (ii) vacunas acelulares (tras extraccidon por tricloroacético, Checoslovaquia ) o
(cloroformo USA), mejor toleradas y aparentemente con similar efectividad. Se requiere
la realizacion de tests cutaneos previamente al empleo de las vacunas ya que se han
descrito casos graves en casos de exposicion previa a la bacteria (228).

Asimismo se han ensayado vacunas en el ganado (240,241), con resultados
variables.

Dos grupos de moléculas no antimicrobianas como las estatinas y el omeprazol
han demostrado cierta actividad frente a C. burnetii. Las estatinas tienen actividad en la
multiplicacién de C. burnetii y en la secrecion de anticuerpos antifosfolipidos. Seria
interesante realizar analisis restrospectivos de la epidemia de Holanda para determinar si

ambas moléculas tienen efecto protector en la fiebre Q (242).
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1.3. Tifus murino

Los organismos que causan el tifus endémico (R.typhi y R. felis) se incluyen dentro
del género Rickettsia. Tradicionalmente, este género se ha subdividido en el grupo de las
fiebres exantemdticas (como la fiebre botonosa y la fiebre manchada de las Montaias
Rocosas) y grupo tifus (tifus exantematico y fiebre de las trincheras). Asimismo se ha
afiadido un grupo transicional (R. felis, R. australis y R. akari) y un grupo ancestral (grupo
de R. belli y el grupo de R. canadensis (243). En todas las especies de rickettsias la
localizacién de la bacteria es intracelular, se localizan en el citoplasma celular como
microorganismos libre siendo su genoma circular y de pequefio tamafio. Ademas tienen
en comun su corta viabilidad fuera de los reservorios y vectores que infectan y la

dificultad para ser cultivadas en el laboratorio.

1.3.1. Aspectos historicos

El tifus murino fue descrito por primera vez en 1922 por F. Hone como una
enfermedad similar la fiebre tifoidea. En 1926 Maxcy diferencié ambas entidades y en
1931, cuando Dyer aislé la nueva especie de rickettsia en ratas y pulgas, fue reconocida
como una zoonosis de distribucion mundial (244,245,246,247). Posteriormente se

describieron casos en multiples paises, entre ellos en Espaia (9, 248, 249,250,251).

1.3.2. Taxonomia y microbiologia

1.3.2.1.Taxonomia

En la familia Rickettsiaceae se incluyen dos géneros, Rickettsia y Orientia. Aunque
el numero y diversidad de las cepas patdgenas en estos géneros son similares, la
designacién de las especies, difiere de forma considerable. La segunda ediciéon del Manual
Bergey de Bacteriologia Sistematica (ultima revision en 2005) valida 20 especies de
Rickettsia, aunque hay otras especies propuestas.

El género se divide dos grupos de especies pertenecientes al grupo del tifus y al
grupo de las fiebres manchadas (SFG) definidas por sus antigenos lipopolisacaridos

distintivos. El grupo del tifus esta formado por dos especies: Rickettsia prowazekii y
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Rickettsia typhi. EI SFG contiene patdégenos humanos reconocidos como R. rickettsii, R.
conorii, R. africae, R. sibirica, R. japonica, R. honie, R. parkeri, R. massiliae, R. monacensis,
R. slovaca, R. aeschlimannii y R. helvetica, y otras descritas solo en artrépodos.
Actualmente, han sido descritas 26 especies de rickettsias
(http://www.bacterio.cict.fr/gr/rickettsia.html), incluyendo aquellas descritas desde el
afio 2005 (Rickettsia asiatica, R. heilongjiangensis, R. hoogstraalii, R.raoultii y R. tamurae
(252). También han sido propuestas subespecies en R. conorii y R. sibirica. Los criterios
taxondmicos usados para describir nuevas especies no han variado en los ultimos diez
anos y el aumento en la descripcidn de nuevas especies se debe al uso de técnicas

moleculares y el uso de cultivos celulares.

1.3.2.2.Microbiologia

Las rickettsias son bacterias intracelulares obligadas, de pequefio tamafio ( 0.3 a
0.5 um por 1 a 2 um) pertenecientes a la Clase Alphaproteobacteria. La pared celular
posee una estructura de gramnegativos que contiene lipopolisacaridos, peptidoglicano, y
proteinas de superficie. Se dividen por fisidn binaria y el tiempo de duplicacion es de 8 a
10 horas. Estudiando el tamaio del genoma, Merhej et al. demostrd que la degradacion
del genoma, especialmente la pérdida de genes, ha forzado la adaptacion de las
rickettsias a la vida intracelular en las células eucariotas (253).

Se ha secuenciado el genoma de R. typhi y consta de un cromosoma circular
formado por 1.111.496 pb, con un contenido en G+C del 28,9% (254). El porcentaje de
genoma codificante es del 76,27%. Posee 877 genes, que codifican 3rRNAs, 33 tRNAs, 3
RNAs no codificantes y 838 proteinas. Ademas posee 40 pseudogenes incluyendo el
sistema del citocromo oxidasa c, factores de virulencia y genes de resistencia ( gen erm,
metalofBlactamasa).

Las rickettsias estdan rodeadas por una capa proteica con proteinas antigénicas
inmunodominantes de superficie (SPA; surface protein antigens). Dos de estas SPA, OmpA
y OmpB son los principales determinantes antigénicos involucrados en la respuesta
inmune en pacientes con rickettsiosis. Son proteinas de gram tamafio, constituidas por

1600 a 2000 aminoacidos, con un peso molecular de 170-190 kDa y 135 kDa,
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respectivamente. Intervienen en la adhesidn de las rickettsias a las células que infectan.
Ademas de estos elementos, el genoma de R. typhi codifica cuatro proteinas tlyA, tlyC,
pldA y pat-1 que facilitarian la invasion celular o la introduccién en el endosoma. Estos
microorganismos estan bien adaptados para la vida intracelular ya que carecen enzimas
para el metabolismo de los carbohidratos y amoniacidos, para la biosintesis de lipidos y
de nucledtidos pero poseen abundante genes codificadores de enzimas para el ciclo de
los acidos tricarboxilicos y multiples copias de la translocasa ATP/ADP, tanto para generar
su propia energia como para utilizar la del hospedador. Rickettsia typhi carece de rick A,
gue codifica una proteina para la movilidad intracelular mediante la polimerizacién de la

actina. R. felis comparte antigenos y componentes genéticos con R. typhi.

1.3.3. Epidemiologia

1.3.3.1. Aspectos generales

El ciclo bioldgico de la R. typhi se mantiene en la naturaleza entre hospedadores
mamiferos (ratas y humanos) y vectores (pulga). El ciclo clasico natural de esta entidad
incluye dos especies de ratas (Rattus rattus y Rattus norvegicus) y la pulga oriental de la
rata (Xenopsylla cheopis). Las pulgas adquieren la infeccion a partir de las ratas y
mantienen la infeccién el resto de su vida. El reservorio de las pulgas se mantiene por
transmisién horizontal a los vertebrados, y en menor magnitud a otras pulgas. Una vez
infectada, la pulga mantiene la infeccidn por rickettsia durante toda su vida. La
transmisidn de la enfermedad ser humano y a otras ratas ocurre de tres formas: La mas
frecuente es la autoinoculacién a partir de las heces de la pulgas en la zona de la picadura,
debido a que presenta un caracter pruriginoso que conlleva al rascado (255). Otras
formas son la transmisién directa por la picadura y la inhalacién de heces de pulga
contaminadas (256). Este ciclo clasico sigue siendo la forma de transmision del tifus
endémico en paises como Grecia y Tailandia. En otras zonas existen otros reservorios
(gatos, perro), otro vector (Ctenocephalides felis) y otra especie (Rickettsia felis)
(257,258,259,260). C. felis no solo parasita gatos sino otros mamiferos, como perros, lo

que facilita su diseminacion en el ambito doméstico. Ademas, la pulga del gato es capaz
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de transmitir las dos especies de garrapatas relacionadas con el tifus endémico, y la
transmisién transovarica de R. felis es muy eficaz, lo que facilita su diseminacion.

En la mayor parte de las series, el tifus endémico tiene un patréon temporal
caracteristico, predominando durante el verano y el principio del otofio. Sin embargo, en
otras zonas se describen casos durante todo el afio. No existe relacidon entre esta
infeccion y el habitat urbano o rural. Esta enfermedad aparece en todos los grupos de
edad y es frecuente la afectacion infantil. La seroprevalencia de anticuerpos en R. typhi
aumenta con la edad y no existen diferencias significativas en cuanto a la distribucién por
sexos. Aunque tiene una distribucion mundial, es mas prevalente en regiones maritimas

de dreas tropicales y subtropicales.

1.3.3.2. Estudios de seroprevalencia

En la tabla XIV se exponen los principales estudios de seroprevalencia publicados.
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Ref | Primer autor | Aiio Distribucion Ne Tipo muestra Prevalencia | Técnica
geografica empleada
EUROPA
117 | Ruiz-Beltran R 1990 Espafia (Salamanca) 400 Poblacién general 12,5% IFA =1:40
261 | Lledd L 2001 Espafia (Madrid) 640 Poblacién general 6,8% IFA =1:40
262 | Santibafiez Sl 2009 Espafia (Jaén) 734 Poblacién general 18% IFA 21:64
11 Bernabéu M 2006 Espafia (Sevilla) 504 Poblacién general 3,8% IFA 21:64
263 | Nogueras MM 2006 Espafia (Catalufia) 217 Sueros pacientes 8,8% IFA =1:40
264 Daniel SA 2002 Grecia 1.584 | Poblacién general 2% IFA =1:64
265 Punda-Polic V 1995 Bosnia-Herzegovina 183 Poblacién general 37,7% IFA =1:40
266 | Badiaga S 2012 Francia (Marsella) 299 Indigentes 22% IFA 21:25
AMERICA
267 | ComerJA 2001 EE.UU (Nueva York) 204 Usuarios drogas IV 0% IFA 21:64
268 | Smith HM 2002 EE.UU (Los Angeles) 200 Indigentes 0% IFA =>1:64
269 Marshall GM 2000 EE.UU (Sudeste) 1999 Personas 1-17 afios 0,6% IFA =1:64
270 | Purcell K 2007 EEUU (Texas) 513 Nifios (1-17 afios), 12% IFA 21:64
muestras
laboratorio
271 | Acuna-Soto R 2000 Méjico 100 Donantes de 14% IFA =1:80
sangre
AFRICA
151 | Dupont HT 1995 Angola 113 Poblacién general 0% IFA =1:50
151 Dupont HT 1995 Burkina Faso 102 Poblacién general 5,9% IFA =1:50
151 Dupont HT 1995 Congo 100 Poblacién general 5,0% IFA =1:50
151 Dupont HT 1995 Costa de Marfil 89 Poblacién general 2,3% IFA =1:50
151 Dupont HT 1995 Islas Comoras 93 Poblacién general 2,2% IFA =1:50
151 | Dupont HT 1995 Mali 100 Poblacién general 11,0% IFA =1:50
152 Niang M 1998 Mauritania 118 Poblacién general 1,7% IFA =1:50
272 Meskini M 1995 Marruecos 300 Donantes de 1,7% IFA =1:32
(Casablanca) sangre
272 | Meskini M 1995 Marruecos (Fez) 126 “Muestras de 4% IFA 21:32
laboratorio”
151 Dupont HT 1995 Republica 99 Poblacién general 10,1% IFA =1:50
Centroafricana
273 | Anstey NM 1997 Tanzania 150 Mujeres 28% IFA =1:50
embarazadas
274 Dill T 2013 Tanzania 1229 Poblacién general 9,3% IFA =1:64
152 Letaief AO 1995 Tunez 500 Donantes de 3,6% IFA 21:32
sangre
153 | Okabayashi T 1999 Zambia 377 Poblacién general 5% IFA 21:64
ASIA
275 Richards AL 1997 Indonesia 464 Poblacién general 34,7% ELISA
276 | Strickman D 1994 Tailandia 215 Donantes de 8% Peroxidasa
sangre
277 Maude RR 2014 Bangladesh 805 Poblacién general 67% ELISA

Tabla XIV. Estudios seroepidemiolégicos de prevalencia de infeccion por Rickettsia typhi

1.3.3.3. Series de casos. En la tabla XV se indican las caracteristicas

epidemioldgicas mas importantes de las principales series publicadas de tifus murino.
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Autor. Ciudad (Pais) Afio Ref Ne Distribucion Edad Intervalo Sexo Urbanos
pacientes | temporal (media) edad V:M

Dumler. Texas (EE.UU) 278 80 Abril-Junio 48 - 2:3 -
1991
Silpapojakul. Tailandia 279 137 No variacién - 4-76 1,3:1 43%
1992
Fergie .Texas (EE.UU) 280 30 Mayo- 10 2-17 3:4 -
2000 Noviembre
Whiteford. Texas (EE.UU) 281 97 Mayo-Julio 8 5m-16afios 1,2:1 -
2001
Gikas. Creta (Grecia) 282 83 Julio-Octubre 50 V 14-76 3:2 46%
2002 A0M
Gray. Nueva Zelanda 284 12 Junio-Agosto 46 19-69 1:1 0%
2006
Koliou. Chipre. 285 21 Verano-otofio 8 4-13 1:1,1 29%
Nifos 2007
Gikas . Creta (Grecia). 286 41 Mayo- 10 1-15 48,8:51,2 ND
Nifios 2008

Octubre
Adjemian). Texas 287 33 Mayo-Agosto 39 7-64 56:44 ND
2008

suburbano
Zimmerman . Nepal 288 50 Invierno 28 15-85 36:64 ND
2008
Chang . Taiwan 289 81 Mayo-Agosto 50 10-86 2,12:1 ND
1992-2009
Walter . Francia 290 32 Agosto- 42 1-69 1:1 -
2012 . .
viajeros Septiembre

Chaliotis . Grecia 291 90 Verano 43 18-89 67,8:32,2 47,8%
2012
Znazen Tunez 292 43 Verano- 41 8-83 1,04 41,9
2013

Otofio
Aouam. Tunez 293 73 Junio- 33 13-68 64:36 48%
2015

Septiembre
Balleydier. Isla Reunion 294 8 Verano 46 21-66 1:1 100
2011-2013
Hamaguchi. Vietnam 295 193 Mayo- 47 ND 72:28 52,9%
2015

Octubre

Tabla XV. Caracteristicas epidemioldgicas de series de casos de tifus murino.
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1.3.3.4. Principales series de casos de tifus murino en Espaia

Ref. N2 Distribucion Edad Intervalo edad Sexo Urbanos
pacientes temporal media V:M
beu. Sevill

Bernabeu. Sevilla 11 104 Agosto-Octubre 37,9 1281 1,2:1 63,5%
1999
Hernandez. 283 22 Verano 28 14-76 21:1 -
Gran Canaria
2003
Miguélez. Tenerife

101 32 ND 49 18-73 21/11 21,8
2003
Gutiérrez-Rave 9 10 ND 37,4 14-60 2:3 70%
1985

Tabla XVI. Series de casos de tifus murino en Espaiia.

1.3.4. Patogenia y Fisiopatologia

La entrada de R. typhi en el ser humano tiene lugar por via transcutanea
(autoinoculacién de heces de pulga o picadura de este artrépodo) o inhalatoria. La
inoculacién transcutdnea no se asocia a una lesidon cutanea caracteristica, propia de las
rickettsiosis del grupo de las fiebres exantematicas o de la fiebre de las trincheras. Desde
la piel o del aparato respiratorio, las rickettsias se diseminan por via linfatica y/o hematica
hasta las células endoteliales, que constituyen su principal célula diana.

Las rickettsias estdn rodeadas de una estructura proteica de superficie que
contiene proteinas capaces de obtener respuesta inmune protectora. Aunque los
lipopolisacdridos constituyen el mayor constituyente de la membrana externa de las
bacterias gramnegativas, no intervienen en la adhesién de las rickettsias a la célula del
hospedador. Antes de la secuenciacién del genoma de las rickettsias, sélo se conocian
dos antigenos proteicos de superficie (SPA), denominadas rOmpA y rOmpB. El analisis de
la secuencia de aminoacidos demostro la presencia de un dominio autotransportador (AT)
en su extremo C-terminal. La disponibilidad de los genomas de varias especies de
rickettsias evidenciaron tres genes adicionales codificados en el dominio AT. Estos genes

fueros descritos como sca genes (surface cell antigen), de los que existen scal, 2, 3 junto
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a rOmpA (sca0) y rOmpB (sca5), mientras que el gen D fue renombrado como sca4.
Existen 17 subfamilias de las proteinas Sca que constan de un péptido en el extremo N-
terminal y en el extremo C- terminal un dominio AT. La funcion de estas proteinas
permanece desconocida aunque se cree que contribuyen al reconocimiento de diferentes
receptores en la célula del hospedador (243). La expresion de rOmpB en Escherichia coli
permite la adherencia y entrada de la bacteria en las células epiteliales. Otras adhesinas
son Adrl y Adr2, (subunidad ku70 dependiente de la protein-cinasa). Tras su adhesion, las
rickettsias penetran en las células endoteliales empleando un mecanismo denominado
fagocitosis inducida (el aporte de energia corresponde al agente patdgeno). Aunque
inicialmente las rickettsias son englobadas en una vacuola de fagocitosis, antes de que se
produzca la fusién lisosoma-fagosoma acceden al citoplasma gracias a una fosfolipasa A2
producida por las propias bacterias. En el citoplasma se produce la division celular
mediante fusidn binaria. Las consecuencias de la infeccion celular son la diseminacion de

la infeccion a las células préoximas y una lesion endotelial directa (figura 23).

- Fagocitosis inducida

@__, . .. - Salida de !a vacuola
Duplicacién bacteriana

Fosfolipasa A,  Fisién binaria

l l Lisis focal de
filopodios
-
Vo @D - -

Lesion celular Diseminacion a células préximas

Figura 23. Patogenia general del tifus murino
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Las manifestaciones del tifus endémico dependen principalmente de la presencia
de endotelitis, que altera la permeabilidad capilar y promueve la salida de liquidos hacia
los tejidos, con pérdida del volumen intravascular, albimina, y electrolitos, y se
consumen leucocitos y plaguetas en el foco de la infeccién. Por ello, se altera el
funcionamiento de los érganos como el pulmdn y el sistema nervioso y se desencadena
una activacion local de la coagulacién. Otros factores asociados son la liberacién de
citocinas antiinflamatorias por las células endoteliales y macréfagos. La respuesta
inmunitaria incluye un componente humoral (anticuerpos frente a las proteinas externas
de membrana) y un componente celular mediado principalmente por linfocitos T
citotdxicos y células Natural Killer. En general, el individuo queda protegido de por vida.

Para el inicio de la infeccidn se requiere la entrada, supervivencia y replicacidon de
las rickettsias en la célula hospedadora, y la salida de la misma para iniciar una nueva
infeccion. Aunque la célula endotelial es la célula diana para la mayoria de las rickettsias
patégenas, también la infeccion de monocitos y macréfagos contribuye al estableci-
miento de la infeccidn y su patogenia. Mediante estudios experimentales en el raton se
ha demostrado que R. typhi causa citotoxicidad en los macréfagos peritoneales. La
respuesta celular del hospedador en el ratén conlleva a un aumento en la produccion de
citocinas proinflamatorias como la IL-1 y IL-6. En cambio, los niveles de IFN-y. IL-10 y IL-12

no cambian significativamente en el curso de la infeccién (300).

1.3.5. Manifestaciones clinicas y datos de laboratorio

1.3.5.1.Manifestaciones clinicas.

El periodo de incubacion de la enfermedad oscila entre seis y catorce dias. Puede
existir un periodo prodromico de 1 a 3 dias caracterizado por cefaleas, artromialgias,
astenia y nduseas. El cuadro clinico inicial se caracteriza por la triada de fiebre elevada (a
menudo asociada a escalofrios), cefalea intensa y exantema cutdneo. La frecuencia de
cada uno de estos datos clinicos varia en las series publicadas. Asi, la mas frecuente es la
fiebre presente en el 98-100% de los casos. La fiebre supera los 392C en la mayoria de los

casos, y resulta dificil de controlar con los antitérmicos habituales. La cefalea aparece en
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mas del 75 % de los casos, y muchas veces su intensidad hace sospechar un sindrome
meningeo. La presencia de exantema es muy variable, del 20-80% de los casos, de
caracter maculopapular, poco intenso y de predominio central (tronco y zona proximal
de las extremidades) (figura 24a). Otras manifestaciones clinicas incluyen artromialgias,
mialgias, hepatomegalia, tos, diarrea, esplenomegalia, deteccion de picadura (figura 24b),
conjuntivitis (figura 24c) y neumonia “redonda” (figura 24d). La frecuencia de estas
manifestaciones varia en las diferentes series, lo que se podria explicar debido a la via de
penetracidn (picadura o inhalacion), y/o la existencia de diferentes microorganismos (R.

typhi, R. felis y probablemente otras) (Tabla XVII) .

Figura 24: Lesiones clinicas en pacientes con tifus murino (Cortesia de JLPA
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Referencia 278 279 11 280 281 286 283 291 285 286 289 296
Afio 1991 1992 1999 2000 2001 2002 2003 2012 2007 2009 2012 2014
N2 casos 80 137 104 30 97 83 22 90 21 41 81 49
Fiebre 98 100 100 100 100 100 100 100 100 100 96,3 100
Cefalea 75 41,6 71,1 77 76 88 90,9 87,8 29 14,6 51,9 83,7
Exantema 54 20,4 62,5 80 63 80 68,2 68,9 57 63,4 28,4 73,5
Artralgias 46 44,5 77,8 57 40 45 45,4 36,7 - 26,8 14,8 26,5
Hepatomegalia - 24,1 29,8 - - 22 38,1 32,2 10 61 34,7
Tos 35 - 25 40 15 28 28,6 32,2 19 9,8 30,6 30,6
Diarrea 26 51 5,7 40 33 11 18,2 - 19 - -
Esplenomegalia - 5,2 24 - - 23 14,3 25,6 24 46,3 22,5
Picadura 39 0 3,8 33 34 - 13,6 - -

Nauseas/ 48 30,7 23 43 45 18 13,6 33,3 19 9,8 24,5
vomitos

Dolor abdominal 23 10,9 - 60 27 11 13,6 10 14,6 16,3
Confusion 8 2,2 4,8 7 8 10 13,6 11,1 5 2,3 20,4
Conjuntivitis - 2,2 - - 7 25 4,5 21,1 14 - 23,5

Tabla XVII. Manifestaciones clinicas en las principales series de tifus murino.
(Los datos se expresan en tanto por ciento)

Los datos analiticos son también muy variables (tabla XVIIl). En el hemograma es
frecuente la anemia. El recuento leucocitario es muy variable, pudiendo aparecer
leucocitopenia, leucocitosis (con neutrofilia) o, lo que es mas habitual, un recuento
leucocitario normal en un paciente en el que los datos clinicos apuntan a una infeccion
bacteriana. Aproximadamente en la mitad de los pacientes aparece trombocitopenia,
aungue en algunas series este hecho es menos frecuente. La afeccidn de la coagulacién se
ha estudiado poco. En nuestra serie aparece un alargamiento del tiempo de protrombina
y del tiempo de tromboplastina parcial activado en una cuarta parte de los pacientes

(283).
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REFERENCIA 278 | 279 | 280 | 281 | 11 282 | 283 | 291 | 285 | 286 | 289 | 299
Anemia 75 - 0,96 | 57 69 25 18,2 | 31,1 | - - - 51
Leucocitopenia 28 3,9 18 40 37 72 |90 32,2 | 16,7 | 24,4 | 13,6 | 40,8
Leucocitosis 29 - 20 3 1 0 18,2 | - - - 12,3 | 16,3
Neutrofilia - - - 63 77 - 36,4 | - - - - -
Trombocitopenia 48 2,9 19 60 43 51 45,4 | 81,1 | 28 39 37 53,1
Elevacion VSG - 59,5 | 75 81 - 89,5 | 93,4 | 44 - - -
A.tiempo de protrombina 30 - - - 22,7 | - - - 67,9 | -

A. ratio TTPA - - - - 27,3 | - - - - -
Aumento urea 27 0 3 - 36,4 | - 0 - - -
Aumento creatinina 21 0 0 - 13,6 | 13,3 | O - - -
Hiponatremia 60 66 58 37 18,2 | 35,6 | - 9,8 - 23,5
Aumento CK suero 21 - - 42 10,0 | 31,1 | - - - -
Aumento LDH suero 87 - - 100 | 82 81,8 | 21,1 | - - 87,5 | 65,3
Aumento AST suero 90 67 67 82 86 77,3 | 84,8 | - 73 70,3 | 89,8
Aumento ALT suero 73 67 67 38 64 99,9 | 87,8 | - 65,6 | 70,3 | 89,8
Aumento FA suero 60 25 - - 15 30,0 | - - - 70,6 | 16,3
Aumento GGT suero - - - - - 57,2 | 48,9 | - - - 12,3
Hipoalbuminemia 89 - 46 87 82 54,5 | 81,1 | - - - 40
Hipergammaglobulinemia - - - - - 75,0 | - - - - -

Tabla XVIII. Datos complementarios en las principales series de tifus murino

La afectacion renal es muy variable. Es excepcional en las series infantiles
(280,281), pero aparece una elevacién de la urea y creatinina hasta en una cuarta parte
de los casos (278,283). En nuestra experiencia, hasta el 86,9% de los pacientes
presentaban alteraciones en el estudio de la orina, principalmente microhematuria (283),
lo que contrasta con la ausencia de alteraciones en otras series de casos (11,280,281) y la
menor deteccidén (28%) en el estudio de Dumler et al. (278). En un estudio centrado
especificamente en las lesiones renales del tifus murino, Shaked et al. (298) encontraron
alteraciones urinarias en 5 de los 27 pacientes estudiados. En la bibliografia se han
comunicado 14 casos de insuficiencia renal aguda (278,282,283,298,299,300) asociados a
tifus murino, cuyo sustrato anatomopatoldgico era una nefritis intersticial multifocal
perivascular (caracteristico de las rickettsiosis) (299).

La afeccion hepdtica es muy frecuente en todas las series revisadas. Se detectan
hipoalbuminemia e hipertransaminasemia en mas del 75% de los casos. La
hipertransaminasemia frecuentemente alcanza el rango de las hepatitis virales, y es
menos frecuente la aparicion de colestasis disociada. Sin embargo, es excepcional la

aparicion de ictericia y/o hiperbilirrubinemia, que se presentan en tres circunstancias:
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alcoholismo, infecciones concomitantes o deficiencia de glucosa 6 fosfatodeshidrogenasa
(301).

La afeccion pulmonar es relativamente frecuente en el tifus endémico, y la
manifestacion clinica mds frecuente es la tos seca. En la radiografia de térax se objetiva,
hasta en una cuarta parte de los pacientes, un patrén alveolar, asociado o no a derrame
pleural minimo. No existen suficientes datos histoldgicos para explicar estos hallazgos,
aunque se ha atribuido a las alteraciones de la permeabilidad vascular y/o a la
inflamacién alveolar directa inducida por R. typhi. Ademds de las anteriores, se han
descrito multiples complicaciones como artritis, embolia pulmonar, endocarditis,
insuficiencia multiorganica, lesidon retiniana, meningoencefalitis, parotiditis, pleuro-
pericarditis, seudooclusion intestinal y rotura esplénica (302-315).

La mortalidad global del tifus endémico se cifra entre un 1-4% y es mas frecuente

en personas con enfermedad previa y/o edad avanzada.

1.3.6. Diagnostico etiologico y seguimiento
El diagndstico etioldgico del tifus endémico se basa en varias técnicas diagnodsticas,
gue revisaremos brevemente para exponer posteriormente la situacién actual del

diagnéstico de esta entidad.

1.3.6.1. Técnicas diagnosticas

1.3.6.1.1. Serologia

La prueba clasica en el diagndstico del tifus endémico ha sido la reaccién de Weil-
Felix empleando como antigeno Proteus vulgaris OX-19. Esta técnica se basa en la
reaccion cruzada entre la cepa mencionada de P. vulgaris y antigenos del grupo del
«tifus» (y también de R. rickettsii). La reaccién de Weil-Felix detecta principalmente
anticuerpos de isotipo IgM, aunque su sensibilidad y especificidad son muy bajas, por lo
gue su empleo ha quedado restringido a zonas con pocos recursos econémicos (316).

En la actualidad, las técnicas seroldgicas utilizan material propio de micro-
organismos del género Rickettsia como antigeno. Los métodos iniciales para demostrar la

reaccién antigeno-anticuerpo en las rickettiosis fueron multiples: fijacion de
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complemento (317), microaglutinacidon (318), hemaglutinacion (319) o aglutinacion de
particulas de latex (320). Sin embargo, la complejidad técnica, la necesidad de una gran
cantidad de antigeno o la deteccion de isotipos aislados limitaban su utilidad practica. Por
ello, se disefiaron nuevas pruebas que cuantificar IgM e IgG frente a R. typhi ( o al menos
rickettsias del grupo del «tifus») con mayor sensibilidad y especificidad. Las mas utilizadas
son la inmunofluorescencia indirecta (IFl) (321) y el enzimoinmunoandlisis (322). La
técnica de referencia para el estudio de la infeccién y/o enfermedad por R. typhi es la
inmunofluorescencia indirecta, apareciendo titulos diagndsticos aproximadamente a los
10 dias del inicio de la fiebre. Aunque poco utilizada, se ha descrito una técnica que
sustituye el método de deteccidon final (fluorescencia) por un marcador cromatico
(peroxidasa) (323). Su ventaja estriba en que para su visualizacién no precisa un
microscopio de fluorescencia.

Otra técnica empleada ha sido el analisis de proteinas mediante SDS-PAGE:
Mediante esta técnica se obtienen dos bandas proteicas de elevado peso molecular que
corresponden a las proteinas OmpA y OmpB. Es un método muy laborioso y lento.
ademas de poco reproducible, ya que los resultados dependen en gran parte de las
condiciones de preparacién del gel y de su temperatura de solubilizacion.

Finalmente, se han desarrollado técnicas que adaptan los métodos del ELISA a
laboratorios con menor dotacién tecnolégica (DOT-ELISA) (324). De cualquier forma, la
prueba mas utilizada es la inmunofluorescencia indirecta y, en menor medida, el
enzimoinmunoanalisis. Las dos limitaciones principales de las técnicas serolégicas son la
necesidad de que transcurra un tiempo minimo para la sintesis de anticuerpos (lo que
disminuye su utilidad en los primeros dias de la enfermedad) y las reacciones cruzadas
con otras rickettsias del «grupo del tifus» (tifus epidémico y enfermedad de Brill-Zinser)

asi como otros microorganismos (en concreto Legionella bozemanii) (324,325).

1.3.6.1.2. Cultivos
El método mads habitual para el cultivo de rickettsias es la técnica de shell-vial
partiendo de sangre anticoagulada con heparina (326). La sangre se deja sedimentar

durante una hora y se recoge el sobrenandante para inocular en shell-vials. Un aspecto
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técnico a destacar consiste en eliminar los hematies, ya que son toxicos para las lineas
celulares.

Se puede realizar en otro tipo de muestras como biopsias cutdneas, que se
homogenizan con BHI ( Brain Heart Infusion Broth). Habitualmente se emplean las lineas
celulares Vero y de fibroblastos. Tras la inoculacion de los shell-vial ( habitualmente tres
por muestra) se centrifuga durante un tiempor para que los microorganismos penetren
en las células de la monocapa. Los cultivos se mantiene a una temperatura entre 28 y 32
°C y a las 72 horas, 6 dias y 14 dias se “revelan” mediante métodos citoquimicos
(principalmente la tincién de Giemsa o la tincién de Giménez), el uso de anticuerpos
(monoclonales o policlonales) o técnicas de amplificacion genética de acidos nucleicos. Si
las bacterias se detectan en el shell-vial, se procede a la inoculacion en cultivo celular
convencional para la recuperacion de la cepa y determinacién de la especie. El
aislamiento de cepas de Rickettsia es muy dificultoso, ya que implica mantener los
cultivos celulares y trabajar en condiciones de extrema esterilidad, ya que no es
aconsejable el empleo de antibidticos (como se emplea habitualmente para el

aislamiento de virus).

