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Antecedentes:

Las espondiloartropatias (SpA), constituyen un grupo de enfermedades y sindromes
asociados al antigeno de histocompatibilidad clase I HLA-B27 que se caracterizan por la
presencia de artritis y entesitis que comprometen las articulaciones vertebrales,

sacroiliacas y periféricas:.

Las entidades que constituyen este grupo son la espondilitis anquilosante (EA), las SpA
indiferenciadas, las artritis reactivas (ARe), incluyendo el Sindrome de Reiter y las
artropatias enteropaticas, especialmente las asociadas a enfermedad de Crohn y a fa
colitis ulcerativa crénica inespecifica. La inclusién de la artritis psoriasica en este grupo
es controversial, ya que algunos de sus subtipos, no se asocian al HLA-B27, ni afectan a
las articulaciones sacroiliacas o vertebrales. Las principales descripciones de éstas

entidades, se basan en series de pacientes adultos.

La descripcién del subgrupo de SpA indiferenciadas, o no clasificables, ha facilitado el
reconocimiento de las SpA de presentacion infantil o juvenil.? Estas, se caracterizan por
el inicio de la sintomatologia antes de los 16 afios de edad (independientemente de su
edad de deteccién), y, aunque ha sido reconocida desde hace algunas décadas, con
frecuencia se les clasificaba como una variante de la artritis reumatoide/crénica juvenil,
especificamente en el subgrupo oligoarticular de inicio tardio, o tipo IL Sin embargo,
conforme su conocimiento se profundiza3+, es claro que constituyen un grupo
independiente de entidades, con manifestaciones clinicas que permiten su deteccion
desde etapas tempranas, evolucién particular y patrones de respuesta terapéutica no

compartidos por las otras variedades de artritis reumatoide/cronica juvenil .



La patogenia de las espondiloartropatias se encuentra ligada en forma muy importante
al HLA-B27 y también a procesos infecciosos. Esta relacién con infecciones se habia
reportado desde la antigiiedad en forma aislada y fue establecida por Reiter y otros a
principios de este siglos. La relacién existente entre procesos infecciosos y la artritis, fue
mas evidente al detectarse la aparicion de cuadros de inflamacién que aparecian como
complicacién de infecciones gastrointestinales en epidemias de diarrea o intoxicacién
alimenticia. Dentro de descripciones, la realizada por Paronen® en Finlandia (1948) es
de particular importancia por el gran nimero de casos de artritis descritos (344) en una
epidemia Nacional de Shigellosis que afectd a 150,000 pacientes. La importancia de las
epidemias, radica al observar la coexistencia de la infeccién y la artritis en un lapso
breve, presente en forma simultinea en un grupo de pacientes; esto da un mayor peso a
los hallazgos que son comunes (tiempo de evolucién, presentacion clinica, etc.) y resalta

la importancia del proceso infeccioso como factor desencadenante.

En estudios mas recientes se definiria también que la mayer parte de los pacientes que
desarrollan artritis como complicacién de un episodio infeccioso, son HLA-Boy
positivos? (B27+) y también que sélo las infecciones provocadas por algunas bacterias
son capaces de generar estos cuadros post-infecciosos. A éstas bacterias se les denomina
genéricamente como bacterias artritogénicas e incluyen a varias especies de los generos

Salmonella, Shigella, Yersinia, Campylobacter y Chlamydia.

Existe evidencia de que la respuesta inmune en individuos B27+ ante las infecciones por
bacterias artritogénicas difiere de los individuos B27-; estas diferencias son ain mas

acentuadas en el subgrupo de individuos B27+ que desarrollan artritis reactiva. Aun



cuando no se considera que los individuos B27+ sean mas susceptibles a éstas u otras

infecciones.

Aunque con variabilidad en los reportes, la serologia de los pacientes con artritis
reactiva es un ejemplo de esta particular respuesta; en comparacién con grupos testigos
constituidos por individuos sanos o con otras enfermedades reumaticas, los pacientes
con artritis reactivas, desarrollan posterior al cuadro infeccioso, titulos mayores de
anticuerpos®? y ademés estos anticuerpos permanecen elevados en el suero y en el
liquido sinovial por periodos significativamente mas prolongados (meses), ademas cl
isotipo IgA es el predominante en la respuesta tardia y su duracién correlaciona con la
persistencia demostrada de la bacteria (habitualmente en el sitio de colonizacién), lo
cual ha demostrado un estimulo inmune crénico a nivel de mucosas el cual es

anormalmente prolongado.

El predominio de linfocitos activados en los infiltrados sinoviales de pacientes con SpA,
evidencia la importancia que tienen en este proceso. Los resultados muestran que existe
una reactividad mayor de los linfocitos de pacientes con SpA en comparacién a testig()§
(pacientes infectados sin artropatia) o pacientes con alguna otra artropatia (no SpA)i;.
Otra observacion relevante, es que al comparar las respuestas de las células
mononucleares (CMN) de sangre periférica contra la obtenida de las CMN del liquido
sinovial, las CMN del sinovio, responden de manera mas enérgica y especifica
{oligoclonalidad), cor una proliferacion maxima, en tanto que las CMN de sangre
periférica, presentan respuestas variables, que van desde una proliferacion subméxima,

leve y ocasionalmente nulatt12,



Por lo anterior es aceptado que en pacientes con ARe (v entidades relacionadas) la
respuesta inmune intra-articular se encuentra dirigida en gran medida a componentes
bacterianos, difiriendo de la respuesta sistémica. Esto sugiere que la posibilidad de que
en ¢l interior de la articulacién existe un estimulo antigénico local. Estos hallazgos han
llevado a varios investigadores a considerar que este estimulo deriva de la presencia
intra-articular de componentes bacterianos, e incluso recientemente, se ha sugerido la
presencia de bacterias intra-articulares integras y viables. Esta blisqueda ha sido una
constante en las pasadas décadas la cual ha sido dirigida por los recursos técnicos

disponibles.

