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RESUMEN
Casssandra Michele Skinner Taylor

Universidad Auténoma de Nuevo Leén
Facultad de Medicina

Titulo del Estudio: Seropositividad contra Borrelia burgdorferi en una
poblacién mexicana con sintomatologia sugestiva de Enfermedad de
Lyme.

Namero de péginas: 153 Candidato para el grado de
DOCTOR EN MEDICINA
Area de Estudio: Ciencias de la Salud

Propo6sito del Estudio: Determinar la seropositividad contra Borrelia burgdorferi en
una poblacion mexicana con manifestaciones clinicas sugestivas de enfermedad de
Lyme.

Material y métodos: Estudio transversal, observacional y descriptivo, que incluy6 188
pacientes de enero del 2005 a enero del 2007. A cada paciente se le realizo historia
clinica y encuesta para valorar riesgo de padecer la enfermedad de Lyme. De cada
uno se obtuvo una muestra de suero para buscar anticuerpos contra Borrelia
burgdorferi por ELISA C6, que utiliza el antigeno inmunodominante VISE y por los
ELISA IgM e IgG con antigenos de tres genoespecies. Los sueros positivos o dudosos
por cualquier técnica de ELISA, se confirmaron por Western blot IgG. Adicionalmente
se busco la presencia de anticuerpos contra Treponema pallidum (VDRL, FTA-ABS),
contra el Virus de la Hepatitis B y el Virus de la Hepatitis C, asi como contra los Virus
de la Inmunodeficiencia Humana tipo 1 y 2 , para descartar falsos positivos. A
muestras de liquido cefalorraquideo, liquido sinovial o biopsia de piel de 21 pacientes,
se les realiz6 PCR para Borrelia burgdorferi.

Resultados: Obtuvimos 107 sueros positivos o dudosos por al menos una técnica de
ELISA. Se confirmaron 62 sueros positivos (32.97%) por Western blot 1gG y 20
sueros fueron dudosos (10.63%). Todos los sueros fueron negativos para las pruebas
adicionales. Las muestras analizadas por PCR no fueron positivas, lo cual coincide
con la baja deteccién reportada en la literatura. Los resultados de laboratorio se
correlacionaron con los sintomas clinicos. Los sintomas observados fueron
reumatoldgicos, neurolégicos, cardiacos y dermatolégicos.

Contribuciones y Conclusiones: Es la primera vez que se realiza un estudio de este
tipo en el pais, que demuestra la existencia de la enfermedad de Lyme en una
poblacién de pacientes mexicanos. Este estudio modificara las normas de control
epidemiolégico, el manejo de actividades al aire libre y ampliara las opciones de
diagndsticos diferenciales con las que cuentan los médicos en el pais.

Dra. en C. Maria del Socorro Flores Gonzalez.
DIRECTOR DE TESIS

X1



1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes
La enfermedad de Lyme es una infeccibn multisistémica, la cual presenta
manifestaciones dermatoldgicas, reumatoldgicas, neurolégicas y cardiacas
principalmente® se conocié primero en los Estados Unidos en 1975, después de
un brote misterioso de artritis reumatoide juvenil cerca de la comunidad rural de
Lyme, Connecticut. La ubicacién rural de la comunidad y el comienzo del
padecimiento durante el verano y principios del otofio, sugirié la posibilidad de
gue la transmisién de la enfermedad era debido a un artrépodo; la descripcion
de la enfermedad corrié a cargo del Dr. Allen Steere, profesor de inmunologia
en la Facultad de Medicina de la Universidad de Tufts en Boston
Massachusetts®, el rash conocido como “eritema crénico migrans” (EM),
descrito en Europa desde principios del siglo XX por Lipschutz y Afzelius, asi
como los numerosos cuadros neuroldgicos relacionados con la mordedura de
garrapata del género Ixodes en Francia y Austria® permitieron al Dr. Steere
concluir que la artritis y el rash, aunadas a otras manifestaciones
multisistémicas, formaban parte de la misma enfermedad la cual bautiz6é con el
nombre del poblado donde se inicio el misterioso brote inicial, acufiandose el

nombre de “Enfermedad de Lyme” a finales de los afios setentas.

Posteriormente, siete afios después de la caracterizacion clinica de la
enfermedad, en el afio de 1982, Willy Burgdorfer determindé que el agente
etiolégico de la Enfermedad de Lyme eran las bacterias de tipo espiroquetas,

relacionadas con el género Borrelia, las cuales fueron aisladas de los intestinos



de las garrapatas del género Ixodes, nombradas ese afio como Borrelia
burgdorferi; la infeccion es transmitida por garrapatas del complejo Ixodes
ricinus.? y es, segun el Centro de Control de Enfermedades de Atlanta (CDC), el
padecimiento mas frecuentemente transmitido por artropodos en Estados

Unidos.®

1.2 Vectores implicados en la transmision.

En su mayor parte, las garrapatas del género Ixodes son vectores competentes
para transmitir las bacterias B. burgdorferi, las garrapatas de los géneros Ixodes
dammini y Ixodes scapularis se localizan en el oeste y centro de los Estados
Unidos, las del género Ixodes pacificus se ubican principalmente en la region
noreste y en el pacifico de Estados Unidos. Las garrapatas del género Ixodes
ricinus se ubican primordialmente en Europa y el norte de Africa y el género
Ixodes persulcatus es observado en Europa del este, Rusia y Asia (China,

Japén y Corea) ®’

En México, Hoffmann y colaboradores; reportaron 18 especies de Ixodes
asociados a mamiferos y aves nativas, otros autores por su parte reportan 14
especies; un estudio reciente recopila en total 26 especies de Ixodes que
parasitan un total de 28 especies diferentes vertebrados en el pais,® sin
embargo se han relacionado algunos otros artropodos con la transmision de
Borrelia sp, tales como las garrapatas conocidas como Lone Star, Amblyomma
americanum, la garrapata del perro americano (Dermacentor variabilis), el del

conejo (Dermacentor parumapertus) y Haemaphysalis 4 ¥ 1°



1.2.1 Ciclo bioldgico de las garrapatas Ixodes

Las garrapatas presentan un ciclo de vida de 2 afios, iniciando en el estadio de
larva, ninfa y finalmente como garrapata adulta.” Las garrapatas adultas
comienzan su reproduccion poniendo los huevos en arboles a principios de la
primavera, en el verano los huevos se convierten en larvas las cuales se
alimentan de la sangre de reservorios tales como ratas, mamiferos pequefios,
venados y pajaros migratorios (siendo éstos ultimos de gran importancia para la
difusion de Borrelia spp. a zonas no endémicas); al final del verano o principios
del otofio, las larvas pasan a su forma de ninfas e hibernan hasta la siguiente
primavera. Las ninfas se alimentan de sus reservorios y ocasionalmente de
humanos durante la primavera y el verano. En los meses de otofio terminan su
maduracion transformandose en adultos. Las garrapatas adultas se alimentan
de mamiferos grandes, tales como venados de cola blanca y ocasionalmente de
humanos. Los venados de cola blanca son portadores de las formas adultas de
las garrapatas y a partir de ellos pueden infestar otros mamiferos como ratones
y liebres, los cuales permanecen en estado de reservorio sin contraer la

enfermedad.tt 12 13 1415

El ser humano forma parte de este ciclo de manera accidental, la garrapata del
género Ixodes puede parasitar a los humanos en cualquiera de sus tres
estadios, sin embargo son las ninfas las que se encuentran relacionadas con
mas frecuencia.’®® En Europa la proporcién de garrapatas que portan B.
burgdorferi varia en un amplio rango que va de 0% a 85%, en los Estados