1.3.6.1.3. Identificacion de productos de R. typhi en material biolégico del
hospedador

La deteccion de antigenos asi como la deteccion de DNA y RNA de R. typhi se ha
empleado principalmente en estudios histopatoldgicos retrospectivos, aunque su

aplicacion clinica ha sido muy limitada.

1.3.6.1.4. Técnicas de biologia molecular

Estas técnicas incluyen la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) que permite
amplificar secuencias especificas de ADN, la PCR-RFLP ( polimorfismos de longitud de los
fragmentos de restriccién de los productos amplificados por PCR) que, mediante el uso
de enzimas de restriccidn que cortan el ADN, obtenemos una serie de bandas
caracteristicas de cada especie y la secuenciacion de los productos amplificados por PCR

se realiza mediante secuenciadores automaticos. Posteriormente esta secuencia se
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compara con las depositadas en las distintas bases de datos (GenBank). Los genes mas
utilizados para el analisis filogenético han sido: i) genes que codifican la sintesis de
RNAr16S (rrs) y la sintesis de la enzima citrato sintasa (g/tA), ii) gen htrA que codifica una
proteina de 17kDa iii) genes que codifican las dos proteinas de superficie (OmpA y OmpB)

y iv) gen que codifica la sintesis de la proteina PS120 (gen D) (327,328).

1.3.6.2. Situacidn actual del diagnéstico del tifus endémico

El diagndstico de las dos formas principales de tifus endémico (infeccion por R.
typhi o por R. felis) requiere conocer los datos epidemioldgicos, clinicos y biolégicos que
hagan sospechar la presencia de esta enfermedad. Asimismo, el diagndstico en fases
iniciales, precisa del empleo de métodos directos (reaccién en cadena de la polimerasa o

cultivo) disponibles sélo en centros muy especializados.

1.3.7. Tratamiento

El tratamiento del tifus endémico en la mayor parte de los casos es muy simple, ya
que ambas bacterias (R. typhi y R. felis) son sensibles a varios antimicrobianos y la
respuesta es muy rapida. En ambos casos, el fdrmaco de eleccidn es la doxiciclina en dosis
convencionales. Las quinolonas constituyen un farmaco alternativo (329,330), aunque ya
se han detectado cepas resistentes a este grupo (331). La sensibilidad de ambas especies
también incluye la rifampicina, el cloranfenicol y la telitromicina (329,330,332). Ambas
especies son resistentes a los betalactamicos, aminoglucdsidos y cotrimoxazol. La
sensibilidad a los macrélidos es diferente en R. typhi y R. felis, lo que traduce su diferente
situacidn taxonomica. Asi, R. typhi es sensible a los macrédlidos, especialmente a
josamicina, lo que supone una alternativa util en el tratamiento de nifios y mujeres
embarazadas, mientras que R. felis es resistente a este grupo farmacolégico.

No existen estudios comparativos acerca de la duracion del tratamiento. En
general se recomienda que sea de 5 dias, aunque presumiblemente una menor duracion
(incluso una dosis Unica) pueda ser igualmente eficaz.

El tratamiento de eleccidon es una tetraciclina, principalmente doxiciclina. In vitro,

minociclina, rifampicina, cloranfenicol, quinolonas, y azitromicina inhiben el crecimiento
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de las rickettsias. La dosis recomendada es 100 mg via oral cada 12 horas, o intravenosa

en casos de enfermedad grave (333).

1.3.8. Prevencion

Las medidas de profilaxis consisten fundamentalmente en desparasitar a los
animales mediante el uso de repelentes, evitar el contacto con animales parasitados por
pulgas y desinfectar los lugares frecuentados por perros y gatos.

La infeccion puede ser prevenida a través del control de las pulgas en los animales
domeésticos, especialmente los gatos domésticos. La vegetacidn cercana a los domicilios
debe ser podada para que no sirva de refugio a roedores o gatos salvajes. También se

debe evitar la entrada de animales en los domicilios.
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128  Epidemiologia, Agentes causales y Métodos diagnosticos en pacientes con Fiebre de
Duracion Intermedia en Gran Canaria



La revision previa concreta un nimero importante de aspectos relevantes
acerca de la fiebre de duracion intermedia y de dos de sus agentes causales
principales: Coxiella burnetii y R. typhi. Sin embargo, también se detectan varios
aspectos poco aclarados acerca de los agentes causales de este sindrome, que

constituyen el objetivo general de este proyecto doctoral.

Los objetivos especificos (OE) han sido:

OE1. La busqueda de agentes causales diferentes a 1os mencionados como
causa de fiebre de duracion intermedia.

OE2. La identificacion de genotipos especificos de Coxiella burnetii en
Gran Canaria.

OE3. El estudio de la seroprevalencia de infecciéon por Coxiella burnetii y
Rickettsia typhi en el archipiélago canario.

OE4. El estudio del ciclo doméstico y silvestre de las infecciones por ambos
micro-organismos en Gran Canaria.

OES. La utilidad de las técnicas moleculares en el diagnostico precoz de la
infeccidon por Coxiella burnetii y Rickettsia typhi en casos de fiebre de duracién

intermedia.

Todos los datos ya han sido publicados o remitidos para su publicacién

siendo las referencias bibliograficas las siguientes:

* OE1

OE1.1. Pérez-Arellano JL, Fenollar F, Angel-Moreno A, Bolafios M,
Hernandez M, Santana E, Hemmersbach-Miller M, Martin AM, Raoult D. Human
Rickettsia felis infection, Canary Islands, Spain. Emerg Infect Dis. 2005;11:1961-4.
IF: 6,75 Cuartil: Q1 (3/78 Infectious Diseases)

0E1.2. Bolafios M, Santana E, Carranza C, Anda P, Jado I, Hernandez-Cabrera
M, Martin-Sanchez AM, Pérez-Arellano JL. Anaplasma phagocytophilum is not an
aetiological agent of fever of intermediate duration in Gran Canaria (Spain). Clin

Microbiol Infect. 2009;15 Suppl 2:6-7. IF: 5,76 Cuartil: Q1 (5/78 Infectious
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Diseases)

- OE1.3. Fernandez de Mera IG, Zivkovic Z, Bolafios M, Carranza C, Pérez-
Arellano JL, Gutiérrez C, de la Fuente ]. Rickettsia massiliae in the Canary Islands.

Emerg Infect Dis. 2009;15:1869-70. IF: 6,75 Cuartil: Q1 (3/78 Infectious Diseases)

e OE2

OE2.1. Jado I, Carranza-Rodriguez C, Barandika JF, Toledo A, Garcia-Amil C,
Serrano B, Bolafios M, Gil H, Escudero R, Garcia-Pérez AL, Olmeda AS, Astobiza I,
Lobo B, Rodriguez-Vargas M, Pérez-Arellano JL, Lopez-Gatius F, Pascual-Velasco F,
Cilla G, Rodriguez NF, Anda P. Molecular method for the characterization of Coxiella
burnetii from clinical and environmental samples: variability of genotypes in Spain.

BMC Microbiol. 2012;12:91. IF: 2,72 Cuartil: Q2 (51/119 Microbiology)

e OE3.

OE3.1. Bolafios M, Santana OE, Angel-Moreno A, Pérez-Arellano ]L,
Limifiana JM, Serra-Majem L, Martin-Sdnchez AM. Seroprevalence of infection by
Coxiella burnetii in Canary Islands (Spain). Eur ] Epidemiol. 2003;18:259-62. IF:
5,33 Cuartil: Q1 (8/151 Public, Environmental & Occupational Health)

OE3.2. Bolafos-Rivero M, Santana-Rodriguez E, Angel-Moreno A,
Hernandez-Cabrera M, Limifiana-Canal JM, Carranza-Rodriguez C, Martin-Sanchez
AM, Pérez-Arellano JL. Seroprevalence of Rickettsia typhi and Rickettsia conorii
infections in the Canary Islands (Spain). Int ] Infect Dis. 2011;15:e481-5. IF: 1,85
Cuartil: (Q3 56/78 Infectious Diseases)

* OE4

OE4.1. Rodriguez NF, Carranza C, Bolafos M, Pérez-Arellano JL, Gutiérrez C.
Seroprevalence of Coxiella burnetii in domestic ruminants in Gran Canaria Island,

Spain. Transbound Emerg Dis. 2010;57:66-7. IF: 2,94 Cuartil: Q1 (1/133
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Veterinary Sciences)

OE4.2. Bolafios-Rivero M, Carranza-Rodriguez C, Gutierrez C, Rodriguez NF,
Pérez Arellano JL. Detection of Coxiella burnetii and Rickettsia spp DNA in wildlife
animals and ticks on Gran Canaria island (Spain). (En revisién editorial por Vet

Microbiol)

* OE5

OES5.1. Bolafios M, Santana OE, Pérez-Arellano JL, Angel-Moreno A, Moreno
G, Burgazzoli JL, Martin-Sanchez AM. Fiebre Q en Gran Canaria. 40 nuevos casos.
Enferm Infecc Microbiol Clin. 2003 ;21:20-3 IF: 2,17 Cuartil: Q3 (53/78 Infectious

Diseases)

OE5.2. Hernandez Cabrera M, Angel-Moreno A, Santana E, Bolafios M,
Francés A, Martin-Sdnchez MS, Pérez-Arellano JL. Murine typhus with renal
involvement in Canary Islands, Spain. Emerg Infect Dis. 2004;10:740-3. IF: 6,75
Cuartil: Q1 (3/78 Infectious Diseases)

OE5.3. Bolafios-Rivero M, Carranza-Rodriguez C, Hernandez-Cabrera M,
Pisos Alamo E, Jaén Sanchez N, Pérez Arellano JL. Utilidad del diagnéstico
molecular precoz de la fiebre de duracién intermedia (En revisién editorial por

Enf Infec Microbiol Clin)

Otras publicaciones relacionadas con el proyecto doctoral (incluidas en

forma de ANEXO) han sido:

A.1. Angel-Moreno A, Bolafios M, Santana E, Pérez-Arellano JL. Tifus murino
importado de Senegal en un inmigrante viajero. Enferm Infecc Microbiol Clin.

2006; 24: 406-7.IF: 2,17 Cuartil: Q3 (53/78 Infectious Diseases)

A.2. Bolafios M, Angel-Moreno A, Pérez-Arellano JL. Tifus murino. Una

enfermedad en la que pensar aqui y ahora. Med Clin (Barc). 2004;122:383-9. IF:
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1,41 Cuartil: Q2 (69/154 Infectious Diseases)

De acuerdo con el REGLAMENTO DE ESTUDIOS DE DOCTORADO DE LA
UNIVERSIDAD DE LAS PALMAS DE GRAN CANARIA Aprobado por el Consejo de
Gobierno el 17 de diciembre de 2012 Publicado en el BOULPGC de 9 de enero de
2013, y excluyendo l6gicamente los trabajos sometidos a revisién editorial,

- Ladoctoranda figura como autora/coautora en todas las publicaciones.

- La doctoranda figura como primera autora o autora principal en mds de

tres de las publicaciones.

- Elindice de impacto medio de las publicaciones es de 4,05 * 2,19

- 6 publicaciones se encuentran el primer cuartil, 2 en el segundo

cuartil y 3 en el tercer cuartil.

Por ello, se cumplen todas las condiciones necesarias para la presentacién

de este proyecto doctoral en forma de compendio de publicaciones.
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OE 1.1 Infeccion por Rickettsia felis en las Islas Canarias.

Rickettsia felis ocasiona un cuadro clinico de fiebre de duracién intermedia y
aungue clinicamente es similar al tifus murino, esta especie se incluye en el grupo de
las rickettsiosis de las fiebres exantematicas. En su ciclo bioldgico el principal vector es
la pulga del gato (Ctenocephalides felis), aunque probablemente estén implicados
otros vectores y otros reservorios.

La importancia de este articulo estriba en que por primera vez en Espana se
describe la infeccidn por Rickettsia felis en humanos. Las muestras de suero de 44
pacientes cuyo cuadro clinico no se correspondia con el de tifus murino se enviaron al
Centro de Referencia de Rickettsias en Marsella. Asimismo se envido una pulga
aportada por uno de los pacientes. Se realizaron estudios seroldgicos utilizando
pruebas de inmunofluorescencia, Western blot y adsorcion cruzada. Los resultados
pusieron de manifiesto la presencia de rickettsiosis en 31 de los 44 pacientes: 5 con
diagnéstico final de infeccidn por R. felis, 13 por R. typhi y otros 13 con infeccidén por
otras especies de Rickettsia.

Las caracteristicas clinicas diferenciales de ambas infecciones fueron:

* El intervalo entre el comienzo de las sintomas y la evaluacion del paciente
fue mas prolongado en los casos de infeccion por R. felis ( de 9-14 dias vs. 8,5 a 10,2
en R. typhi).

¢ La presencia de odinofagia y tos seca fue mas frecuente en los casos de infec-
cion por R. typhi.

* La elevacién de las transaminasas (AST y ALT) fue superior en los casos de

infeccion por R. typhi.



Human Rickettsia
felis Infection,
Canary Islands,
Spain
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Antonio-M Martin,*t and Didier Raoult?

We report the first cases of human infection by
Rickettsia felis in the Canary Islands. Antibodies against R.
felis were found in 5 adsorbed serum samples from 44
patients with clinically suspected rickettsiosis by Western
blot serology. Fleas from 1 patient’s dog were positive for
R. felis by polymerase chain reaction.

ickettsia felis is an intracellular bacterium (genus

Rickettsia, spotted fever group [SFG]) (1,2). Its bio-
logical cycle involves the cat flea (Ctenocephalides felis)
as the main vector (3). R. felis has been found in C. felis
and C. canis in the Americas, Europe, Africa, Asia, and
Oceania (1,3-6). Human disease caused by R. felis was
unknown until 1994 (4). Since then, R. felis infection has
been reported in Mexico (3 patients) (7), Germany (1
patient) (8), Brazil (2 patients) (1), and France (2 patients)
(1). The clinical manifestations of the disease include high
fever, rash, and elevation of liver enzymes (1,4,7).
Exposure to fleas or to flea-prone animals is sometimes
recorded (7,8).

On the Canary Islands (Atlantic islands of Spain),
autochthonous cases of murine typhus have been reported
(9). Although we suspected that some patients with a clin-
ical picture of murine typhus actually had R. felis infection,
we were not able to confirm this hypothesis. Therefore, 44
serum samples from 44 patients from the Canary Islands
with suspected murine typhus were sent to the Unité des
Rickettsies in Marseille, France, for specific serologic
tests. Here, we describe the first 5 human infections caused
by R. felis on the Canary Islands.

The Study
Forty-four patients were recruited for a prospective
study of fever of intermediate duration (i.e., fever without

*Hospital Universitario Insular de Las Palmas, Canary Islands,
Spain; fUniversidad de Las Palmas de Gran Canaria, Canary
Islands, Spain; and fUniversité de la Mediterranée, Marseille,
France
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focal symptoms lasting 7-28 days). Demographic, clinical,
and laboratory data were collected for all patients. Chest
radiographs and blood and urine cultures were taken.
Antibodies against R. typhi were tested by direct immuno-
fluorescence test (bioMérieux, Marcy L’Etoile, France) in
the Canary Islands. Among the 44 patients, 24 showed a
positive serologic result. Antibodies against other agents
(Coxiella burnetii, R. conorii, Leptospira spp., Epstein-
Barr virus, cytomegalovirus, HIV, and hepatitis B virus)
were also tested; all were negative.

To search for evidence of infection with R. felis, all
serologic results were confirmed by microimmunofluores-
cence (MIF) in France, as previously described (10).
Systematic testing of SFG rickettsia antigens present in
Europe and Africa was performed in parallel. The MIF
procedure was followed by the use of Western blot and
cross-adsorption studies. An immunofluorescence assay
was considered positive if immunoglobulin G (IgG) titers
were >1:64 or if IgM titers were >1:32. When cross-reac-
tions were noted between the rickettsial antigens, the
analysis comprised 3 steps. First, a rickettsial antigen was
considered to represent the agent of infection when IgG or
IgM antibody titers against this antigen were >2 serial dilu-
tions higher than titers of 1gG or IgM antibody against
other rickettsial antigens (11). Second, when the difference
in titers between R. felis and other antigens was <2 dilu-
tions, Western blot assays were performed. A rickettsial
antigen was considered the agent of infection when sera
reacted only against the specific protein of this antigen.
Expected molecular masses of the specific proteins were
=125 kDa for R. typhi and 31 kDa for R. felis. Finally,
when Western blot assays were not diagnostic, cross-
adsorption studies were performed, as previously
described (12). Specific diagnosis criteria after cross-
adsorptions studies included a Western blot assay that
showed exclusive reactivity with specific proteins of a sole
agent. If reactivity with the 2 tested agents was still
observed, diagnosis of an indeterminate rickettsial disease
was made. With this strategy, patients were classified by 3
types: R. felis infection, R. typhi infection, and indetermi-
nate rickettsial disease.

Five fleas from the dog of 1 R. felis—infected patient
were tested by polymerase chain reaction (PCR) (3). DNA
was extracted and amplified with primers that targeted the
citrate synthase sequence, as previously described (3). For
negative controls, we used sterile water and infection-free
fleas previously tested in our laboratory; both negative
controls were tested after every 7 samples. Amplicons
were separated by electrophoresis on 1% agarose gels and
then purified by using a QIAquick PCR purification kit
(Qiagen, Hilden, Germany), as described by the manufac-

1These authors contributed equally to this article.
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turer. PCR products were sequenced by using the d-rho-
damine terminator-cycle sequencing kit (PE Applied
BioSystems, Courtabeuf, France), as described by the
manufacturer. The sequences obtained were compared
with those available in the GenBank DNA database by
using the program Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST, version 2.0, National Center for Biotechnology
Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY/).

A rickettsial infection was diagnosed by using MIF for
31 of the 44 patients: 5 patients with the final diagnosis of
R. felis infection, 13 with the diagnosis of R. typhi infec-
tion, and 13 with the diagnosis of indeterminate rick-
ettsioses (Table). The diagnosis of R. felis infection was
based on Western blot results on adsorbed sera for all

patients. All the antibodies of these patients were removed
when the R. felis—adsorbed sera were analyzed with R.
typhi and R. felis antigens, whereas antibodies to R. felis
remained when the R. typhi—adsorbed sera were analyzed.

Western blots performed with unadsorbed and adsorbed
sera are represented in the Figure. Features of patients are
indicated in the online appendix (http://www.cdc.gov/
ncidod/EID/vol11n012/05-0711 app.htm). Some differ-
ences were found between groups. The interval between
the beginning of clinical signs and symptoms and evalua-
tion was significantly more prolonged in the R. felis group
than others. In the R. typhi group, odynophagia, cough, and
rash were more frequent. When we compared biologic
data, no difference was observed between R. typhi and

Table. Clinical, epidemiologic, and biological data between Rickettsia felis group, R. typhi group, and indeterminate rickettsiosis group

Characteristic R. felis R. typhi Indeterminate p value
No. 5 13 13 -
Mean age, y* 45 (16) 29 (14) 40 (17) NSt
Sex (M/F) 5/0 10/3 12/1 NSt
Contact with dogs or cats§ 4/5 11/13 11/13 NSt
Interval between clinical picture and evaluation, df| 12 (9.5-14) 9(8.5-10.2) 9(7.9-13.4) <0.05#
Fever§ 5/5 13/13 13/13 NSt
Maximal temperature (°C)* 39.3(0.8) 39.6 (0.5) 39.4 (0.5) NSt
Headache§ 4/5 12/13 13/13 NSt
Conjunctivitis§ 1/5 3/13 2/13 NSt
Arthralgia/myalgia§ 4/5 6/13 5/13 NSt
Odynophagia§ 0/5 6/13 0/13 0.01%
Dry cough§ 3/5 8/13 2/13 0.04%
Nausea/vomiting§ 0/5 2/13 1/13 NSt
Abdominal pain§ 1/5 113 0/13 NSt
Rash§ 0/5 9/13 6/13 0.03t
Past or actual tick bite§ 1/5 2/13 1/13 NSt
Hepatomegaly§ 1/5 6/13 513 NSt
Splenomegaly§ 0/5 3/13 2/13 NSt
Anemia (hemoglobin <13 mg/dL) 0/5 3/13 1/13 NS
Normal blood leukocyte counts (4,000-10,000/uL) 5/5 10/13* 11/131t NSt
Normal platelet counts (150,000-400,000/p.L) 4/5 11/121% 11/13%% NSt
Normal ratio prothrombin time (0.8-1.2) 4/4 10/13 11/13 NSt
Normal ESR (<10 mm/h) 1/4 11/12 3/11 NSt
Normal creatinine blood level (62—106 umol/L) 5/5 11/13 10/13 NSt
Normal sodium blood level (136-144 mmol/L) 2/4 10/13 10/12 NSt
Elevated AST (>35 IU/L) 4/5 8/13 5/12 NSt
Mean AST (U/L) 123 254 72 0.0188§
Elevated ALT (=45 IU/L) 5/5 8/13 6/12 NSt
Mean ALT (U/L)TIT 185 (71-374) 354 (55-1,368) 86 (34-292) <0.01§8§
Elevated GGT (>55 IU/L) 2/5 3/13 4/12 NSt
Elevated total serum protein concentration (>80 g/L) 0/5 012 112 NSt
Elevated gamma globulin concentration (>13 g/L) 2/5 512 8/10 NSt

*Data are expressed as mean (SD). Samples are distributed normally and have similar SD. NS, nonsignificant; ANOVA, analysis of variance test; ESR,
erythrocyte sedimentation rate; AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase; GGT, gamma-glutamyl transpeptidase.

TANOVA.
:I:x2 test.

§No. patients with these epidemiologic or clinical data/no. patients evaluated.

{Data are expressed as median and 95% confidence intervals; >1 samples have a non-gaussian distribution.
#Significant differences between R. felis and R. typhi groups (p<0.05) with Dunn test.

**Leukopenia in 1 patient (3,700/uL), leukocytosis in 2 patients (11,500/uL and 16,000/uL).

ttLeukopenia in 2 patients.

TTAIl patients with an abnormal platelet count presented with thrombocytopenia in all cases.

§SANOVA,; all cases.

{f[Data are expressed as mean (range values). Samples are distributed normally and have similar SD.
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Figure. Results of Western blot performed with serum samples
from patient 5 with Rickettsia felis infection and patient 10 with R.
typhi infection. Molecular masses (in kilodaltons) are given to the
left of panels. A) Patient with R. felis infection; a, untreated serum
analyzed by using R. conorii (lane 1), R. typhi (lane 2), and R. felis
(lane 3); b, R. felis—adsorbed serum analyzed by using R. conorii
(lane 1), R. typhi (lane 2), R. felis (lane 3); all antibodies were
removed; ¢, R. typhi—adsorbed serum analyzed by using R. typhi
(lane 1) and R. felis (lane 2); antibodies to R. felis remained; d, R.
conorii—adsorbed serum analyzed by using R. conorii (lane 1), R.
typhi (lane 2), R. felis (lane 3); antibodies to R. felis remained. B)
Patient with murine typhus; e, untreated serum analyzed by using
R. typhi (lane 1) and R. felis (lane 2); f, R. felis—adsorbed serum
analyzed by using R. typhi (lane 1) and R. felis (lane 2); antibod-
ies to R. typhi remained; g, R. typhi—adsorbed serum analyzed by
using R. typhi (lane 1) and R. felis (lane 2); all antibodies were
removed.

R. felis groups, except for milder hypertransaminasemia in
the latter group. Finally, 2 PCR products were obtained
and sequenced from 2 fleas. Both sequences were 100%
similar to R. felis citrate synthase gene in GenBank acces-
sion no. AF210692. No fleas were positive for R. typhi.
Amplification was unsuccessful in all negative controls.

Conclusions

In the past 10 years, application of molecular tools has
resulted in discovery of several new species of pathogenic
rickettsiae, including R. felis. Since then, this bacterium
was cultivated, and its genome was sequenced (1,13). Its

Emerging Infectious Diseases * www.cdc.gov/eid « Vol. 11, No. 12, December 2005
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pathogenic role was recently demonstrated in patients with
serologic evidence of infection in Brazil, France, and
Germany (1). R. felis DNA has also been detected in sera
in Texas, Mexico, Brazil, and Germany (1,4,8,14).
Autochthonous human rickettsioses that occur in the
Canary Islands include murine typhus; SFG infections
have never been reported (9). We diagnosed 5 cases of
acute R. felis infection (15). The clinical picture is global-
ly similar to murine typhus (4). However, the R. felis infec-
tion in our study seemed to be milder, and no skin rash was
observed. The incidence of R. felis infection in the Canary
Islands is probably underestimated; therefore, serologic
tests for R. felis should be performed in patients with pro-
longed fever or suspected rickettsioses.

Cross-reactions in serologic testing for R. felis are
unpredictable (3). In our study, patients with R. felis infec-
tion more frequently had high antibody titers (IgM >1:32
and 1gG >1:64) to R. conorii and R. typhi (2 of 5 patients)
than did patients with R. typhi infection (0 of 13). On the
basis of R. felis data, we conclude that patients with R. felis
infection may have no cross-reactivity with other rickettsi-
ae, cross-reactivity with SFG rickettsiae, or cross-reactivi-
ty with both SFG rickettsiae and R. typhi. Genetic support
for cross-reactivity with R. conorii is plausible because
most membrane proteins of SFG and R. felis are extreme-
ly close (surface cell antigen [Sca] family). Genome analy-
sis showed that several genes were present in R. felis and
R. typhi and absent for other SFG, which could explain the
cross-reactivity between R. felis and R. typhi (13). Finally,
if <2-fold differences in 1gG/IgM titers between R. felis
and other SFG and typhus group rickettsiae are observed,
only Western blot and cross-adsorptions will allow a spe-
cific diagnosis once reactivity has disappeared after
adsorption with R. felis antigen. By contrast, a band of =31
kDa for the R. felis antigen persists after adsorption with R.
conorii and R. typhi.
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OE 1.2. Anaplasma phagocytophilum no es un agente causal de la fiebre de
duracion intermedia en Gran Canaria.

Siguiendo el protocolo de estudio de las fiebres de duracion intermedia, en
aquellos pacientes en los que no se llegd a demostrar su causa y se disponia de
muestras de suero en fase aguda y de convalescencia (suero a las 2-3 semanas), se
estudio la presencia de anticuerpos de tipo IgG e IgM frente a Anaplasma
phagocytophilum mediante una técnica de inmunofluorescencia Indirecta (Focus
Diagnostics, San Diego, California). Los pocillos de los portaobjetos tienen fijados la
linea celular HL6O0 infectada con la cepa HGE-1. Para la realizacién de la técnica se
siguieron las instrucciones del fabricante y empezamos a una dilucién de 1/20y en los
casos que eran positivos se seguian titulando a diluciones dobles seriadas.

Se estudiaron 73 pacientes, con una edad media de 36,4 afios y el 64,4 % eran
varones. Aunque se detectaron cuatro pacientes con titulos positivos, ninguno de
ellos cumplid los criterios de infeccidn por Anaplasma phagocytophilum.

Por todo ello concluimos que Anaplasma phagocytophilum no es causa

significativa de fiebre de duracién intermedia en Gran Canaria.

Imagen de la IFI frente a Anaplasma phagocytophilum
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Anaplasma phagocytophilum is not an aetiological agent of fever of
intermediate duration in Gran Canaria (Spain)
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INTRODUCTION

Fever of intermediate duration (FID) is defined as
non-localised fever occurring in the community,
lasting from 1 to 4 weeks, and having no diag-
nostic orientation after basic clinical, analytical
and radiological evaluations are completed. [1]. In
Spain, the most frequent causes of FID (70%) are
systemic infectious diseases (mainly rickettsioses,
brucellosis, bartonellosis, anaplasmosis and
agents of infectious mononucleosis), localised
infections (i.e. intraabdominal abscesses or pros-
tatitis), vasculitis and neoplasms, and other aeti-
ological agents.

In Gran Canaria (Spain), the most frequent
causes of FDI are Coxiella burnetii [2], Rickettsia
typhi [3] and Rickettsia felis [4]. However, many
patients with FDI, without data suggestive of
occult bacterial infections, vasculitis or neo-
plasms, have a clinical response to the use
of doxycycline but no microbiological diagnosis.
So, the aim of this work was to evaluate the
aetiological role of Amaplasma phagocytophilum
in patients with FDI in Gran Canaria.

PATIENTS, MATERIAL AND
METHODS

All autochthonous adult outpatients with FID
evaluated in the Infectious Diseases Unit from 1
October 2004 to 31 December 2006 were investi-

Corresponding author and reprint requests: M. Bolafios,
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Palmas de Gran Canaria, Spain

E-mail: mbolriv@gobiernodecanarias.org

No conflicts of interest declared.
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gated for their aetiological diagnosis. Demo-
graphic, clinical and laboratory data were
collected for all patients. Chest X-ray, three sets of
blood cultures and urine culture were systemati-
cally performed. Antibodies against Coxiella bur-
netii (immunofluorescence (IFA); IgG and IgM
(bioMérieux, Marcy 1’Etoile, France)), Rickettsia
typhi (IFA; IgG and IgM (bioMérieux)), Rickettsia
conorii (IFA; IgG and IgM (bioMérieux)), Leptospira
spp. (MAT, bioRad, Marnes la Coquette, France),
Epstein-Barr virus (EBV) (enzymeimmunoassay
(EIA); IgG-VCA (Trinity Biotech, Bray Co. Wick-
low, Ireland), IFA; IgM (Palex Medical, Meridian
Bioscience, Cincinnati, OH, USA)), Cytomegalovi-
rus (CMV) (EIA; IgG and IgM (Abbott Laborato-
ries, Delkenheim, Germany)), Toxoplasma gondii
(EIA; IgG and IgM (Abbott Laboratories), IgA
(diaSorin, Milano, Italy)), human immunodefi-
ciency virus (HIV)(EIA, Abbott Laboratories), with
positive results confirmed by immunoblot test
(INNOLIA, Innogenetics, Gent, Belgium),
hepatitis A (EIA, Abbott Laboratories), hepatitis B
(EIA; surface antigen—BsAg-antibodies for core -
antiHBc- (Abbott Laboratories)) and hepatitis C
(EIA, Abbott Laboratories) virus were tested for in
all patients. Serological evaluation of Brucella spp.
was not included because this infection is absent in
Gran Canaria. A definite diagnosis of these dis-
eases was the presence of a compatible clinical
picture and conventional serological criteria. FDI
patients with epidemiological characteristics sug-
gestive of imported diseases, and/or with only a
serum sample, were excluded.

Anaplasma phagocytophilum antibodies (IgG and
IgM) were evaluated in patients without a definite
diagnosis when two serum samples were available
(acute and convalescent phase). A commercial

Journal Compilation © 2009 European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases
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Table 1. Positive serological results for Anaplasma phago-
cytophilum antibodies

Acute phase Convalescent phase

Patient No. Ig G IgM 1gG IgM
1 <1:64 <1:20 <1:64 1:80

2 1:128 <1:20 1:256 <1:20
3 <1:64 1:80 <1:64 1:160
4 <1:64 1:40 <1:64 <1:20

immunofluorescence assay (IFA) (Focus Diagnos-
tics, Cypress, San Diego, CA, USA) based on HL60
cells infected with a human isolate of HGE-1 strain,
was used. The test was performed according to the
manufacturer’s protocol. Positive and negative
controls were used as supplied by the manufac-
turer. IFA was considered as positive for IgG titres
>1/64 and/or IgM titres 21/20. All positive sera
were titrated. Confirmed human anaplasmosis is
the demonstration of a four-fold change in the
antibody titre in paired serum samples.