En 1966, fueron identificados por microscopia de luz, elementos similares a los cuerpos
elementales de Chlamydia trachomatis en monocitos de membrana sinovial de
pacientes con sindrome de Reiter. En 198613, este hallazgo se corrobord con microscopia
electronica e inmunofluorescencia contra antigenos conocidos de Chlamydia
trachomatis y se detecté reactividad contra una proteina mayor de la pared extein:
{(MOMP). Esta biisqueda se extendié en los Gltimos 10 afios, a la deteccién de antigenos
de enterobacterias por esta misma técnica. Algunos de las bacterias detectadas hasta la
fecha son: lipopolisaciridos de Shigella flexneri, Salmonella typhimuriumss,
Salmonella enteritidis's, Yersinia pseudotuberculosis? y Yersinia enterocolitica8. Sin
embargo, la presencia de material intra-articular inmunorreactivo no resuelve la
pregunta fundamental éSe trata de elementos bacterianos o de algiin componente

endégeno que presenta reaccion cruzada (autoantigeno)? -



Reaccion en Cadena de Polimerasa (RCP) y deteccion de ADN/ARN

bacteriano en SpA

La aparicién de técnicas de biologia molecular ha dado un nuevo elemento para una
mejor comprension de la compleja relacion huésped-bacteria en este grupo de entidades.
En particular el uso de la reaccién en cadena de polimerasa (RCP), ha sido de gran
utilidad para la bisqueda de material genético bacteriano en los tejidos de este grupo de
pacientes, gracias a su alta sensibilidad. Hasta el momento, ha permitido detectar ADN
de Chlamydia trachomatis en células sinoviales de pacientes con artritis reactiva de
transmisién sexual920 asi como ADN de Borrelia burgdorferizt, Campylobacterzs,
Shigella=z, Salmonella®324, Yersinia?s y Mycobacterium?é en pacientes con artritis
reactiva u oligoartritis indiferenciada de corta evolucién. Ademas, estudics mas
recientes han podido identificar transcritos de ARN de C. Trachomatis?? y de Borreéiiu
burgdorferit en pacientes con las mismas caracteristicas. Aunque estos hallazgos
resultan alentadores, la bisqueda de material genético de origen bacteriano en pacientes
con SpA de inicio juvenil? resultd infructuoso. Dado que dichos estudios fueron
realizados en pacientes de poblaciones donde la exposicion a las bacterias artritogénicas
es inferior a la reportada en los paises en vias de desarrollo, una explicacién a esos
hallazgos serfa que los pacientes incluidos pertenecen a poblaciones con bajo riesgo para
infecciones, debido a las caracteristicas higiénico-dietéticas prevalentes. Por lo tanto, el
estudio de poblaciones como la nuestra, donde las infecciones por este tipo de bacteri.éis
son tan frecuentes que representan un problema de salud nacional, representa una

oportunidad tnica.



SpA en el mestizo mexicano

En la poblacién mexicana la prevalencia de HLA-B27 se encuentra entre 3 y 5.5%28-32,
por lo que el nimero de pacientes con EA en el pais se estima en aproximadamente
80,000 de acuerdo al censo de 1990. La presentacién de las SpA en mexicanos tiene
algunas peculiaridades33334, a diferencia de las poblaciones caucésicas blancas, las SpA
en el mestizo mexicano se caracterizan por una edad menor al inicio de los sintomas,
alta frecuencia de artritis y entesitis periféricas ¥ una mayor gravedad de sus
consecuencias34.33.34, Entre las pacientes con SpA, la proporcién de casos con formas no
diferenciadas, especialmente el sindrome de artropatia y entesopatia seronegativo se
reconoce con mayor frecut'ancia. En forma simultinea se han descrito algunas variantes
tales como la EA genuina de la infancia y la tarsitis anquilosante334. La causa de estas
diferencias podria resultar del papel adicional de ciertos alelos, por ejemplo LMP-24,
HLA-DRB1*08 y HLA-B49 y FC31 en individuos HLA-B273536.37 positivos (y quiza HLA-
B27 negativos) durante la respuesta inflamatoria e inmunitaria a infecciones
gastrointestinales y genitourinarias por bacterias artritogénicas. Estos hechos podrian
explicar el predominio de las formas infantiles y juveniles entre los pacientes con SpA en
México y apoyan la hipétesis de que dichas formas corresponden a artritis reactivas
recurrentes, cronicas y severas. Es por ello que el objetivo principal de este estudio fue la
deteccidn de ADN bacteriano intraarticular en pacientes con SpA juveniles diferenciadas
(EA juvenil) y no diferenciadas (sindrome de artropatia y entesopatia seronegativo) con

diferentes tiempos de evolucién.



Justificacidén,

Las SpA en general y las juveniles en particular, son patologfas frecuentes, de
curso crénico, que comprometen la capacidad funcional (y en consecuencia laboral) de

individuos de corta edad teniendo predileccién por el sexo masculino.

El hallazgo de DNA bacteriano en el liquido sinovial o en sangre periférica y su
correlacién con serologia positiva, serd un avance innegable, que darfa un impuico

definitivo al concepto de participacién bacteriana en la génesis de las SpA.

Nuestro pais, a diferencia de la mayoria de paises desarrollados, cuenta con una
gran poblacién de pacientes con SpA de inicio juvenil, por lo que constituye un terreno
no explorado previamente que esti a nuestro alcance y que podra brindar conceptos

nuevos en cuanto a la patogénesis de este grupo de entidades.



Hipétesis.

Existe DNA de bacterias implicadas en la patogenia de las SpA en leucocitos de

liquido sinovial de pacientes con SpA juvenil y éste es detectable por PCR.