Unidos, este rango va de un 1% a un 100%,'" se estima que el 90% de los



casos de enfermedad de Lyme son causados por la mordedura de una ninfa
infectada y solo en el 10% son producidos por la mordedura de una garrapata

adulta.*®

Las garrapatas se alimentan solamente en una ocasion durante cada estadio de
su ciclo de vida, la mordedura de las garrapatas usualmente es indolora y
puede pasar inadvertido, mas de la mitad de individuos afectados no recuerdan
la mordedura; durante su alimentacion la garrapata puede transmitir la borrelia
por la saliva, la borrelia se distribuye en el intestino de una garrapata infectada y
una vez que la garrapata se alimenta de sangre, las borrelias penetran la
mucosa intestinal diseminandose por los tejidos, incluyendo las glandulas
salivares, transmitiéndose asi al hospedero. El tiempo que permanece adherido
a la piel es de suma importancia ya que la transmisién de las borrelias se
reduce a las primeras 24 horas y a las 72 horas como maximo; la transmisién
ovérica de Borrelia burgdorferi de garrapata madre puede ser muy eficaz, con

transmision de 5 a 9 generaciones subsecuentes.’

1.2.2 Habitat y reservorios.

El habitat natural son las zonas boscosas y de matorral, las garrapatas
necesitan para completar su ciclo biolégico un clima templado, con cierto grado
de humedad para mantener su balance hidrico estable, principalmente en las
fases de desarrollo; entre los elementos necesarios para transmitir la infeccién a
los humanos se incluye un reservorio animal donde la Borrelia pueda

permanecer viable por largos periodos. Existen una gran variedad de animales



gue sirven como reservorio, por lo cual no es de sorprender el encontrar una
larga lista de animales con evidencia serolégica de exposicién a B. burgdorferi.
En Estados Unidos, esta lista incluye al ratbn de pie blanco (Peromyscus
leucopus), ardilla del este (Tamias striatus), ardilla gris (Sciurius carolinensis),
conejos (Sylvilagus floridanus), venado cola blanca (Odocolius virginianus) y
cuatro especies de animales domésticos como ganado (Bos taurus), caballo
(Equus caballus), perro (Canis familiares) y gato (Felis catus); siendo el ratén de
pie blanco el preferido de las formas inmaduras y el mas importante reservorio

de espiroquetas®®.

1.3 Caracteristicas microbiolégicas del género Borrelia.

1.3.1 Clasificacion.

El género Borrelia se compone de bacterias gram-negativas extracelulares e
intracelulares facultativas, microaerofilicas, de la familia de Spirochaetacae la

cual también incluye a los géneros Leptospira y Treponema.*®

La clasificacion taxonémica de las Borrelias, fue establecida segun criterios
genéticos o moleculares a través del andlisis de ARNr?°, hibridacién reciproca
DNA-DNA*, estudio de proteinas de la superficie externa como OspA,* y el
analisis mediante anticuerpos monoclonales. Por medio de estos estudios
filogenéticos, basado en similitudes en el DNA, se ha agrupado los
microorganismos en un sentido amplio con el término general de Borrelia

23,24

burgdorferi sensu lato el cual se subdivide en mdltiples genoespecies:

Borrelia burgdorferi sensu stricto, Borrelia andersoni, Borrelia bissettii



identificadas en Norte América, Borrelia burgdorferi sensu stricto, Borrelia
garinii, Borrelia afzelii, Borrelia valaisiana, Borrelia lusitaniae y Borrelia bissettii
en Europa, siendo esta Ultima identificada como principal patégeno en
Eslovenia ®. En la regién de Asia se ha identificado Borrelia garinii, Borrelia
afzeliii, Borrelia japonica, Borrelia valaisiana, Borrelia tanukii, Borrelia turdi y

Borrelia sinica?®1%%.

Los Estados Unidos de Norteamérica presentan
solamente Borrelia burgdorferi sensu stricto, como patégeno en humanos,
aunque se ha encontrado otras especies en animales, por su parte en Europa
se presenta Borrelia burgdorferi sensu stricto, Borrelia garinii, Borrelia afzelii,
como patégenos en los seres humanos.®® Sin embargo es de suma

importancia remarcar que las otras genoespecies pueden ocasionar

manifestaciones clinicas especificas.

1.3.2 Estructura biolégica de Borrelia burgdorferi

La B. burgdorferi es la primera espiroqueta cuyo genoma completo ha sido
secuenciado, su estructura es similar a la de todas las espiroquetas: un
protoplasma cilindrico rodeado primero por una membrana citoplasmica, luego
por un periplasma que contiene los flagelos y finalmente una membrana de
superficie externa; el genoma contiene 910,725 pares de bases, 9 plasmidos
circulares y 12 plasmidos lineales con un tamafio combinado de mas de
533,000 pares de bases,”® el flagelo periplasmico esta ubicado debajo de la
membrana externa lo que le confiere movilidad a la espiroqueta, se describen
como bacilos de 0.2 a 0.25 micras de ancho y de 10 a 30 micras de largo, !’ los

cuales son cultivables en medio de cultivo BSK (Barbour-Stoenner-Kelly) a una



temperatura 6ptima de 33-35°C. ** Son bacterias dificiles de obtener ya que
crecen muy lentamente, sin embargo han sido aisladas en tejidos como la

sangre, piel y liquido cefalorraquideo. % *°

Existe controversia en algunos hallazgos de laboratorio “in vitro”, por ejemplo
se ha propuesto que Borrelia burgdorferi tiene la capacidad de convertirse en
formas moviles y no moéviles dependiendo del estrés fisiolégico al que esta
expuesta la bacteria, cuando la bacteria se expone a un medio ambiente hostil
de la forma espiral emergen pequefias vesiculas, hasta la formacién de un
quiste, la disminucién de nutrientes provoca la transformacion de la forma
helicoidal a formas no moviles, quisticas o esféricas que revierten a formas
vegetativas. ** Se calcula que la formacién de estos cuerpos esféricos reduce
la superficie bacteriana en un 75%, comparada con la forma vegetativa; por lo
gue la reaccién de anticuerpos o de células del sistema inmune dirigidos contra

antigenos de superficie esta considerablemente disminuida. *

La conversién a formas quisticas, por ejemplo, puede explicar exadmenes
diagnésticos negativos,® los quistes tienen la peculiaridad de que pueden
permanecer latentes, sin embargo, cuando el medio ambiente se vuelve
favorable el quiste regresa a la forma espiral original. ** Un método rapido para
generar formas quisticas de Borrelia es agregar agua destilada, con esto el
95% de las espiroquetas se convierten a quistes en 1 hora y a las 4 horas no
hay presencia de formas méviles; * se cree que es un mecanismo para evadir

el sistema inmune, ** La formacién de esos quistes pudiera aclarar la dificultad



de cultivar Borrelia burgdorferi aun en presencia de la infeccién,puede explicar
examenes diagndsticos negativos y también las fallas frecuentes de terapia

antibiética y las recaidas. * *

Se han observado granulos que emergen de espiroquetas senescentes, dichos
granulos contienen DNA y/o RNA y pueden representar formas involutivas, con
la posibilidad de desarrollar nuevamente formas vegetativas o de ser una
representacion final de la desintegracion de éstas, sin embargo algunos
investigadores consideran que ambas posibilidades pueden suscitarse; esto
podria explicar largos periodos de estado latente, resistencia a antibidticos,

resultados negativos en la serologia y baja sensibilidad de PCR. *

Se han descrito también formas “L” o “esferoplastos” las cuales carecen de
pared celular, ® pero conservando la viabilidad bacteriana, **ademas se han
descrito variaciones en la flagelina, formas rigidas, inmdviles, muy pequefas y
enrolladas, asi como también colonias de Borrelia con forma de acumulos

ovales. ¥’