RESULTS

A total of 229 patients fulfilled the criteria for FID.
Of them, 156 have a definite diagnosis (49 murine
typhus, 44 Q fever, 32 acute EBV infections, 30
acute CMV infections (one patient with co-infec-
tion by CMV and EBV), one acute HIV and one
acute Toxoplasma gondii infection). The mean age of
the murine typhus patients was 33.5 years old
(range 18-79), and 67.4% were men. Q fever
patients had a mean age of 39.4 years old (range
18-70), and 84.1% were men. Acute EBV infection
patients had a mean age of 36 years old (range
18-60), and 53.1% were men. Finally, the mean age
of acute CMYV infection patients was 33.6 years old
(range 18-80), and 53.3% were men.

Anaplasma  phagocytophilum antibodies were
measured in 73 patients (mean age 36.4 years
old, males 64.4%). Only four patients had a
positive serological result (Table 1b).

A total of 229 patients fulfilled the criteria for
FID. Of them, 156 had a definite diagnosis (49
murine typhus, 44 Q fever, 32 acute EBV infec-
tions, 30 acute CMV infections (one patient
co-infection CMV and EBV), one acute HIV and
one acute Toxoplasma gondii infection) but did
not have diagnostic criteria for acute infection by
A. phagocytophilum.

DISCUSSION

Serological data in this series suggest that Ana-
plasma phagocytophilum is not a relevant cause of
FID in Gran Canaria. Otherwise, direct data
(epidemiological studies of tick species) and
indirect data (no detection of other infectious
diseases transmitted by the main vector related to
anaplasmosis [5]) suggest that anaplasmosis
should not be included in the differential dia-
gnosis of FID in our geographical area. So, the
evaluation of other different microorganisms
killed by tetracyclines is mandatory in our
geographical area.
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OE 1.3 Rickettsia massiliae en las Islas Canarias.

Rickettsia massiliae ha sido reconocida como causa de enfermedad dentro del
grupo de las fiebres exantematicas. En esta publicaciéon describimos el hallazgo de
genoma de Rickettsia massiliae en dos garrapatas del género Rhipicephalus pusillus.
Las garrapatas recogidas se clasificaron taxondmicamente en el laboratorio mediante
una lupa y el uso de claves (Gil - Collado y cols, 1979, Manila 1998). Una vez
identificadas se almacenaron a -80 2C hasta el momento de ser procesadas.

Se enviaron al Instituto de Investigacion en Recursos Cinegéticos IREC de
Ciudad Real (Consejo Superior de Investigaciones Cientificas- Universidad de Castilla-
La Mancha), 82 ejemplares de Hyalomma lusitanicum (46 hembras) y 8 ejemplares (5
hembras) de Rhipicephalus pusillus.

Se procedid a la extraccién del ADN de las garrapatas y se realizaron técnicas
de secuenciacion utilizando PCR que amplifican los fragmentos del gen 16S ARNr y de
los genes ompB, dnak, dnaA, recA y atpA. Las secuencias obtenidas se compararon

usando la base de datos BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov). Los fragmentos del gen 16S

ARNr tienen un 99% de similitud con la cepa Mtu5 de R. massiliae, aislada de
Rhipicephalus sanguineus en el Sur de Francia. Asi mismo, los fragmentos de los genes
ompB, atpA, dnaA 'y recA eran 100% idénticos a la cepa de Rickettsia massiliae Bar 29,
aislada previamente en Cataluia en Rhipicephalus sanguineus.

Por otra parte , se analizaron 150 muestras de higado y sangre de conejos
salvajes, tanto de muestras procedentes de Gran Canaria como de Andalucia, para la
deteccion de genoma de Rickettsia spp, siendo todas negativas. En definitiva, aunque
clinicamente no hayamos detectado rickettsiosis del grupo de las fiebres

exantematicas, este estudio demuestra que R. massiliae existe en nuestro medio.
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Rickettsia
massiliae in the
Canary Islands

To the Editor: Rickettsia massil-
iae was recently recognized as a hu-
man tick-borne spotted fever group
rickettsia (1). We report the finding of
R. massiliae in Rhipicephalus pusillus
ticks from Gran Canaria, Canary Is-
lands, Spain. Introduction of this patho-
gen into the Canary Islands is thought
to have resulted from translocation of
the European wild rabbit Oryctola-
gus cuniculus (Linnaeus), a preferred
host of R. pusillus ticks (www.kolonin.
org/16_4.html), from the Iberian Pen-
insula 600 years ago (2).

We collected questing adult ticks
in 2008 in Gran Canaria and identified
2 tick species, Hyalomma lusitanicum
(n = 82 [46 females]) and R. pusil-
lus (n = 8 [5 females]). Whole ticks
were preserved in 70% ethanol and
used for DNA extraction by using
TriReagent (Sigma, St. Louis, MO,
USA) according to the manufacturer’s
instructions. We identified rickett-
sial sequences by using PCR primers
that amplify fragments of 16S rRNA,
ompB, atpA, dnaA, dnaK, and recA
genes (Table). Amplicons were cloned
into pGEM-T (Promega, Madison,
WI, USA), and 3 independent clones
were sequenced from both ends for
each gene marker. Sequence similar-
ity search was performed by using
BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov).
Rickettsial DNA was detected in 2 R.
pusillus males only; sequences were
identical in both ticks. Fragments of
16S rRNA were 99% identical to the
R. massiliae strain Mtu5 (CP000683)

LETTERS

isolated from R. sanguineus ticks in
southern France (3), and fragments
of ompB, atpA, dnaA, dnaK, and recA
genes were 100% identical to the R.
massiliae strain Bar29 (AF123710,
AY 124739, DQ821798, DQ821828,
and AY 124750, respectively), previ-
ously isolated from R. sanguineus
ticks in Catalonia, Spain (4) (Table).

R. massiliae was first isolated in
1992 from R. sanguineus ticks col-
lected near Marseille, France (5).
Since then, the pathogen has been
identified in different Rhipicephalus
species in France, Greece, Portugal,
Switzerland, Spain, North and Cen-
tral Africa, Argentina, and the United
States (6,7). R. massiliae has been
identified in southern Spain (8) but
not in the Canary Islands. R. pusillus
ticks are commonly found in southern
Europe (Portugal, Spain, and France)
and northern Africa (Tunisia and Mo-
rocco). All stages of these ticks inhabit
burrows of wild rabbits and feed on
them (www.kolonin.org/16_4.html).

Wild rabbits were introduced into
the Canary Islands at the end of 14th
century during colonization by the
kingdom of Castilla. Colonists were
asked to bring rabbit couples with
them to provide food in the islands (2),
a practice continued by new colonists
because of their interest in hunting this
rabbit species. Introduction of wild rab-
bits by colonists led to establishment of
parasites, such as helminths, coccidia,
and viruses in the Canary Islands (9).
R. pusillus, a common ectoparasite
(tick) that feeds on wild rabbits on the
Iberian Peninsula, was also introduced
this way. R. massiliae could have been
introduced in the islands by infected R.
pusillus ticks or by infected wild rab-
bits if this species serves as a natural
reservoir host for the pathogen.

To find evidence for this hypoth-
esis, we tested blood and liver samples
of 150 wild rabbits from both Canary
Islands and Andalucia (southern Spain)
by using Rickettsia-specific PCR prim-
ers (Table). No R. massiliae DNA was
detected in the rabbit samples tested,
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Table. Rickettsia massiliae PCR conditions and amplicon size, Canary Islands, 2008*

Description Amplicon size, PCR annealing

Gene (GenBank accession no.) Primer sequence (5' — 3) bp conditions

16S rRNA 16S ribosomal RNA F: AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 416 50°C/30 s
(GQ144453) R: AACGTCATTATCTTCCTTGC

ompB Outer membrane protein F: GGGTGCTGCTACACAGCAGAA 618 53°C/30 s
(GQ144450) R: CCGTCACCGATATTAATTGCC

dnakK Heat-shock protein 70 F: AGCGTCAAGCAACGAAAGAT 323 50°C/30 s
(GQ144451) R: CAAACGTTGAAGTGCTAAAGG

dnaA Chromosomal replication initiation F: CCTACTAACTTTGTTAGAGATT 241 56°C/30 s

protein (GQ144449) R: TGATGATTCTGCAACCGCTC

recA RecA recombination protein F: TGCTTTTATTGATGCCGAGC 428 52°C/30 s
(GQ144452) R: CTTTAATGGAGCCGATTCTTC

atpA ATP synthase F1 alpha subunit F: ACATATCGAGATGAAGGCTCC 731 48°C/30 s

(GQ144448)

R: CCGAAATACCGACATTAACG

*GenBank accession numbers correspond to R. massiliae sequences identified in this study. PCRs were completed by employing the Access RT-PCR
system (Promega, Madison, WI, USA) with 1 ng DNA, the oligonucleotide primers, and annealing conditions and with extension for 1 min at 68°C. F,

forward; R, reverse.

suggesting that the pathogen probably
was introduced in the Canary Islands
with infected R. pusillus ticks feeding
on rabbits. Alternatively, R. massiliae
infection levels in wild rabbits may
be below the PCR detection limit and
were not detected.

The Canary Islands are a popular
tourist destination. The presence of R.
massiliae in the islands constitutes a
risk for human infection and should
be considered in hospital diagnostic
and wildlife management strategies.
As with other Rhipicephalus spp., R.
pusillus ticks could feed on humans
under certain circumstances (10). Our
results emphasize the risks associated
with unsupervised animal transloca-
tions, a factor that probably plays a
role in the introduction of ticks and
tick-borne pathogens in different parts
of the world.
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(project 34/04) and the Consejeria de Edu-
cacion y Ciencia de Castilla-La Mancha
(project POII09-0141-8176).
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OE 2. Métodos moleculares para la caracterizacion de Coxiella burnetii de
muestras clinicas y ambientales en Espaiia.

La fiebre Q esta producida por Coxiella burnetii. Este microorganismo sélo se
puede cultivar in vitro en lineas celulares y ademas requiere condiciones de alta
seguridad para su procesamiento (nivel 3 de seguridad bioldgica). Por todo ello el
cultivo de este microorganismo sélo se realiza en centros especializados, y existen
pocas cepas disponibles en todo el mundo para su estudio. Recientemente se han
disefiado diversos métodos moleculares que han logrado clasificar a los aislados de C.
burnetii en 8 grupos gendmicos y 36 genotipos. Pero continuamos sin saber si las
manifestaciones clinicas dependen de la cepa causante, del hospedador o de ambas
causas.

En este estudio se procesaron, mediante técnicas de PCR e hibridacion, 90
muestras procedentes de distintas regiones de Espafia, de las cuales 24 eran de origen
humano (11 de pacientes con fiebre Q aguda - 8 de las cuales eran de Gran Canaria -y
13 de pacientes con fiebre Q crdnica), 33 muestras eran de garrapatas, 15 de ovejas, 7
de cabras, 7 de vacas, 3 deratasy 1 de un ciervo salvaje.

Los resultados a destacar fueron:

e Existe una gran variabilidad de cepas de Coxiella burnetii en Espaiia,
identificdndose 7 grupos gendmicos y 10 genotipos.

* No se dispuso de cepas de Coxiella burnetii productoras de neumonia. Sélo
se pudo estudiar una cepa que resultd ser adaA positiva.

® AlUn con el niumero escaso de muestras, se observa que puede existir
asociacién entre las cepas productoras de fiebre de duracidén intermedia y hepatitis
procedentes de Andalucia y Canarias. Ambas cepas fueron adaA negativas.

e De los 10 genotipos descritos, sélo se detectaron 5, siendo el IV el mas
frecuentemente encontrado tanto en casos de fiebre Q aguda como crdnica. Este
genotipo también se ha encontrado en mamiferos.

¢ La ventaja que tiene esta técnica es que no se necesita tener crecida la cepa,

gue se puede realizar con el amplificado del DNA de la muestra.
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Abstract

Background: Coxiella burnetii is a highly clonal microorganism which is difficult to culture, requiring BSL3 conditions for
its propagation. This leads to a scarce availability of isolates worldwide. On the other hand, published methods of

characterization have delineated up to 8 different genomic groups and 36 genotypes. However, all these methodologies,
with the exception of one that exhibited limited discriminatory power (3 genotypes), rely on performing between 10 and

20 PCR amplifications or sequencing long fragments of DNA, which make their direct application to clinical samples
impracticable and leads to a scarce accessibility of data on the circulation of C. burnetii genotypes.

Results: To assess the variability of this organism in Spain, we have developed a novel method that consists of a
multiplex (8 targets) PCR and hybridization with specific probes that reproduce the previous classification of this organism
into 8 genomic groups, and up to 16 genotypes. It allows for a direct characterization from clinical and environmental
samples in a single run, which will help in the study of the different genotypes circulating in wild and domestic cycles as
well as from sporadic human cases and outbreaks. The method has been validated with reference isolates. A high
variability of C. burnetii has been found in Spain among 90 samples tested, detecting 10 different genotypes, being those
adaA negative associated with acute Q fever cases presenting as fever of intermediate duration with liver involvement
and with chronic cases. Genotypes infecting humans are also found in sheep, goats, rats, wild boar and ticks, and the only
genotype found in cattle has never been found among our clinical samples.

Conclusions: This newly developed methodology has permitted to demonstrate that C. burnetii is highly variable in
Spain. With the data presented here, cattle seem not to participate in the transmission of C. burnetii to humans in the
samples studied, while sheep, goats, wild boar, rats and ticks share genotypes with the human population.

Background

Coxiella burnetii is an obligate intracellular Gram nega-
tive bacterium which causes Q fever, an illness with mul-
tiple clinical manifestations in its acute presentation,
including a flu-like respiratory process that could result in
atypical pneumonia, or fever of intermediate duration (FID)
with liver involvement. In a low percentage of cases a
chronic form of the disease is diagnosed, characterized by
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an infection that persists for more than 6 months, more fre-
quently endocarditis, which can be fatal without an appro-
priate treatment [1]. Its high infectivity, resistance in
adverse environmental conditions and aerosol route of
transmission make this agent a candidate for intentional re-
lease [2], being listed as a category B bioterrorism agent by
the USA Centers for Disease Control and Prevention.

Initial studies tried to correlate specific genotypes (GT)
with the chronic and acute forms of the disease. Thus,
certain plasmid patterns were claimed to be associated
with the disease outcome [3,4], which was controversial
[5]; also, some isocitrate dehydrogenase types were asso-
ciated with chronic disease and a role for this gene in the

© 2012 Jado et al, licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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adaptation of the organism to the intracellular environment
was proposed [6], although this association was also chal-
lenged by other authors [7].

More recently, different attempts have been made to
classify isolates of C. burnetii in different genomic
groups (GG). Based on restriction fragment length poly-
morphism (RFLP) of the entire genome, Hendrix et al.
[8] resolved 36 isolates of different origin in 6 GG; Jager
et al. [9] performed pulsed field gel electrophoresis
(PFGE) in 80 isolates that were classified into 4 GG; a
Multispacer Sequence Typing method [10], based on the
sequencing of 10 intergenic spacers classified 173 iso-
lates, mainly from chronic disease, into 3 monophyletic
groups and 30 GT; later, a reduced MST method was
published by Mediannikov et al. [11], targeting 3 spacers
in a single PCR, detecting 3 MST GTs; Svraka et al. [12]
amplified different variable number tandem repeats
(VNTR) in 7 PCR protocols, describing 5 clusters and
validating previous GG ascriptions; Arricau-Bouvery [13]
applied infrequent restriction site-PCR and multilocus
variable number of tandem repeats analysis (MLVA) for
the typing in a scheme of 17 PCR protocols leading to a
classification into 6 clusters and 36 GT; later, Roest et al.
[14], used the same method but reducing the 17
described targets to 10, to study an outbreak in the
Netherlands and describing 13 MLVA types; Beare et al.
[15] added two more GG, totalling up to 8, in a
microarray-based whole genome comparison; Denison
et al. [16] performed 20 PCRs for the characterization of the
region within and near the transposase IS1111, describing 5
GG among 21 reference strains and 9 animal samples;
Huijjsmans et al. [17] developed a method for a single-
nucleotide-polymorphisms (SNP)-based typing, applying 10
real time PCR protocols that resolved 28 reference strains
and 40 samples from an outbreak into 9 SNP genotypes,
while a previous study on the same 28 reference strains [13]
had disclosed 14 MLVA types; finally, Hornstra et al. [18]
performed 14 SNP-based real time PCR assays that classified
63 isolates into 6 GG and 35 MST genotypes.

Recently, an outer membrane protein-coding gene
named acute disease antigen A (adaA) was described as
associated with acute Q fever-causing strains, whereas
adaA negative strains were linked to chronic cases [19].
Therefore, the hypothesis of its association with a specific
clinical presentation of the disease together with its
immunodominant nature lead the authors to suggest that
adaA may be a virulence factor for the pathogenesis of Q
fever. Consequently, adaA may be a relevant genetic mar-
ker for differentiation among isolates.

In general, there has been a good correlation between
typing methods although with different discriminatory
capabilities. However, although 2 previous descriptions
have been applied directly to clinical samples [16,17], both
rely on the amplification of several targets performing
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between 10 and 20 PCR protocols, which make it not al-
ways feasible for their use in a clinical setting due to the
frequent scarcity of testable sample-size, which hampers
the acquisition of global data; the method of Mediannikov
et al. [11], consisting of a multiplex PCR targeting 3 inter-
genic spacers, exhibited however a limited discriminatory
power (3 MST types) in the samples studied. In this study,
based on the previous descriptions of Beare et al. [15] and
Zhang et al. [19], a fast, reproducible and sensitive multi-
plex PCR that amplifies 8 targets in the same run for a
rapid GT determination, has been developed to be applied
to both isolates and PCR-positive samples. With this
method, C. burnetii could be classified into 8 GG and up
to 16 GT. Based on this methodology, a comprehensive
study on the variability of C. burnetii in Spain have been
made with samples from patients with acute and chronic
Q fever, domestic and wild mammals and ticks, demon-
strating a high variability of this organism and an associ-
ation between genotypes and human disease.

Methods

Samples

Fifteen C. burnetii reference isolates were used to validate
the typing method (Additional file 1: Table S1). Also,
human and animal samples (livestock, wild animals and
ticks) sent to the National Reference Laboratory at the
Instituto de Salud Carlos III and to the clinical and
veterinarian collaborating laboratories for diagnosis of Q
fever were included in the study, including defibrinated
blood, plasma, biopsy material, ruminant placentas, mostly
from abortions with the exception of 3 cattle placentas
from normal parturitions (Additional file 1: Table S1), and
other tissues from domestic and wild animals, and
questing ticks, that were collected from different areas in
Central Spain: 4 areas in Madrid (Cercedilla, Aranjuez,
Perales and Valdeolmos) and 1 in Toledo (Oropesa). In all
the areas the presence of livestock was documented (cattle
in all areas and sheep and swine only in Oropesa). There
were remarkable high densities of rabbits (Oryctolagus
cuniculus) in all the areas except Cercedilla. The study
protocol was approved by the Bioethics and Animal
Welfare Committee of the Instituto de Salud Carlos III,
Spain (ref. CBBA/4 2006), where the study was conducted,
respecting individual privacy according to relevant data
protection legislation and animal welfare. Also, human
clinical samples used in the study were made available to
us in an anonymized manner.

Culture

Standard shell-vial methodology was used as previously
described [20] to grow C. burmetii in Vero E6 cells
(European Collection of Cell Cultures; provided by
Sigma-Aldrich Quimica S.A., Tres Cantos, Madrid,
Spain). All the propagative methods and those related to



Jado et al. BMIC Microbiology 2012, 12:91
http://www.biomedcentral.com/1471-2180/12/91

the manipulation of domestic ruminant placentas were
performed under Biosafety level 3 (BSL3) conditions.

Molecular detection of C. burnetii

DNA was extracted from samples and isolates with the
Qiagen Tissue kit (IZASA S.A. Barcelona, Spain). For
arthropods, specimens were first crushed in 1.5 ml
eppendorf tubes with the help of a pestle (Sigma-Aldrich
Quimica S.A., Barcelona, Spain), as described [21], and
extracted as before. DNA was quantified in a NanoDrop
ND-1000 spectrophotometer (NanoDrop Technologies
Inc. Wilmington, Delaware USA), and about 200 ng were
used for each PCR. Previous to the genotyping, a screening
assay (/S1111-based PCR coupled with hybridization with
a specific probe by reverse line blotting -RLB) was used for
the detection of C. burnetii [22-24].

C. burnetii genotyping

An analysis based on a previous report [15] was performed
to identify which genes/ORFs defined the ascription of
each isolate to a specific GG, and seven of them were
selected (CBU0007, CBU0071, CBU0168, CBU0598,
CBU0881, CBU1805 and CBU2026), whose combination
of presence/absence seems to determine the GG (Table 1).
Also, the detection of adaA (CBU(0952) [19] was included
in the method. Primers and probes were designed for their
molecular detection by PCR and subsequent RLB
hybridization (Additional file 2: Table S2) by using Oligo6
software (Molecular Biology Insights, Inc. Cascade, CO,
USA). Incompatibility among primers was avoided by in
silico analysis of the formation of secondary structures,
and oligonucleotides forming dimers with energy values
lower than -6 kcal/mol and hairpins with Tm higher than
40C were discarded. The specificity of the oligonucleotides
was first assessed by blastn (http://www.ncbinlm.nih.gov/
blast/Blast.cgi?PAGE=Nucleotides). The reaction mix
included 80 pg/tube of bovine serum albumin (Roche
Espana, Madrid, Spain), 3.75 mM MgCl, (Applied Biosys-
tems), 200 pM dNTPs (Applied Biosystems) and 4U of
AmpliTaq Gold® DNA Polymerase (Amersham Pharmacia
Biotech, Cerdanyola del Valles, Barcelona, Spain). Primer

Table 1 Scheme of the presence/absence of the Coxiella
burnetii ORFs selected for the determination of genomic
groups

Target GGl

GGIl GGIII GGIV GGV GGVI GGVII GGVl

CBU0007
CBU 0071
CBU 0168
CBU 0598
CBU 0881
CBU 1805
CBU 2026

- + +

+ —

+ |+ |+

RN R
[

o I I IR IR IS S

N
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concentrations ranged from 0.6 to 1 pM (Additional file 2:
Table S2). The amplification cycles included an initial cycle
of 94C for 9 min, followed by 40 cycles of 94C 30 s, 60C
1 min, and 72C 1 min, with a final extension at 72C for
10 min. The amplifications were performed in an M]J
Research PTC-200 (Bio-Rad Laboratories, S.A., Alcobendas,
Madrid, Spain) in volumes of 50 ul. Hybridization by RLB
was performed as described [25] using 48C for the
hybridization and 40C for the conjugate and the washing
steps. Concentration of probes ranged from 0.8 to 6.4
pmols/ul (Additional file 2: Table S2). Two overlapping
films (SuperRX, Fujifilm Espana S.A., Barcelona, Spain),
were used in each assay to obtain a less and more exposed
image for each membrane.

The sensitivity of the technique was checked with serial
10-fold dilutions of a purified DNA stock of the isolate
Nine Mile phase II (NMII) and the specificity was studied
by subjecting to the method 10* genome equivalents of a
selection of other bacterial species causing zoonoses or
related illness (Orientia tsutsugamushi, Rickettsia conorii,
R. typhi, Legionella pneumophila, Francisella tularensis
subsp. holarctica, Bartonella henselae, Chlamydophila
pneumoniae, and Mycoplasma pneumoniae).

To assess the reproducibility of the methodology, DNA
extracted from 2 different passages (n and n+10) of 5
reference isolates (NMI, CS-27, Priscilla, SQ217, F2) and
a local isolate from cattle (273) (Additional file 1: Table
S1) were analyzed.

The results of the GT study were further analyzed by
using InfoQuest FP 4.50 (BioRad, Hercules, CA, USA).
Clustering analyses used the binary coefficient (Jaccard)
and UPGMA (Unweigthed Pair Group Method Using
Arithmetic  Averages) to infer the phylogenetic
relationships.

Results

Samples included in the study

A total of 90 autochthonous samples were included: 24
from human patients (11 from acute and 13 from
chronic cases) and 66 from animals and ticks (15 from
sheep, 7 from goats, 7 from cattle, 3 from rats, 1 from a
wild boar and 33 from ticks); also, 15 reference strains
were used to validate the method (Additional file 1:
Table S1).

Sensitivity, specificity and reproducibility of the method

The detection limit of the method using purified NMII
DNA was 10 genome equivalents. No reactivity was
detected when testing 10* genome equivalents from 8
other bacterial species causing zoonoses or related illness
(data not shown). To check for reproducibility, passages
“n” (Figure 1, lanes 1-6) and “n+10” (Figure 1, lanes 7-12)
from 5 reference isolates and a local isolate from cattle
were checked without any loss of sensitivity during in vitro
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Figure 1 Sensitivity and reproducibility of the method of characterization of Coxiella burnetii. Reproducibility. Lanes 1-6: Isolates NMI, CS-27,
local cattle isolate 273, Priscilla, SQ217 and F2, passage “n”; lanes 7-12: same isolates, passage “n+10". Results using clinical, veterinary and
arthropod samples. Lane 13: specimen of R. sanguineus (M28CE4GA7C); lanes 14-16: specimens of H. lusitanicum (M28P1GA8A, M28PE14GV5C and
M28PE14GV5F); lane 17: specimen of D. marginatus (M28P2GA45C); lane 18: human serum (2172); lane 19: sheep placenta (70924); lane 20: goat
lung (67025); lane 21: cattle endocervical exudate (70814); lane 22: human clot (BZO18); lane 23: human plasma (0904); lane 24: rat liver (78); lane
25: negative control. Sensitivity. Lanes 26-28: 10°, 10> and 10 genome equivalents of isolate NMII. Left panel: position of the probes for each ORF.

passages in any of the targets assayed. Also, it is to note
that NMI (phase I) and NMII (phase II) isolates presented
the same results in this characterization; consequently,
only one of them (NMI) was used throughout the study.

Genotyping of reference isolates and samples

From the 15 reference isolates that were tested with the
method described here for GG adscription (Table 1), and
from which data from previous studies were available, all
of them fell in the same GG as previously described, the
topology of the tree being consistent with previous data.
None of the reference isolates tested was found to belong
to GG III, VI and VIII (Additional file 1: Table S1,
Figure 2).

Local human samples were found to belong to GG I, IV,
VII and VIII, as follows: 13 samples from chronic cases (7
endocarditis, 3 vascular infections, 1 infected aneurism, 1
osteomyelitis and 1 chronic hepatitis) from 8 different
regions were all infected with GG IV, except for one vascu-
lar infection (GG VIII); acute cases (10 samples of FID with
liver involvement and 1 sample of pneumonia; 4 regions)
showed GG I, IV, VII and VIII (Additional file 1: Table S1,
Table 2, Figures 2 and 3).

Among livestock samples, those from sheep (15 samples
from 8 provinces) were found belonging to GG I, IL, IIL, IV
and VIII; goats (7 samples from 4 provinces) were infected
with GG 1III, IV and VII; cattle (7 samples from 4 pro-
vinces) were all infected by GG III; rats (3 samples from 1
province) and a wild boar showed GG IV; finally, 33 ticks of
3 species, from 4 areas of 2 adjacent regions, carried always
GG VII, except for one that carried GG VI. In summary,
samples from GG I, II, I, IV, VI, VII and VIII were identi-
fied (Additional file 1: Table S1; Table 2, Figures 2 and 3).

adaA detection

Samples from GG I, II and III were always adaA positive;
all GG 1V were adaA negative, except for a sheep placenta
that was adaA positive; GG VII samples were adaA nega-
tive, except for a tick specimen; GG VIII samples were posi-
tive, except for a human sample of acute hepatitis; finally,
the only sample available from GG VI (one H. lusitanicum
tick) was adaA negative (Additional file 1: Table S1, Table 2,
Figure 2). All the samples from cases of acute FID with liver
involvement (10 samples from 3 distant regions; Figure 3)
were adaA negative and the only sample available from a
patient with pneumonia was adaA positive.
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|V F - ----- 5226 Sheep-Placenta Guipuzcoa
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Figure 2 Dendogram construct from hibridization data of 58 local samples and reference strains. Biological and geographical origin of the
samples is shown. Black boxes indicate presence of the selected ORFs; reference isolates used to validate the method are framed.
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Table 2 Summary of the results of the characterization
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GT Human samples Livestock
Acute hepatitis Acute pneumonia Chronic Sheep Goat Cattle Wild animals Ticks Total

[+* 1 1 2
I+ 1 1
I+ 5 3 7 15
V4 1 1
IV- 6 12 5 1 4 28
VI- 1 1
Vil+ 1 1
VII- 3 31 34
Vill+ 1 2 3 6
VIII- 1 1
Total 10 1 13 15 7 7 4 33 90

*: plus and minus signs refer to adaA presence/absence, respectively.

In summary, from the theoretically possible 16 GT (8
GG positive or negative for adaA), 10 were identified in
the samples studied (Table 2).

Discussion

A multiplex PCR coupled with hybridization by RLB for the
characterization of C. burnetii was designed, allowing for its
classification into the previously known 8 GG [15] and into
up to 16 genotypes, depending on adaA presence/absence.
For validation, 15 reference strains characterized in previous
studies were used (Additional file 1: Table S1). All of them

fell in the same GGs as previously described, when data was
available, or grouped in the same clade as described [8-
10,12,13]. Consequently, an excellent correlation with some
previously published schemes and, specifically, with the
microarray-based whole genome typing of Beare et al. [15]
was observed: the 4 isolates studied by Beare et al. that were
also analyzed in this study (NMI, GG I; Henzerling, GG II;
Priscilla, GG IV; and Scurry Q217, GG V) were classified
with this method into the same GG as described. Also, the
analysis of the results by InfoQuest disclosed a tree whose
topology was similar to that of Beare et al. [15], with the

Figure 3 Map of Spain showing sampling sites, type of samples and results.
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only exception of GG VIII, which in this study grouped to-
gether with GGs [, II and III, instead of with GGs IV, V, VI
and VII as in the Beare study.

With this methodology, a preliminary characterization
of C. burnetii variants circulating in Spain has been per-
formed showing a high variability of this organism in
clinical and environmental settings, identifying 7 GG,
with the exception of GG V, and 10 different GTs.

In Spain, while a respiratory disease is observed in about
80% of cases reported from the Northern region of the
Basque Country [26,27], the Southern regions of Andalusia
and the Canary Islands report a clear predominance (about
90% of cases) of FID with liver involvement [28-34]. This
last has also been described in Australia, France, Greece,
or Taiwan [35-38], among others. Even taking into account
the limited size of this study and the constraint of an ex-
trapolation, a strain-associated factor that might explain
the different clinical presentations of acute Q fever is
hypothesized for our country. The pattern observed in
cases of acute Q fever indicates an association between ab-
sence of adaA and FID with liver involvement, produced
in this study by adaA negative strains in both regions (the
Southern regions of Andalusia and the Canary Islands), al-
though is not statistically significant in this study (p = 0.09)
due to low number of samples. Also, another sample of a
case of hepatitis from the north (Basque Country) yielded
an adaA negative result as well. The same applies for the 2
reference isolates from hepatitis cases analyzed in this
study: F2, a French isolate and SQ217, recovered in the
USA from a case of chronic hepatitis, are both adaA nega-
tive as well. In contrast, pneumonia predominates over
liver involvement in Northern Spain, being the only case
of this clinical form available for the study produced by an
adaA positive strain. No other marker used in this study
correlated with the clinical presentation of acute Q fever.
Availability of samples from cases of acute Q fever for
genotyping is much less frequent than from cases of
chronic Q fever, even though acute Q fever is much more
prevalent. In this study, 11 samples from acute cases were
analyzed, although only one was from a case with respira-
tory symptoms, reflecting the limited availability of such
samples, which may be due to a poor clinical awareness.