Objetivos.
Principal

Detectar DNA de bacterias artritogénicas (Yersinia enterocolitica, Salmonella sp,
Campylobacter sp, Shigella sp o Chlamydia-trachomatis) en leucocitos de liquido

sinovial de pacientes con SpA mediante la reacci6n en cadena de la polimerasa.
Secundarios

a) Determinar, en caso de estar presente, si el DNA bacterianc identificado
corresponde a Salmonella sp, Yersinia sp, Campylobacter sp, Shigella sp o

Chlamydia sp.

b) Determinar si existen anticuerpos contra las bacterias mencionadas, en el suero

y el liquido sinovial de los mismos pacientes.

¢) Determinar si existe asociacién entre la presencia del DNA de bacterias y/o

anticuerpos con el indice de actividad de la enfermedad.



Pacientes y Métodos

Pacientes. El grupo de estudio central estuvo constituido por pacientes cuyos primeros
sintomas hubieran ocurride antes de los 16 afios con leos diagnésticos del sindrome de
artropatia y entesopatia seronegativo38 o EA39; adicionalmente, incluimos pacientes con
EA, SpA na diferenciadas4° y artritis psoridsica del adulto y como testigos pacientes con
artritis reumatoide# (AR), todos los pacientes fueron diagnosticados de acuerdo a los
criterios correspondientes3®-4t, Para ser incluidos en el estudio, ambos grupos debian
tener un aumento en la cantidad de liquido sinovial lo suficientemente importante para
ser sometidos a un procedimiento de puncién y evacuacion, aceptar el procedimiento
como una alternativa terapéutica y de estudio. No se incluyeron pacientes tratados con
corticosteroides por via sistémica o intra-articular en los 3 meses previos a la seleccion,
pacientes con la posibilidad de infeccién intra-articular, pacientes con procesos
infecciosos activos en otros sitios. Se excluyeron los pacientes en quienes la artrocentesis

representd problemas técnicos.

Se calculd el tamafio de la muestra de acuerdo a la férmula para comparacién de
proporciones, con una propercion para el grupo de Artritis reactiva (SpA) de 0.625'9 vs,
0.0 en el grupo testigo (artritis reumatoide), con un valor de o de 0.05y de B de 0.8. En

base a esto, se obtuvo un tamafio de muestra por grupo 9 pacientes (8.6).

Métodos

Procedimientos. Se investigd la posibilidad de cuadros infecciosos dentro de las 4
semanas previas al estudio y el estado de actividad inflamatoria de la enfermedad. Se
contaron el nimero de articulaciones y entesis adoloridas e inflamadas en las

extremidades pélvicas. Se determiné el grado de sensibilidad al presionar y al movilizar
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y el indice de movilidad de las articulaciones axiales en los pacientes con SpA y la
duracion de 1a rigidez articular periférica por la manana en los testigos. Utilizando las
técnicas de asepsia y antisepsia convencionales se extrajeron 10 cc de sangre periférica y
por lo menos 20 ¢c de liquido sinovial de la rodilla con mayor derrame segin la
exploracién clinica.

Después de centrifugar la sangre periférica a 5,000 rpm x 10 min y el liquido sinovial a
las mismas rpm por 10 min se separaron el suero y el liquido de los paquetes celulares
El suero y el liquido sinovial fueron congelados a -20°C; las células del liquido sinovial a

-70°C.

Deteccion de ADN bacteriano. La extraccién del ADN se llevo a cabo con el Kit
comercial “Wizard™ Genomic ADN Purification Kit" (Promega Inc, Madison WI), de
acuerdo a las recomendaciones del fabricante. La RCP se realizé en un volumen total de
100 pul conteniendo 50ul de ADN de cada muestra y la mezcla de amplificacién, la cual
estaba constituida por 2 U de Taq ADN Polimerasa, 0.5 umoles de cada
desoxitrinucledtide (dNTP), 30 picomoles de cada iniciador, 0.01 % de gelatina
(peso/volumnen), 50 nmoles/litre de KCl, 10 milimoles/litro de buffer (regulador) tri_s-
HCl (pH 8.3), 1.5 mmoles de MgCl. en el regnlador de ADN. La amplificacién se llevé a
cabo en un termociclador, de acuerdo a las recomendaciones de los autores. Los
iniciadores y las sondas interiores para hibridacién fueron adquiridos de Bio-syntesis,
Ine {Lewisville, TX). Para la visualizacion de los productos amplificados de RCP, éstos
fueron sometidos a electroforesis en un gel de agarosa al 1% y tefiidos con bromuro de
etidio. Las sondas para hibridacién se marcaron con digoxigenina usando el Kit

comercial “Digoxigenin Labeling System” (Genius System; Boehringer Manheim
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Biochemicals, Indianapolis, Ind.) y la hibridacién se realizé con Dot blot de acuerdo a las
condiciones recomendadas por los autores de los articulos de referencia20.42434445.46,
Para evitar la contaminacién de las muestras, cada uno de los pasos fue llevado a cabo
bajo condiciones estériles, las muestras y los reactivos se manejaron bajo campanas de
flujo laminar. La solucidn de la RCP se prepar6 como stock y se repartid posteriormente
en cada una de las muestras con micropipetas diferentes. Después de agregar el ADN a
cada una de los tubos, éstos se cubrieron con dos gotas de aceite mineral y cada tubo se
tapé antes de proceder al llenado del siguiente.

Para C trachomatis se seleccionaron los iniciadores KL1 'y KL2 ' los cuales se dirigen a
un fragmento del un plasmido que se extiende a partir del sitio de corte de la enzima
Bam Hiz°. La hibridacién de los productos amplificados se realizé con la sonda interior
KLz "20,

Para Yersinia sp los iniciadores seleccionados fueron AMV4 y AMV5 la secuencia a
amplificar a seleccionada fue el gen IcrE que codifica a genes de virulencia especificos de
Yersinia, la hibridacion de los productos amplificados se realiz6 con la sonda interna
AMVio+.