Investigaciones recientes han encontrado la presencia de Borrelia burgdorferi
en macréfagos y queratinocitos, lo cual apoya la propuesta de que la Borrelia
puede sobrevivir intracelularmente,®” esta se enmascara con colagena
alrededor de las colonias, escapando asi del sistema inmune y ocasionando la
seronegatividad en los estudios del laboratorio. *’Este mismo patdgeno ha sido

detectado de forma viable, en lisados de fibroblastos cultivados en humanos,



siendo observados intracelularmente en el fibroblasto en la region perinuclear,
esto sugiere que Borrelia burgdorferi puede adherirse, penetrar o invadir los

fibroblastos presentes en los hospederos.®

Aunado a lo anterior, se ha demostrado la presencia de Borrelia burgdorferi, en
su forma viable en el citoplasma de células endoteliales humanas, lo que indica
gue la localizacion intracelular del patégeno pudiera ser un mecanismo
potencial, por el cual evade la respuesta inmune del hospedero, explicando asi
su persistencia.** Por otro lado, dicho microorganismo es capaz de adherirse,

invadir y eliminar a los linfocitos humanos.*

La matriz extracelular parece proveer un nicho protector para las espiroquetas
cuando estan en el hospedero mamifero; la estrategia para evadir el sistema
inmune incluye la variacion antigénica en el locus Vls e interferencias con las
funciones de complemento, anticuerpos y linfocitos o interferencia en la
colagena con opsoninas y actividades liticas, B. burgdorferi tiene la capacidad
de adherirse a la superficie de células del huésped por proteinas tales como

p66, DbpA, DbpB y BBK32. #,%

1.3.3 Componentes inmunogénicos.

La identificacion de las proteinas de Borrelia burgdorferi, ha sido crucial en la
caracterizacibn de los factores de virulencia y respuesta inmune de
hospederos; se ha descubierto que las proteinas de superficie tienen influencia

directa en las manifestaciones clinicas, las diferentes genoespecies pueden



expresar proteinas de superficie similares y algunos diferentes, como por
ejemplo OspA, flagelina y p93, las cuales pueden ser responsables de las
diferencias clinicas observadas en Europa y Estados Unidos. En Europa existe

una marcada heterogeneidad en las proteinas OspC. **,*

Los componentes inmunogénicos de Borrelia burgdorferi sensu lato son
lipoproteinas, lipidos, carbohidratos y proteinas. Son especialmente
importantes las proteinas de superficie externa denominados Outer surface
protein “Osp”, tales como OspA (30-32 kDa) OspB (34-36 kDa), OspC (22- 25
kDa), OspD (28-30 kDa), OspE (19 kDa), OspF (26 kDa), OspG (22 kDa), los
genes que codifican proteinas de superficie externa, se encuentran localizados

en los plasmidos.'”?’

Existen también otros polipéptidos importantes que
incluyen el flagelar (41 kDa), la proteina del gancho del flagelo codificado en el
gen flgE, *° proteinas de choque térmico 58-60 kDa y otras de 22 kDa, 39 kDa,
55 kDa, 66 kDa, 66-73 kDa, un antigeno que es parte del protoplasma cilindrico

(93 kDa), un gliceraldehido 3-fosfato-deshidrogenasa*®*?

y otras proteinas
como la proteina A que se une a decorina (DbpA), P66 ,la proteina que se une
a fibronectina BBK32.*' y las protefnas que se unen a moléculas de adhesion.
Existe una proteina VISE, una lipoproteina de superficie codificada por el
plasmido linear 1p28-1 de Borrelia burgdorferi B31, la cual es altamente
inmunogénica, con un peso molecular de 34 a 35 kDa; dentro de la porcién
variable de VISE se observa una region invariable (IR6) la cual se conserva

presente en todas las especies de Borrelia burgdorferi sensu lato. #4194
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Por lo menos 6 proteinas se expresan después de la transmisién de Borrelia
burgdorferi, la proteina EppA no se encuentra expresada por Borrelia
burgdorferi en las garrapatas, pero es muy probable que se encuentre

expresada en los hospederos humanos. *°

La proteina OspA es particularmente inmunogénica se expresa
importantemente en la Borrelia burgdorferi que se encuentra en las garrapatas
sin alimentar; una disminucién en la expresion de OspA, inicia en las Ultimas 12
horas de la fase de alimentacién de la garrapata, después de la ingesta de
sangre y continta en el huésped mamifero por ejemplo.>* La regulacién de la
expresion de OspA puede estar relacionada con la ubicacién del operén de Osp
AB. EIl producto de desecho que se produce en mayor cantidad en las
garrapatas es la guanina, la cual es posible que regule a OspA y OspB.*?

Una vez que el organismo entra en un hospedero mamifero, los niveles de
guanina de la garrapata disminuyen, ya que este nuevo ambiente no estimula la
sintesis de enzimas metabdlicas de guanina, disminuyendo la expresién de Osp
Ay OspB; la expresion de OspC es referida para infeccion en mamiferos, en las
glandulas salivales de la garrapata predomina de forma importante la expresion
de OspC, sin embargo algunos organismos expresan solo expresan OspE y

OspF; dejando a OspA y OspB ausentes.>***

1.3.4 Patogénesis
La patogenia se determina por moléculas que expresa el microorganismo.

Muchas de esas moléculas se codifican en los veintiln plasmidos lineales o
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circulares encontrados en Borrelia burgdorferi. La pérdida de ciertos plasmidos

se asocia con pérdida de infectividad y virulencia.>

La expresion de algunas moléculas inmunogénicas de las borrelias parece
depender del ambiente donde se encuentran los microorganismos. Hay
modificaciones en el repertorio de las moléculas expresadas después que el
organismo es inoculado por la garrapata en un huésped mamifero. Los
cambios en las proteinas de superficie van a ser cruciales para la habilidad de
las borrelias de escapar del intestino de las garrapatas, llegar a las glandulas

salivales del vector y luego poder entrar al huésped mamifero. *°

Después de la mordedura, la Borrelia burgdorferi deja el endotelio intestinal de
la garrapata, la invade, se esparce via hematica y linfatica hacia el aparato
salival. La saliva de las garrapatas juega un papel importante en la sobrevida y
diseminacion del organismo, secretando proteinas como la OspC que ayudan a
colonizar el huésped y proteger al patégeno de una respuesta inmune. *° Esta a
su vez contiene compuestos que suprimen la funcién de los neutrdfilos, la
activacion del complemento y otras respuestas inmunes a Borrelia burgdorferi.
" Las espiroquetas se unen al plasminégeno del mamifero lo cual provee el
mecanismo por el cual Borrelia burgdorferi puede digerir la matriz extracelular y
penetrar en las paredes celulares usando las propias enzimas del huésped.
Por lo tanto, Borrelia burgdorferi tiene la evolucionada practica y el