From the 10 GTs found in the country, only 5 have been
detected in humans and, among them, GT IV- is the most
frequently found in acute and chronic cases (75% of cases).
This GT has also been found in many mammal species
(sheep, goat, wild boar and rats). Whether this could be
interpreted as a higher tendency of this GT to cause illness
in humans can not be inferred by this study, mainly con-
sidering that most of the acute cases (8/11) came from the
same area (Gran Canaria Island). In any case, GT IV- is
highly prevalent also in our chronic cases that came from
8 distant areas of the country, showing a more intensive
circulation of this GT in humans.
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The association previously proposed between adaA-
negative strains and chronic disease [19] has been repro-
duced here for all chronic cases studied (13 cases), except
for a sample from a vascular infection that was adaA posi-
tive. Beare et al. [15] hypothesized that the association
between GG IV and chronic cases (as in 12 out of 13
chronic cases studied here) could be related to the slow
growth of isolates from this genotype and, therefore, the
induction of a decrease in the immune response. On the
other hand, Zhang et al. hypothesized that adaA positive
strains were related to acute cases [19], as it is the case of
the only sample from a patient with acute pneumonia
available. However, in our study, acute cases of FID with
liver involvement were all produced by adaA negative
strains.

GTs found in humans were also found in sheep, goats,
rats, wild boar and ticks. This distribution of GTs suggests
that sheep and goats are responsible for the transmission
of C. burnetii to humans in Spain, as in other areas [39],
and exhibit a high variability of GT. However, although in
general domestic ruminants are important reservoirs for
C. burnetii and play a relevant role in its transmission to
humans, 4 of 24 human samples were found carrying GTs
not found in ruminants in this work. A recent Spanish
study [40] has also detected C. burnetii in roe deer, wild
boar, carrion birds and hares. Although there is no data
available on the genotyping of these specimens, more
studies are needed to characterize the enzootic cycle of C.
burnetii and its GT distribution in wildlife, as well as to as-
certain whether other sources could be responsible for the
transmission of C. burnetii to humans. GG VII was only
found in ticks (H. lusitanicum, Dermacentor marginatus
and Rhipicephalus sanguineus) and in 3 cases out of 10 of
FID with liver involvement. It is to note that, while
reference isolates from ticks belonged mostly to GG II, this
GG has not been found in ticks in our study. Although the
analyzed tick specimens came from 5 different areas, they
were all from Central Spain, which could be biasing this
data. Transmission of Q fever by tick bite still remains
controversial [41,42], and cases of simultaneous or con-
secutive infections with C. burnetii and other tick-borne
agents have been described [43]. Whether C. burnetii can
be transmitted by tick bite or not, the detection in ticks of
GT VII-, found only in human patients revives this debate.
More studies are needed to definitely clarify this question.
On the other hand, given that GG VII isolates have not
been found in cattle, sheep and goats in this study, we
could think of other unknown reservoirs that could be
involved as a source of infection of this GG for both ticks
and humans. Traditional mammal species on which the
tick species analyzed in this study feed on include rabbits
(frequent all over Spain) for the immature stages of H. lusi-
tanicum, which seems to be very important for the main-
tenance of populations of this tick species, small mammals
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for those of D. marginatus, and canids for all stages of R
sanguineus. Adult H. lusitanicum and D. marginatus nor-
mally feed on large ungulates. Animals present in the tick
study areas included, apart from cattle, high densities of
rabbits and other wildlife. It is to note that 40 liver samples
from rabbits hunted in Gran Canaria analyzed by PCR
were all negative (data not shown), although more studies
are needed. Whether some of the above mentioned ani-
mals may act as reservoirs for GG VII C. burnetii remains
to be studied.

Interestingly, in 7 cattle samples from 4 distant regions,
only GG III was detected. In the study of Arricau-Bouvery
[13] most of the cattle isolates (12/14) analyzed by MLVA
also grouped together in a clade that is close but different
to the one that include GG I isolates, as in this study. In
Beare’s study GG 1II is also philogenetically close to GG I
and both clades appear together in the tree. This GG hav-
ing never been found in humans in Spain so far lead us to
hypothesize that cattle could represent a low risk for Q
fever transmission to humans in our country.

One of the added values of the method described here is
that it could be applied to any PCR-positive sample carrying
at least 10 genome equivalents of the target organism, thus
avoiding the need for culturing the organism to obtain data
on the global circulation of C. burnetii. The frequent lack of
human isolates from outbreaks, which are needed to apply
the yet described methods, hamper a correct outbreak study
that are necessary to identify the source of infection. This
methodology allows the characterization directly from
clinical samples avoiding the culture step of this fastidious
bacterium, and proves to be valuable identifying so far 10
different GTs circulating in Spain. This method can be per-
formed in any laboratory with basic equipment. It can easily
determine relationships among C. burnetii from different
origins by using PCR-positive samples, thus helping in the
identification of the source of an outbreak in a rapid
analysis.

Conclusions

The method described here is rapid, reproducible and sensi-
tive. It can be applied directly to clinical and environmental
samples, and is able to identify up to 16 GT. This will facili-
tate the acquisition of global data on the circulation of GT
of this organism.

We have found a high variability of C. burnetii in Spain,
with 10 GTs found in different settings, 5 of them in human
samples. Interestingly, all the samples from acute cases of
FID with liver involvement were produced by adaA nega-
tive microorganisms, while the only case of pneumonia
available for the study was caused by a adaA positive strain.
Moreover, the majority (12 cases) of the 13 chronic cases
studied were produced by organisms of GG IV-, except for
a case of vascular infection (GG VIII +).
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Regarding livestock, human cases share GTs with
sheep and goats, but the only GT found in cattle has
never been found in humans.

The most frequent GT found in ticks (GT VII-; 31 out
of 33 specimens studied) was also found in human sam-
ples of cases of FID with liver involvement. Although the
hypothesis of transmission of Q fever by tick bite still
remains controversial, to further study this point is of
interest.

Additional files

Additional file 1: Table S1. Samples and reference isolates used in the
study.

Additional file 2: Table S2. Oligonucleotides used in the study.
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OE 3.1. Seroprevalencia de la infeccion por Coxiella burnetii en las Islas
Canarias.
Los objetivos de este estudio fueron:

e Conocer la seroprevalencia de la infeccién por Coxiella burnetii en las Islas
Canarias.

e Evaluar las caracteristicas epidemioldgicas asociadas.

e Comparar la influencia de los distintos puntos de corte en el diagndstico de
infeccion pasada.

Para ello, se analizé6 una muestra representativa de la poblacidon canaria,
compuesta por 662 individuos. Para la deteccién de anticuerpos de clase IgG frente a
Coxiella burnetii fase Il se empled una inmunofluorescencia indirecta, comenzado a
una dilucion 1/20. En los casos en los que la IgG fue >1/80 se realizé la IgM frente a
Coxiella burnetii en fase Il.

La seroprevalencia global observada fue del 21,5%, oscilando entre el 13,2% en
la isla de Fuerteventura al 32,5 % en la isla de Lanzarote. La seroprevalencia en
Tenerife fue del 17,7% y en Gran Canaria fue del 23,5%.

En todos los grupos de edad se detectaron individuos con anticuerpos frente a
Coxiella burnetii, siendo del 13 % en menores de 16 afios ( la muestra recoge a
individuos mayores de 6 afios). Asimismo se detectaron anticuerpos tanto en los
individuos del medio rural, semiurbano y urbano.

En este estudio se hizo una comparacién de las variables epidemioldgicas
utilizando distintos puntos de corte (1/20 y 1/80). Y salvo en los individuos dedicados a
la agricultura y ganaderia, en los que la prevalencia fue mayor del 40%, en todos los
demds parametros estudiados habia diferencias estadisticamente significativas al
comparar los distintos puntos de corte.

Concluimos que la infeccidn por Coxiella burnetii es endémica en todas las Islas
Canarias, que afecta a individuos de todas las edades aunque con mas frecuencia a los
varones mayores de 30 afios y que se deberia sospechar esta infeccion en todos los

individuos con un cuadro febril sin localizacion.
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Abstract. Objectives: The aims of our study were: (i)
to know the seroprevalence of Coxiella burnetii in-
fection in the Canary Islands, (ii) to evaluate its epi-
demiologic features and (iii) to compare the rates of
seroprevalence using two different cut-offs (1:20 and
1:80) for the diagnosis of past infection. Methods: We
analysed a representative sample of the canarian
population. 662 sera were tested. For the detection of
IgG and IgM antibodies against C. burnetii phase II
antigens an immuofluorescence assay was used. The
serologic screening for IgG detection begun with a
1:20 dilution. A titer of IgG > 1:80 along with a
negative IgM were used as criteria for previous in-
fection. Results: At an IgG antibody titer against C.

burnetii of 1:80 as diagnostic for past infection, the
observed global seroprevalence was 21.5%. If the cut-
off used was 1:20, the observed prevalence increased
up to 35.8% (p =.0:001). Significantly different sero-
prevalence rates were obtained at these different cut-
offs when results were analysed for groups of age and
socioeconomic status, but not for either the island of
origin or for farmers. Conclusion: Our results strongly
suggest that Coxiella burnetii infection is endemic in
all the Canary Islands. Although it is more frequent
in males above 30 years old, it do affect people of all
ages, and thus it should be borne in mind in the face
of any acute febrile syndrome.

Key words: Canary Islands, Coxiella burnetii, Q fever, Seroprevalence

Introduction

Q fever is a worldwide zoonosis caused by Coxiella
burnetii. This microorganism can divide only intra-
cellularly, but is able to survive and spread in free-cell
media.

The Canary Islands form an archipelago of seven
islands situated in the Atlantic Ocean between 27°
and 29° north (Figure 1). At the beginning of the
seventies Q fever was first described in tourists who
had been spending their holidays in the islands [1].
Soon in the eighties, the Centro National de Micro-
biologia, Virologia e Immunologia Sanitarias at
Majadahonda, Madrid, first recorded the existence of
sera with significant titers of antibodies against
Coxiella burnetii received from Tenerife [2]. The first
native case from Lanzarote was reported in 1987 [3]
and the first series of 35 patients registered between
1986 and 1989 from La Palma was published shortly
after [4]. In the following years, four series from
Lanzarote [5], the northern area of Gran Canaria
island [6], Tenerife [7] and the southern area of Gran
Canaria [8] were published. A total of 170 cases of Q
fever have been reported in our community, most
commonly presenting as a febrile illness with liver

involvement. Only a few cases presented as pneu-
monia or endocarditis.

The first seroepidemiologic study on human Q fe-
ver in the Canary Islands was conducted in Lanzarote
in 1986 [9]. In this study, a 3% of the population had
IgG antibodies against C. burnetii, measured by
complement fixation technique (CF). In 1989, a
similar study was conducted in the same island,
showing an antibody rate close to 6% in the adult
population [10]. In 1991, a third study [5] involving
the whole population of Lanzarote through a repre-
sentative sample of 1.016 sera yielded a 10.9% rate by
CF and of 18.7% by an indirect immunofluorescence
assay (IFA). In Tenerife, on a sample of 308 human
sera, a 11.6% rate of IgG antibodies has been re-
ported by IFA [11]. However, a systematic study on
the seroprevalence of C. burnetii in the Canary Is-
lands as a whole has not been conducted till now.

The aims of our study were: (a) to know the sero-
prevalence of C. burnetii antibodies in the Canary
Islands, (b) to evaluate the epidemiology of the in-
fection in this area, and (c) to compare the rates of
seroprevalence by using two different cut-offs (IgG
titers > 1:20 and > 1:80 respectively) for the diag-
nosis of past infection.
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Figure 1. Prevalence of IgG antibodies against Coxiella burnetii in the Canary Islands (cut-off 1:30).

Material and methods
Characteristics of the geographic area

The area in this study included all the seven Canary
Islands. The estimated population in 1996 was
1,606,549 people (50.4% women, 49.6% men) giving
a population density of 219 people by km?. The dis-
tribution by age is as follows: (i) 20.6% below
16 years, (i) 27.7% between 16 and 30 years, (iii)
22.5% between 31 and 45 years, (iv) 18.7% between
46 and 65 years, and (v) older than 65 years 10.5%.
The two main islands (Gran Canaria and Tenerife)
account for 85.5% of the population.

Study method

We analysed a representative sample of the popula-
tion obtaining sera in coincidence with the 1998
National Survey on Nutrition [12], and preserving
them at —70 °C until testing. The study universe was
constituted by all the canarian population aged be-
tween 6 and 75 years old, every person at this age
range who was living and censed in the canarian
community towns was the base-population. The
sampling technique was two-step made, stratified by
habitat and randomized by conglomerates, the towns
being the sampling primary unit, and the people
censed in them being the last one. A total of 662 sera
were tested, 368 corresponding to women and 294 to
men.

For the detection of IgG and IgM antibodies
against C. burnetii phase II antigens a IFA was used
(bioMérieux, France). A titer of IgG > 1:80 along
with a negative IgM were used as criteria for previous
exposition, although the serologic screening for IgG
detection begun with a 1:20 dilution. Acute Q fever
was diagnosed if the titer of IgG were >1:320 and
IgM > 1:50.

We recorded the following epidemiologic data: age,
sex, profession or occupation, socioeconomic status
(low, medium, high), place (island, village) and type
of residence (rural: less than 10,000, semiurban: be-
tween 10,000 and 100,000 and urban: more than
100,000 people).

Statistical analyses

We used the SPSS statistic pack in its 10.0 version for
Windows. The statistics used were the z-student for
independent samples (differences among means and
proportions) and the y* (Chi-square) independence
test. A value for p < 0.05 was required for signifi-
cance.

Results

As reflected in Table 1, if we choose an IgG antibody
titer against C. burnetii of 1:80 as diagnostic proof
for past infection, the observed global seropreva-
lence was 21.5%. If the cut-off was 1:20, the ob-
served prevalence increased up to 35.8% (p = 0.001).
Significantly different seroprevalence rates were
obtained at these two different cut-offs when results
were analysed for groups of age or socioeconomic
status, but not for either the island of origin or for
farmers.

If we assumed a cut-off of 1:80 IgG titer, we ob-
served a significant positive correlation between sero-
prevalence rates and age, from 13.2% in children and
young below 16 to 28.1% in persons aged 45 or older
(» = 0.003). A clear inflexion point was observed at
30 years. Men showed a higher seroprevalence rate
25.2% vs. 18.5% (p = 0.047).

We found a higher seroprevalence rate in occupa-
tions related with farming (42.4%, p = 0.009). No
differences were observed when rates were compared



Table 1. Epidemiological features of the infection by
Coxiella burnetii in the Canary Islands

Titers >  Titers >  p value
1:80 (%)  1:20 (%)

Seroprevalence 21.5 35.8 0.001
Sex

Men 25.2 35.7 0.008

Women 18.5 359 0.001
Age (years)

16 13.2 24.8 0.027

16-30 11.9 22.9 0.049

3145 25.2 39.3 0.009

46-65 28.1 45.3 0.001

>65 24.6 42.0 0.047
Habitat

Rural 233 36.6 0.001

Semiurban 19.1 34.0 0.002

Urban 20.6 36.4 0.003
Socio-economic status:

Low 20.6 36.0 0.001

Medium 23.2 335 0.046

High 19.5 34.5 0.042
Farmers 424 51.5 0.624

for rural or urban type of residence, or for the so-
cioeconomic status.

The prevalence rates among the different Canary
Islands vary from 13.2% in Fuerteventura to 32.5%
in Lanzarote (Figure 1).

In six cases (0.9%) out of the 662 tested sera
samples, titers of IgG > 1:320 and IgM > 1:50 were
obtained, indicating acute or recent infection.

Discussion

Various clinical and epidemiological studies con-
ducted in our community indicate that Q fever is a
frequent disease in the Canary Islands. This has been
confirmed in the present study as we find a global
prevalence of IgG antibodies against Coxiella burnetii
of 21.5%. Seroprevalence rates significantly differ
depending on the chosen value for the IgG titer (1:20
or 1:80) as indicative for past infection. This fact, as
noted by other authors too [13, 14], raises the im-
portance of unifying the methodological criteria (se-
rologic techniques and cut-offs) to use in the different
studies to permit a more accurate comparison of
data.

Other studies conducted in Spain with similar
methodology (using IFA and an IgG cut-off at 1:80)
have found seroprevalence rates that vary according
to the geographic area, from 5.1% in Huelva (south-
west of the Iberian peninsula) [14] to 40.6% in Leon
(center-north) [15], with mid rates of 12.7% in Ma-
drid [16] and 20.8% in Soria (central and central-
northern areas, respectively) [17]. In the Basque
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Country (northern Iberian peninsula), using IFA and
a cut-off point of 1:20, a seroprevalence rate of 38.5%
was obtained, similar to that in our study [18].

Only 22.8% of the positive sera in our study had
IgG titers > 1:320. Some authors take these titers as
indicative of acute infection [13, 14]; however there
are insufficient data to support this assumption.

In a recent study from our hospital [8], the sero-
prevalence (IgG > 1:80) rate obtained on clinical
samples (sent by clinicians for C. burnetii serology
testing) was of 23.9%, similar to that detected in the
healthy people in our island. Similar results (18.7 and
18.0% respectively) have been reported from Lanza-
rote [5]. These results suggest that the seroprevalence
on clinical samples would actually be reflecting the
true global seroprevalence in that community.

When we analyse the seroprevalence according to
sex, we observe that it is higher for men (p = 0.004).
Some other studies find similar result while others,
like the one conducted in Salamanca [19] find a
similar seroprevalence for both sexes. Anyway, it
seems clear that these differences, at least in rural
areas, could be explained by occupational hazards.
So, in the study from Lanzarote [5], the global
prevalence was similar for both sexes, but when
comparing the results for adults, the rate was higher
for women, who in these areas are those mainly oc-
cupied in farming labours.

It is well known that Q fever tends to affect pre-
ferentially people in their third decade, and this result
is also obtained in our study.

Interestingly, 13.3% of young people (below
16 years old) had antibodies indicative of previous
infection by C. burnetii. This result differs from those
obtained in Soria and Huelva, with seroprevalence
rates for this population of 5.0 and 0.6% respectively
[14, 17], and suggests that Q fever should be ruled out
in children with a febrile illness in our community. Of
note, a study from Japan [20] found that 32.7% of
cases of flu-like illnesses in children were due to acute
C. burnetii infection.

The seroprevalence rates in our study were higher
for farmers (42.4%). However, the rates were similar
when comparing rates for urban, semiurban or rural
areas.

In high prevalence areas, like our islands seems to
be, the finding of antibodies of the IgM class against
Coxiella burnetii is uncommon in the general popu-
lation. So, only 0.9% of the sera had titers indicative
of acute infection. Somewhat lower prevalence rates
have been obtained from the Basque Country (0.3%)
[18]. This low rates suggest that the presence of IgG
titers > 1:320 plus positive IgM titers could indeed be
accepted as diagnostic for acute Q fever provided a
compatible clinical context.

In summary, our results strongly suggest that
Coxiella burnetii infection is endemic in all the seven
Canary Islands. Although it is more frequent in males
above 30 years old, it can affect people from all ages,
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and thus it should be borne in mind in the setting of

any

febrile, clinically compatible syndrome.
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OE 3.2. Seroprevalencia de la infeccion por Rickettsia typhi y R. conorii en las
islas Canarias (Espafia)

Tras la deteccion de casos clinicos de tifus murino se planted realizar un estudio
de seroprevalencia para:

e Conocer la seroprevalencia de la infeccion por Rickettsia typhi y Rickettsia
conorii en las Islas Canarias.

¢ Evaluar las caracteristicas epidemiolégicas asociadas a ambas infecciones.

Para ello se analizé6 una muestra representativa de la poblaciéon canaria,
compuesta por 662 individuos. Para la deteccién de anticuerpos de clase IgG frente a
Rickettsia typhi y R. conorii se empled una inmunofluorescencia indirecta, comenzado
a una dilucién 1/40.

La seroprevalencia global observada fue del 3,9% frente a R. typhi y del 4,4%
frente a R. conorii. La seroprevalencia mas alta frente a R. typhi correspondid a los
individuos residentes en la Gomera (19,1%) y las mas baja la de los individuos
residentes en Gran Canaria (1,5%). Frente a R. conorii la seroprevalencia mas alta
corresponde a los habitantes de la isla de El Hierro (9,7%) y la mas baja a los residentes
en Lanzarote ( no existen individuos con serologia positiva).

La seroprevalencia fue similar en ambos sexos y se demostraron resultados
positivos en todos los grupos de edad , aunque con un porcentaje mayor en los
mayores de 46 afios.

La seroprevalencia frente a Rickettsia typhi fue mas prevalente en areas rurales
y en los individuos dedicados a labores de agricultura y ganaderia.

A pesar de que ambas especies de rickettsia comparten antigenos comunes por
lo que las técnicas seroldgicas pueden dar resultados falsos positivos, en esta muestra
solo se encontraron tres individuos con ambos resultados positivos.

Concluimos que asi aunque existen casos clinicos de infeccién por Rickettsia
typhi, no se han diagnosticado casos autdctonos de infecciones por R. conorii. Por ello,
sospechamos que deben existir otras rickettsias del grupo de las fiebres exantematicas

gue estén produciendo infecciones en individuos residentes en estas islas.
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Objective: The aim of this work was to evaluate the prevalence of past infection due to Rickettsia typhi and
Rickettsia conorii in the Canary Islands (Spain).

Methods: A representative sample of the population of the seven islands, formed of 662 people aged
between 5 and 75 years (368 females, 294 males), was analyzed. Epidemiological data were obtained by
direct survey. The detection of serum IgG antibodies against both microorganisms was based on an
indirect immunofluorescence test, considered positive if the titers were >1/80.

Results: Of the analyzed population 3.9% had IgG antibodies against R. typhi and 4.4% against R. conorii. Out
of these positive samples, only three were positive for both species. The seroprevalence was similar in both
sexes. Positive results were found in all age groups, but a higher rate was noticed in those aged 46 years and
older (p < 0.05). R. typhi was found to be more prevalent in rural areas of all islands, as well as in farmers.
Conclusions: Our results confirm the presence of antibodies against the causative agents of murine
typhus and Mediterranean spotted fever in the Canary Islands. Indirect data suggest that the detection of

antibodies to R. conorii might be due to a cross-reaction between these species.
© 2011 International Society for Infectious Diseases. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Infections caused by different species of the genus Rickettsia are
a broad group of zoonoses with a worldwide distribution.
However, depending on the species and the vectors involved in
their transmission, the incidence of these infections varies
significantly in different geographical areas.

Murine or endemic typhus is a zoonosis caused by Rickettsia
typhi.! The classic biological cycle of R. typhi infection includes rats
(Rattus rattus and Rattus norvegicus) as a reservoir and the oriental
rat flea (Xenopsylla cheopis) as a vector. The usual way of
transmission is percutaneous inoculation of the microorganisms
present in flea feces. However, this classic cycle seems to have been
replaced in some regions by the peri-domestic animal cycle (urban
and suburban outbreaks) involving cats, dogs, opossums and their
fleas (Ctenocephalides felis?). Inhalation of desiccated flea feces has
also been described as an additional mechanism of transmission.>

* Corresponding author. Tel.: +34 928 451455; fax: +34 928 451413.
E-mail address: jlperez@dcmq.ulpgc.es (J.-L. Pérez-Arellano).

The disease usually presents as an acute febrile illness (7-28 days
of duration) associated with headache and a skin rash.* Its
distribution is worldwide, with endemic areas in the southern
areas of the USA, South America, Australia, Southeast Asia, and
Southern Europe.>® The disease also occurs in Spain, as some
reports of sporadic cases’!? and a few clinical series'> ' have
shown. In addition, some epidemiological studies in central,!”-'8
northeastern,!® and southern?°-22 Spain have shown a seropreva-
lence of R. typhi ranging between 3.8% and 18%.

Mediterranean spotted fever caused by Rickettsia conorii is
endemic in some areas of Spain'”?* and other Mediterranean
countries, as well as in different areas of Asia and Africa. The
disease is transmitted to humans by the bite of the brown dog tick,
Rhipicephalus sanguineus, and usually manifests itself as a febrile
illness with headaches, arthromyalgia, skin rash, and a character-
istic black eschar (‘tache noire’) at the inoculation site.

Data on the seroprevalence of antibodies against the causative
agents of both infections in the Spanish population are scarce, and
no such study has ever been conducted in the Canary Islands. The
aim of our study was to analyze the seroprevalence and
epidemiology of R. typhi and R. conorii in the Canary Islands.

1201-9712/$36.00 - see front matter © 2011 International Society for Infectious Diseases. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

doi:10.1016/j.ijid.2011.03.019
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2. Subjects and methods
2.1. Characteristics of the geographic area

The Canary Islands are an archipelago of seven islands of
volcanic origin in the Atlantic Ocean, located around latitude 27°-
29° North and 14°-18° West. There are great differences between
the islands with regard to their size and altitude (between 600 and
3700 m), which determine a great climate variability. The presence
of trade winds and the actual relief of the islands of Fuerteventura
and Lanzarote result in an arid climate, whereas the rest of the
islands have different ecosystems.

The area in this study comprised the seven Canary Islands. The
estimated population in 1996 was 1 606 549 people (50.4% female,
49.6% male), resulting in a population density of 219 people per
square kilometer. The distribution by age was as follows: 20.6%

M. Bolarios-Rivero et al./International Journal of Infectious Diseases 15 (2011) e481-e485

younger than 16 years; 27.7% between 16 and 30 years; 22.5%
between 31 and 45 years; 18.7% between 46 and 65 years; and
10.5% older than 65 years. The two main islands, Gran Canaria and
Tenerife, account for 85.5% of the population.

2.2. Study method

We analyzed a representative sample of the population by
obtaining sera associated with the 1998 National Survey on
Nutrition?* and preserving it at —70°C until testing was
performed. Informed consent was obtained from each subject,
so that the serum could be used for our study. The study universe
was constituted of the entire population aged between 5 and 75
years. The base population comprised every single person
registered in the census. A two-stage sampling by conglomerates
was performed, with the municipality (county) being the primary

Table 1

Cases of positive IgG titers (>1/80) for Rickettsia typhi and/or Rickettsia conorii obtained from a representative sample (N = 662) of the general population on the Canary Islands

(Spain)
Case Age (years) Sex (M/F) Island R. typhi (1gG) R. conorii (IgG)
1 58 M La Gomera 1/2560 <1/40
2 61 F La Palma 1/2560 <1/40
3 46 F Lanzarote 1/640 <1/40
4 61 F Tenerife 1/640 <1/40
5 58 M La Gomera 1/640 <1/40
6 39 F La Gomera 1/640 <1/40
7 54 M Tenerife 1/640 <1/40
8 68 F Gran Canaria 1/320 <1/40
9 21 M Tenerife 1/320 1/80
10 74 M La Palma 1/320 <1/40
11 15 F El Hierro 1/320 <1/40
12 70 M La Palma 1/320 <1/40
13 64 F La Gomera 1/320 <1/40
14 58 M Fuerteventura 1/160 <1/40
15 40 F La Gomera 1/160 <1/40
16 57 F La Gomera 1/160 <1/40
17 15 F El Hierro 1/160 1/80
18 75 F El Hierro 1/160 <1/40
19 14 F Gran Canaria 1/80 1/80
20 35 F Gran Canaria 1/80 <1/40
21 63 M Tenerife 1/80 <1/40
22 74 M La Gomera 1/80 <1/40
23 55 M La Gomera 1/80 <1/40
24 75 M El Hierro 1/80 <1/40
25 20 M La Gomera 1/80 <1/40
26 58 M Gran Canaria 1/80 <1/40
27 65 M Fuerteventura <1/40 1/160
28 59 M Gran Canaria <1/40 1/80
29 69 M Gran Canaria <1/40 1/80
30 68 M Gran Canaria <1/40 1/160
31 47 F Gran Canaria <1/40 1/80
32 55 M Tenerife <1/40 1/80
33 63 M Tenerife <1/40 1/160
34 62 M La Gomera <1/40 1/80
35 8 F La Palma <1/40 1/80
36 54 F La Palma <1/40 1/80
37 69 F La Palma <1/40 1/160
38 8 M El Hierro <1/40 1/80
39 51 F Tenerife <1/40 1/80
40 59 M Tenerife <1/40 1/160
41 69 M Tenerife <1/40 1/80
42 14 F Tenerife <1/40 1/160
43 44 F Gran Canaria <1/40 1/80
44 53 F Tenerife <1/40 1/320
45 64 F Fuerteventura <1/40 1/80
46 63 F Gran Canaria <1/40 1/80
47 61 F Gran Canaria <1/40 1/80
48 44 M Gran Canaria <1/40 1/80
49 63 M El Hierro <1/40 1/80
50 31 M Gran Canaria <1/40 1/80
51 26 M Gran Canaria <1/40 1/80
52 66 M Gran Canaria <1/40 1/80

IgG, immunoglobulin G; M, male; F, female.
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unit of the sampling and the individuals registered in it, the
secondary unit. A total of 662 sera were tested, 368 from females
and 294 from males.

The following epidemiological data were recorded for each
person: age, sex, profession or occupation, socioeconomic status
(low, medium, high), and place (village, island) and type of
residence (rural: <10 000 inhabitants, semi-urban: between 10
000 and 100 000, and urban: >100 000 inhabitants).

2.3. Serological technique

Human serum samples were evaluated by indirect immunoflu-
orescence assay (IFA) with commercially available antigens for R.
typhi and R. conorii (Rickettsia mooseri- Spot IF, Rickettsia conorii-
Spot IF, BioMérieux, Marcy I'Etoile, France). The antigens were
obtained from cultures on Vero cells and then fixed on the slides.
Titers of immunoglobulin G (IgG) >1/80 were considered positive
(indicative of past infection). We also evaluated the presence of
immunoglobulin M (IgM) antibodies against both species of
Rickettsia. According to the manufacturer’s specifications, the
sensitivity and specificity of these tests are over 90% for both
antigens.

2.4. Statistical analysis

Biostatistical analysis was performed using SPSS version 10.0
for Windows statistical package (SPSS, Chicago, IL, USA). The Chi-
square test was performed to establish associations between the
different variables taken into consideration and the Student’s t-test
for the average comparison of normal values. A p-value of <0.05
was considered significant.

3. Results

The seroprevalence (IgG) of R. typhi infection was 3.9% (26
positive samples) and the seroprevalence (IgG) of R. conorii
infection was 4.4% (29 positive samples). The highest titer of
antibodies found against R. conorii was 1/320 (only one sample),
while seven positive samples for R. typhi presented higher titers,
two of them reaching a value of 1/2560 (Table 1). Only three serum
samples had antibodies against both rickettsial species. In these

Canary Islands

La Palma

12 5/9.7

Tenerife

La Gomera Gran Canaria
El Hierro
2 1/4.1 2.3/4. 3
1.5/4.6

Table 2

Epidemiological data for subjects with serological evidence of past infection due to
Rickettsia typhi and/or Rickettsia conorii. Data are expressed as number (n) and
percentage (%) of positive cases.