Para Shigella sp los iniciadores seleccionados amplificaron la secuencia de un plasmido
que codifica un gen asociado a invasividad que se extiende a 2.5 kilobases a partir de un
sitio de corte de la enzima HindlIIl. Esta secuencia estd presente tanto en Shigella sp
como en Escherichia coli enteronivasiva. La hibridacién se realizé con la sonda interior
ial43.

Para Campylobacter sp los iniciadores CampCs y P3MOD20:C amplificaron una
secuencia que codifica a un 16s-rARN de 600 bp, la hibridacién de productos

amplificados se realizé con la sonda interior IVWCF244.
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Para Salmonella sp se seleccion6 una secuencia cromosémica que abarca a los genes
invA y invE. La hibridacién de productos amplificados se realizé con una sonda interior
incluida en la secuencia de gen de invAss.

Para M tuberculosis se amplific la secuencia 1S611046, 1a cual presenta multiples copias
a lo largo del genoma. La hibridacién se llevé a cabo con una secuencia interna derivada
de la secuencia del producto amplificado.

Las secuencias los iniciadores y de las sondas de hibridacién, la longitud esperada de los
productos amplificados, asi como las especificaciones de cada reaccion de amplificacién
por RCP se encuentran descritas en el cuadro 1.

En cada reaccién se incluy6 un testigo negativo, el cual estaba compuesto por la mezcla
de amplificacién sin ADN problema y un testigo positivo, que inclufa la amplificacién de
un gen estructural (ciclofilina) para descartar la presencia de inhibidores de
amplificacién en la reaccién. Ademis el funcionamiento de los iniciadores fue
confirmado al realizar la reaccién de amplificacién con ADN bacteriano de la misma
especificidad de los iniciadores, el cual se obtuvo de cultivos bacterianos estandarizados.
Solo se consideraron positivas las muestras que dieron resultado positivo tanto a la RCP

como a la hibridacién.

Anticuerpos antibacterianos. La deteccién de los niveles de anticuerpos de
los isotipos IgG, IgM e IgA en el suero y en el liquido sinovial contra Salmonella,
Campylobacter, Shigella, Kiebsiella y Yersinia enterocolitica fue realizada por ELISA.
Colonias de Salmonella sp., S flexneri, C jejuni, K pneumoniae y ¥ enterocolitica fueron
formalinizadas y posteriormente ajustadas a una concentracién de 109 UFC/ml. Estas

bacterias fueron empleadas para recubrir los pozos de las placas y los pozos fueron
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bloqueados con albiimina sérica bovina al 1%. Posterior a dilucién seriada, se demostr
la presencia de anticuerpos unidos por reaccion con anticuerpos Anti IgG, IgM o IgA
humanos los cuales fueron conjugados con peroxidasa de rdbano, sustrato para la
enzima (H.0.} en una dilucién de 1:2000y el cromébgeno (O-fenilenediamina).

Los titulos de anticuerpos fueron determinados como el reciproco de la dilucién.

La dilucién analizada fue 1:125 y el punto de corte para las determinaciones séricas fue
0.2 y para liquido sinovial 0.3 densidades 6pticas (D.0.), la seleccién de la dilucién y del

punto de corte fue seleccionada en forma arbitraria.

Analisis Estadistico. Los resultados de las RCP son descriptivos. Las
comparaciones intra e inter grupales fueron hechas con la prueba de t y el anélisis de la
serologfa se realizé por comparaci6n de proporciones empleando chi cuadrada o prueba

exacta de Fisher.



Resultados

Caracteristicas generales. Se obtuvieron muestras de liquido sinovial de 27
pacientes con SpA (11 SpA-J, 11 EAJ, 2 SpA, 1 EA y 2 artritis psoridsica (PsA)) y 9 de
pacientes con AR (ver Cuadro 2). En los pacientes de inicio juvenil, la edad y el tiempo
de evolucién de la enfermedad de los pacientes con EAJ era mayor que la de los
pacientes con formas indiferenciadas, aun cuando el rango observado fue muy amplio
(Cuadro 2). Las caracteristicas del grupo testigo (AR) son acordes con las caracteristicas

de la enfermedad, mostrando pacientes de mayor edad y predominio del sexo femenino.

Estudios de ADN bacterianos: Las muestras de 13 pacientes con SpA y 1 con AR
fueron positivas en la RCP para deteccion de ADN bacteriano (Cuadro 3 y figuras 1-5).
La comparacion de estas proporciones por prueba de Chi-cuadrada no alcanzé valores
de significancia estadistica (p=0.114); sin embargo la razén de momios demuestra que la
probabilidad de tener una reacciéon de RCP positiva es claramente mayor en el grupo de
pacientes con SpA al compararlos con el de AR (rm=6.5).

Entre los pacientes con SpA, 4 muestras en el grupc de SpA de inicio juvenil fueron
positivas a la deteccién de un solo ADN bacteriano; 4 del grupo de inicio juvenil y 2 de
inicio en edad adulta tuvieron en forma simultdnea ADN de 2 bacterias diferentes; un
paciente en cada grupo tuvo ADN de 3 bacterias diferentes y 1 sola muestra (de un
paciente de inicio juvenil) tenia ADN de 4 bacterias diferentes. En total, en el grupo de
SpA, se detectd ADN de Salmonella sp. en 7 pacientes, Yersinia sp. en 5, Shigella sp. en
4, M tuberculosis en 4, Campylobacter sp. en 4 y C trachomatis en 2 (Cuadro 4).