equipamiento para penetrar al huésped.®>*
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La respuesta inmune inicia en el sitio de la mordedura, donde se encuentra la
lesion tipica el eritema migrans. Dependiendo de la especie de borrelia y el
huésped, la primera linea de defensa esta mediada por complemento. Al
examen histolégico la lesién consiste en un infiltrado perivascular de leve a
intenso con linfocitos, macréfagos y un nimero pequefio de células plasmaticas
como parte de la respuesta inmune. Las células inflamatorias producen

citocinas que incluyen TNF-a, IFN-y, Interleucina 1 e Interleucina 6. *®

La mayoria de los pacientes después del inicio de la enfermedad tienen una
respuesta con produccion de anticuerpos tipo IgM a las 6 a 8 semanas después
de la infeccién, en respuesta a la proteina OspC o la proteina flagelar de las
espiroquetas. ! Sin embargo, los niveles de anticuerpos séricos, pueden estar

bajos debido al secuestro de los mismos en complejos inmunes. >°

Después de dias o meses del inicio de la infeccidn, Borrelia. burgdorferi se
disemina ampliamente. En este periodo se puede recuperar espiroquetas de
sangre y de liquido cefalorraquideo aislandose en pequefias cantidades en
miocardio, retina, musculo, hueso, higado, bazo, meninges y cerebro.®® La
unién ocurre a través de la interaccion con OspA, una de las proteinas de
superficie, y de otras proteinas no bien estudiadas.”® Para diseminarse la
borrelia se une a ciertas proteinas y se adhiere a integrinas, proteoglicanos
(heparin, heparan sulfato, dermatan sulfato) derivados de las células
epiteliales, decorina (DbpA), glucosaminoglicanos que permiten la alineaciéon

con colagena fibrilar a la matriz extracelular en el corazon, sistema nervioso o
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articulaciones asi como fibronectina y vitronectina que permiten diseminacion
en la vasculatura. Estas uniones son necesarias para establecer la

43,61

infeccion. Después de establecida la infeccion, el huésped responde

involucrando fagocitos, células B, células T y células gamma-delta.

Las lipoproteinas de las espiroquetas que se unen a las moléculas CD14 y los
receptores en macréfagos, son activadores potentes de respuesta inmune

innata.

El crecimiento de Borrelia burgdorferi a temperaturas elevadas induce la
produccion de proteinas de choque térmico tales como groEL. EIl liquido
sinovial de pacientes con artritis de Lyme contiene anticuerpos contra el
analogo groEL de Borrelia burgdorferi, lo que sugiere que las proteinas de
choque térmico de la bacteria pueden inducir artritis por medio de un
mecanismo similar. La vasculopatia ha sido identificada en nervios periféricos,
cerebro y tejido sinovial de pacientes con enfermedad de Lyme. Los cambios
patolégicos en los vasos sanguineos se asemejan a los encontrados en la

endarteritis obliterante, la lesion vascular asociada con sifilis.®?

La diseminacién de Borrelia burgdorferi a través del sistema nervioso central se
ha demostrado en modelos animales. La activacion del sistema fibrinolitico
juega un rol en la penetracion de las uniones de la barrera hematoencefalica y
la invasion del sistema nervioso central. La borrelia penetra las leptomeninges,

las raices nerviosas sensitivas y motoras, las raices dorsales, pero no el
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parénguima cerebral. Se han observado espiroquetas en el perineuro (el tejido
conectivo que rodea cada nervio periférico). Aunque no hay cambios
inflamatorios en liquido cefalorraquideo, se ha demostrado produccién
intratecal de anticuerpos contra borrelia.>* El liquido cefalorraquideo podria
ayudar a definir el rol de la autoinmunidad en el sistema nervioso central. Los
anticuerpos antiaxonales tienen reactividad cruzada con flagelina y pueden
producir disfuncion neurolégica mediante al alteracion del transporte axonal sin
inducir cambios patolégicos marcados. Los anticuerpos y las células B
reaccionan contra la proteinas basica de mielina, anticuerpos séricos a
cardiolipina y células T que producen Interferon gamma in vitro sobre la

exposicién de proteina basica de mielina.®**®

El mecanismo principal para la resolucion de la lesion cardiaca es a través de
respuesta inmune celular. Se ha descrito el aislamiento de Borrelia burgdorferi
en biopsias de endomiocardio de pacientes con cardiomiopatia dilatada
crénica.>® La autoinmunidad puede también sefialar los cambios inflamatorios
en la enfermedad de Lyme, lo que puede explicar la persistencia de los
sintomas y los hallazgos en algunos pacientes posterior a una terapia
antibidtica adecuada. También pudiera ser explicados por el mimetismo
existente entre un determinante antigénico de Osp A y un epitope de los

6485 una molécula de

antigenos hLFA-1a asociados a la funcion leucocitaria;
adhesidén que se encuentra en todos los leucocitos y se expresa fuertemente en

las células T. El suero de pacientes con artritis de Lyme cronica y resistente al
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tratamiento tiene reactividad cruzada con LFA-1, mientras que el suero de otras

formas de artritis no la tiene.%

Una elevada prevalencia de marcadores clase Il HLA-DR2 y DR4 asi como
HLA-DR beta alelol se han identificado en aquellos pacientes con artritis de
Lyme refractaria, ®° indicando que células CD4 + T puede estar en el proceso.
®7 Estos pacientes también desarrollan anticuerpos anti-Osp A al mismo tiempo
del inicio de la artritis, lo que sugiere que Osp A podria estar implicada en un
proceso autoinmune. Osp A es reconocida de manera preferencial en
pacientes quienes no han respondido al tratamiento. Una alternativa de una
reaccion autoinmune directa en la enfermedad de Lyme podria ser un
mecanismo indirecto. Por ejemplo, las células T se activan contra los
antigenos de Borrelia burgdorferi y pueden mantener la inflamacién local

mediante la activacién de células autoreactivas. %853

Borrelia burgdorferi expresa proteinas con capacidad de inmunomodulacién,
gue pueden modificar las proteinas de superficie que regulan el trafico celular
en los sitios de inflamacion de las células de mamiferos. Las células de
Langerhans disminuyen la expresion de marcadores del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (CMH). Las células endoteliales asi como las sinoviales
incrementan la expresion de las moléculas del HLA clase Il. Los cultivos de
células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC) expuestas a Borrelia

burgdorferi incrementan la expresion de selectina-E, moléculas de adhesion
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celular vascular (VCAM)-1 y moléculas de adhesion intercelular (ICAM).

Borrelia, sin embargo, no produce ninguna toxina conocida.

Los complejos inmunes y crioglobulinas en liquido sinovial, fueron los primeros
datos inmunolégicos descritos en la Enfermedad de Lyme.®® Las células T
tienen un papel importante en la respuesta inmune; la disminucién de las
respuestas de las células T colaboradoras incrementa la severidad de la
enfermedad y la deplecion de las células T supresoras reduce la severidad de
la enfermedad. Las células TH1 liberan citocinas tales como Interferon gamma,
Interleucina 2 (IL-2) e Interleucina 12 (IL-12), éstas estan involucradas en la
produccion y prolongacion de la respuesta celular a patdégenos intracelulares
como virus y algunas bacterias. Las células TH2 producen Interleucina 4 (IL-4)
e Interleucina 6 (IL-6) que participan en la produccion de respuesta inmune
humoral. Las células T clonadas de pacientes con enfermedad de Lyme
producen citocinas TH1 (IL-2, GM-CSF e Interferon gamma) pero no citocinas
TH2 (IL-4 e IL-5). EIl rol especifico de las células T gamma/delta en la
respuesta contra Borrelia burgdorferi es desconocida, sin embargo, éstas
células se han aislado del liquido sinovial de pacientes con artritis de Lyme.
Estas células también generan aumento en el ligando FAS e induccion de

apoptosis en las células T sinoviales "°.