IgG against R. typhi IgG against R

>1:80 conorii >1:80
n % n %

Sex

Male 14 53.8 16 55.2

Female 12 46.2 13 44.8
Age (years)

<16 3 115 5 17.2

16-30 2 7.7 2 6.9

31-45 3 115 3 10.3

46-65 12 46.2 14 48.3

>65 6 23.1 5 17.2
Residence

Rural 14 53.8 9 31.0

Semi-urban 6 23.1 7 24.1

Urban 6 23.1 13 44.8
Socioeconomic status

High 6 23.1 9 31.0

Medium 12 46.2 11 379

Low 8 30.7 9 31.0
Island

Gran Canaria 4 154 12 414

Fuerteventura 1 3.8 2 6.9

Lanzarote 1 3.8 0 0

Tenerife 4 154 8 27.6

La Palma 3 115 3 103

La Gomera 9 34.6 1 3.4

El Hierro 4 154 3 103

IgG, immunoglobulin G.

samples the titers against R. conorii reached a value of 1/80, while
those against R. typhi were: 1/80, 1/160, and 1/320 in each case.
None of the 662 subjects studied had IgM antibodies against both
species of Rickettsia.

Seroprevalence rates for both diseases in relation to sex, age,
type of residency, socioeconomic status, and occupation are shown
in Table 2. The rates were similar for males and females. Positive
titers were found in all age groups, but were significantly higher in
people aged 46 years or older (p < 0.05). In terms of residence
pattern, the seroprevalence of murine typhus was higher in rural

Lanzarote

2 3/0.0
Fuerteventura

Figure 1. Seropositivity rates for Rickettsia typhi/Rickettsia conorii on each of the seven Canary Islands, expressed as percentages.
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than in urban areas (53.8% vs. 23.1%; p < 0.05). On the other hand,
positive immunofluorescent antibody test results for R. conorii
were more prevalent in urban than in rural areas (44.8% vs. 31.0%),
although this difference was not statistically significant. In terms of
professional occupation, an association with farming was found
only for R. typhi (11.9%; p < 0.05).

The geographical distribution (Figure 1) shows that R. typhi is
present on all seven Canary Islands, with the highest prevalence
rates being on the islands of El Hierro and La Gomera (12.5% and
19.1%; p < 0.05). Positive titers against R. conorii were not found in
individuals from the island of Lanzarote, but were found from the
other six islands, with the highest rate being on El Hierro (9.7%).

4. Discussion

Mediterranean spotted fever is a well-known disease in Spain;
some endemic areas exist, and cases are clustered in the spring and
summer. However, murine typhus, very frequent after the Spanish
Civil War in the 1940 s, has became a virtually forgotten disease in
the last decades. Information on the prevalence and geographical
distribution of these two infections is scarce and extrapolated from
clinical series.

As opposed to Mediterranean spotted fever, murine typhus is
not considered endemic in any Spanish region, and data on the
seroprevalence in the healthy population are even scarcer. In our
study, we found that 3.9% of the studied subjects had titers equal to
or greater than 1/80 against R. typhi and 4.4% subjects were
seropositive for R. conorii. Although a similar seropositivity could
be interpreted as a cross-reaction between R. typhi and R.
conorii,'”*325 the analysis of the positive cases (Table 1) makes
this interpretation unlikely. In fact, antibodies to both species of
rickettsiae were only detected in three subjects, and at low titers.
In addition, samples with higher titers against R. typhi were
negative for R. conorii.

The seroprevalence to R. typhi in the Canary Islands (3.9%) is
notably lower than that recorded by Ruiz-Beltran et al.!” in
Salamanca (northwest region of the Spanish Iberian peninsula;
12.8%), but higher than that reported by Garcia-Curiel et al.
(1984)?! in Seville (southwest Spain; 0.6-2% for people aged >10
years). Interestingly, no clinical cases of murine typhus have
been reported in Salamanca and, conversely, the largest series in
Spain has been published in Seville, with 104 cases being
reported in 17 years, accounting for 6.7% of all patients admitted
to the hospital with fever of an intermediate duration in that
area.'In the previously mentioned study performed in Sala-
manca,'” there were no statistically significant differences
observed concerning the seropositivity with regard to age, sex,
habitat, geographic area, or occupation. Our data present several
differences, mainly in terms of geographical distribution,
occupation, and age. Thus, the presence of antibodies against
R. typhi was associated with a rural residence and farming. In
addition, the seropositivity was higher as the age of the studied
individuals increased. However, the rate in children under 16
years of age was 2.3%. Data reported from several studies suggest
that children are equally susceptible to infection, but diagnosis is
frequently missed.26-28

Until recently, the description of cases of murine typhus from
the Canary Islands was anecdotal.’> However in recent years, two
series of cases have been published in Tenerife!> and Gran
Canaria.'® Moreover, in this last series, the patients showed some
clinical differences (i.e., renal involvement) in comparison to those
reported in other geographical areas.

With regard to the presence of antibodies against R. conorii in
the Canary Islands, we found an overall prevalence of 4.4%. This
rate is lower than those reported from other Spanish regions in
which the disease is endemic.'”-?!2° However, some areas that are

not considered endemic such as the province of Soria,*® show a
prevalence rate similar to ours.

An important aspect to note is that while autochthonous cases
of murine typhus have been described from the Canary Islands, no
case of Mediterranean spotted fever has yet been reported.
Although the seroprevalence rate and the IgG titers are low, there
is the suspicion of a possible cross-reaction between R. conorii and
other spotted fever group rickettsiae (mainly Rickettsia felis and
Rickettsia massiliae).3! In fact for R. felis, a flea-transmitted
Rickettsia causing a murine typhus-like illness: (1) it can be
transmitted by the same vectors,3? (2) the cross-reactivity with
spotted fever group rickettsiae has been demonstrated,?! and (3)
several cases of human infection by R. felis have been recorded in
the Canary Islands.>®> Moreover, Fernindez de Mera et al.
described the finding of R. massiliae in Rhipicephalus pusillus ticks
from Gran Canaria,®* a Rickettsia that has been recognized as a
human tick-borne spotted fever group Rickettsia.3> Therefore, we
do think that the detection of antibodies against R. conorii
represents a cross-reaction against other rickettsiae of the spotted
fever group.

Finally, when analyzing the distribution of cases with
antibodies to R. conorii, the highest prevalence was observed in
urban areas, a fact reported previously in France3® and in our
country as well.>” This change in the epidemiological pattern of the
infection consists of a shift from rural towards urban.

In summary, our results confirm the presence of antibodies
against the agents of murine typhus and Mediterranean spotted
fever in the Canary Islands. Taking into account that no
autochthonous cases of Mediterranean spotted fever have been
reported from the Canary Islands and the description by our group
of other species of Rickettsia (R. felis, R. massiliae), it is possible that
the detection of antibodies to R. conorii represents a cross-reaction
between these species.
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OE. 4.1. Seroprevalencia de la infeccion por Coxiella burnetii en rumiantes
domésticos en la isla de Gran Canaria.

Dentro del ciclo de la infeccién por Coxiella burnetii, el ganado constituye el
primer reservorio de la infeccidén, por lo que se decididé estudiar la prevalencia de la
infeccién en los rumiantes domésticos.

Para determinar el tamano muestral y las zonas de muestreo se realizé una
actualizacion de la informacidn a través del censo ganadero, de las zonas geoclimaticas
y de la distribucién del ganado.

Para un nivel de confianza del 95%, con un 5% de precisidén absoluta deseada y
una prevalencia esperada del 10% en bovinos, del 30% en ovinos y del 50% en
caprinos, el tamafio muestral fue de 1294 animales, distribuidos asi: i) 733 ganado
caprino, ii) 369 ganado ovino vy iii) 147 ganado bovino.

La distribucion de las zonas de muestreo se representa en la siguiente figura:

® Caprino
W Ovino
A Bovino

La sangre se obtuvo a través de la vena yugular, se centrifugd y se guardé a 42 C
hasta su analisis. Para la determinacién de anticuerpos frente a Coxiella burnetii se
realizé una técnica de ELISA (Q fever Ruminants Serum , LS|, Lissieu, Francia), siguiendo
las recomendaciones del fabricantes.

La seroprevalencia global obtenida fue del 46,1% , detectdndose una mayor
prevalencia en el ganado caprino (60,4%), en relacion con el ganado ovino (31,2%) y

bovino (12,2 % ).
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Summary

Coxiella burnetii is the causative agent of Q fever, a zoonosis with worldwide
occurrence. In the Canary Islands, the overall seroprevalence in humans has
been estimated to be 21.5%. Gran Canaria island concentrates the highest
ruminant population in the archipelago and the prevalence of the human infec-
tion is 23.5%. To evaluate the seroprevalence in livestock and the affected areas
in Gran Canaria island, a total of 1249 ruminants were randomly selected for
this study (733 goats, 369 sheep and 147 cattle). The samples were evaluated
using an indirect ELISA Kit. The results showed seroprevalences of 60.4%,
31.7% and 12.2% in goats, sheep and cattle, respectively. Based on these
results, Q fever could be considered as endemic in Gran Canaria island. Sani-
tary measures should be taken at the farm level to minimize the risk of expo-

sure of C. burnetii to humans.

Introduction

Coxiella burnetii, an obligate intracellular pathogen, is the
causative agent of Q fever, a zoonosis with worldwide
occurrence (OIE, 2008). The reservoir of this bacterium is
extensive and includes arthropods (mainly ticks) as well
as many wild and domestic mammals and birds (Sawyer
et al., 1987). With 170 patients reported in all Canary
Islands until 2002, the overall seroprevalence in human
population is estimated to be 21.5% (Bolanos et al.,
2003). Gran Canaria island, which concentrates the high-
est livestock census in the Archipelago, showed also one
of the highest seroprevalences (23.5%). However, there is
no information about Coxiella burnetii infection in live-
stock in the islands. The purpose of this work was to
assess the seroprevalence in ruminant species in Gran
Canaria to devise sanitary measures in the farms to avoid
contact of the population with the bacteria.

Materials and Methods

A total of 1249 ruminants (733 goats, 369 sheep and 147
cattle) belonging to different ecosystems of Gran Canaria

island were randomly selected for this study. The sample
size was considered at 95% level of confidence, 5% of
desired absolute precision and expected prevalence of
10% for cattle, 30% for sheep and 50% for goats. Blood
samples were obtained from the jugular vein, sera were
obtained by centrifugation at 1.800 g for 10 min and kept
at 2-8°C until their analysis. An indirect ELISA Kit was
used (Q fever Ruminants Serum; LSI, Lissieu-France) and
determinations were performed according to the manu-
facturer’s recommendations.

Results and Discussion

The overall seroprevalence obtained was 34.7% (60.4%,
31.7% and 12.2% in goats, sheep and cattle, respectively).
The most affected areas in the island were those in which
small ruminants, particularly goats, were raised (South
and East of the island), while the North area, in which
cattle are concentrated, showed the lowest prevalence.
Based on these results, Q fever could be considered as
endemic in Gran Canaria island. Cattle, sheep and goats
are the primary reservoirs of C. burnetii, but usually clini-
cal signs are not observed except abortions and reproduc-

66 © 2010 Blackwell Verlag GmbH e Transboundary and Emerging Diseases. 57 (2010) 66-67
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tive disorders (Lang, 1990). Q fever in humans is princi-
pally transmitted by the respiratory route, by inhalation
of desiccated aerosol particles, and through contact with
infected animals and their reproductive tissues (OIE,
2008). Q fever outbreaks have resulted mainly from occu-
pational exposure involving veterinarians, meat processing
plant workers, sheep and dairy workers, livestock farmers,
and researchers at facilities housing sheep (CDC, 2009).
Sanitary measures should be taken at any facility to mini-
mize the risk of exposure of Coxiella burnetii to humans.
Finally, it is important to remember that Coxiella burnetii
is a highly infectious agent that is rather resistant to heat
and drying. This agent could be developed for use in bio-
logical warfare and is considered a potential terrorist
threat (CDC, 2009).
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OE. 4.2. Estudio de la infeccion por Coxiella burnetii y Rickettsia spp en

garrapatas y animales silvestres en Gran Canaria.

Tanto Coxiella burnetii, el agente causal de la fiebre Q, como diferentes
especies de Rickettsia, son patégenos bacterianos que pueden ser transmitidos por
garrapatas.

Aunque se han descrito muchos casos de fiebre Q y tifus murino en Canarias,
los estudios epidemioldgicos del ciclo silvestre de estas infecciones son escasos.

El objetivo de este trabajo fue la evaluacion del ciclo de C. burnetii y Rickettsia
spp en Gran Canaria en micromamiferos y garrapatas.

Durante tres afios se capturaron 229 pequefios mamiferos y se obtuvieron
1741 garrapatas.

Globalmente, Hyalomma lusitanicum fue la principal especie de garrapata
detectada en la vegetacidn, establecimientos ganaderos y animales silvestres, mientras
gue Rhipicephalus sanguineus fue la principal especie de garrapata obtenida de perros
domeésticos.

Globalmente, la prevalencia de infeccién por Coxiella burnetii encontrada
garrapatas fue del 6,8%. Existian diferencias significativas dependiendo del dmbito de
estudio y del tipo de garrapatas estudiadas. Asi, en ninguna de las garrapatas de la
vegetacion se detectd material genético de Coxiella burnetii. Sin embargo, la
prevalencia de infeccion fue elevada en garrapatas obtenidas en establecimientos
ganaderos.

Por otro lado, observamos la presencia de infeccién por Rickettsia spp en un
elevado tanto por ciento de micromamiferos (roedores) (24%) y de garrapatas (23%).
En garrapatas, la infeccion por Rickettsia era mayor en las garrapatas adheridas a
animales con respecto a las presentes en la vegetacion.

Estos resultados sugieren que en Canarias, el ciclo de Coxiella burnetii es
principalmente peridoméstico, mas que silvestre. Por otro lado, los micromamiferos
constituyen un importante reservorio de Rickettsia spp en nuestra darea y las

garrapatas desempeiian un papel importante en la transmisién a humanos y animales.
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Abstract

Coxiella burnetii, the causative agent of Q fever, and Rickettsia spp. are bacterial pathogens
that can be transmitted by ticks. Despite the presence of numerous human cases of Q fever and
murinus typhus on the Canary Islands, epidemiological information available is very limited. The
aim of this study was to investigate the wild cycle of C. burnetii and Rickettsia spp in Gran Canaria
(Spain), in wild animals and ticks A total of 229 small mammals were captured and 1741 ticks were
collected during the 3-year study. Globally, Hyalomma lusitanicum was the main species identified
in vegetation, livestock and wildlife while Rhipicephalus sanguineus was the main tick in domestic
animals. Overall, the prevalence of infection by Coxiella burnetii found in ticks was 6.8%. There
was differences between settings and tick species analyzed. In none of the questing ticks obtained
from vegetation the presence of Coxiella burnetii genetic material was detected. However, the
prevalence of infection was high in ticks obtained on livestock farms. We found the presence of
Rickettsia spp DNA in a high percentage of small rodents assessed (24%), while Rickettsia spp.
DNA was detected in 23.0% of ticks. The infection prevalence was higher in feeding ticks and
lesser in questing ticks.

These results suggest that on the Canary Islands, C. burnetii developed in a peridomestic
cycle rather than in a wild cycle. Moreover, our data suggest that micromammals are an important
reservoir of Rickettsia spp in our area and that ticks play an important role in the transmission of

these infections to humans and mammals.
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Introduction

Arthropod-borne diseases are a major health problem in most European countries (Parola et
Raoult, 2001). Specifically on the Canary Islands, a significant number of clinical cases of Q fever
( Coxiella burnetii infection) and murine typhus (associated with Rickettsia typhi and R. felis) has
been reported (Bolafios et al, 2003; Hernandez-Cabrera et al, 2004; Pérez Arellano et al, 2005).
Furthermore, epidemiological studies have revealed a high seroprevalence of antibodies in humans
caused by these microorganisms on the Canary Islands (Bolafios et al, 2003b; Bolafios-Rivero et
al 2011).

In the epidemiology of Q fever it is important to distinguish three types of reservoirs and / or
sources of infection (Parker el al, 2006). Firstly, domestic or peri-domestic animals, (goats, sheep
and cattle), and to a lesser extent cats and dogs are the main source of infection. A second reservoir
is formed by wild animals, especially small mammals, although occasionally also birds, reptiles,
amphibians and fishes. Finally, various types of ticks are a major reservoirs for Coxiella burnetii.
The interaction between humans and the three reservoirs takes two different patterns, though linked:
the “wild cycle” and the “domestic cycle”. In the wild cycle, infection of wild animals and ticks are
the key elements while in the domestic cycle is the interaction between humans and livestock.

Murine typhus is a disease classically related to infection by R. typhi which naturally
remains between host mammals (rats of the species Rattus rattus and Rattus norvegicus and
humans) and vectors (fleas of the species Xenopsylla cheopis ) (Civen and Ngo, 2008). However ,
the current life cycle includes new reservoirs (i.e . dogs or cats), new vectors ( i.e Ctenocephalides
felis) and new species of Rickettsia (i.e. R. felis) (Hernandez-Cabrera et al, 2004; Pérez Arellano
et al, 2005).

On the Canary Islands, specifically on Gran Canaria, our group has reported the highest
prevalence of Coxiella burnetii infection in ruminants, especially in goats (Rodriguez et al, 2010).

However, information about the wild cycle of Coxiella burnetii or R typhi is currently unknown.



Thus, the aim of this study was to investigate the wild cycle of C. burnetii and Rickettsia spp
on Gran Canaria (Spain), in wild animals and ticks (from wild animals, questing ticks, livestock

ticks and domestic animals).
Materials and Methods

Study site

The Canary Islands are an archipelago of seven islands of volcanic origin in the Atlantic
Ocean, located around latitude 27°— 29° North and 14°-18° West (Figure 1a). The presence of trade
winds and the actual relief of the islands of Fuerteventura and Lanzarote result in an arid climate,
whereas the rest of the islands have different ecosystems. Specifically, on Gran Canaria island four
climatic areas were selected according to botanic and land vegetation, anual rainfall, land use
altitude and temperature. These areas were i) The coastal area of southeast, south and southwest
with dry desert soil. ii) The northern part with dry steppe climate iii) The central area with
temperate climate with dry and cool summers iv) between both a temperate climate with warm and
dry summer (Figure 1b).

Wildlife sampling

Sample collection was conducted from January 2006 to December 2008. Two different
animals were sampled: small rodents (Mus musculus, Rattus norvegicus and R. rattus) and
lagomorphs (Oryctolagus cuniculus). Small rodents were captured using traps INRA traps (5 cm X
5 cm x 15 cm, BTS Mechanique, Besangon, Francia), in the vicinity of farms. Geographic
coordinates of sampling sites were recorded in order to localize possible foci of C. burnetii
infection. Feeding ticks were removed and specimens were transported to the laboratory. A
complete necropsy was performed and blood and tissue samples (spleen and/or liver) were stored at
-20 °C before being processed for PCR analysis. Lagomorph species were sampled during the
hunting season (August to November, 2007 and 2008). Whenever possible, animals were subjected

to a detailed external examination for tick collection. Feeding ticks were removed and specimens



were examined and sampled outdoors.

Tick collection and identification

Ticks were collected from four different settings from January 2006 to December 2008: i)
questing ticks from the vegetation. ii) feeding ticks from wildlife animals (small mammals,
lagomorphs and selvatic animals from the Center Recovery Wild Fauna of Gran Canaria) iii)
feeding ticks from ruminants in previously identified livestocks (Rodriguez et al, 2010) and iv)
feeding ticks from domestic dogs. Questing adult thicks were collected by 31 samplings during the
three years of the study in the areas showed in figure 2. Ticks (adults, nymphs, and larvae) were
collected from the vegetation by the blanket-dragging method (Sonenshine, 1993). Briefly, a 2 x
1.6-m white blanket was dragged for 30 minutes, and ticks attached to the blanket were collected
every 5 minutes. Ticks feeding on domestic, livestocks or wild animals were manually collected.
Ticks were counted and identified using taxonomic keys (Gil-Collado et al, 1979; Manilla, 1998),
and stored at -80 °C until subsequent DNA purification.

DNA extraction and polymerase chain reaction assays.

Briefly, genomic DNA from tissue samples from wild animals was obtained by extraction
kit QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen , Hilden , Germany) following the manufacturer's instructions.
In the liver samples it was processed as maximum 25 mg tissue and in spleen samples not more
than 10 mg. For DNA extraction, 70%-ethanol-disinfected ticks were individually crushed and
processed with the QiAamp DNA mini kit after treatment with a proteinase K solution (Qiagen,
Hilden, Alemania) at 56°C overnight. DNASs obtained and resuspended in 100 pl of elution buffer
were stored at — 202 until further use. DNA extracted, about 100-300 ng, as measured with a
NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (NanoDrop Technologies, DE), were subjected to two
PCR amplifications, one for the detection of C. burnetii (transposase gene in insertion element
IS1111) and a second for Rickettsia spp (23S-5S intergenic spacer) using PCR protocols previously

described (Berri et al 2000; Jado et al 2006). Prevention of cross-contamination and false-



positives was managed using plugged tips, setting PCR reactions in a separate room from that used
for post-PCR analysis, and including a negative (water) control in each run.

Ethical isssues

Animal experimentation meets the International Guiding Principles for Biomedical Research
Involving Animals as issued by the Council for the International Organizations of Medical

Sciences.
Results

C. burnetii and Rickettsia spp DNA in wildlife tissues

A total of 229 small mammals were captured during the time of the study (61 Rattus
novergicus, 15 Rattus rattus, 24 Mus musculus and 129 Oryctolagus cuniculus). Blood and tissue
samples (liver and spleen) were analyzed by PCR (Table ). Due to technical reasons we are
unable to evaluate Rickettsia spp DNA in rabbit samples.

Tick collection

A total of 1735 ticks were collected during the 3-year study. Detection of ticks in four
different settings is expressed in Table Il. The four main species identified were Hyalomma
lusitanicum, Rhipicephalus pusillus, Rhipicephalus turanicus and Rhipicephalus sanguineus.
Globally, Hyalomma lusitanicum was the main species identified in vegetation, livestock and
wildlife while Rhipicephalus sanguineus was the main tick in domestic animals. A total of 26
selvatic animals were studied: 10 hedgehogs (Atelerix algirus), 14 birds (7 Burhinus oeclicnemus, 3
Falco tinnunculus, 1 Falco pelegrinoides, 1 Buteo buteo , 1 Chlamydotis undulata and 1 Columba
junoniae) and two reptile species (Gallotia atlantica and Testudo graeca). Although the samples
were taken in the four seasons, in the coldest months (November to January) no ticks were
collected.

C. burnetii and Rickettsia spp DNA in ticks

The number of ticks studied and the detection of genetic material of C. burnetii and



Rickettsia spp in each group is shown in Table I11.

Overall, the prevalence of infection by Coxiella burnetii found in ticks was 6.8%. There was
differences between settings and tick species analyzed. In none of the questing ticks obtained from
vegetation the presence of genetic material of Coxiella burnetii was detected. However, the
prevalence of infection was considered high in ticks obtained on livestock farms (11.3%), domestic
dogs (6.9%) and wildlife animals (6%). The highest prevalence of infection was observed in R.
turanicus followed by H. lusitanicum and R sanguineus. None of the specimens of R. pusillus were
found to be infected.

Rickettsia spp. DNA was detected in 23.0% of ticks. The prevalence of infection was higher
in feeding ticks [especially those obtained from domestic dogs (30.8%)] and lesser in questing ticks

(11.8%). All species of ticks harboured genetic material from Rickettsia spp.

Discussion

Most Q fever infections result from inhalation of infectious aerosol particles and humans
rarely acquire disease through tick bites (Parker et al, 2006). On the other hand, the two main
Rickettsia species of murine typhus have a different transmission pattern: R. typhi (typhus group)
through the flea bites or inhalation of contaminated flea feces and R. felis (spotted fever group)
through tick bites. In Spain there is scarce information about the role of small mammals and ticks
questing or feeding in the Coxiella burnetii and Rickettsia spp wild cycle. In the particular case of
the Canary Islands, that information was unknown.

The first observation of interest of our study is the difference between tick species obtained
on Gran Canaria and other obtained in different areas of Spain or -other European countries. The
results presented here represent the first systematic study of tick abundance and tick-borne
pathogens carried out on the Canary Islands. Thus, in our series, the most frequently detected tick

species was Hyalomma lusitanicum except in those obtained from dogs (Riphicephalus



sanguineus). In other Spanish regions, a different distribution of ticks has been reported. Thus, in
studies conducted in the Basque Country (Northern Spain), the major types of ticks found in
vegetation were Ixodes ricinus and Haemaphysalis punctata, while in Madrid (Central Spain) the
most frequent species were Hyalomma lusitanicum and Dermacentor marginatus (Barandika et al
2011). There were important differences in the monthly seasonal patterns for the different tick
species (Barandika et al 2011). Moreover, in other regions of Central Spain (Soria), the study of
tick species that bite humans show that the main species involved were Dermacentor marginatus,
Ixodes ricinus and Rhipicephalus bursa (Merino et al 2005). A possible bias in our study was the
method of collecting samples of vegetation, because the endophilic immature stages of the some
tick species, such as H. lusitanicum, R. pusillus, and D. marginatus, are rarely collected by the
blanket-dragging method and require other more effective sampling methods (Barandika et al
2011). Furthermore, the climatic characteristics of the Canary Islands differ markedly from those in
mainland Spain, with the absence of great climatic difference among the seasons.

The role of ticks and animals in the wild cycle maintenance of Coxiella burnetii infection on
the Canary Islands has not been previously studied. The study on blood and tissue (liver and
spleen) samples of wildlife provides various important informations. On one hand, the infection
prevalence is higher in small rodents that in rabbits, being the spleen tissue in which it was detected
most frequently C. burnetii genomic material. However, Coxiella burnetii DNA was not detected in
the blood of small mammals. This fact, together with the low presence of feeding ticks in wildlife
animals argues against the role of micromammals in the wild cycle of Coxiella burnetii infection on
the Canary Islands. These results show some differences with other published works. Thus, in
Germany, in an area of high prevalence of Q fever, Coxiella burnetii DNA was no detected in any
tissue samples from rodents (Pluta et al, 2010 ). In other Spanish studies (Barandika et al 2007,
Astobiza et al 2011) the presence of Coxiella burnetii DNA was demonstrated in 0.8% of rodents

(two Mus musculus and one A. sylvaticus) and 7.1% of lagomorpha. Coxiella burnetii infection in



ticks seems to have a different pattern on Gran Canaria. Thus, a significant percentage of collected
livestock specimens are infected with this bacterium (11.3%). In contrast, in none of the ticks
questing vegetation presence of C. burnetii DNA could be demonstrated. It would be difficult to
compare our results with those obtained by other authors because of different types of ticks. For
example, in a multicenter study conducted in Europe (France, Denmark, and the Netherlands),
genome of C. burnetii was not detected in any of 7050 Ixodes ricinus nymphs studied (Michelet el
al 2014). On the other hand, no evidence of C. burnetii infections could be found in 666
Dermacentor spp collected in Germany (Pluta et al 2010). Finally, Coxiella burnetii was detected
in only one specimen of 691 questing adult ixodid ticks (Haemaphysalis punctata) in Basque
Country (Spain) (Barandika et al 2008). However, our results differ from those obtained in Central
Spain, where a high prevalence of infection with C. burnetii was found in questing (8.7%) and
feeding (6,4%) Hyalomma lusitanicum (Toledo 2008). These results suggest that, on the Canary
Islands, C. burnetii developed in a peridomestic cycle rather than in a wild cycle and would be
associated with infected flocks and ticks (specifically R turanicus would be involved in this
peridomestic cycle).

There was little information about the wild cycle of Rickettsia spp in Canary Islands. In this
paper, we find the presence of DNA of Rickettsia spp in a high percentage of small rodents (24%).
It is interesting to note that genetic material was detected in 19.7 % of the blood samples,
suggesting that these mammals are an important reservoir of Rickettsia spp in our area. In addition,
23% of the studied ticks were infected by Rickettsia spp. Infection was higher in those ticks
obtained from domestic dogs (35 %) and lower in those obtained from vegetation (11.8 %). These
data suggest the possibility that ticks play an important role in the transmission of these infections
to humans and mammals on the Canary Islands. Similar results have been obtained in other Spanish
and European studies. Thus, in Central Spain, Rickettsia spp . DNA was detected in 19.0 % of ticks,

being Dermacentor marginatus the tick in which there was a highest infection prevalence and



RpA4 strain the main species detected (Toledo et al 2009). However, in this study, no infection was
detected by Rickettsia spp in H. lusitanicum. SFG rickettsiae (Rickettsia sp. RpA4 and Rickettsia sp.
DnS14) were the tick-borne pathogens most frequently found (6.9% of analyzed ticks) in
Dermacentor reticulatus collected in the Basque Country (Barandika et al 2008). In Soria (Central
Spain) 14% of ticks that bite humans carried DNA from Rickettsia spp. (mainly Rickettsia slovaca)
(Merino et al 2005). In other European studies it has been described ticks harbouring other types of
Rickettsia as R. raoultii in Germany ( Pluta et al 2010) or R. helvetica in other European countries
(Michelet et al 2014). On the Canary Island we have found evidence of infection by R. massiliae in
ticks (Fernandez de Mera et al 2009), similar to those observed in Salamanca (Central Spain)
(Fernandez-Soto et al 2006). Further studies are needed to identify the species of Rickettsia

present on Gran Canaria and its pathogenic role in human and livestock infections.
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Table

Host species % PCR positive % PCR positive
for C. burnetii for Rickettsia spp
0% -

Rabbits Liver
Spleen 34 5.9% -
Small rodents Liver 40 2.5% 17.4 %
Spleen 70 10% 24.2 %
Blood 47 0% 19.7 %

Table I. C. burnetii and Rickettsia spp. DNA in wildlife samples



Table

Vegetation 1074 1169
Livestock 262 0 64 9 335
Domestic dogs 3 8 66 92 169
Wildlife animals 57 3 2 0 62*
Small rodents 0 0 0 0 0
Lagomorphs 11 0 0 0 6
Hedgehogs 18 2 2 0 21
Birds 28 1 0 0 30
Reptils 0 0 0 0 2*
TOTAL 1396 98 138 103 1735

Table Il. Tick collection



Table

Vegetation
Livestock
Domestic dogs
Wildlife animals

TOTAL

N2 of ticks

studied

133

151

43

50

377

PCR + for C. N2 of ticks
burnetii studied

0 34

17* (11.3%) 26
3** (6.9%) 17
3%%* (6,0%) 23

23 (6,1%) 100

PCR + for
SFG Rickettsia spp

4**** (11.8%)
g***** (30.8%)
G****** (35.3%)

GrE*EREK (2] 79)

23 (23%)

Table lll. C. burnetii and Rickettsia spp. DNA in ticks



Figure

sl [ Dry desert soil

|:| Temperate with warm and dry summer

[ ] Drysteppel

- Temperate with dry summer and cool

Figurel: (a) Location of Canary Islands (b) Climatic areas in Gran Canaria



Figure

@ Hyalomma lusitanicum

O Rhipicephalus pusillus

2\ Rhipicephalus sanguineus
Rhipicephalus turanicus

Figure 2: Location of questing ticks



A manuscript number has been assigned: VETMIC-D-
15-11267

a3 ces.vetmic.0.353d98.52bco45a@eesmail.elsevier.com en nombre
& Respondera todos |V

Para: Djlperez@dcmq.ulpgc.es; v jue 12/11/2015 13:41

Ms. No. VETMIC-D-15-11287

Detection of Coxiella burnetii and Rickettsia spp DNA in wildlife animals and ticks on Gran Canaria island
(Spain).

Dear Prof. Perez-Arellano,

Your manuscript has been assigned the following reference number: VETMIC-D-15-11287

You will be able to check the progress of your paper by logging in as Author at http://ees.elsevier.com/vetmic/

Please note that submission of an article is understood to imply that the article is original and is not being
considered for publication elsewhere. Submission also implies that all authors have approved the paper for
release and are in agreement with its content.