En pacientes con SpA de inicio juvenil, los pacientes con formas indiferenciadas

mostraron una mayor proporcién de positivos a Shigella sp, mientras en los pacientes
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con EAJ, se encontraron con mayor frecuencia Y enterocolitica y Campylobacter sp

(Cuadro 5) La comparacién de estas proporciones por chi-cuadrada no demostrs
diferencias estadisticamente significativas (p=0.104). En tres pacientes con SpA de
inicio en la edad adulta se detectd6 ADN de Salmonella sp y en uno Yersinia sp. En un
paciente con PsA se detectdé ADN de Salmonella sp.

Se detectd ADN de M tuberculosis en 2 pacientes de inicio juvenil (los dos con formas
indiferenciadas) y en 2 pacientes de inicio en edad adulta (uno con SpA indiferenciada y
el otro con PsA). De los pacientes con AR, uno dio resultado positivo para la deteccién
de ADN de Campylobacter sp. Las muestras dobles y triples positivas presentaron varias
combinaciones (Cuadro 4).
Con un intervalo de por lo menos 4 meses, 2 pacientes fueron muestreados en dos
ocasiones. Uno de estos pacientes tuvo ADN de Salmonella sp. y Shigella sp. en la
primera muestra, en tanto gue la segunda muestra resulté negativa. En el segundo
paciente, ambas muestras resultaron negativas.

La detecciéon de ADN bacteriano no mostréd correlacion con la duracién de la
enfermedad ni con la edad de los pacientes o con caracteristicas de la enfermedad

{diagnostico clinico, gravedad, o duracién de sintomas) (Cuadro 6).

Anticuerpos antibacterianos.

Los anticuerpos del isotipo IgG especificos para Klebsiella, Shigella, Salmonella,
Campylobacter y Yersinia se encontraron positivos en mas del 90% de pacientes con
SpA (independientemente del resultado de la RCP) y en pacientes con AR, estas
determinaciones fueron positivas tanto en el liguide sinovial como en el suero, lo cual

refleja el alto grado de exposicién de nuestra poblacion a dichas enterobacterias.
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Suero: Al comparar los isotipos IgA e IgM en el suero, se observé un comportamiento
muy similar entre pacientes con SpA y AR, solo alcanzando significancia estadistica la
determinacién de IgM contra Cumpylobacter y la IgA contra Shigella, en ambos casos
interesantemente, a expensas de una mayor proporcién de individuos positivos en el
grupo con AR (Cuadro 7); cuando la comparacién se limita a los pacientes con SpA que
resultaron positivos a la RCP (SpA+) contra los que resultaron negativos la IgA sérica
contra Campylobacter existié una diferencia estadisticamente significativa (Cuadro 8),
Cuando esta comparacion (IgA sérica contra Campylobacter) se realizd entre pacientes
SpA+ y pacientes con AR, no existi6 significancia estadistica.

Liquido sinovial: El andlisis de los anticuerpos en el liquide sinovial mostré una
tendencia paralela en los diferentes grupos (pacientes con SpA, pacientes con SpA + y
pacientes con AR) sin encontrar diferencias estadisticamente significativas (Cuadros 7,8
y 9l

La proporcion de pacientes respondedores en suero y liquido sinovial para Yersinia, fue
muy alta (>95% en el total de los pacientes) y al comparar la los isotipos IgM e IgA, fue
evidente que la proporcién de respondedores a Yersinia fue mayor que la de positives a
las demés bacterias (Salmonella, Shigella y Campylobacter), esta diferencia a favor ae
Yersinia no fue estadisticamente significativa . Sin embargo, este resultado no se tenia
contemplado dado que la Yersinia no es considerada como un patégeno frecuente en

nuestro medio.
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Discusion

Los resultados de este estudio demuestran la existencia de ADN bacteriano en
células del liquido sinovial de pacientes con SpA juveniles. Practicamente la mitad de los
pacientes de nuestre grupo de estudio tuvo una reaccién de RCP positiva para el
hallazgo de ADN de bacterias artritogénicas tales como: Salmonella sp, Shigella sp,
Yersinia enterocolitica, Campylobacter sp y Chlamydia trachomatts, ademas se detectd
ADN de M tuberculosis. Asi mismo, encontramos ADN bacteriano en varias muestras de
liquido sinovial de pacientes con varias formas de SpA del adulto, incluyendo artritis
psoriasica. La relevancia de este estudio radica en el hallazgo sin precedente de ADN
bacteriano en pacientes con el diagnéstico de SpA no diferenciada y EA juveniles y
artritis psoriasica de larga evolucién y por otro lado la identificacién por primera vez de
ADN de Yersinia enterocolitica. Los datos aquif reportados resultan, indudablemente, de
la inclusion de pacientes con caracteristicas que contrastan con las poblaciones hasta
ahora estudiadas. A diferencia de algunos reportes originados en paises desarrollados,
este estudio no mostré diferencias en las titulaciones de anticuerpos entre el liquide
sinovial o entre pacientes con SpA y pacientes testigos (en nuestro caso pacientes con
AR). De igual manera no se demostré una concentracién mayor de anticuerpos en el
liquido sinovial que sugieran produccion intra-articular de anticuerpos este hallazgo es
congruente con un reporte reciente+?.