1.3.5 Epidemiologia.
La incidencia y distribucion real en el mundo de la enfermedad de Lyme es adn

desconocida, debido primordialmente a sus caracteristicas epizootioldgicas y a
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las dificultades en el diagnéstico, la mayoria de los reportes provienen de los
paises desarrollados, el nUmero de casos reportados en los Estados Unidos se
ha incrementado de 491 casos en 1982 a 64,382 durante los afios 2003 al
2005, esto a pesar de los esfuerzos realizados para prevenir la enfermedad; en
las areas endémicas de los Estados Unidos (Connecticut, Delaware, Maryland,
Massachussets, Minnesota, New Jersey, New Yok, Pennsylvania, Rhode Island
y Wisconsin) se presentan alrededor de 29.2 a 300 casos nuevos por cada
100,000 habitantes al afio,”* existen casos reportados en todos los Estados de
la Unién Americana, sin embargo existe un incremento significativo en el riesgo
de infeccién, en los Estados del Noreste, Region Norte Central y algunos

estados de la Costa del Pacifico.!

En Europa, los estudios de seroprevalencias para la infeccion por B. burgdorferi
mas altas se hallaron en Alemania, Austria, Eslovenia y Suecia, presentando
esta ultima una incidencia de 135 casos por cada 100.000 habitantes por afio.
2. durante el afio de 1995 la incidencia anual en Slovenia y Austria se
estimaban entre 120 a 130 casos por 100,000 residentes, similar a la frecuencia
observada en Connecticut. ** Un estudio realizado en Alemania encontré que la
seroprevalencia iba del 13% al 47%, en los grupos de riesgo, tales como
trabajadores forestales y corredores, mientras que en el grupo control formado

por donadores de sangre sanos, la seroprevalencia se ubicaba entre el 2% al

10%."3
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Espafia por su parte muestra que la infeccion por Borrelia burgdorferi se
encuentra ampliamente distribuida, con una prevalencia que oscila entre el 0%
y el 38%, dependiendo de la zona geografica, las prevalencias mas altas se

74 75

encontraron en el norte de Espafa; existen ademas reportes en Asia

(China "® y Japon '), Australia, el Norte de Africa °, Brasil *°y Colombia.

Los reportes muestran una frecuencia similar de la infeccion entre hombres y
mujeres en los Estados Unidos, en personas de cualquier rango de edad, sin
embargo se ha descrito una distribucién bimodal, con una alta tasa, en nifios
entre los 5y 9 afios y otra en adultos con edades por arriba de los 30 afios.
Las personas que trabajan al aire libre, en trabajos como encuestadores,
recursos forestales, jardineria y servicio de utileria, entre otros, presentan un
mayor riesgo de adquirir la enfermedad de Lyme. Participar en actividades
recreativas al aire libre como caminatas, campismo, caza y jardineria puede
incrementar los niveles de riesgo, asi como también vivir cerca de la maleza o
visitar areas espesas;®® actualmente un riesgo creciente, se ha relacionado de
forma directa a la cantidad de tiempo que una persona pasa al aire libre en

areas endémicas de garrapatas.

1.4 Cuadro clinico.
Las manifestaciones clinicas de la enfermedad de Lyme, generalmente se
dividen en tres fases: localizada temprana, diseminada temprana y enfermedad

tardia o croénica.
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1.4.1. Fase localizada temprana.

Esta fase incluye eritema migrans (EM) y hallazgos asociados. EM ocurre en
90% de los pacientes, generalmente durante el primer mes posterior a la
mordedura por garrapata. Sin embargo solamente un 30% de los pacientes lo
recuerdan, el eritema migrans puede presentarse en cualquier parte del cuerpo,
aunque generalmente se localiza cerca de la axila, region inguinal, hueco
popliteo y cintura, esto debido a que las garrapatas tienden a alojarse en esas
areas cdlidas y humedas; dicho eritema es asintomatico, aunque puede causar
dolor, comezdn y ardor, se extiende tipicamente en el curso de algunos dias.
La lesién puede ser uniformemente roja o tener aspecto del “ojo de buey "

debido al halo claro en el centro, 38>

otras variaciones en la lesion incluyen
los centros necréticos o vesiculares,®” aproximadamente el 10% de pacientes

con EM presentan lesiones dérmicas mdltiples.®

La enfermedad localizada temprana se ha asociado a manifestaciones
inespecificas, semejantes a las encontradas en un resfriado comun, tales como
fatiga, malestar general, cefalea, rigidez de nuca,®® mialgias, artralgias,

linfadenopatia regional o generalizada,®

también puede presentarse rinitis,
sinusitis y tos asi como odinofagia y cefalea, es importante mencionar que en
ausencia del EM, estos sintomas no son diagndsticos de enfermedad de Lyme;
un cuadro pseudo-gripal, pudiera ser la caracteristica Unica de la enfermedad

de Lyme temprana,® el cuadro “gripal” induce el uso de antibiéticos empiricos

que puede provocar que los sintomas tempranos pasen inadvertidos.*?
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1.4.2. Fase diseminada temprana

En el 37% de los casos, la enfermedad diseminada temprana ocurre los
primeros dias 0 meses después de la mordedura, pudiendo ser la primera
manifestacion de la infeccion de Borrelia burgdorferi sin EM precedente (el cual
pudo haber pasado desapercibido por el paciente) o el cuadro pseudo gripal no
asociado a la infeccion por el médico; las secuelas mas frecuentes en pacientes

con EM o sin ella no tratados con antibi6ticos son:

Manifestaciones reumatoldgicas: Durante la fase temprana diseminada, las
espiroquetas alcanzan el sistema musculoesquelético y pueden producir artritis;
93.9%as manifestaciones musculoesqueléticas pueden aparecer dos semanas
después de EM, el 60% de los pacientes no tratados desarrollan sintomas '
como artralgias sin artritis que involucra varias articulaciones de manera
migratoria. Existen monoartritis y oligoartritis asimétrica con un patron
semejante a la Artritis Reumatoide,® el liquido articular obtenido por
artrocentesis es de caracteristicas inflamatorias, predominando los

polimorfonucleares y observando aumento en la concentracién de proteinas. *°

Manifestaciones neuroldgicas: Se estima que entre el 10% a 15 % de los
pacientes no tratados en las primeras semanas o meses desarrollara sintomas,
% estos pueden aparecer de 2 a 3 meses después del inicio de la infeccion;
puede ocurrir paralisis de los nervios craneales, involucrando especialmente al
VIl par craneal (en el 10% puede ser bilateral)®®, radiculoneuritis y meningitis

linfocitica. La triada (Meningitis linfocitica, paralisis facial y radiculoneuritis) sin