Thank you for submitting your manuscript to Veterinary Microbiology.

Kind regards,

Veterinary Microbiology



Elsevier Editorial System(tm) for
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica
Manuscript Draft

Manuscript Number:

Title: Utilidad del diagnéstico molecular precoz de la fiebre de duracién
intermedia. Usefulness of early molecular diagnosis of fever of
intermediate duration

Article Type: Original Breve

Keywords: Palabras clave: Fiebre de duracidén intermedia, Coxiella
burnetii, Ricketstia spp, PCR

Keywords
Fever of intermediate duration, Coxiella burnetii, Ricketstia spp, PCR

Corresponding Author: Prof. Jose Luils Perez-Arellano, Full Proffesor

Corresponding Author's Institution: Universidad de Las Palmas de Gran
Canaria

First Author: Margarita Bolafios Rivero

Order of Authors: Margarita Bolafios Rivero; Cristina Carranza Rodriguez;
Michele Hernandez Cabrera; Elena Pisos Alamo; Nieves Jaén Sanchez; Jose
Luis Perez-Arellano, Full Proffesor

Abstract: La mayor parte de los casos de fiebre de duracidén intermedia
(FDI) en Espafia corresponden a enfermedades infecciosas (principalmente
fiebre Q y rickettsiosis). En la practica clinica, el diagndéstico causal
de estas entidades se basa en el inmunodiagnéstico, con una escasa
utilidad en fases precoces. Por ello, el objetivo de este trabajo fue la
evaluacién de la utilidad de técnicas moleculares en el diagnéstico
precoz de fiebre Q y rickettsiosis en pacientes con FDI. Se estudid
mediante PCR la presencia de material genético de Coxiella burnetii vy
Rickettsia spp en muestras sanguineas de 271 pacientes con FDI. La
sensibilidad y especificidad de ambas técnicas fueron muy elevadas. Estos
datos sugieren que el empleo de técnicas moleculares, con una adecuada
seleccidén de la muestra de estudio y el empleo de cebadores adecuados es
un elemento Gtil en de diagndéstico precoz de las principales causas de
FDI, principalmente si la serologia es negativa o no es concluyente.

Most cases of fever of intermediate duration (FDI) in Spain are related
with infectious diseases (mainly Q fever and rickettsial intections). In
clinical practice, the causal diagnosis of these entities is based on
immunodiagnostic technique posing with a little help in the early stages.
Therefore, the aim of this study was to evaluate the usefulness of
molecular techniques for the early diagnosis of Q fever and rickettsial
diseases in patients with FDI. It was studied by PCR for the presence of
genetic material of Coxiella burnetii and Rickettsia spp in blood samples
of 271 patients with FDI . The sensitivity and specificity of both
techniques were very high . These data suggest that the use of molecular
techniques , with proper selection of the study sample and using



appropriate primers is a useful element in early diagnosis of the main
causes of FDI , especially if serology is negative or inconclusive



*Primera pagina (incluye autores, filiacion y correspondencia)

Utilidad del diagndstico molecular precoz de la fiebre de duracion intermedia.

Margarita Bolafios-Rivero®®, Cristina Carranza-Rodriguez”*?, Michele Hernandez-Cabrera®?,

Elena Pisos-Alamo®?, Nieves Jaén-Sanchez®?, José-Luis Pérez-Arellano™>.

1. Servicio de Microbiologia y Parasitologia. Complejo Hospitalario Universitario Insular —
Materno Infantil de Gran Canaria. Las Palmas de Gran Canaria (Spain).

2. Unidad de Enfermedades Infecciosas y Medicina Tropical. Complejo Hospitalario
Universitario Insular -Materno Infantil de Gran Canaria. Las Palmas de Gran Canaria (Spain).

3. Departamento de Ciencias Médicas y Quirdrgicas. Universidad de Las Palmas de Gran
Canaria. Las Palmas de Gran Canaria (Spain).

a. Ambas autoras contribuyeron de forma similar en este articulo

Autor para correspondencia

Prof. José-Luis Pérez-Arellano. Unidad de Enfermedades Infecciosas y Medicina Tropical.
Hospital Universitario Insular de Gran Canaria. Departamento de Ciencias Médicas y Quirurgicas.
Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. 35080 Las Palmas de Gran Canaria (Spain). Phone:

+34928451455 Fax +34928451413 e-mail: jlperez@dcmgq.ulpgc.es

Financiacidn: Este trabajo ha sido financiado en parte INIA, FAU2006-00002-C04-01.
Conflicto de intereses: No

Confidencialidad: No procede



O©CoO~NOOTA~AWNE

Resumen

La mayor parte de los casos de fiebre de duracién intermedia (FDI) en Espaiia
corresponden a enfermedades infecciosas (principalmente fiebre Q y rickettsiosis). En la practica
clinica, el diagndstico causal de estas entidades se basa en el inmunodiagndstico, con una escasa
utilidad en fases precoces. Por ello, el objetivo de este trabajo fue la evaluacién de la utilidad de
técnicas moleculares en el diagnéstico precoz de fiebre Q y rickettsiosis en pacientes con FDI. Se
estudido mediante PCR la presencia de material genético de Coxiella burnetii y Rickettsia spp en
muestras sanguineas de 271 pacientes con FDI. La sensibilidad y especificidad de ambas técnicas
fueron muy elevadas. Estos datos sugieren que el empleo de técnicas moleculares, con una
adecuada seleccion de la muestra de estudio y el empleo de cebadores adecuados es un elemento
util en de diagndstico precoz de las principales causas de FDI, principalmente si la serologia es
negativa o no es concluyente.

Palabras clave

Fiebre de duracidén intermedia, Coxiella burnetii, Ricketstia spp, PCR
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Abstract

Most cases of fever of intermediate duration (FDI) in Spain are related with infectious
diseases (mainly Q fever and rickettsial intections). In clinical practice, the causal diagnosis of
these entities is based on immunodiagnostic technique posing with a little help in the early stages.
Therefore, the aim of this study was to evaluate the usefulness of molecular techniques for the
early diagnosis of Q fever and rickettsial diseases in patients with FDI. It was studied by PCR for the
presence of genetic material of Coxiella burnetii and Rickettsia spp in blood samples of 271
patients with FDI . The sensitivity and specificity of both techniques were very high . These data
suggest that the use of molecular techniques , with proper selection of the study sample and using
appropriate primers is a useful element in early diagnosis of the main causes of FDI , especially if

serology is negative or inconclusive .

Key words

Fever of intermediate duration, Coxiella burnetii, Ricketstia spp, PCR
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Introduccién

El concepto de fiebre de duracion intermedia (FDI) incluye aquella situacidn clinica en la
gue se detecta una temperatura axilar superior a 38 2C, sin foco aparente, con una duracion
superior a 1 semana e inferior a 3 semanas, que aparece en pacientes no inmunodeprimidos, sin
ingreso hospitalario previo y en los que tras una evaluacién inicial se desconoce su etiologia (1). La
mayor parte de los casos corresponden a enfermedades infecciosas [principalmente fiebre Q,
rickettsiosis, brucelosis, y los agentes causales de mononucleosis infecciosa (2)]. En la practica
clinica, el diagndstico causal de estas entidades se basa en el inmunodiagndstico, lo que requiere
una media de 15-21 dias desde el comienzo de la infeccién hasta que aparecen anticuerpos. Por
ello, las técnicas serolégicas son poco utiles en el diagndstico precoz de estas enfermedades. Sin
embargo, la identificacion de los agentes causales en las fases iniciales tiene gran interés por
varias razones: (i) frecuentemente son enfermedades con una gran afectacion del estado general
gue se benefician del tratamiento etioldgico, (ii) en ocasiones, se presentan como cuadros clinicos
graves o complicados que requieren hospitalizacion (3) y (iii) la duracién del tratamiento empirico
recomendado difiere entre las dos formas principales encontradas (fiebre Q y tifus murino) y (iv)
en algunos casos de fiebre Q, a pesar del tratamiento antimicrobiano adecuado persisten las
manifestaciones clinicas, lo que indica la necesidad de afiadir corticoides (4).

Por ello, el objetivo de este trabajo fue la evaluacién de la utilidad de técnicas moleculares
(PCR, polymerase chain reaction) en el diagnéstico precoz de fiebre Q y rickettsiosis en pacientes

con fiebre de duracion intermedia.

Pacientes y métodos

La poblacién de estudio estaba constituida por 302 pacientes con criterios de FDI (1),

evaluados durante un periodo de 6 afios (2004-2009) en las consultas externas de la Unidad de
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Enfermedades Infecciosas y Medicina Tropical (UEIMT). En todos ellos se recogieron de forma
protocolizada los datos epidemioldgicos, clinicos y se realizaron pruebas complementarias
habituales. Se prestd un especial interés en la determinacion del la duracién desde el inicio de la
clinica y el empleo previo de antimicrobianos. Ademas se realizaron tres hemocultivos y se
obtuvieron tres muestras de sangre, una para estudios seroldgicos y dos para la obtencién de

plasma (una con heparina y otra con EDTA) para su estudio posterior.

El diagndstico serolégico de infeccién por Coxiella burnetii y R. typhi se realizé por
inmunofluorescencia indirecta (IFl) (Coxiella burnetii-Spot IF, BioMérieux, Francia). Los criterios
empleados para el diagndstico de fiebre Q fueron: (i) un titulo Unico de IgM > 1/80 e IgG > 1/320,
(ii) seroconversion (desde titulos iniciales negativos a positivos a las 2-3 semanas) o (iiii) un
incremento de cuatro veces el titulo de IgG ente la fase aguda y la fase de convalecencia. Los
criterios diagndsticos para el tifus murino fueron (i) una serologia inicial con IgM > 1/40 e IgG >
1/160, (ii) seroconversién (desde titulos iniciales negativos a positivos a las 2-3 semanas ) o (iiii) un
incremento de cuatro veces el titulo de IgG ente la fase aguda y la fase de convalecencia.El
diagnédstico seroldgico de infeccidn por Coxiella burnetii 'y R. typhi se realizd por
inmunofluorescencia indirecta (IFl) (bioMérieux ,Marcy I'Etoile, France). Los criterios empleados
para el diagndstico de tifus murino fueron (i) una serologia inicial con IgM > 1/40 e IgG > 1/160, (ii)
seroconversion (desde titulos iniciales negativos a positivos a las 2-3 semanas ) o (iiii) un

incremento de cuatro veces el titulo de IgG ente la fase aguda y la fase de convalecencia.

Los pacientes se clasificaron en varios grupos: (i) Diagndstico definido de fiebre Q o de
tifus murino, que fueron subdivididos atendiendo a si la serologia inicial era negativa o positiva;
(ii) Otros diagndsticos definidos (infeccién por virus de Epstein Barr y citomegalovirus,

empleando los criterios usuales de diagndstico); (iii) Diagndstico “incompleto”, en los que no
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pudo establecerse un diagndstico definido debido a que el paciente no acudid para su seguimiento

y (iv) No diagnédstico, si tras todos los estudios no se llegd a un diagndstico definido.

El diagndstico molecular de infeccién por Coxiella burnetii y de Rickettsia spp se realizd
mediante técnicas previamente publicadas utilizando, para Coxiella burnetii, cebadores que
amplifican el segmento de insercién IS1111 (5) y para Rickettsia spp. cebadores de PCR que

emplean como diana el espacio intergénico 23S-5S rRNA (6).

Resultados

Durante el presente estudio se diagnosticaron serolégicamente 86 casos de fiebre Q, 66
pacientes con tifus murino y 29 pacientes con otros diagndsticos. En 64 pacientes no se pudo
llegar al diagnéstico final y 57 presentaron un “diagndstico incompleto”. Por ello, exactamente la

mitad de los pacientes con FDI fueron diagnosticados serolégicamente de fiebre Q o tifus murino.

Se estudid mediante PCR la presencia de material genético de Coxiella burnetii en 271
pacientes con FDI (Tabla I). Excluyendo los casos “incompletos”, existia una asociacién significativa
desde un punto de vista estadistico entre la positividad de la prueba (deteccién molecular
mediante PCR de Coxiella burnetii) y el diagndstico de fiebre Q (Test de Fisher p < 0,05). Las
caracteristicas de la prueba fueron las siguientes: (i) sensibilidad: 92,0% (IC95%= 75,0-97,8% (ii)
especificidad: 96,9% (IC95% = 93,4-98,6%), (iii) valor predictivo positivo: 79,3% (IC95% = 61,6-

90,2%) y (iv) valor predictivo negativo: 98,9% (1C95% = 96,2-99,7%).

Con el objetivo de identificar la utilidad de la deteccién molecular mediante PCR de Coxiella
burnetii en pacientes con fiebre Q, reevaluamos los resultados atendiendo a los resultados de la
serologia. Los datos se expresan en la tabla lla. Empleando el test de Fisher se observo que existia
una asociacion significativa (p < 0,001) entre la presencia de una serologia inicial positiva y una

PCR de Coxiella burnetii negativa.
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Este hecho se relaciona con el tiempo de evolucién de la enfermedad , que era menor
significativamente menor en los pacientes con PCR positiva [7 dias (5-12)] con respecto a los que
la PCR era negativa [14 dias (4-90)] . Por otro lado, un 56% de los pacientes con fiebre Q en los
que la PCR de C. burnetii fue negativa habian recibido algln tratamiento antimicrobiano

(doxiciclina en dos casos, quinolonas, en seis casos y betalactdmicos en 27 casos).

Se estudid mediante PCR la presencia de material genético de Rickettsia spp en 142
pacientes con FDI (Tabla I). Excluyendo los casos “incompletos”, existia una asociacién significativa
desde un punto de vista estadistico entre la positividad de la prueba (deteccién molecular
mediante PCR de Rickettsia spp.) y el diagndstico de tifus murino (Test de Fisher p < 0,0001). Las
caracteristicas de la prueba fueron las siguientes: (i) sensibilidad: 85,3% (1C95%= 69,9-93,6%); (ii)
especificidad: 78,1% (IC95% = 67,3-86,0%), (iii) valor predictivo positivo: 64,4% (1C95% = 49,8-

76,8%) y (iv) valor predictivo negativo: 91,9% (1C95% = 82,5-96,5%).

Con el objetivo de identificar la utilidad de la deteccion molecular mediante PCR de
Rickettsia spp en pacientes con tifus murino, reevaluamos los resultados atendiendo a los
resultados de la serologia. Los datos se expresan en la tabla llb. No existia asociacién entre la
presencia de serologia negativa frente a R. typhi y una PCR positiva de Rickettsia spp (test de %2,

p = 0,80).

Discusion
Existen escasos estudios en humanos acerca de la utilidad de la PCR de Coxiella burnetii en
muestras sanguineas para el diagndstico de la fiebre Q (7,8,9,10). Nuestro estudio presenta

similitudes, pero también algunas diferencias con ellos. Asi, como hemos comprobado, la

rentabilidad de la PCR es mayor cuando se realiza en fases precoces de la enfermedad (7, 8). Los
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resultados también son diferentes cuando se emplean cebadores que amplifican secuencias
diferentes ( p. ej. htp AB o ompA) , técnicas diferentes (PCR clasica, nested PCR o PCR a tiempo
real) (7,8,9,10) o diferentes cantidades de la muestra. Por otro lado, nuestros resultados son
similares a los de otros autores al obtener una mayor rentabilidad diagndstica cuando se emplean
muestras de plasma frente a muestras de suero (9). De cualquier forma, en nuestro trabajo se
observa que esta técnica presenta una elevada sensibilidad y especificidad en el diagndstico de la
fiebre Q aguda en las fases precoces de la enfermedad. La negatividad de la prueba en fases
precoces puede relacionarse con el elevado empleo de antimicrobianos (incluidos los beta-
lactdmicos) lo que refuerza la actitud de evitar su empleo en casos de FDI. Por otro lado la
presencia de material genético de C. burnetti en pacientes en los que la serologia es positiva

puede sugerir la posibilidad de desarrollo de una forma crénica (7,8).

El empleo de la PCR para el diagndstico precoz de infecciones por Rickettsia empleando
muestras sanguineas es aun menor que para la fiebre Q y estos trabajos el nimero de pacientes
estudiados es muy escaso (11,12,13). En general, los datos de la literatura demuestran una baja
sensibilidad, aunque también se observan diferencias atendiendo al momento evolutivo de la
enfermedad. En nuestro trabajo, el empleo de cebadores genéricos permite detectar no solo R
typhi sino otras rickettsias presentes en nuestro medio (p. ej R felis o R massiliae) (14,15) por lo
gue no sorprende la deteccién de casos positivos mediante PCR en pacientes con serologia

negativa frente a R. typhi.

En resumen, nuestros datos sugieren que el empleo de técnicas moleculares, con una
adecuada seleccidn de la muestra de estudio y el empleo de cebadores adecuados es un elemento

util en de diagndstico precoz de las principales causas de FDI, principalmente si la serologia es
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negativa o no es concluyente. El empleo de otras técnicas moleculares como LAMP, que no

necesita del uso de termociclador y se realiza en 60 minutos, podria aportar ventajas adicionales.
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TABLAS

Tabla I: Resultados de ambas PCR en los grupos de estudio

* PCR Cox : PCR para Coxiella burnetii; **PCR Rck: PCR para Rickettsia ***CMV: Citomegalovirus VEB: ****Virus de
Epstein Barr

Tabla Il: Relacidn entre los datos seroldgicos y los resultados de la PCR

Tabla lla. * PCR Cox : PCR para Coxiella burnetii ** En 2 pacientes con resultado de PCR Cox + no se pudo realizar la
serologia inicial frente a Coxiella burnetii *

Tabla llb. * PCR Rck: PCR para Rickettsia



Tablas (Tables)

Grupo PCR Cox +* PCR Cox - PCR Cox Total PCR Rck +* PCR Rck - PCR Rck Total
Diagnéstico
23 63 86 0 15 15

Fiebre Q

Tifus murino 1 34 35 29 16 45
Infeccion por 0 16 16 1 4 5
Infeccion por 0 13 13 1 6 7
Diagndstico 2 55 57 1 34 35
“incompleto”

No 2 62 64 3 32 35
diagnéstico

Total 28 243 271 35 107 142

Tabla I: Resultados de ambas PCR en los grupos de estudio

* PCR Cox : PCR para Coxiella burnetii; **PCR Rck: PCR para Rickettsia ***CMV: Citomegalovirus VEB: ****Virus de Epstein Barr



Tablas (Tables)

Serologia inicial negativa Serologia inicial
positiva
PCR Cox* + 20 1 21
PCR Cox - 20 43 63
Total 40 44 84**

Tabla lla. * PCR Cox : PCR para Coxiella burnetii ** En 2 pacientes con resultado de PCR Cox + no se pudo
realizar la serologia inicial frente a Coxiella burnetii *

Serologia inicial Serologia inicial
negativa positiva
PCR Rck* + 12 17 29
PCR Rck - 6 10 16
Total 18 27 45

Tabla llb. * PCR Rck: PCR para Rickettsia

Tabla Il: Relacidn entre los datos serolégicos y los resultados de la PCR
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OE 5. Tifus murino con afectacion renal en Gran Canaria.

Se incluyeron en el estudio todos los pacientes adultos diagnosticados de tifus
murino durante un periodo de 20 meses.

El diagndstico se realizd ante un cuadro clinico compatible, coincidiendo con la
deteccidon de un titulo de anticuerpos fase Il de clase IgM frente a Rickettsia typhi >
1/40 o un aumento de cuatro veces el titulo de IgG entre el suero de fase aguda y
suero de fase de convalescencia o la existencia de seroconversion.

Se incluyeron 22 pacientes con una edad media de 28 afios (rango de 14-76), de
los que 21 eran hombres. Todos los pacientes procedian de la zona sureste de la isla de
Gran Canaria. La enfermedad se diagnostic6 mas frecuentemente en los meses de
verano. Todos los pacientes relataban contacto con animales.

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes fueron fiebre (media de 39,32C),
con una duraciéon media de 10 dias ( rango de 7 a 20). La cefalea estaba presente en el
90% de los pacientes y el rash en el 68,2 %, con distribucion centripeta vy
maculopapular. Un tercio presentaba tos seca y el resto de los datos clinicos eran
menos frecuentes.

En los datos analiticos destacan la elevacion de las transaminasas (AST y ALT),
elevacion de la VSG, y trombopenia. Lo mas caracteristico de nuestra serie fue que tres
pacientes presentaron una insuficiencia renal aguda y el 87% de ellos tenian
alteraciones en el analisis de orina, principalmente microhematuria (87%).

Las complicaciones graves fueron un sindrome renopulmonar, una encefalitis y
una meningitis con insuficiencia renal.

El tratamiento de eleccién fue la doxiciclina. En ocho casos no fue preciso
tratamiento por recuperacién espontdnea, y al resto se les pautd doxiciclina a dosis de
100 mg dos veces al dia, y la fiebre desaparecio en un intervalo de 1-6 dias (media de

dos dias).



DISPATCHES

Murine Typhus
with Renal
Involvement in
Canary lIslands,
Spain

Michele Hernandez-Cabrera,*t
Alfonso Angel-Moreno,*t Evora Santana,*t
Margarita Bolafios,* Adela Francés,*
Antonio-Manuel Martin-Sanchez,*t
and Jose Luis Pérez-Arellano*t

Murine typhus and “murine-typhus-like” disease are
reemerging infectious diseases. In Canary Islands (Spain),
a rather distinct clinical pattern characterized by higher inci-
dence of complications, especially renal damage (including
acute failure and urinalysis abnormalities), is apparent and
highly suggestive. It could be related to different strains of
Rickettsia typhi or other cross-reactive species.

The Study

Murine or endemic typhus is caused by Rickettsia typhi,
formerly R. mooseri (1). Classic murine typhus is a zoono-
sis maintained in rats (Rattus rattus and Rattus norvergi-
cus) and transmitted to humans through damaged skin by
infected feces from the oriental rat flea (Xenopsylla
cheopis) (2). New patterns of disease (“murine typhus-
like” disease) have been described in recent years, and a
new species of Rickettsia (R. felis) that causes a similar
clinical picture has been identified (1-3). New modes of
infection have been identified, including infection through
inhalation of flea feces and transmission by different types
of fleas (Ctenophtephalis felis) and from different reser-
voirs (e.g., dog, cat, and opossum).

Murine typhus occurs worldwide, particularly in warm
and humid climates (1). In Spain, two seroepidemiologic
surveys, in Salamanca and Madrid (Central/Western
Spain), yielded seroprevalence rates of 12.8% and 68%,
respectively, in the general population (4,5). However, no
clinical cases have been reported. In Seville (Southwestern
Spain), murine typhus is an important cause of fever of
intermediate duration (6), and in Canary Islands, 10
autochthonous cases have been reported from Tenerife (7).
For this reason, we include serologic testing for R. typhi in

*Hospital Universitario Insular de Gran Canaria, Canary Islands,
Spain; and ftUniversidad de Las Palmas de Gran Canaria, Canary
Islands, Spain
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the evaluation of patients with fever of intermediate dura-
tion. We describe the clinical picture of murine typhus in
the Canary Islands.

Adult (>14 years of age) inpatients and outpatients at
the Hospital Universitario Insular of Las Palmas with a
serologic diagnosis of murine typhus during December 1,
2000, through July 30, 2002, were included in our study. A
case was defined by an immunoglobulin (Ig) M titer
>1: 40, or a fourfold or higher increase in IgG titers against
R. typhi by direct immunofluorescence test in 8 weeks
(bioMeriéux, France), or both.

Epidemiologic, clinical, and laboratory data were col-
lected. Antibodies against other agents that may cause a
fever of intermediate duration (e.g., Coxiella burnetii, R.
conorii, Leptospira sp., Epstein-Barr virus, and
cytomegalovirus) were systematically tested. Twenty-two
patients (21 men, 1 woman), with a mean age of 28 years
(range 14 to 76 years), were included. Murine typhus was
more frequent in summer (Figure 1). No case aggregation
was observed. The geographic distribution is shown in
Figure 2. All patients reported contact with animals (13
with dogs, 6 with horses, 5 with goats, 2 with cats, and 1
with camels).

The main symptoms and signs recorded are shown in
Table 1. All patients had a high fever (mean 39.3°C) dur-
ing a mean of 10 days (range 7 to 20 days). A light macu-
lopapular, nonpurpuric rash, with rather centripetal
distribution, was a frequent finding (68.2%). Up to one
third of the patients had a dry cough. Hepatomegaly and,
less frequently, splenomegaly were detected. Skin lesions
suggestive of insect bites were found in 13.6% of the
patients.

Four patients had a mild normocytic anemia. For most
patients, leukocyte counts were normal, mild leukopenia
was detected in two patients, and mild leukocytosis in four
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Figure 1. Distribution of cases of murine typhus by season.
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Figure 2. Distribution of cases of murine typhus by geographic
area.

patients. Ten case-patients (45%) had thrombocytopenia.
In most patients (89.5%), the erythrocyte sedimentation
rate was high (11-83 mm/h), and the activated partial
thromboplastin time (aPTT) was prolonged in six patients.

Aminotransferase elevation, usually four times above
normal, was found frequently; two patients had normal
values. Four patients had alanine aminotransferase values
10 times the normal value. Plasma bilirubin was normal
for all patients.

In 36% of the patients, the plasma blood urea nitrogen
was elevated; plasma creatinine was above normal in three
cases (13%). In 19 cases (87%), alterations were found in
the urinalysis. Fifteen patients had proteinuria and micro-
hematuria with or without leukocyturia and granular casts,

Murine Typhus, Canary Islands

with a negative nitrite reaction. In two patients, isolated
proteinuria occurred, and isolated microhematuria
occurred in two other patients. All of these findings
resolved quickly.

Eight patients fulfilled both diagnostic criteria (IgM
>1:40 plus seroconversion), eight patients had initial IgM
elevation, and six seroconverted without IgM increase.
Cross-reactivity between R. typhi and other microorgan-
isms was not observed. Fifty percent of the patients had
serologic evidence of past infection with C. burnetii
(12/22) or R. conorii (3/22) and, in one case, of co-infec-
tion with C. burnetii.

Eight cases were not treated because of spontaneous
recovery. The remaining patients received doxycycline
(100 mg twice a day). Fever disappeared from 1 to 6 days
(median 2 days).

Three patients had severe signs and symptoms. Patient
6 was admitted with acute respiratory failure, lung infil-
trates, and acute renal failure (plasma creatinine 2.8% mg),
microhematuria, and leukocyturia. Intravenous fluids,
doxycycline, ciprofloxacin, and methylprednisolone (1 g)
were administered, and the patient rapidly improved.
Autoantibodies and cryoglobulins were negative. Patient
16 had a dry cough and acute renal failure (plasma creati-
nine 2.7% mg) and later become disoriented. A cranial
contrast computed tomography scan was normal, and cere-
brospinal fluid (CSF) showed mononuclear pleocytosis
(90 cells/uL), protein 70 mg/dL, and normal glucose.
Doxycycline was administered with rapid neurologic
improvement. Conjunctivitis and rash appeared but waned
shortly after. Finally, patient 21 had a progressive
meningeal syndrome, CSF showed mononuclear pleocyto-
sis (19 cells/uL), increased protein (49 mg/dL), and nor-
mal glucose levels. The patient completely recovered in 48
hours after receiving doxycycline.

Table 1. Clinical findings®

Researcher and location of study

Dumler, TX Silpapojakul, Bernabeu, Seville  Fergie, TX  Whiteford, TX  Gikas, Crete Canary Islands
Clinical findings 1991 Thailand 1992 1999 2000 2001 2002 2003
n 80 137 104 30 97 83 22
Fever 98 100 100 100 100 100 100
Headache 75 41 71 77 76 88 90
Rash 54 20 62 80 63 80 -
Arthromyalgia 46 44 77 57 40 45 45
Hepatomegaly - 24 29 - - 22 38
Cough 35 - 25 40 15 28 28
Diarrhea 26 5 5 40 33 11 18
Splenomegaly - 5 24 - - 23 14
Bite 39 0 3 33 34 - 13
Nausea/vomiting 48 3 23 43 45 18 13
Abdominal pain 23 10 - 60 27 11 13
Confusion 8 2 4 7 8 10 13

®Data are expressed as a percentage; TX, Texas.
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Table 2. Comparative laboratory findings in patients with murine typhus

Reseacher and location of study

Silpapojakul,  Bernabeu, Canary

Laboratory test results Dumler, TX Thailand Seville Fergie, TX Whiteford, TX Gikas, Crete Islands
Anemia 75 1 57 69 25 18
Leukopenia 28 4 18 40 37 7 9
Leukocytosis 29 - 20 3 1 0 18
Neutrophilia - - - 63 77 - 36
Thrombocytopenia 48 3 19 60 43 51 45
ESR elevated - - 59 75 81 - 89
Increased ratio prothrombin time 30 - - - - - 23
Increased ratio aPTT - - - - - - 27
Plasma BUN increased 27 - - 0 3 - 36
Plasma creatinine increased 21 - - 0 0 - 14
Hyponatremia 60 - - 66 58 37 18
Plasma creatine kinase increased 21 - - - - 42 10
Plasma LDH increased 87 - - - 100 82 81
Plasma AST increased 90 - 67 67 82 86 7
Plasma ALT increased 73 - 67 67 38 64 99
Plasma alkaline phosphatase increased 60 - 25 - - 15 30
Plasma GGT increased - - - - - - 57.2
Hypoalbuminemia 89 - - 46 87 82 54.5
Hypergammaglobulinemia - - - - - - 75.0

“Data are expressed as a percentage. TX, Texas; ESR, erythrocyte sedimentation rate; aPTT, activated partial thromboplastin time; BUN, blood urea nitrogen; LDH,
lactate dehydrogenase; AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase; GGT, gamma glutamic transferase.

Fever of intermediate duration has been defined by oth-
ers in Spain as fever of 7 to 28 days without localizing
signs (i.e., respiratory, digestive, urinary, or neurologic),
plus the absence of diagnostic clues after a complete eval-
uation (6). A few diseases can account for most cases of
this type of fever (mainly Q fever, brucellosis, bouton-
neuse fever, leptospirosis, mononucleosic syndromes, and
murine typhus). In our area, autochthonous cases of bou-
tonneuse fever or brucellosis have never been reported.
Diagnosis is usually based on serology, which requires
time for confirmation. Therefore, in the meantime, identi-
fying clinical data for empirical treatment is important.

In our study, the number of cases per year is 12, higher
than that in other areas of Spain (6), Israel (8), or the
United States (9,10), with higher rate in summer. Most
patients were male. All patients had direct contact with
animals as reported by others (9,10); dogs were the most
frequently cited animal (9,10).

The clinical features in our study are similar to those
reported by others (6,9-13) with respect to those most fre-
quent symptoms (fever, headache, and arthromyalgia)
(Table 1). The incidence of rash is similar to that reported
by Bernabeu (6) and Whiteford (9) and higher than that in
other series. Reports of insect bites were more frequent in
our study than studies from other areas (Bernabeu [6] and
Silpapojakul [11]), but more insect bites were reported
from a Texas study (9).

The laboratory findings in our study are similar to find-
ings in other studies, although its relative frequency is
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variable (Table 2). The frequency of anemia varies from
1% to 69%, leukopenia from 4% to 40%, and thrombocy-
topenia from 3% to 60% (6,9,10,11). While 80% of the
patients with Q fever in our area have a prolonged aPTT,
27% of the patients with murine typhus displayed this
abnormal coagulation test. An elevation of aminotrans-
ferases in the range of viral hepatitis was common, but
hyperbilirubinemia is exceptional and usually associated
with alcoholism, co-infection, or glucose 6-phosphate
dehydrogenase deficiency.