En México y otros paises en desarrollo, las infecciones gastrointestinales y
respiratorias se encuentran a la cabeza de la lista de causas de morbilidad y mortalidad
en la poblacién infantil. Los reportes del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica
presentan hasta 10 millones de episodios de diarrea por afio segin cifras obtenidas a

partir de Médicos e Instituciones a nivel nacionald. Aun cuando esta cifra es
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importante, es facil proponer que en realidad corresponde a un subregistro, dado que no
todos los casos de diarrea en nuestro pais son atendidos por médicos y, de éstos, no
todos son reportados. Otro factor que limita la utilidad de estas cifras, es que una
proporcidn importante de los casos la etiologia se establece por sospecha clinica y solo
un porcentaje se complementa con estudic microbiolégico. Aln ast se reportan que
aproximadamente 100,000 casos de diarrea al afio son atribuibles a Salmonelia o
Shigella y no existen reportes sobre Carnpylobacter o Yersinia. Sin duda la combinacién
de deficientes habitos higiénico dietéticos y insuficientes condiciones de infraestructura
en las ciudades y particularmente en localidades rurales favorecen en gran medida la
endemia de estas entidades. Se han aislado Salmonella sp, Shigella sp y Campylobacter
sp de alimentos comerciales49-57, de alimentos domésticoss? y de agua considerada
potable y que es distribuida a los hogares por red piiblicass.

Estudios locales han demostrado que las entercobacterias artritogénicas colonizan el
tracto gastrointestinal de nuestros mnifios desde los primeros meses de vidas?sé,
Especificamente, se ha demostrado que hasta el 33% de los nifios muestran excrecién de
enterobacterias artritogénicas (Salmonella sp)s8. Esta condicién se mantiene constante
hasta los 2 afios y no es reflejada por la incidencia de diarrea®o.6s, Algunos estudios
epidemiolégicos han demostrado la participacién de Salmonella sp, Shigella sp y
Campylobacter sp en los coprocultivos de pacientes pediatricos con diarrea. De hecho
un estudio llevado a cabo en una poblacién rural demostrd que hasta el 98% de los nifios
estuvieron al menos un episodic de diarrea en el primer afio de vida y un g3% durante el
segundofs. Algunos estudio han demostrado que las caracteristicas del cuadro clinico o
de las evacuaciones no correlacionan con los gérmenes aislados y en consecuencia no

son predictores fiables de la etiologia del cuadro$e.6355. Por ejemplo, solo un 25% de
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pacientes en los quienes se aisld Salmonella sp en un coprocultivo desarrollaron un
cuadro diarreico en la semana subsecuentes?.

La Salmonella sp ha sido implicada en 5 a 20% de los casos de diarrea en poblacién
pediatricas960-6366 y es la segunda causa de intoxicacion alimenticia®®. Segin un estudio
nacional publicado por el Instituto Nacional de Referencia Epidemiologica las especies
aisladas con mayor frecuencia son S. tiphymurium, S enteritidis, S tiphy y S agona®s. De
acuerdo a algunos reportes la shigellosis es responsable de entre un 10 a 35% de casos de
diarreas®60.62.63.6566. En estos casos las especies aisladas con mayor frecuencia son §
fexneri (61.3 %), S sonnei (26 %) y S dysenteriae (6.4%)7°. En contraste a lo referido en
poblaciones de paises desarrollados, un porcentaje importante de los casos de shigellosis
observados en nuestra poblacién son asintomaticos. En poblacién pediétrica se reporta
hasta un 55% de casos de Shigellosis asintomaticas?.616¢, Las frecuencias de shigellosis
asintomatica y de infecciones por mas de un agente parecen incrementarse con la
edads9.61.65.67,

Las infecciones por Campylobacter sp han sido detectadas en un 5 a 15% de pacientes
con diarreass.6v6263-6771, la especie mas abundante es C. jefuni que representa hasta el
90% de los aislados?. De un 25 a 66% de los nifios en comunidades rurales de nuestro
pais desarrollan infecciones asintomaticas por esta bacteria durante los dos primeros
afios de vida, las cuales son de corta duracién, no generan una respuesta
protectoraé+.667, UUn estudio que compara poblacién adulta demostré que este tipo de
infecciones persiste en la poblacién adulta mexicana y que no se observa en una
poblacidn sueca comparable?z. Con respecto a las Yersiniosis, no existen datos en

nuestro pais que nos permitan conocer la incidencia de las infecciones causadas por esta
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bacteria; nuestros resultados de serologia sugieren sin embargo que el contacto con esta
bacteria es frecuente.

En cuanto a C trachomatis, la prevalencia de esta infeccién en mujeres sexualmente
activas sin sintomas sugestivos que fueron muestreadas en exdmenes ginecologicos de
rutina se ha encontrado entre un 3 a 12%73-7, los valores en poblacion de alto riesgo
tales como prostitutas son mayores?8. La prevalencia de infecciones por M tuberculosis
en el pais se estima en 51.7 por 100,000 habitantes?, pero es posible que exista un
subregistro8e, o que la distribucién a nivel nacional sea heterogénea en las distintas
regiones. De acuerdo a los estimados por pruebas de reaccién intradérmica a
tuberculina, ¢l contacto primario con M tuberculosis es aproximadamente del 50% tanto
en poblaci6n abierta como de alto riesgo de exposicion®t82,

Tomando estos datos en conjunto, la prevalencia de las infecciones por enterobacterias
artritogénicas en nifios y en particular la proporcidn de éstas que son asintomaticas en
nuestra poblacién resultan sorprendentes. En el contexto de las Sp4, las implicaciones
de esta informacién son de gran interés y repercusién. En primer lugar, la prevalencia de
las SpA en nuestra poblacién probablemente constituya un problema de salud
subestimado. En segundo lugar, nuestro medio, permite una ingesta frecuente y
abundante de enterobacterias que favorece el desarrollo de SpA, en particular en la
poblacién que presenta el antigeno HLA-B27 (5%)3. En tercer lugar, el predominio de las
presentaciones de SpA de inicio juvenil en comparacién con otras formas de Artritis
juvenil2333 pudiera estar en relacion a la exposicién frecuente de los nifios a bacterias
artritogénicas. En cuarto lugar, ciertas caracteristicas de las SpA de inicio juvenit o
adulto, particularmente EAJ en cuanto a la frecuencia y/o severidad de la afeccion de

articulaciones y entesis periféricas y la duracion de la enfermedad hasta que se establece



¢l compromiso axial puede estar relacionado con infecciones recurrentes o cronicas de
una o varias bacterias artritogénicas. El hecho de que los leucacitos del LS de pacientes
con SpA-J o EA-J contengan ADN bacteriano de una o mas bacterias artritogénicas
durante un episodio de sinovitis independientemente de la cronicidad de la enfermedad
sugiere alguna participacién de la bacteria en la génesis del proceso inflamatorio en las
SpA. Este concepto parece ser aplicable también a las formas de presentacion en la edad
adulta, incluyendo al EA yla APs.