21



anormalidades en estudios de imagen, se conoce como sindrome de Bannwarth
(Garin-Boujadox-Bannwarth) y es mas comin en Europa que en los Estados
Unidos, * el involucro del VIII par craneal se manifiesta por mareo y sordera.®’
El 10% de pacientes no tratados pueden desarrollar meningitis aséptica
caracterizada por cefalea, fotofobia y rigidez de nuca,® el liquido
cefalorraquideo (LCR) generalmente muestra pleocitosis, ligero predominio de
linfocitos, elevacién leve de proteinas y glucosa normal,® la meningitis
generalmente se resuelve espontdneamente, mientras que al tratar el resto de
manifestaciones tempranas, aceleramos la resolucion y prevenimos la

progresion a la fase cronica de la enfermedad. '

Manifestaciones cardiacas: Estas ocurren uno o dos meses después de la
primo infeccién, en la gran mayoria de los casos la enfermedad cardiaca
comienza a resolverse durante o aln antes del tratamiento con antibiéticos, los
pacientes pueden estar asintomaticos o quejarse de fotosensibilidad, sincope,
disnea, palpitaciones y dolor toracico:'® los sintomas mas frecuentes son la
presencia de palpitaciones (en el 69%), anormalidades en la conduccion (en el
19%) entre ellos bloqueo AV de primero, segundo o tercer grado, miocarditis
(en el 10%) y falla ventricular izquierda (en el 5%).'° Las manifestaciones de
involucro miocardico mas frecuentes son: alteraciones no especificas en onda
ST y T; otras alteraciones de conduccién van desde intervalos P-R prolongados

hasta periodos alternantes de taquicardia y bradicardia.
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Puede ocurrir cardiomegalia o derrame pericardico leve con pocas o ninguna
manifestacion clinica, se ha observado disfuncién ventricular izquierda o
insuficiencia cardiaca congestiva entre un 10% a 15% de los pacientes, en su
mayor parte las disfunciones miocardicas tienden a ser leves y autolimitadas;'®

la carditis puede deberse a invasion directa de las bacterias al miocardio. **%*

1.4.3. Fase tardia.

El término "tardio" es mejor utilizado en este caso que el término "crénico", pues
el primero, es mas exacto; a pesar de la respuesta inmune inducida contra
Borrelia burgdorferi, las espiroquetas sobreviven en algunos 6rganos y sistemas
tales como corazoén, sistema nervioso central y articulaciones, desencadenando
manifestaciones de caracter tardio de dificil diagndstico; esto ocurre

generalmente de 4 meses a 4 afios después del EM.

Las manifestaciones musculoesqueléticas son las mas frecuentes (hasta en un
80% de pacientes no tratados), incluyendo artralgias, episodios intermitentes de
artritis y monoartritis en especial de las rodillas; los antibiéticos son efectivos
para la artritis, aunque en un 10% de estos pacientes se desarrollard un cuadro
de artritis crénica y recidivante que involucra a las articulaciones grandes y que
suele ser resistente al tratamiento con antibiético, ademas las grandes
articulaciones puede involucrar las entésis de manera similar a las
espondiloartropatias seronegativas.'®® Es poco frecuente encontrar dafio
articular agresivo pero se han descrito casos de erosiones, quistes y

106

osteopenia. Los ataques de artritis pueden durar semanas 0 meses con
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remisiones y exacerbaciones, disminuyendo en frecuencia y severidad con el
paso del tiempo.”® En algunos pacientes puede persistir la inflamacion articular,

particularmente los que tienen HLA DBRB1*0401 o alelos semejantes.?’

La neuroborreliosis terciaria, muestra analogia con la neurosifilis terciaria (o
terciarismo sifilitico), siendo esta una caracteristica importante de la fase tardia
de la enfermedad de Lyme, observandose hasta en un 10% de pacientes no
tratados; sus caracteristicas clinicas incluyen encefalopatia, disfuncion
neurocognitiva, y neuropatia periférica, en Europa la neuroborreliosis es mas
frecuente por la presencia de B. garinii que no se ha aislado en América,

mientras que en Estados Unidos las manifestaciones crénicas son mas leves. *

Como parte de la disfuncion cognitiva los pacientes tienen sintomas vagos y en
parte pueden presentar falla en la memoria, dificultad para concentrarse y
lagunas mentales.'® En ocasiones los familiares detectan estas alteraciones
gue son ocultadas por el paciente por manifestar la sensacién de que se “esta
haciendo viejo”. Como datos de encefalopatia tenemos los cambios de caracter
y en el patrén del suefio, aun en ausencia de criterios objetivos de involucro del
sistema nervioso central. '® Se han identificado otros sintomas que nos
orientan a pensar en enfermedad de Lyme, aunque estos no hayan estado
presentes constantemente, como adormecimiento, hormigueo, temblor
muscular, fotosensibilidad, hiperacusia, actfenos, vértigo y depresién.'®® Otra
manifestacion terciaria es la poliradiculoneuropatia cronica axonal, con

parestesias y dolor radicular que involucra el plexo braquial o el plexo

24



lumbosacro.®® La leucoencefalitis aguda o crénica con involucro de la sustancia
blanca del cerebro o médula espinal, puede estar caracterizado por
anormalidades leves o mielopatia severa (ataxia, espasticidad y alteraciones
sensoriales). %% |a resonancia magnética nuclear puede recordar Esclerosis
Multiple con areas hiperintensas en la sustancia blanca de cerebro o médula
espinal. ' Una secuela neuroldgica tardia de la enfermedad de Lyme es la
hipersensibilidad auditiva, visual, gustativa, olfatoria y al tacto.’” Se ha
reportado una reduccién importante a la tolerancia al ruido en pacientes sin

problemas previos de audicion.'*> 3

Los cambios morfologicos de borrelia
explican su sobrevida en el cerebro asi como las placas amiloides y
degeneracién vacuolar nerviosa en hipocampo en pacientes con Alzheimer. **
Los sintomas neuropsiquiatricos incluyen paranoia, demencia, esquizofrenia,

enfermedad bipolar, ataques de panico, depresibn mayor y desordenes

obsesivos compulsivos. 1%

Manifestaciones cutaneas: En la fase tardia el linfocitoma que se puede
localizar en l6bulos de oreja o en areola y la acrodermatitis cronica atréfica
(cambios tréficos en las zonas distales de las extremidades, que inicialmente
recuerdan livedo reticularis, y posteriormente la piel se vuelve fina y atrofica)
son considerados casi exclusivamente de Europa, pues son caracteristicas
cutdneas ocasionadas por la infeccion por B. afzelii, la cual no se encuentra en
los Estados Unidos. **° Hay evidencia que relaciona al linfocitoma solitario y al
linfoma cutaneo primario de células B, con infeccion por B. afzelii, sugiriendo un

papel patégeno de este organismo. > Ademas, se ha descrito un sindrome
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llamado "dermatitis granulomatosa intersticial con pseudosrosetas histiociticas”,
ligado a la infeccién por Borrelia burgdorferi, que representa la enfermedad
subaguda de la piel. ' Pueden aparecer diferentes tipos de rash y esclerosis

cutanea que asemeja escleroderma. **’

1.4.4. Sindrome post-lyme.

Un 10% de los pacientes tienden a presentar el sindrome conocido como post-
Lyme,**® % dicho sindrome se caracteriza por fatiga, dolor musculoesquelético,
alteraciones cognitivas, entre otras; estos sintomas se pueden confundir con
fibromialgia, ya que este también se caracterizan por dolor musculoesquelético
difuso, mialgias, cefalea, parestesias, alteraciones del patrén del suefio y fatiga.
119 para establecer el diagnéstico de sindrome post-Lyme es necesario hacer
diagndstico diferencial con Sindrome de Fatiga Crénica o Fibromialgia, dicho
problema se debe primordialmente a que un pequefo porcentaje de pacientes
desarrolla fibromialgia en asociacién o inmediatamente después de la infeccion,
lo que sugiere que Borrelia burgdorferi es uno de los agentes infecciosos que

pueden desencadenar el sindrome de dolor crénico. 1293121122

1.4.5. Otras manifestaciones.

Existen otras manifestaciones presentes, tales como lo son el dolor facial y
dental asi como disfuncién de la articulacién temporomandibular y de los
masculos masticatorios con disfagia y edema de cara. **