Nephrologic alterations had a high frequency in our
study. Three patients had acute renal failure, and 87% had
some abnormality in the urinalysis, mainly microhema-
turia. These data are in sharp contrast with the low inci-
dence of urinary alterations found in other studies. Some
broad studies (6,9,10) do not report urinary abnormalities
in murine typhus, though Dumler et al. (13) reported
microhematuria or proteinuria in 28% of their patients. In
a study specifically focused on renal involvement in
murine typhus, Shaked et al. observed urinary abnormali-
ties in 5 of 27 patients studied (8). To the best of our
knowledge, 11 cases of acute renal failure have been relat-
ed to R. typhi (9,11,14,15).

In general, murine typhus is a mild disease. However, a
number of miscellaneous complications have been
described. Our severe cases accounted for 13% (one
renopulmonary syndrome, one encephalitis, and one
meningitis with renal failure).
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Conclusions

In summary, in the Canary Islands, incidence of murine
typhus seem to be higher, patients more frequently report
contact with dogs, the frequency of complicated cases is
higher, and the incidence of renal involvement is higher.
These data define a clinical picture of murine typhus that
is somewhat different for the Canary Islands. These differ-
ences could be attributed to age (infantile versus adult
series), mode of transmission or infection, or different
strains of R. typhi. The diagnostic methodology was indi-
rect, so cross-reaction with other rickettsiae cannot be
excluded (11). Moreover, in our area, dogs are frequently
parasitized by the flea of cats, a well-known vector for R.
felis (3). More studies with direct diagnostic methods are
needed to better define these differences. Finally, detecting
urinary abnormalities in the setting of fever of intermedi-
ate duration, especially if associated with skin rash, throm-
bocytopenia, or hypertransaminasemia, in our geographic
area is strongly suggestive of murine typhus.

Dr. Hernandez-Cabrera was an associate professor of infec-
tious diseases and tropical medicine at Faculty of Medicine at
University of Las Palmas de Gran Canaria, Spain. His research
interests focus on rickettsial diseases and other causes of fever of
intermediate duration.
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Fiebre Q en Gran Canaria. Aportacion de 40 nuevos casos
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INTRODUCCION. Describir las caracteristicas clinicas

y epidemioldgicas de la fiebre Q en la zona sur de la isla

de Gran Canaria.

MEeTopos. Se realizé un analisis retrospectivo de los casos
diagnosticados de fiebre Q en el Servicio de Microbiologia
del Hospital Universitario Insular de Gran Canaria entre los
afios 1998 y 2000. Para la deteccién de anticuerpos frente

a antigenos de fase Il de Coxiella burnetii se empled una
técnica de inmunofluorescencia indirecta.

El diagndéstico de fiebre Q aguda se realizé cuando se
detectaron titulos de inmunoglobulina G (IgG) = 1:320

e IgM = 1:80 o cuando se demostrd seroconversion.
ResuLTAaDOs. Durante el periodo de estudio se diagnosticaron
serolégicamente 59 casos de fiebre Q aguda (incidencia
anual de 5 cas0s/100.000 habitantes). La seroprevalencia
(lgG = 1:80) encontrada en los pacientes a los que se les
solicitaba serologia de fiebre Q y durante este periodo fue
del 23,9%. Se dispuso de datos clinicos y epidemioldgicos en
40 pacientes, siendo todos los casos esporadicos; el 57% de
ellos fueron hospitalizados. La edad media fue de

40,6 + 13,3 afios (intervalo, 20-74), mas frecuente en varones
(85%) y procedentes del medio rural (67,5%). El 65% de los
casos se produjeron de abril a julio. La manifestacion clinica
mas frecuente fue un sindrome febril con elevacion de las
enzimas hepaticas (87,5%). La forma neumonica fue rara
(sélo 3 casos).

ConNcLusIoNEs. La fiebre Q se manifiesta fundamentalmente
en nuestra zona como un sindrome febril agudo con
afectacion hepatica subclinica. Esto, y la escasez de formas
neumaonicas y crénicas sugieren la implicacion de cepas de
C. burnetii diferentes a las de otras zonas geogréficas.

Palabras clave: Coxiella burnetii. Fiebre Q. Gran Canaria.
Hepatitis. Neumonia. TTPa.

Q fever in Gran Canaria; 40 new cases

INTRODUCTION. The aim of this study was to describe the
clinical and epidemiologic features of Q fever in the southern
area of the island of Gran Canaria (Spain).
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MEeTHODS. We conducted a retrospective analysis of the
clinical and epidemiological data of the cases of Q fever
diagnosed by the Microbiology Laboratory of the Hospital
Universitario Insular in Gran Canaria between 1998 and
2000. Antibodies against phase Il Coxiella burnetii antigens
were detected using an indirect immunofluorescence test.
The diagnosis of acute Q fever was established by IgG

titers = 1:320 and IgM titers = 1:80, or by seroconversion.
ResuLTs. During the period of study 59 cases of acute Q fever
were diagnosed, making an incidence of

5 cases/100,000 inhabitants/year. The seroprevalence

(IgG = 1:80) in the patients for whom Q fever serology was
requested during that period was 23.9%. Clinical and
epidemiologic data were available for 40 patients. All were
sporadic cases and 57% were hospitalized. The mean age of
the patients was 40.6 = 13.3 years (range 20-74 years), 85%
were males and 67.5% came from a rural background. The
majority of cases (65%) clustered from April to July. The
most frequent clinical presentation was an acute febrile
process with elevated liver enzymes (87.5%). Pneumonia
was infrequent (only three cases).

ConcLusions. In our area Q fever is mainly manifested as an
acute febrile illness with subclinical hepatic involvement.
This fact and the small number of cases with pneumonia and
chronic forms suggest the etiological involvement of C.
burnetii strains different from those in other geographic
areas.

Key words: Coxiella burnetii. Q fever. Gran Canaria.
Hepatitis. Pneumonia. aPTT.

Introduccion

La fiebre Q es una zoonosis de distribucién mundial
causada por Coxiella burnetii. La infeccion se caracteriza
por el polimorfismo de su espectro clinico, que abarca desde
la infeccién subclinica, en mas de la mitad de los casos?,
hasta cuadros graves, incluso mortales. Las formas clinicas
mas frecuentes en la fiebre Q de presentacion aguda son el
sindrome febril aislado, la neumonia y la hepatitis. Otros
sindromes como meningitis, meningoencefalitis, miocarditis
o pericarditis son excepcionales. La fiebre Q crénica puede
adoptar a su vez diversas formas clinicas, funda-
mentalmente endocarditis, hepatitis granulomatosa o
enfermedad pulmonar intersticial difusa, siendo la
endocarditis la forma mas frecuente y grave2.

La fiebre Q fue descrita por primera vez en las Islas Cana-
rias a principios de los afios setenta por autores finlandeses
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al diagnosticar la infeccion en turistas que habian estado de
vacaciones en el archipiélago®. A comienzos de los afios
ochenta, el Centro Nacional de Microbiologia, Virologia e In-
munologia Sanitarias de Majadahonda (Madrid) registro la
existencia de sueros con titulos significativos de anticuerpos
frente a C. burnetii procedentes de Tenerife*. El primer caso
autéctono de Lanzarote® se comunica en 1987 y poco mas tar-
de la primera serie de 35 casos observados entre 1986 y
1988 en La Palma®. Posteriormente, se comunican series de
Lanzarote’, area norte de Gran Canaria®, Tenerife’ y area
sur de Gran Canarial®. En total se han comunicado unos
170 casos de fiebre Q en el archipiélago, con claro predominio
de la forma febril aguda con alteracion hepatica sobre la for-
ma neumonica y sélo 7 casos de endocarditis.

El propésito de este estudio es describir las caracteristicas
clinicas y epidemioldgicas de la fiebre Q en la zona sur de la
isla de Gran Canaria.

Métodos

Se analizaron de forma retrospectiva las caracteristicas clinicas y
epidemioldgicas de los casos diagnosticados de fiebre Q en el Servicio de
Microbiologia del Hospital Universitario Insular de Gran Canaria
durante un periodo de 3 afios (1998-2000). Este hospital atiende un area
sanitaria de 360.000 habitantes.

Se analizaron 1.583 muestras de suero correspondientes a
1.358 pacientes. Para la deteccién de anticuerpos inmunoglobulina G
(1gG) e IgM frente a antigenos de fase 11 de C. burnetii se utilizé una
técnica de inmunofluorescencia indirecta (IF1) (bioMérieux, Francia).

El diagnéstico de fiebre Q aguda se realiz6 cuando se cumplieron los
siguientes criterios:

1. Ladeteccion de 1gG = 1:320 e IgM = 1:80 o la demostracion de
seroconversion (positivizacion de 1gG e IgM o aumento de 4 veces el
titulo de 1gG en 2 muestras tomadas con un intervalo de 2 a 4 semanas).

2. Un cuadro clinico compatible (incluyendo sindrome febril aislado,
cuadro seudogripal, hepatitis o0 neumonia).

3. Descartar la existencia de otros procesos.

Como criterio de exposicion previa (no reciente) a C. burnetii se
considero cualquier titulo de 1gG = 1:80 en ausencia de anticuerpos de
tipo IgM.

Se revisaron las historias clinicas de estos pacientes recogiéndose los
siguientes datos: edad, sexo, procedencia (rural o urbana), profesion,
contacto con animales, consumo de leche o quesos frescos sin control
sanitario, enfermedades previas, manifestaciones clinicas (fiebre,
cefalea, mialgias, artralgias, tos, exantema, hallazgos auscultatorios y
neuroldgicos), analiticas (hemograma, velocidad de sedimentacion
globular, tiempo de tromboplastina parcial activado [TTPa], bilirrubina,
transaminasas, lacticodeshidrogenasa, fosfatasa alcalina vy
gammaglutamiltranspeptidasa) y otras pruebas complementarias
(radiografia de térax, electrocardiograma, ecocardiograma).

Con respecto al cuadro clinico que presentaban los pacientes, se
utilizaron las siguientes definiciones:

1. Hepatitis, cuando existi6 elevacion de transaminasas por encima
de su valor normal en més de una determinacion.

2. Colestasis disociada, cuando existié elevacién de al menos
2 enzimas de colestasis junto a valores normales de bilirrubina.

3. Neumonia, como la existencia de un sindrome clinico pulmonar
como disnea o tos, mas infiltrado en la radiografia de torax.

4. Fiebre aislada, se definié como temperatura corporal mayor de
38 °C sin criterios de neumonia, hepatitis u otro sindrome especifico.

La evolucion se registré como recuperacion total, recuperacion con
secuelas neuroldgicas, enfermedad crénica o muerte.

Resultados

En el periodo de estudio la prevalencia de anticuerpos de
clase IgG a titulos iguales o mayores a 1:80 frente a
C. burnetii en esta poblacion fue del 23,9% (tabla 1). Sélo en
el 14% de los pacientes se remitié una segunda muestra de
suero para verificar seroconversion.

Se diagnosticaron 59 casos de fiebre Q aguda, lo que
representa el 4,3% de los pacientes estudiados. En 8 de los
59 pacientes (13,6%) se documenté seroconversién. Durante
este periodo no se diagnosticé ningln caso de fiebre Q
cronica.

Se pudo disponer de datos clinicos y epidemiologicos de
40 pacientes. De ellos, 23 fueron hospitalizados (57,5%).
Todos los casos fueron esporadicos. La edad media de los
pacientes fue de 40,6 + 13,3 afios (intervalo, 20-74), siendo la
edad media de 39,2 afios en los varones y 48,2 afios en las
mujeres (p = 0,131). EIl 85% de los pacientes eran varones
(relacion varon:mujer de 5,6:1). La distribucién estacional se
muestra en la figura 1. El 65% de los casos se acumularon de
abril a julio. Tenian su residencia habitual en el medio rural
27 pacientes (67,5%) (p = 0,004), y el resto vivia en la ciudad
de Las Palmas.

So6lo 15 pacientes referian contacto habitual con animales:
en dos de ellos el contacto era profesional (un ganaderoy un
estudiante de veterinaria), 6 pacientes referian ingesta de
leche o quesos sin control sanitario y 3 pacientes referian
contacto con aguas residuales.

TABLA 1. Estudios serologicos realizados en nuestro hospital
durante el periodo de referencia

Afo | Sueros | Pacientes | 1gG = 1/80 (%) | Casos de fiebre Q

1998 532 468 32,7 13
1999 469 382 21,2 17
2000 582 508 17,9 29
Total 1.583 1.358 23,9 59
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Figura 1. Incidencia estacional de los casos de fiebre Q.
Enferm Infecc Microbiol Clin 2003;21(1):20-3 21
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TABLA 2. Prevalencia de datos clinicos y biolégicos

Dato Porcentaje
Fiebre 100
Hepatitis 87,5
VSG elevada 82,5
TTPa* elevado 80
Colestasis disociada 62,5
Neumonia 75
Hepatitis y neumonia 5
Accidente cerebrovascular isquémico 5
Exantema 5
Glomerulonefritis aguda 25

*Prueba realizada en 32 pacientes.
VSG: velocidad de sedimentacién globular; TTPa: tiempo parcial de
tromboplastina activada.

Todos los pacientes presentaron fiebre, con una duracion
media de 13,3 + 8,3 dias (intervalo, 5-45 dias). Las formas de
presentacion clinica mas frecuentes fueron un sindrome
febril (100%) con hepatitis (87,5%) o colestasis disociada
(62,5%). Otras presentaciones fueron neumonia (7,5%),
neumonia y hepatitis (5%), sindrome febril aislado (5%),
accidente cerebrovascular (5%), artritis (2,5%) vy
glomerulonefritis aguda (2,5%). Dos pacientes presentaron
exantema cutaneo con fiebre y hepatitis. Un hecho
caracteristico fue que el 87,5% de los pacientes presentaron
fiebre con elevacion de alguna de las enzimas hepaticas (de
citolisis o colestasis) (tabla 2).

Es de destacar también la elevada frecuencia de
prolongacioén del TTPa, presente en el 80% de los 32 casos en
los que se determiné.

Tenian alguna enfermedad previa 8 pacientes (20%),
siendo las mas frecuentes diabetes mellitus e hipertension
arterial. Un paciente era portador de anticuerpos frente al
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).

De los 3 casos con neumonia, dos se manifestaron con tos,
dolor pleuritico e infiltrado alveolar segmentario, el tercer
paciente era un agricultor de 74 afios que ingresd con una
neumonia intersticial aguda bilateral y elevacién de
transaminasas, en situacion critica, y fallecié antes de
establecerse diagndstico. La necropsia demostré neumonia
aguda bilateral y esteatosis hepatica difusa de grado leve a
moderado, sin que se mencione la presencia de granulomas.

Todos, a excepcién del paciente que fallecio, recibieron
tratamiento con doxiciclina ante la sospecha clinica o
cuando se dispuso del resultado serolégico. La duracion del
tratamiento oscil6 entre 14 y 21 dias. En 37 pacientes la
evolucién fue favorable con recuperacién total. Los
2 pacientes con manifestaciones neuroldgicas se
recuperaron con hemiparesia.

Discusion

Debido a que la fiebre Q no esté incluida dentro de las
enfermedades de declaracion obligatoria, se desconoce su
verdadera incidencia, aunque numerosos estudios indican
gque esta enfermedad debe considerarse un problema de
salud publica en una mayoria de paises, incluida Espafa.
Con los datos aportados en este estudio asciende a 210 el
numero de casos de fiebre Q documentados en nuestra
comunidad auténoma y a 94 los descritos en la isla de Gran
Canaria. Aunque por el niamero de casos no se llegue a
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considerar un grave problema de salud publica como en
otras comunidades auténomas, consideramos que es una
enfermedad importante, de considerable incidencia en
nuestro medio, que durante estos 3 afios asciende a
5 cas0s/100.000 habitantes/afio, inferior a la descrita en la
isla de La Palma® (1986-1988) y en Lanzarote” (1985-1992)
con 15y 9 casos, respectivamente. Debido a que muchos
casos de fiebre Q son autolimitados sin recibir asistencia
médica, y a que precisa pruebas serolégicas para su
diagnostico, es probablemente una enfermedad
infradiagnosticada, no sélo en Espafia sino en todo el
mundo. Asi, autores franceses han estimado? que la
incidencia anual de la enfermedad aguda en su pais es de
50 caso0s/100.000 habitantes, y sélo el 2% de los pacientes
son hospitalizados??.

Sélo en el 14% de los pacientes se remitié mas de una
muestra de suero para verificar seroconversion o variacion
coherente de titulos, lo que explicaria, en parte, el posible
infradiagnostico de esta enfermedad.

La seroprevalencia observada en los pacientes a los que se
les solicitaba serologia de fiebre Q fue del 23,9%, similar a la
descrita entre 1991 y 1997 (24,8%) en este mismo hospital°.
En la revision de los datos publicados en Espafia se
encuentra una gran dispersion de las tasas en funcion de la
poblacién estudiada y su localizacién geografica'?, con
valores que oscilan entre el 0,6 y el 48,6%. Por otra parte, el
empleo de diferente metodologia (IFI, fijacién del
complemento), y puntos de corte, obliga a interpretar los
resultados con cierta cautela. Al igual que otros autores!?®3,
consideramos necesaria la estandarizacion de los distintos
métodos de estudio para poder comparar la incidencia y
seroprevalencia de la enfermedad entre distintas zonas.

La edad media y la distribucion por sexos de nuestros
pacientes no difieren de los descritos en otras series. Por
diversas razones, siendo la mas importante la actividad
laboral relacionada con animales de granja, la fiebre Q
tiende a afectar mas a hombres a partir de la tercera década
de la vida, dado que las posibilidades de contraer la infeccién
aumentan cuanto mas estrecho es el contacto entre hombre
y animales. Sin embargo, esta enfermedad no es excepcional
en la edad infantil y en ancianos. Diversos estudios de
seroprevalencia realizados indican que la infeccion por C.
burnetii se produce con la misma frecuencia en hombres que
en mujeres, aunque tiende a ser mas grave en los primeros?.

El 65% de los pacientes tenia su residencia en el medio
rural, al igual que ocurre en otras series y a diferencia de lo
observado en un estudio previo de nuestro hospital en el que
no existian diferencias significativas®®.

La cabafia ganadera mas abundante en nuestra isla es la
caprina. La mayoria de casos de fiebre Q se manifiestan en
primaveray verano, hecho relacionado con el parto de las
cabras que se produce de noviembre a abril, considerando
esta demora probablemente debida a desecacion,
aerosolizacion y periodo de incubacion. Se supone, por tanto,
que esta distribucion estacional se debe a mayor
contaminacién ambiental con C. burnetii. En el resto de
Europa la maxima incidencia de la enfermedad también
ocurre durante estos meses. Teniendo en cuenta que el clima
de nuestra isla es muy diferente al de Europa continental,
suponemos que esta distribucién se debe a otros factores.

La manifestacion clinica mas frecuente de la enfermedad
en nuestra zona es un sindrome febril con elevacién discreta
de transaminasas y/o colestasis disociada, siendo rara la
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neumonia. Este mismo cuadro clinico es similar al descrito
en Francia?, Extremadura®® y Andalucia®®, al contrario de lo
gue ocurre en otros lugares como Canada y el Pais Vasco,
donde se manifiesta principalmente como un cuadro
neumoénico*!5, Aunque la fiebre Q debe incluirse entre las
causas de neumonia adquirida en la comunidad, la
afectacion pulmonar es muy poco frecuente en nuestra zona,
como queda demostrado tanto en nuestro estudio como en
el resto de series de Canarias.

Tampoco en el presente estudio se ha encontrado ninguin
caso de fiebre Q crénica. Segun los datos disponibles de
Canarias, se han comunicado 7 casos de endocarditis por
fiebre Q, que representan el 3% de los casos totales. En la
mayor serie comunicada hasta la actualidad?, el 22,6% eran
casos de fiebre Q crénica, endocarditis el 73% de ellos.
Aunque la expresion clinica de la fiebre Q como forma
crénica estaria mas relacionada con factores del hospedador
(cardiopatia predisponente) que con variaciones genémicas
de las cepas, esta gran diferencia en las tasas de fiebre Q
crénica con la serie francesa no podria explicarse
Unicamente sobre el primer supuesto.

Dado que nuestra comunidad es en su mayoria de origen
europeo mediterraneo y las vias de transmision son con toda
probabilidad las mismas, esta amplisima diferencia en los
porcentajes de neumoniay endocarditis respecto a series del
norte peninsular®® y Francia? sugiere principalmente la
participacion de diferentes cepas infectantes. Aunque no
puede descartarse un posible sesgo por infradiagnoéstico de
formas neuménicas (s6lo el 14% de segundas muestras de
suero) el grado de sospecha clinica en nuestro hospital es
elevado y se solicita de manera sistematica serologia de
fiebre Q ante todo caso de neumonia extrahospitalaria, de
endocarditis con cultivo negativo y de
hipertransaminasemia aguda o crénica. La disponibilidad
de perfil bioquimico, TTPa y el uso prioritario de
B-lactamicos como tratamiento empirico inicial durante la
época de estudio hacen muy dificil pasar por alto una
neumonia por C. burnetii, al menos en los pacientes
ingresados. Por otra parte, los estudios sobre una posible
correlacién entre distintas cepas y distinta geografia o
sindrome clinico no han demostrado por ahora resultados
concluyentes, aparentemente por wusar diferente
metodologia y sobre distinto sustrato genético o antigénico,
correlaciéon que encuentran algunos autores’-?° pero no
otros?*2, Lo consideramos una via abierta para encontrar
explicacion a esta diferente expresion clinica “norte-sur” de
la fiebre Q.

El tanto por ciento de pacientes que recibié tratamiento
empirico o especifico con doxiciclina es superior al referido
en otras series”!%24, Esto podria explicarse por una mayor
sospecha clinica debido al reconocimiento de la enfermedad
en la zona (la inexistencia de brucelosis y fiebre tifoidea en
nuestra zona también aumentaria la sospecha relativa de
fiebre Q en casos de sindrome febril aislado).

La conclusidon mas destacable de este estudio es que la
fiebre Q se manifiesta en nuestra zona como un sindrome
febril con afectacion hepatica, principalmente en hombres
de edad media, procedentes del medio rural y de manera
preferente durante los meses de abril a julio. La diferente

expresion clinica con respecto a otras zonas sugiere
principalmente la implicacion de diferentes cepas de C.
burnetii.
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Tifus murino importado de Senegal
en un inmigrante viajero

Sr. Editor: El tifus murino o endé-
mico es una zoonosis causada por Ric-
kettsia typhi, transmitida a través de
pulgas de ratas y animales domésti-
cos’. Su epidemiologia, patogenia, ma-
nifestaciones clinicas, diagnéstico y
tratamiento han sido objeto de dos re-
cientes revisiones nacionales?3. Esta
entidad cursa generalmente como un
sindrome febril agudo autolimitado
aunque se han descrito ocasionalmen-
te complicaciones graves, incluso mor-
tales?3. El tifus murino es una enfer-
medad propia de climas templados y
de amplia distribucién, habiéndose co-
municado en Espafia series de casos
autéctonos*® y un dudoso caso impor-
tado?. Sin embargo, esta enfermedad
es probablemente poco considerada en
nuestro pais ante pacientes febriles,
incluyendo a viajeros al regreso de zo-
nas altamente endémicas. Describi-
mos aqui un caso de tifus murino im-
portado en territorio espafiol, en un
inmigrante viajero, con el objetivo de
alertar a los clinicos acerca de este
problema emergente.

Varo6n de 35 afios que ingresé en ju-
lio de 2004 por fiebre alta al regreso
de Senegal. Se trataba de un paciente
de raza negra, senegalés residente en
Gran Canaria desde hacia 9 anos. De
profesion comerciante, no tenia habi-
tos téxicos, ni contacto con animales
domésticos, ganado o aguas residuales
u otras actividades de riesgo epide-
miolégico, excepto viajes anuales a Se-
negal por razones familiares.

El paciente viajo por Senegal du-
rante 3 semanas visitando aldeas de
pobres condiciones higiénicas, con ani-
males domésticos en libertad, no ha-
biendo consumido l4cteos no higieni-
zados. No habia realizado profilaxis
antipaludica. A la semana del regreso
comenz6 con fiebre diaria de 40 °C con
escalofrios, cefalea frontal y sudora-
cién profusa sin otros datos focales, in-
gresando 8 dias después. En la explo-
racién destacaba fiebre de 39,5 °C y
una discreta hemorragia subconjun-
tival unilateral, siendo el resto nor-
mal.

El hemograma era normal, con ligera
monocitosis; la VSG era de 50 mm/h y
los estudios de hemostasia eran nor-

males. En el perfil bioquimico desta-
caban GOT: 118 U/l; GPT: 243 U/l;
fosfatasa alcalina: 303 U/l; LDH: 300
U/l, y GGT: 823 U/1, con bilirrubina
normal. El anélisis sistemético de ori-
na revel6 proteinuria de 500 mg/dl
y microhematuria. La radiografia de
térax fue normal. Los hemocultivos,
urocultivo, coprocultivo y el examen
parasitolégico (por triplicado) de heces
fueron negativos.

Se realizaron en cuatro ocasiones es-
tudios de sangre periférica (frotis fino)
para el diagnéstico de hemoparasito-
sis y pruebas inmunocromatograficas
(ICT Pf/Pv® y OptiMal®) para el diag-
noéstico de malaria, que fueron negati-
vos. También se realizaron las siguien-
tes pruebas serolégicas: frente a virus
A de la hepatitis (IgM negativo, IgG
positivo), virus de Epstein-Barr (IgM
negativo, IgG positivo), virus dengue
(IgM negativo, IgG negativo), Brucella
spp. (rosa de Bengala negativo, ELISA
[IgG e IgM] negativos), citomegalo-
virus (IgM negativo, IgG positivo), To-
xoplasma spp. (IgM negativo, IgG po-
sitivo).

El paciente fue tratado empirica-
mente con sulfato de quinina (600 mg/
8 h), doxiciclina (100 mg/12 h) y le-
vofloxacino (500 mg/24 h) quedando
afebril y asintomatico a las 24 h del
inicio. El estudio serolégico frente a
varias rickettsiosis (R. typhi, R. cono-
rii y Coxiella burnetii) se efectué me-
diante inmunofluorescencia indirecta
(BioMerieux) siendo los resultados ex-
presados en la tabla 1.

El paciente objeto de esta comunica-
cién present6 un cuadro clinico-biolégi-
co caracteristico de un tifus murino te-
niendo en cuenta la presencia de fiebre
elevada con cefalea intensa, sin focali-
dad infecciosa aparente y relativamen-
te bien tolerada, discreta elevacion de
las enzimas hepaticas de citélisis y co-
lestasis (disociada), y rapida respuesta
a doxiciclina. Ademés presenté mi-
crohematuria, hallazgo frecuente en
nuestra experiencia®, aunque no exan-
tema (imposible de evaluar en piel ne-
gra) ni trombocitopenia. Los datos epi-
demioldgicos (contacto con animales
durante el viaje y periodo de incuba-
cién) apoyan claramente que este cua-
dro era importado.

La serologia fue diagnéstica por la
tasa y cinética temporal de los titulos
asi como por la negatividad de otras

TABLA 1.
Fase aguda Convalecencia
IgM IgG IgM IgG
Rickettsia typhi 1:640 1:20.840 1:160 1:1.280
Rickettsia conorii 1:320 1:640 1:40 1:80
Coxiella burnetii <1:40 1:320 < 1:40 <1:40
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pruebas ttiles en el estudio de fiebre
importada (p. ej., malaria, fiebre tifoi-
dea, brucelosis, dengue). Como puede
observarse en la tabla, durante la fase
aguda se encontraron titulos elevados
de anticuerpos frente a R. conorii y, en
menor medida frente a C. burnetii. En
presencia de reaccién cruzada, una si-
tuacion relativamente frecuente en
las enfermedades producidas por ric-
kettsiales, el diagnéstico exacto pue-
de realizarse mediante datos seroldgi-
cos o por PCR&. Un esquema ttil para
el diagnéstico serolégico consiste en
tres pasos sucesivos: a) considerar
como agente causal a aquel cuyos titu-
los de anticuerpos (IgM o IgG) sean
= 2 diluciones con respecto a otros an-
tigenos rickettsiales; b) si los titulos
difieren en menos de 2 diluciones, rea-
lizar un Western blot y ¢) si los resul-
tados del Western blot no son conclu-
yentes realizar estudios de adsorcién
cruzada®. En general, estas técnicas
complementarias (Western blot, PCR)
s6lo estan disponibles en centros de
referencia®.

En nuestra revision previa? recorda-
bamos la conveniencia de pensar en
esta enfermedad en Espana y advertia-
mos sobre la probable emergencia de
casos importados dado el creciente ni-
mero de viajeros procedentes de zonas
endémicas. Debe destacarse que nues-
tro paciente era un inmigrante viajero,
senegalés en este caso, que viajaba a su
pais por razones no turisticas, lo que
parece confirmar el mayor riesgo de
esta poblacién para ciertas enfermeda-
des importadas, como se ha sugerido
recientemente?. Ademaés, conviene re-
cordar que Senegal es el segundo pais
de origen de inmigrantes subsaharia-
nos en Espana y un frecuente destino
turistico®, por lo que es predecible la
aparicion de nuevos casos importados.
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Es muy probable que la mencién de la enfermedad conoci-
da como tifus murino o tifus endémico evoque, en Espafa,
2 ideas: a) se trata de una enfermedad «antigua», y b) es
una infeccién «exoética». Sin embargo, la revisién de la bi-
bliografia reciente contradice ambas ideas, ya que se trata
de un proceso relativamente frecuente, ya sea como infec-
cién autéctona o como enfermedad importada por viajeros.
Por otro lado, ademés de la forma clasica de tifus murino,
en la ultima década se han descrito «<nuevas» variedades de
esta entidad (en lo que respecta a sus agentes causales, los
reservorios de la infeccion, las formas de transmision o las
manifestaciones clinicas). Por todo ello, en este articulo em-
plearemos preferentemente la denominacioén tifus endémi-
co, ya que engloba de forma mas amplia este grupo de enti-
dades clinicas.

Breve reseiia histérica

La delimitacion del tifus murino como una enfermedad dife-
rente fue realizada por el epidemiélogo norteamericano
Maxcy en 1926!. Cinco afios después, Dyer et al® aislaron el
agente causal en ratas y pulgas. En las décadas siguientes
se describieron casos de esta entidad en multiples regiones
del planeta, y desde entonces se ha considerado una enfer-
medad de distribucion mundial con un ciclo clasico en el
que las ratas constituirian el reservorio y los humanos se in-
fectarian por la autoinoculacién de heces de pulgas, a tra-
vés de la picadura. En Espafia, aunque se describieron co-
municaciones aisladas y series de casos de forma continua
hasta 19903, la difusion de estos datos no ha sido suficien-
te, de tal forma que la mayor parte del colectivo sanitario
desconocia (y desconoce) su existencia como enfermedad
autéctona en nuestro pafs.

Por otro lado, desde 1990 se han descrito nuevos patrones
de tifus murino o enfermedades similares: a) la infeccion
por Rickettsia typhi a través de la inhalacion de heces dese-
cadas de pulgas*5, b) la transmisién de R. typhi por otros ti-
pos de pulgas (principalmente la pulga de los gatos, Cteno-
cephalides felis) y desde otros reservorios (perros, gatos,
zariglieyas)®, y c) la identificacion una nueva especie de
Rickettsia (R. felis) que origina un cuadro clinico similar al
producido por R. typhi’®.
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Agentes causales y formas de transmision

Los organismos del tifus endémico (R. typhiy R. felis) se in-
cluyen taxonémicamente, tal como se expresa en la tabla 1,
dentro del género Rickettsia®. Tradicionalmente este género
se ha subdividido en varios subgrupos, que se exponen en
la tabla 2. Los 2 microorganismos relacionados con el tifus
endémico se incluyen taxonémicamente en diferentes sub-
grupos: R. typhien el grupo del «tifus»*y R. felis en el gru-
po de las «fiebres manchadas»1°.