En términos generales, la mayor parte de los estudios gue han demostrado la presencia
de ADN bacteriano en el liquido sinovial o0 en la membrana sinovial de pacientes con
SpA se refieren a pacientes con Are de corta evolucién, sindrome de Reiter u oligoartritis
indiferenciada. La mayor parte de estos estudios han demostrado ADN o ARN de C
trachomatis'-2183, y en forma mas reciente algunos reportes publicados como resumen
de congreso refieren haber detectado ADN de Salmonella sp y Yersinia sp. El hallazgo
de estos se dio en pacientes con Are (algunos de ellos latinoamericanos). En cuanto a las
artropatias juveniles, Braun y cols?? detectd ADN de B burgdorferi en 3 de 13 pacientes
con oligoartritis indiferenciada de inicio juvenil, pero no logré detectar ADN de
entercbacterias. En nuestro estudio, logramos detectar ADN bacteriano en el liquido
sinovial de pacientes con SpA de presentacion juvenil, tanto en formas indiferenciadas
como formas definidas; estos hallazgos se extendieron hasta pacientes con presentacion
en la edad adulta. Dado que la mayor parte de nuestros pacientes tienen una
enfermedad cronica de curso bien establecido, nuestros hallazgos parecen involucrar a la
presencia del ADN bacteriano y quizis de otros componentes en la patogénesis de las

recaidas en enfermedades de larga evolucion.
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La mayor parte de las muestras de nuestros pacientes fuercn positivas a la deteccién de
mas de un tipo de ADN bacteriano ¥ en algunos de los casos se detectd ADN de M
tuberculosis. La prevalencia de infecciones sintomaticas o asintomaticas por estas
bacterias en nuestra poblacién parece consistente con nuestros hallazgos. En forma
reciente un estudio publicado por Wilbrink y cols.34 encontré ADN de 2 a 4 bacterias en
una sola muestra de LS de pacientes con oligoartritis indiferencizda amplificando el gen
que codifica el ARN ribosomal de 16s y posteriormente secuenciando los productos
amplificados. A diferencia de nuestros resultados, las bacterias identificadas por
Wilbrink, no corresponden a bacterias consideradas artritogénicas, sino a bacterias
consideradas como flora normal.

Otra contribucién de nuestro estudio es el haber demostrado la posibilidad de que
pacientes en quienes se detecta ADN de alguna enterobacteria y son muestreados en una
segunda ocasion, el resultado de dicha pueda variar, sugiriendo que la presencia de
componentes bacterianos en la articulacion es un proceso dindmico. Tales experimentos
solo se habian reportado para C trachomatis®s y B burgdorferi® demostrando la
capacidad de ambas de persistir en el interior de las articulaciones por periodos de
varias semanas.

Si la presencia del ADN bacteriano de la especie considerada como desencadenante del
cuadro el interior de la articulacién de estos pacientes es un fenémeno de dificil
comprensidn, entonces la presencia de ADN bacteriano de multiples especies en forma
concurrente, complica en forma importante la comprension. Si es que el ADN bacteriano
desempefia un rol en la patogenia de la inflamacién sinovial en las SpA o es solo un
epifenomeno es algo que deberé definirse posteriormente8s. Actualmente, estos datos

apoyan la hipdtesis de que las infecciones bacterianas pueden generar cuadros de artritis
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reactivas y eventualmente formas mas graves y cronicas de SpA en nifios, especialmente
en aquellos HLA-B27 positivos. Ademas explicarian la prevalencia de las formas de
inicio juvenil en la poblacién mexicana y la prevalencia de artritis periférica en estas

presentaciones asi como en las formas adultas.
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Cuadro 2. Descripcion de los grupos de estudio de acuerdo al diagnéstico

Diagndstico N Edad (afos) Sexo (M/F) Tiempo de evolucién
(afios)

SpA-J 11 19.24+3.86 10/1 5.33+3.06

EAJ 11 24.9+5.11 10/1 11.92£5.57

EA 1 21 /o 3.50

SpA 2 23.0+1.41 1/1 2.50£0.71

PsA 2 43.0£4.24 2/0 23.5+2.12

AR 9 48.27 £ 7.96 1/8 9.74 £ 4.6

Abreviaturas: SpA-J= Espondiloartropatia indiferenciada de inicio juvenil, EAJ= Espondilitis
anquilosante de inicio juvenil, SpA= Espondiloartropatia indiferenciada del adulto, EA=
Espondilitis anquilosante del adulto, PsA= Artritis psoridsica
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Cuadro 3. Resultados de la deteccién de DNA de acuerdo al diagnéstico.

Diagnéstico Positivos Negativos
SpA-J 5 6
EA-J 5 6

EA 1 o

SpA 1 1

PsA 1 1
Total SpA 13 14

AR 1 8
Total 14 22

Abreviaturas: SpA-J= Espondiloartropatia indiferenciada de inicio
juvenil, EAJ= Espondilitis anquilosante de inicio juvenil, SpA=
Espondiloartropatia indiferenciada del adulto, EA= Espondilitis
anquilosante del adulto, PsA= Artritis psoridsica.