En el caso de las manifestaciones oftalmoldgicas, estas pueden ocurrir solas o

en combinacién con otras manifestaciones; la coroiditis es una de las primeras
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en describirse, %

sin embargo la conjuntivitis es, probablemente, la
manifestaciéon mas frecuente,®” no es raro encontrar la presencia de inflamacion
intraocular, la cual puede llevar a la ceguera. Son serolégicamente dificiles de

diagnosticar y su cuadro se asemeja a los observados en sifilis.***

Se ha descrito complicaciones neuro-0pticas, como neuropatia 6ptica bilateral o
neuritis 6ptica, **> otras manifestaciones encontradas son la uveitis, vasculitis

retiniales, escleritis posterior y fotofobia;*?

el involucro hepatico suele ser
subclinico *° y pueden presentar hepatitis leve en etapa temprana, cominmente
la funcion hepética esta ligeramente anormal, sobretodo en enfermedad

diseminada. &

1.5 Diagndéstico

Como ya se ha mencionado el diagndstico de este padecimiento no es sencillo,
es necesario realizar un examen fisico exhaustivo, con especial atencion a los
sintomas neurolégicos, reumatoldgicos y cardiacos, asociados a la enfermedad
de Lyme; los hallazgos fisicos son inespecificos y a menudo normales, sin
embargo, en algunas ocasiones se pueden encontrar artritis, meningitis y
pardlisis facial en presentaciones atipicas. De manera frecuente no es posible
tomar decisiones terapéuticas en base a pruebas objetivas, ya que existe un
namero considerable de casos de enfermedad de Lyme crénica, en pacientes
sintomaticos, quienes no presentan datos a la exploracién o en las pruebas
confirmatorias de laboratorio; para determinar si un paciente en particular es

candidato para tratamiento con antibidticos, es necesario considerar la historia
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de posible exposicién, mordedura de garrapatas, erupciones cutaneas o
sintomas consistentes con las presentaciones multisistémicas de la enfermedad

de Lyme.

El diagnéstico de enfermedad de Lyme es inicial y principalmente de tipo
clinico, un elevado numero de pacientes no recuerdan el antecedente de la
mordedura de garrapata, y se observa que hasta un 50 % de los afectados
tampoco presentan la lesion cutanea caracteristica (eritema migrans); el
diagnostico se torna aun mas dificil cuando aparecen complicaciones
neurolégicas, cardiacas o reumatolégicas. A pesar de la historia previa de los
pacientes, a la mayor parte de los clinicos les es dificil relacionar la

sintomatologia con el diagnéstico de infeccion por Borrelia burgdorferi.

1.5.1 Métodos directos

Consisten en la observacién y/o aislamiento del microorganismo en las
muestras clinicas (biopsia de piel, liquido sinovial, sangre y liquido
cefalorraquideo). La mayor parte de los métodos directos representan
procedimientos escasamente sensibles, pero constituyen los Unicos métodos de
confirmacion precisa.

Existen una variedad de técnicas que han sido desarrolladas para la deteccién
directa de Borrelia burgdorferi sensu lato, estas pruebas proporcionan evidencia
de la presencia de espiroquetas intactas o componentes de la espiroqueta
(ADN), proteinas y/o ADN de las garrapatas vectores, de los hospederos

intermediarios o de pacientes; se han empleado cuatro diferentes pruebas en el
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laboratorio clinico: ensayos basados en microscopia, deteccion de las proteinas

de Borrelia burgdorferi o del &cido nucleico de ésta y el cultivo. 2

1.5.1.1 Observacion microscopica

Algunas de las técnicas utilizadas son la microscopia de campo oscuro y la
tincion de tejidos humanos, la tincién de nitrato de plata y la de naranja de
acridina son dos de los métodos para altamente utilizados en la identificacion de
borrelia; las espiroquetas se pueden identificar como Borrelia burgdorferi
mediante la aplicacion de anticuerpos monoclonales murinos en la deteccion
por inmunofluorescencia (IFA), sin embargo tanto en el caso de la microscopia
de campo oscuro como el IFA su utilidad tiende a ser muy poca, **” esto debido
a que el numero de microorganismos en las muestras clinicas no suele ser
adecuada, por lo que no estéa indicado para el diagnéstico. *?® Su utilidad se ve
también limitada para la confirmacién por laboratorio, debido a que el

microorganismo puede adoptar diversas formas.

1.5.1.2 Cultivo de muestras clinicas

El cultivo de Borrelia burgdorferi sensu lato indudablemente es la prueba ideal
para la confirmacion de la infeccién activa, sin embargo, esta sélo se emplea en
investigacion debido a que la técnica es altamente costosa, lenta (minimo 12
semanas) y con baja sensibilidad, en comparacion con el resto de las técnicas;
se han propuesto diferentes medios, tanto soélidos como liquidos, para su
aislamiento, sin embargo en la actualidad se considera como medio de eleccion

el denominado Barbour-Stoenner-Kelley modificado (BSK-I1). 128
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El cultivo del agente presenta una baja sensibilidad, esto debido al reducido
namero de microorganismos infectantes; en liquidos corporales es aun mas
dificil el aislamiento, debido a la rapidez con la que el microorganismo se
adhiere a los tejidos. Las muestras de piel de eritema migrans puede dar

129 130

cultivos positivos en un 40% o 60% de los casos; en lesiones de

acrodermatitis cronica atrofica, LCR, liquido sinovial y sangre, se han

encontrado resultados poco alentadores. 2° 3

El cultivo puede ser crucial en casos individuales donde el cuadro clinico
sugiera la enfermedad a pesar de serologia negativa (Borreliosis seronegativa)
como por ejemplo en eritema migrans atipico, sospecha de neuroborreliosis
atipica sin deteccion intratecal de anticuerpos o en sospecha de borreliosis en

pacientes inmunocomprometidos. **?

1.5.1.3 Deteccion de antigenos importantes en el inmunodiagnéstico

Es importante conocer la composicion antigénica de Borrelia burgdorferi sensu
lato; las pruebas que detectan antigenos sufren las mismas limitantes que la
microscopia, por lo que se han utilizado deteccién de antigenos en liquido

cefalorraquideo y orina, esto sin buenos resultados.

Los antigenos disponibles incluyen células lisadas enteras de diferentes cepas,
antigenos parcialmente purificadas o proteinas recombinantes. Se han
evaluado también la inmunoreactividad de diferentes proteinas, cuyos pesos

moleculares pueden variar ligeramente entre las cepas y tienen diferente
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localizacién en la bacteria, se considera a la proteina flagelar de 41kDa
(flagelina o FlaB) como un importante antigeno inmunodominante,
lamentablemente a pesar de ser altamente inmunogénico, este antigeno tiene
también una alta reactividad cruzada con antigenos en otras bacterias,

particularmente cuando son desnaturalizados, como en el Western Blot.