Los microorganismos causales de tifus endémico poseen las
caracteristicas comunes del género Rickettsia. Asi, se locali-
zan en el citoplasma celular como microorganismos libres
(no en el compartimiento vacuolar) y su genoma es circular
y de pequefio tamafio (1-1,6 Mb)!L.

El ciclo biolégico de R. typhi se mantiene en la naturaleza
entre hospedadores mamiferos (rata y humanos) y vectores
(pulgas). El ciclo clasico natural de esta entidad incluye 2
especies de rata (Rattus rattus y Rattus norvegicus) y la pul-
ga oriental de la rata (Xenopsylla cheopis). Las pulgas ad-
quieren la infeccién a partir de ratas con rickettsemia y
mantienen la infecciéon (que no afecta a su supervivencia)
durante el resto de su vida. La transmision de la enferme-
dad a los humanos (y a otras ratas) tiene lugar de 3 formas
diferentes. La mas frecuente es la autoinoculaciéon a partir
de las heces de las pulgas en la zona de la picadura, debido
a que ésta presenta un caracter pruriginoso que lleva al ras-
cado. Otras formas son la transmision directa por la picadu-
ra y la inhalacién de heces de pulga contaminadas. Este ci-
clo clasico sigue siendo causa de tifus endémico en algunas
regiones como Grecia'? o Tailandia'®.

En otras zonas del mundo, el tifus endémico presenta otros
patrones, no caracterizados de forma tan concreta. El aspec-
to méas importante es la presencia de otros reservorios (p. €j.,
gatos, perros o zariglieyas), otro vector (C. felis, la pulga de
los gatos) y otra especie (R. felis). Este «nuevo» vector con-
diciona caracteristicas epidemioldgicas diferentes de las del
tifus endémico. Asi, C. felis no sélo parasita a gatos, sino a
otros mamiferos, principalmente los perros!*, lo que facilita
su diseminacion en el ambito doméstico. En segundo lugar,

TABLA1

Taxonomia general de los microorganismos causales
de tifus endémico

Orden Familia Tribu Género
Rickettsiales Anaplasmataceae
Bartonellaceae
Rickettsiaceae Ehrlichieae

VI/.o/bach.ieae

Rickettsi:

39
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TABLA 2
Grupos «clasicos» de infecciones por el género Rickettsia
Grupo
Fiebres exantematicas Tifus Fiebre de las trincheras
Localizacion intracelular Citoplasma Citoplasma* Citoplasma
Temperatura éptima de crecimiento 32°C 35°C 35°C
Reaccién cruzada OX-2** 0X-19 OX-K
Prototipo de infeccion Fiebre manchada de las Montafias Rocosas Tifus exantemaético Fiebre de los matorrales
Fibre botonosa

*Excepto R. canada; **excepto R. rikettsii.

TABLA 3
Estudios de seroprevalencia de infeccion por R. typhi en el mundo
Pais (zona) N.° de casos Tipo de muestra Prevalencia Fuente bibliografica

Europa
Espafia (Salamanca) 400 Poblacién general 12,5% Ruiz et al. Eur J Epidemiol 1990;6:293-9
Espafa (Madrid) 640 Poblacién general 6,8% Lledo et al. Eur J Epidemiol 2001;17:927-8
Grecia 1.584 Poblacién general 2% Daniel et al. Am J Trop Med Hyg 2002;66:76-9
Bosnia-Herzegovina 183 Poblacién general 37,7% Punda-Polic et al. Eur J Epidemiol 1995;11:697-9

Ameérica
EE.UU. (Nueva York) 204 Usuarios drogas por via intravenosa 0% Comer et al. Am J Trop Med Hyg 2001;65:855-60
EE.UU. (Los Angeles) 200 Indigentes 0% Smith et al. J Infect Dis 2002;186:1673-6

~ EE.UU. (Sudeste) 1.999 Personas 1-17 afios 0,6% Marshall GM. Ped Infect Dis J 2000;19:1103-4

Africa
Angola 113 Poblacién general 0% Dupont et al. Clin Infect Dis 1995;21:1126-33
Burkina Faso 102 Poblacién general 59% Dupont et al. Clin Infect Dis 1995;21:1126-33
Congo 100 Poblacién general 5,0% Dupont et al. Clin Infect Dis 1995;21:1126-33
Costa de Marfil 89 Poblacién general 2,3% Dupont et al. Clin Infect Dis 1995;21:1126-33
Islas Comores 93 Poblacién general 2,2% Dupont et al. Clin Infect Dis 1995;21:1126-33
Mali 100 Poblacién general 11,0% Dupont et al. Clin Infect Dis 1995;21:1126-33
Mauritania 118 Poblacién general 1,7% Niang et al. Eur J Epidemiol 1998;14:817-8
Marruecos (Casablanca) 300 Donantes de sangre 1,7% Meskini et al. Eur J Epidemiol. 1995;11:655-60
Marruecos (Fez) 126 Muestras de laboratorio 4% Meskini et al. Eur J Epidemiol. 1995;11:655-60
Republica Centroafricana 99 Poblacién general 10,1% Dupont et al. Clin Infect Dis 1995;21:1126-33
Tanzania 150 Muijeres embarazadas 28% Anstey et al. Am J Trop Med Hyg 1997;57:187-9
Tunez 500 Donantes de sangre 3,6% Letaief et al. Trans R Soc Trop Med Hyg. 1995;89:266-8
Zambia 377 Poblacién general 5% Okabayashi et al. Am J Trop Med Hyg 1999;61:70-2

Asia
Indonesia 464 Poblacién general 34,7% Richards et al. Am J Trop Med Hyg 1997;57:91-5
Tailandia 215 Donantes de sangre 8% Strickman et al. Am J Trop Med Hyg 1994;51:149-53

la pulga del gato es capaz de transmitir las dos especies de
Rickettsia relacionadas con el tifus endémico’®. Finalmente,
la transmision transovarica de R. typhi en X. cheopis es muy
limitada'®, mientras la de R. felis en C. felis es muy eficaz",
lo que facilita la diseminacion de la infeccion.

Epidemiologia

El tifus endémico es una enfermedad que aparece de forma
endémica en climas templados y especificamente en las zo-
nas costeras!®. Las principales series clinicas se han descrito
en EE.UU.1%21 México®, sudeste asiatico!®2324 Australia®®,
Grecial? y Espana®28. Sin embargo, existen estudios de sero-
prevalencia que sefialan que la infeccion por R. typhi tiene
una mayor difusion que la indicada exclusivamente por los
datos clinicos. En la tabla 3 se indican los datos mas relevan-
tes acerca de los estudios de seroprevalencia en diferentes
paises y regiones. Por otro lado, se ha detectado infeccién
por R. typhi en varias especies de mamiferos (p. €j., roedo-
res, perros) en diferentes paises, incluidos Espafia y Portugal.
Otro aspecto epidemiolégico de interés clinico es la comuni-
cacion de casos de tifus endémico como enfermedad im-
portada tanto en viajeros®*2° como en refugiados®!.

En la mayor parte de las series el tifus endémico tiene un
patron temporal caracteristico (tabla 4), predominando du-
rante el verano y el principio del otofio!?1921.2628 Sin embar-
g0, en otras zonas se describen casos durante todo el

ano'®19%8 No existe una asociacion entre esta infeccion y el
habitat rural o urbano (tabla 3).

Esta enfermedad aparece en todos los grupos de edad (des-
de los 5 meses a los 81 afios) y es relativamente frecuente
la afeccion infantil (tabla 4). Por otro lado, se ha observado
que la prevalencia de anticuerpos frente a R. typhi aumenta
con la edad. En lo que respecta a la distribucion por sexo,
no existen diferencias significativas.

En la mayor parte de las series clinicas no se ha detectado
una asociacion entre la presencia de tifus endémico y la ac-
tividad profesional de los pacientes. Sin embargo, en deter-
minadas zonas, se ha observado una relacion significativa
con algunas profesiones concretas como recolectores de
caucho o basureros.

Finalmente, parece que la raza no influye de forma impor-
tante en la infeccion, aungue no existen datos sobre su pa-
pel en la aparicién de enfermedad. Unicamente en un tra-
bajo se menciona la diferencia en personas de diferentes
razas, pero este hecho se atribuye a la mayor exposicion al
agente causal.

Los datos epidemiolégicos particulares de la infeccion por R.
felis son menos conocidos, debido a la identificacion mas re-
ciente de esta especie, y secundariamente a la disposicion
de técnicas diagnosticas especificas. De cualquier forma, se
han detectado casos clinicos de tifus endémico por R. felis
en América (Texas’, México®? y Brasil®®), Europa* y Asia®.
También se ha comprobado que, ademés de los paises en
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Fig.1. Mecanismos patogénicos en el ti-
fus endémico. RLO: radicales libres de
oxigeno.

Lesién celular

Diseminacion a células proximas

los que se han descrito casos clinicos, existe infeccion por R.
felis en pulgas de gato en otras zonas del mundo®!17.

Patogenia y fisiopatologia

Los datos acerca de la patogenia y fisiopatologia del tifus
endémico se basan principalmente en los estudios realiza-
dos in vitro*®3 y en los escasos modelos experimentales.
Ademas, un numero considerable de datos se extrapolan de
los obtenidos en otras infecciones por microorganismos del
género Rickettsia®.

Patogenia

La entrada de los agentes causales conocidos de tifus endé-
mico (R. typhi y R. felis) en humanos tiene lugar por via
transcutanea (autoinoculacion de heces de pulga 0, menos
frecuentemente, picadura de este artropodo) o inhalatoria. La
inoculacion transcutdnea de ambas rickettsias no se asocia a
una lesién cutanea caracteristica («mancha negra») propia
de las rickettsiosis del grupo de las «fiebres exantematicas» o
de la fiebre de las trincheras. Desde la piel (o el aparato respi-
ratorio), las rickettsias se diseminan por via linfatica y/o he-
matica hasta las células endoteliales, que constituyen su prin-
cipal célula diana. La afeccion de las células del sistema
mononuclear fagocitico y, posiblemente los hepatocitos, tiene
un papel secundario en la patogenia de la enfermedad.

La lesiéon endotelial es el elemento clave en la patogenia vy fi-
siopatologia del tifus endémico. Las rickettsias se adhieren a
las células endoteliales mediante sus proteinas externas de
membrana —outer membrane proteins (OMP) A 'y B—, sien-

do desconocido el receptor celular. Inmediatamente pene-
tran en las células endoteliales empleando un mecanismo
peculiar denominado «fagocitosis inducida», ya que el apor-
te de energia corresponde al agente patdégeno. Aunque ini-
cialmente las rickettsias son englobadas en una vacuola de
fagocitosis, antes de que se produzca la fusién lisosoma-fa-
gosoma acceden al citoplasma gracias a una fosfolipasa A,
producida por las propias bacterias. En el citoplasma se
produce la divisién celular por fisién binaria, utilizando las
fuentes energéticas del hospedador. Las consecuencias de
la infeccién celular son de 2 tipos. Por un lado, se produce
la diseminacion a las células proximas por un mecanismo
peculiar, que implica la reordenacion de la actina de la célu-
la endotelial. Por otro lado, se produce una lesion endotelial
directa (no mediada por toxinas o por mecanismos inmuno-
légicos) en cuya génesis estan implicados los radicales libres
de oxigeno (fig. 1).

Fisiopatologia

La mayor parte de las manifestaciones del tifus endémico
dependen de la endotelitis, que: a) altera la permeabilidad
capilar y promueve la salida de liquido hacia los tejidos; b)
altera el funcionamiento normal de los 6rganos (sobre todo el
sistema nervioso central y el pulmdén), y ¢) desencadena una
activacion local de la coagulacion. Otros factores asociados
son la liberaciéon de citocinas proinflamatorias por las células
endoteliales y macréfagos (p. ej., las interleucinas 1 y 6),
responsables de varias manifestaciones (p. ej., la fiebre)337.
La respuesta inmunitaria a los agentes causales del tifus en-
démico incluye un componente humoral (anticuerpos frente

TABLA 4
Datos epidemiolégicos
Dumler et al'®, | Silpapojakul et al’3, | Bernabeu et al®¢, Fergie et al?°, Whiteford et al?!, Gikas et al'?, Hernandez et al?®,
Texas (EE.UU.) Tailandia Sevilla Texas (EE.UU.) Texas (EE.UU.) Creta (Grecia) Las Palmas
1991 1992 1999 2000* 2001* 2002 2003
N.° de pacientes 80 137 104 30 97 83 22
Distribucion temporal Abril-junio Sin variacién Agosto-octubre | Mayo-noviembre Mayo-julio Julio-octubre Verano
Edad media (afios) 48 - R 10 8 50 (varones)
40 (mujeres) 28
Intervalo de edad - 4-76 afos 12-81 afios 2-17 afios 5 meses-16 afios 14-76 14-76
Relacion
varones/mujeres 2:3 1,3:1 1,2:1 3:4 1,2:1 3:2 21:1
Casos urbanos - 43% 63,5% - - 46% -

*Serie exclusivamente pediéatrica.
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TABLA 5
Manifestaciones clinicas en las principales series de tifus murino
Dumler et al'®, | Silpapojakul et al'3, | Bernabeu et al?¢, Fergie et al?°, Whiteford et al?!, Gikas et al'?, Hernandez et al?®,
Texas (EE.UU.) Tailandia Sevilla Texas (EE.UU.) Texas (EE.UU.) Creta (Grecia) Las Palmas
1991 1992 1999 2000 2001 2002 2003
N.° de casos 80 137 104 30 97 83 22
Fiebre 98 100,0 100 100 100,0 100 100,0
Cefalea 75 41,6 71,1 77 76,0 88 90,9
Exantema 54 20,4 62,5 80 63,0 80 68,2
Artralgias/mialgias 46 445 77,8 57 40,0 45 454
Hepatomegalia - 24,1 29,8 - - 22 38,1
Tos 35 - 25,0 40 15,0 28 28,6
Diarrea 26 51 5,7 40 33,0 11 18,2
Esplenomegalia - 5,2 24 - - 23 14,3
Picadura 39 0 38 33 34,0 - 13,6
Nauseas/vomitos 48 30,7 23 43 45,0 18 13,6
Dolor abdominal 23 10,9 - 60 27,0 11 13,6
Confusién 8 2,2 4,8 7 8,0 10 13,6
Conjuntivitis - 2,2 - - 7,0 25 45

Los datos de las manifestaciones clinicas se expresan como porcentaje.

a las proteinas externas de membrana) y un componente ce-
lular, mediado principalmente por linfocitos T citotéxicos y cé-
lulas natural killer. En general, es una respuesta eficaz, de tal
forma que el individuo queda protegido de nuevos episodios.

Manifestaciones clinicobioldgicas

El periodo de incubacion de la enfermedad oscila entre 6 y
14 dias®, con una media de 11 dias en casos experimenta-
les. En algunos casos se ha documentado un periodo pro-
dromico de 1-3 dias caracterizado por cefalea, artromial-
gias, astenia y nauseas, aungue no es excepcional un inicio
més agudo. El cuadro clinico inicial se caracteriza por la
triada de fiebre elevada (a menudo asociada a escalofrios),
cefalea intensa y exantema cutdneo!®13192128 | 3 frecuencia
de cada uno de estos datos clinicos es diferente en cada
una de las series de casos (tabla 5).

En las diferentes series, el dato més constante es la fiebre,
que supera los 39 °C en la mayor parte de los casos y resul-
ta dificil de controlar con los antitérmicos habituales. Otro
dato caracteristico es la cefalea que, exceptuando la serie
de Tailandia'3, aparece en mas del 75% de los casos. En al-

TABLA 6

gunos casos, la intensidad y caracteristicas semiologicas
hacen pensar en la presencia de sindrome meningeo (véase
mas adelante). La presencia de exantema es muy variable
(20-80% de los pacientes), aunque es posible que exista un
sesgo (negativo o positivo) en su evaluacion, ya que es de
caracter maculopapular, poco intenso y de predominio cen-
tral (tronco y zona proximal de las extremidades). En perso-
nas con piel muy pigmentada es imposible detectar este
tipo de exantema.

Otras manifestaciones clinicas que aparecen en el tifus en-
démico se recogen en la tabla 5. Como puede observarse,
dependiendo de las caracteristicas de cada serie, la presen-
cia de determinados sintomas o signos es muy variable, lo
que puede estar en relacién con 3 factores principales: a) la
realizacion de una historia clinica dirigida (estudios prospec-
tivos o retrospectivos); b) la penetracion a través de diferen-
tes vias (p. €]., cutanea o inhalatoria), que puede influir en 2
datos clinicos: la aparicion de tos o la deteccion de picadura,
y ¢) la existencia de diferentes microorganismos (R. typhi, R.
felis y, posiblemente, otras especies no identificadas).

Los datos analiticos son también muy variables segun las
series (tabla 6). En el hemograma es frecuente la anemia

Datos complementarios en las principales series de tifus murino

Dumler et al'®, Silpapojakul et al'3, | Bernabeu et al®®, Fergie et al?°, Whiteford et al?!, Gikas et al'?, Hernandez et al?®,
Texas (EE.UU.) Tailandia Sevilla Texas (EE.UU.) Texas (EE.UU.) Creta (Grecia) Las Palmas
1991 1992 1999 2000 2001 2002 2003
Anemia 75 - 0,96 57 69 25 18,2
Leucocitopenia 28 39 18 40 37 7,2 9,0
Leucocitocitosis 29 - 20 3 1 0 18,2
Neutrofilia - - - 63 77 - 36,4
Trombocitopenia 48 29 19 60 43 51 454
Elevacion VSG - - 59,5 75 81 - 89,5
Alargamiento tiempo
de protrombina 30 - - - - - 22,7
Aumento ratio TTPA - - - - - - 27,3
Aumento de urea 27 - - 0 3 - 36,4
Aumento de creatinina 21 - - 0 0 - 13,6
Hiponatremia 60 - - 66 58 37 18,2
Aumento de CK en suero 21 - - - - 42 10,0
Aumento de LDH en suero 87 - - - 100 82 81,8
Aumento de AST en suero 90 - 67 67 82 86 77,3
Aumento de ALT en suero 73 - 67 67 38 64 99,9
Aumento de fosfatasa
alcalina en suero 60 - 25 - - 15 30,0
Aumento GGT en suero - - - - - - 57,2
Hipoalbuminemia 89 - 46 87 82 54,5
Hipergammaglobulinemia — — — — — 75,0

Los datos se expresan como porcentaje. VSG: velocidad de sedimentacion globular; TTPA: tiempo de tromboplastina parcial activado; CK: creatincinasa; LDH: lactatodeshidrogenasa; AST:
aspartatoaminotranferasa; ALT: alaninaminotransferasa; GGT: gammaglutamiltranspeptidasa.
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(en series americanas), que aparece sélo en una cuarta
parte de los pacientes en otras zonas. El recuento leucocita-
rio es muy variable, pudiendo aparecer leucocitopenia, leu-
cocitosis (con neutrofilia) o, lo que es méas habitual, un re-
cuento leucocitario normal «inesperado» en un paciente en
el que los datos clinicos apuntan a una infeccion bacteria-
na. Aproximadamente en la mitad de los pacientes aparece
trombocitopenia, aunque en algunas series este hecho es
menos frecuente.

La afeccién de la coagulacién se ha estudiado poco. En
nuestra serie aparece un alargamiento del tiempo de pro-
trombina y del tiempo de tromboplastina parcial activado en
una cuarta parte de los pacientes?.

La lesion renal es muy variable. Es excepcional en las series
infantiles?®?!, pero aparece una elevacion de la urea y crea-
tinina hasta en una cuarta parte de los casos'®?8. En nues-
tra experiencia, hasta el 86,9% de los pacientes presenta-
ban alteraciones en el estudio de la orina, principalmente
microhematuria®®, lo que contrasta con la ausencia de alte-
raciones en otras series de casos?%21% y la menor deteccién
(28%) en el estudio de Dumler et al®. En un estudio centra-
do especificamente en las lesiones renales del tifus murino,
Shaked et al*® encontraron alteraciones urinarias en 5 de los
27 pacientes estudiados. En la bibliografia se han comuni-
cado 14 casos de insuficiencia renal aguda!®192840-42 gso-
ciados a tifus murino, cuyo sustrato anatomopatolégico era
una nefritis intersticial multifocal perivascular (caracteristico
de las rickettsiosis)®.

La afeccion hepatica es muy frecuente en todas las series
revisadas. Se detectan hipoalbuminemia e hipertransamina-
semia en mas del 75% de los casos (tabla 6). La hipertran-
saminasemia frecuentemente alcanza el rango de las hepa-
titis virales, y es menos frecuente la apariciéon de colestasis
disociada. Sin embargo, es excepcional la aparicion de icte-
ricia y/o hiperbilirrubinemia, que se presentan en 3 circuns-
tancias: alcoholismo, infecciones concomitantes o deficien-
cia de glucosa 6 fosfatodeshidrogenasa®.

La afecciéon pulmonar es relativamente frecuente en el tifus
endémico, y la manifestacion clinica mas frecuente es la tos
seca. En la radiografia de térax se objetiva, hasta en una
cuarta parte de los pacientes, un patrén alveolar, asociado o
no a derrame pleural minimo. No existen suficientes datos
histologicos para explicar estos hallazgos, aunque se ha atri-
buido a las alteraciones de la permeabilidad vascular y/o a
la inflamacion alveolar directa inducida por R. typhi.
Ademas de las anteriores, se han descrito multiples com-
plicaciones que se resumen en la tabla 7. La mortalidad
global del tifus endémico se cifra entre un 1-4% y es mas
frecuente en personas con enfermedad previa y/o edad
avanzada.

Diagnéstico

El diagnostico etioldgico del tifus endémico se basa en va-
rias técnicas diagnésticas, que revisaremos brevemente
para exponer posteriormente la situacion actual del diagnos-
tico de esta entidad.

Serologia

La prueba clasica en el diagnostico del tifus endémico ha
sido la reaccion de Weil-Felix empleando como antigeno
Proteus vulgaris OX-19. Esta técnica se basa en la reaccion
cruzada entre la cepa mencionada de P. vulgaris y antige-
nos del grupo del «tifus» (y también de R. rickettsii). La re-
accion de Weil-Felix detecta principalmente anticuerpos de
isotipo IgM, aunque su sensibilidad y especificidad son muy

TABLA 7
Complicaciones del tifus murino

Complicacion

Artritis
Embolia pulmonar

Referencias bibliogréficas

Pascual et al. Med Clin (Barc) 1991;97:142-3
Potasman et al. J R Soc Med 1986;97:367-8

Endocarditis Buchs et al. South Med J 1992,;85:751-3
Austin et al. Am J Med Sci 1987;293:320-3
Insuficiencia Pether et al. Lancet 1994,344:897-8

Bernabeu-Wittel et al. Eur J Clin Microbiol
Infect Dis 1998;17:131-2

Hudson et al. Int Ophthalmol 1997;21:121-6

Lu et al. Scand J Infect Dis 1997;29:632-3

Manor et al. Am J Ophthalmol 1977;84:559-62

Masalha. J Neurol 1998;245:665-8

Massung. Clin Infect Dis 2001;32:979-82

multiorganica

Lesion retiniana

Meningoencefalitis

Parotiditis Lozano de Leon et al. Enf Infecc Microbiol Clin
1991;9:585

Pleuropericarditis Moreno Castillo et al. Rev Clin Esp 1984;173:
125-7

Seudooclusion intestinal
Rotura esplénica

Rabau et al. Dig Dis Sci 1980;25:314-5
McKelvey et al. J Infect 1991; 22:296-7

bajas, por lo que su empleo ha quedado restringido a zonas
CON POCOS recursos econdmicos*.

En la actualidad, las técnicas serolégicas utilizan material
propio de microorganismos del género Rickettsia como anti-
geno. Los métodos iniciales para demostrar la reaccion anti-
geno-anticuerpo en las rickettiosis fueron multiples: fijacion
de complemento®, microaglutinacion®, hemaglutinacion® o
aglutinacién de particulas de latex*®. Sin embargo, la com-
plejidad técnica, la necesidad de una gran cantidad de anti-
geno o la deteccion de isotipos aislados limitaban su utilidad
préactica. Por ello, se disefiaron nuevas pruebas que permi-
ten medir tanto IgM como IgG frente a R. typhi (o al menos
rickettsias del grupo del «tifus») con mayores sensibilidad y
especificidad. Las mas utilizadas son la inmunofluorescen-
cia indirecta (IF1)* y el enzimoinmunoanélisis®. La técnica
de referencia para el estudio de la infeccién y/o enfermedad
por R. typhies la inmunofluorescencia indirecta, aparecien-
do titulos diagnésticos aproximadamente a los 10 dias del
inicio de la fiebre. Aunque poco utilizada, se ha descrito
una técnica que sustituye el método de deteccion final
(fluorescencia) por un marcador cromatico (peroxidasa)®'.
Finalmente, se han desarrollado técnicas que adaptan los
métodos del ELISA a laboratorios con menor dotacion tec-
nologica (Dot-ELISA)®. De cualquier forma, la prueba més
utilizada es la inmunofluorescencia indirecta y, en menor
medida, el enzimoinmunoanalisis.

Las 2 limitaciones principales de las técnicas serolégicas
son la necesidad de que transcurra un tiempo minimo para
la sintesis de anticuerpos (lo que disminuye su utilidad en
los primeros dias de la enfermedad) y las reacciones cruza-
das con otras rickettsias del «grupo del tifus» (tifus epidémi-
co y enfermedad de Brill-Zinser) asi como otros microorga-
nismos (en concreto Legionella bozemanii)®>53,

Cultivos

El método mas habitual para el cultivo de rickettsias es la
técnica de shell-vial partiendo de sangre anticoagulada con
heparina®. Habitualmente se emplean las lineas celulares
Vero y XTC-2, manteniendo el cultivo a 28 y 32 °C. La iden-
tificacion de las bacterias en el cultivo puede realizarse me-
diante métodos citoquimicos (principalmente la tincion de
Giemsa o la tincién de Giménez), uso de anticuerpos (mo-
noclonales o policlonales) o técnicas de amplificacion gené-
tica de acidos nucleicos. Si las bacterias se detectan en el
shell-vial, se procede a la inoculacién en cultivo celular con-
vencional para la determinacién de la especie.
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Identificacion de productos de R. typhi en material bioldgico
del hospedador

La deteccién de antigenos de R. typhi se ha empleado princi-
palmente en estudios histopatolégicos retrospectivos. El empleo
de diferentes protocolos ha permitido también la deteccion de
ADN y ARN de R. typhi obtenido de diferentes muestras biol6-
gicas, aunque su aplicacion clinica ha sido muy limitada.

Situacion actual del diagndstico del tifus endémico

El diagnostico de las 2 formas principales de tifus endémico
(infeccion por R. typhi o por R. felis) no esté establecido en
la actualidad. En primer lugar, es preciso que los datos epi-
demiolégicos, clinicos y biolégicos hagan sospechar la pre-
sencia de esta enfermedad. En segundo lugar, el diagnosti-
co en fases iniciales precisa del empleo de métodos
directos (reaccion en cadena de la polimerasa o cultivo) dis-
ponibles s6lo en centros muy especializados. Por otro lado,
el empleo de pruebas indirectas frente a R. typhi no es una
técnica habitual en los laboratorios clinicos en Espafia, o
que limita el diagnostico de esta rickettisiosis. El diagnoéstico
de la infeccion por R. felis, aunque posible por el desarrollo
de anticuerpos monoclonales y cebadores especificos para
la prueba de reaccion en cadena de la polimerasa so6lo pue-
de realizarse en laboratorios de referencia®.

Tratamiento

El tratamiento del tifus endémico en la mayor parte de los
casos es muy simple, ya que ambas bacterias (R. typhiy R.
felis) son sensibles a varios antimicrobianos y la respuesta
es muy rapida. En ambos casos, el farmaco de eleccion es
la doxiciclina en dosis convencionales. Las quinolonas cons-
tituyen un farmaco alternativo®, aunque ya se han detec-
tado cepas resistentes a este grupo®. La sensibilidad de
ambas especies también incluye la rifampicina, el cloranfe-
nicol y la telitromicina®°58. Ambas especies son resistentes
a los betalactamicos, aminoglucoésidos y cotrimoxazol. La
sensibilidad a los macrélidos es diferente en R. typhiy R.
felis, lo que traduce su diferente situacion taxonémica. Asi,
R. typhi es sensible a los macroélidos, especialmente a josa-
micina, lo que supone una alternativa Gtil en el tratamiento
de nifios y mujeres embarazadas, mientras que R. felis es
resistente a este grupo farmacolégico.

No existen estudios comparativos acerca de la duracion del
tratamiento. En general se recomienda que sea de 5 dias,
aunque presumiblemente una menor duracion (incluso una
dosis Unica) pueda ser igualmente eficaz.

Comentario final

El objetivo de este articulo es recordar a la comunidad cien-
tifica espafiola la existencia de esta entidad y sus caracteris-
ticas epidemiolégicas, patogénicas, clinicas, diagnosticas y
terapéuticas. La existencia de casos clinicos autdctonos
(Comunidad Andaluza y Comunidad Canaria) y la documen-
tacion de infeccién (por estudios seroldgicos) en Salamanca
y Madrid indican que esta rickettsiosis presenta una difu-
sion en Espafa mayor que la comunicada en la actualidad.
Por ello, el acceso a métodos diagnoésticos mas rapidos, fia-
bles y especificos facilitara el diagnéstico de los casos clini-
cos y ayudara en los estudios epidemiolégicos.

En segundo lugar, un nimero importante de los espafioles
que viajan al extranjero eligen como destino zonas en las que
el tifus murino es endémico (p. ej., Grecia, México, Indonesia
0 paises de Africa Occidental). Aunque el riesgo es bajo en ge-
neral, esta posibilidad debe descartarse en casos concretos de
enfermedad importada.

Finalmente, todas las enfermedades producidas por rickettsiales
comportan un riesgo potencial como elementos en el biote-
rrorismo, pues se puede modificar su estructura y resistencia
a los antimicrobianos mediante la tecnologia existente.
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CONCLUSIONES







e La infeccion por Rickettsia felis y, probablemente por Rickettia massiliae, son
responsables de fiebre de duraciéon intermedia en Gran Canaria en un nimero
importante de casos. Sin embargo, no hemos encontrado evidencia de que la infeccién
por Anaplasma phagocytophilum desempeiie un papel en este sindrome.

e Se han aislado en muestras humanas y animales silvestres en Gran Canaria
tres genotipos diferentes de Coxiella burnetii (IV, VII y VIII), todos ellos adaA
negativos.

e La seroprevalencia de infecciéon por Coxiella burnetii en el archipiélago
canario oscila entre el 13,2% (Fuerteventura) y el 32,5% (Lanzarote).
Especificamente en Gran Canaria un 23,% % de la poblacién presenta evidencia
serolégica de esta infeccion.

e La seroprevalencia de infeccién por Rickettsia typhi en el archipiélago
canario oscila entre un 1,5% (Gran Canaria) y 19,2% (La Gomera).

» Existe una elevada prevalencia de infeccion por Coxiella burnetii en la cabafia
ganadera en Gran Canaria afectando a un 60,4% de caprinos, 31,7% de ovinos y
12,2% de vacunos estudiados.

* En Canarias, el ciclo de Coxiella burnetii es principalmente peridoméstico, mas
gue silvestre. Por otro lado, los micromamiferos constituyen un importante reservorio de
Rickettsia spp en nuestra area y las garrapatas desempefian un papel importante en la
transmisién a humanos y animales.

e La deteccion de material genético mediante PCR de Coxiella burnetiii y
Rickettsia spp en suero es Util en el diagnéstico etiolégico precoz en casos de fiebre

de duracién intermedia.
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