Diagnostico Positivos Negativos
SpA 13 14
AR 1 8

El analisis por Chi<uadrada demuestra que esta diferencia no es
estadisticamente significativa (p=0.114)
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Cuadro 5. Proporcion de pacientes positivos a RCP de acuerdo a diagndstico y bacteria

Diagnéstico C. Yersiniasp Campylobacter  Salmonella  Shigelia sp M

(n) trachomatis sp sp tuberculosts
SpaA-J (1) /(oY 1/11(9)" 1/11(9)” afu(2y)”  a/u(7py 2/u(i8)
RAJ (11) 1/11(9) s/11(27)" 2/11(18) 1/11(g)" o o

EA (1)} of1 o/1 of1 1/1 (100)* 1/1(100)" of1(0)
SpA(2) of2 1/2(50)" of2 1/2(50)" o] 1/2 (50)
PsA (2) o/2 of2 o/2 1/2 (s0)" 0 1/2 (50)

* Los valores en el interior de los paréntesis representan el porcentaje de individuos con el
diagnéstico sefialado que resultaron positivos a la bacteria especificada.

Abreviaturas: SpAJ= Espondiloartropatia indiferenciada de inicio juvenil, EAJ= Espondilitis
anquilosante de inicio juvenil, SpA= Espondiloartropatia indiferenciada del adulto, EA=
Espondilitis anquilosante del adulto, PsA= Artritis psoridsica.

La comparacién de los valores de las formas de inicio juvenil (SpA-J / EAJ) por prueba de Chi-
cuadrada no demostré que las diferencias sean estadisticamente significativas (p=0.104)
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Cuadro 6. Comparacién de variables demograficas y clinicas de los pacientes con SpA
clasificados por los resultados por RCP.

Variable Postitivos (n=13) Negatives (n=14) P

Edad al momento del estudio 23.2+8.3 24.1 7.1 0.75
Edad al inicio de la enfermedad 13.8+3.2 14.5+3.4 0.60
Tiempo de evolucion 9.36+6.59 9.63+7.0 0.60
fndice articulaciones inflamadas 2.82+1.17 2.81+2.6 0.99
fndice de entesis 4.36+2.11 3.94+2.76 0.67
Antecedente de infeccidén” 3 0 0.16
Uveitis antertor aguda¥ o 3 0.37
Queratodermia blenorrigica* 2 &) 0.37

* Se refiere a presencia de cuadro infeccioso en las cuatro semanas previas a la toma de la

muestra.

* Estos datos fueron recabados por historia, no fueron coincidentes con el periodo de
reactivacién en el cual el paciente fue muestreado
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Cuadro 7. Proporcién de pacientes con titulaciones consideradas como positivas
de anticuerpos de acuerdo al diagndstico, isotipo y especificidad bacteriana.

Liquido sinovial Suero
SpA n(%) AR n(%) SpA n(%}) AR n{%)

Yersinia

IgG 27(100) g (100) 27 (100} 9 (100)

IgA  27(100) 8(88.9) 27 (100} 9 (100)

IgM  25(92.6) 8(88.9) 27 (100} 8 (88.9}
Salmonella

IgG  25(92.6) 8(88.9) 27 (100) 9{100)

IgA 1(3.7} 2 {22.2) 4(14.8) 2 (22.2)

IgM  2(74) 1(11.1) 2(7.4) 3(33.3)
Shigella

IgG  25(92.6) 9 (100} 27(100) 9 (100}

IgA  2(7.4) 1(11.1) 0 4(44.4)*

IgM 2 (7.4} 1{11.1) o 1(11.1)
Campylobacter

IgG  14(51.9) 7(77.8) 19 (70.4) 9 (100)

IgA 0 o 2(7.4) 2 (22.2)

IgM  4(14.8) 3(33.2) 6 (22.2) 9 (100} *
Klebsiella

IgG  27(100} 9 {100) 27 (100) 9 (100)

igA 4(14.8) 1(11.1) o 2(22.2)

IsM  11(44.4) 5(55.6) 17 (63.0) 9(100)

En el caso del liquido sinovial el punto de corte seleccionado fue 0.2 y para suero
de 0.3; en ambos casos la dilucién analizada fue 1:125.
* Estas diferencias son estadisticarnente significativas
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Cuadro 8. Comparacidn de la proporcion de pacientes con titulaciones
consideradas como positivas de anticuerpos de pacientes con SpA positivosy

negativos a la deteccién por PCR.

Liquido sinovial
Positivos Negativos Positivos Negativos
Yersinia n=5 n=22 n=5 n=22
IgG 5 (100) 22 (100) 5(100) 22 (100)
IgA 5 (100) 22 (100) 5(100) 22 (100)
IgM 5(100) 20 (90) 5{100) 22 (100)
Salmonella n=7 n=20 n=7 n=20
IgG 7 (100) 18 (90) 7(100) 20 {100)
IgA 0 1(5) 1{15) 3(16)
igM 0 2(10) 1(15) 1(5)
Shigella n=4 n=23 n=4 n=23
IgG 4(100) 21(91) 4 {(100) 23 (100)
IgA o 2(8) 0 0
IgM o 2(8) o 0
Campylobacter n=4 n=23 n=4 n=23
IgG 2(50) 12 (52.1) 4 (100) 15 (65)
IgA 4} 0 2 (50) o*
IgM o 4017} 2 (50) 4(179)

En el caso del liquido sinovial el punto de corte seleccionado fue 0.2 y para suero

de 0.3; en ambos casos la dilucién analizada fue 1:125.
* Esta diferencia es estadisticamente significativa. (p=0.013)
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Figura 1. Fotografia de un gel de RCP de
Campylobacter sp. representativo
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Fig. 4. Fotografia de un gel de RCP
de Shigella sp representativo