La proteina flagelar de la capa externa (FlaA) con un peso molecular de 37 kDa
es otro antigeno inmunodominante, especialmente en enfermedad temprana;
uno de los antigenos inmunodominantes que aparece después de la infeccidon
con Borrelia burgdorferi sensu lato es que la codifica para la proteina OspC de
21 a 25 kDa. La OspC es heterogénea, la proteina BmpA cromosémicamente
codificada de 39 kDa también es inmunogénica. Se han encontrado diferencias
genéticas y antigénicas entre las secuencias de BmpA de las diferentes
genoespecies de Borrelia burgdorferi sensu lato lo que limita su uso en las
pruebas seroldgicas; otra proteina inmunogénica es la proteina A que se une
Decorina (DbpA) también denominada Ospl7, la cual tiene un peso molecular

aproximado de 17 kDa.

La proteina VISE, una lipoproteina de superficie codificada por el plasmido lineal
Ip28-1 de Borrelia burgdorferi B31 es altamente inmunogénica con un peso
molecular de 34 a 35 kDa; una de las regiones invariables (IR6), que se
encuentra dentro de la porcion variable de VISE, y es altamente inmunogénica,
esta se conserva en todas las especies de Borrelia burgdorferi sensu lato

haciéndola buen candidato para ser usado como un antigeno inmunodominante
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reactivo, las proteinas P35/BBK32 y P37 son otros antigenos prometedores.
BBK32 es una proteina de unién de fibronectina descrita inicialmente como p35

de 47kDa. %°

1.5.1.4 Amplificacion de ADN mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) y sondas de ADN

La utilizacién de técnicas moleculares se basan principalmente en métodos de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), la sensibilidad de las pruebas de
PCR puede disminuir por la degradacién del ADN de Borrelia burgdorferi sensu
lato durante el transporte, almacenamiento y procesamiento de las muestras. %
Debido a que la dinamica de la respuesta inmunolégica despertada en la
enfermedad de Lyme no se comprende del todo y que el cultivo es poco
sensible, debido a la baja cantidad de microorganismos presentes en las
muestras y al hecho de que muchos de ellos son secuestrados en los tejidos, la
deteccion de pequefias cantidades de ADN de Borrelia burgdorferi por PCR es
potencialmente util, siendo la piel, liquido cefalorraquideo, liquido sinovial y la

sangre total tejidos que pueden ser investigados por PCR.

Algunos de los ejemplos, son los genes de los plasmidos que codifican para
Osp Ay Osp B, genes del cromosoma como los que codifican para la proteina
flagelar o p66 (clon de 2H1) o segmentos de genes de 16s ARNr o 5s/23s ARNr
gene de la regién intergénica. *** Puede ser cualitativo (PCR convencional o
anidado) o cuantitativo (PCR competitivo o0 PCR en tiempo real), la seleccion

del gen apropiado, es lo que determinara la sensibilidad de cada prueba. *** **
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Para el diagnéstico de laboratorio de la infeccion por Borrelia burgdorferi sensu

lato usualmente un PCR cualitativo es suficiente.

Lo mas importante en el desarrollo de un nuevo protocolo de PCR, es la
seleccién del gen blanco y el iniciador de amplificacién, se recomienda un
cebador con rendimiento de 100 a 300 bp como una alta eficiencia de
amplificacién bajo las condiciones estandar del PCR. % El PCR debe permitir el
diagndstico de las especies de Borrelia, y el reporte debe especificar la especie
patégena encontrada, la utilidad diagnéstica de PCR es similar a la del cultivo.
La deteccién de borrelia en fluidos corporales es mucho mas dificil que en tejido
tanto en cultivo como en PCR,*® (nicamente el PCR de liquido sinovial

presenta la mayor sensibilidad que el cultivo. ***

La sensibilidad del PCR para la deteccion del ADN de Borrelia burgdorferi
sensu lato en sangre, plasma o suero de pacientes con enfermedad de Lyme es
baja, esto puede ser un reflejo de la falta de espiroquetemia o de una
espiroquetemia transitoria, asi como un bajo nivel de espiroquetas en sangre

y/o la presencia de inhibidores de PCR en la sangre del huésped. **®

La mas alta tasa de deteccion (50-70%) del cultivo y del PCR es en biopsias de
piel de pacientes con eritema migrans o acrodermatitis cronica atréfica, **! esto
en contraste con la deteccién de Borrelia por PCR o por cultivo de liquido
cefalorraquideo de los pacientes con neuroborreliosis es de sélo 10-30%. **¢ El

aislamiento de los microorganismos de liquido cefalorraquideo es mas
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frecuente en pacientes con una duracion corta de la enfermedad que en
aquellos en quienes la enfermedad ha tenido una evolucién mas larga.’*® De
igual manera en el 50-70% de los pacientes por artritis de Lyme, el liquido
sinovial es positivo para borrelia por PCR, sin embargo el cultivo rara vez tiene
139

éxito; es importante mencionar que los mejores resultados de PCR se

obtienen del tejido sinovial, no del liquido sinovial. **°

1.5.2 Métodos indirectos

Debido a que ni la visualizacién directa ni los cultivos han probado ser lo
suficientemente sensibles para uso rutinario en el diagnostico de enfermedad
de Lyme, éste depende basicamente de pruebas seroldgicas que detectan

anticuerpos contra Borrelia burgdorferi.

1.5.2.1 Inmunofluorescencia indirecta

Esta prueba fue una de las primeras disponibles para la identificacion de
Borrelia burgdorferi, la inmunofluorescencia indirecta (IFA) usa organismos
cultivados fijados a laminillas de vidrio; los especimenes de suero se diluyen en
preparaciones que pueden incluir un absorbente tal como el material derivado
de la treponema de Reiter o del saco de la yema de huevo para remover los
anticuerpos no especificos. Los anticuerpos dirigidos contra las borrelias
detectan por medio del microscopio de fluorescencia usando isotiocianato de
fluoresceina con anticuerpos IgG o IgM. % Al excitarse el isotiocianato de

fluoresceina hace emite luz fluorescente de color verde, lo que indica la



presencia del antigeno en la muestra o de anticuerpos especificos del suero. ***

Se consideran positivos titulos de 128 para IgM y 256 para IgG.?

La IFA ha empleado para el diagnéstico en diversas muestras bioldgicas, pero
su principal limitante es la subjetividad del observador y las frecuentes

reacciones cruzadas.

En un estudio en pacientes con enfermedad de Lyme
temprana IFA resulté menos sensible que ELISA, *** algunos otros estudios
seflalan que la especificidad y sensibilidad de IFA es adecuada en casos
complicados, pero no en aquellos pacientes con eritema migrans Unicamente.
143

La necesidad de un microscopio de fluorescencia y personal bien entrenado

ademas de la subjetividad en la lectura e interpretacion de la microscopia de

fluorescencia, son limitaciones importantes en la utilizacion de este método.

1.5.2.2 Enzimoinmunoanalisis (ELISA)

El método serolégico mas ampliamente utilizado se basa en ensayos
inmunoenzimaticos de ELISA convencional. *** La prueba de ELISA ha
demostrado ser mas sensible y especifica que la IFA y es la prueba mas
utilizada para el diagnostico de enfermedad de Lyme. La sensibilidad y la
especificidad varian ampliamente dependiendo del laboratorio que lo produce y

de la poblacién estudiada.

Esta prueba usualmente utiliza antigenos derivados del organismo completo;

segun el estuche comercial, se puede detectar IgM, 1gG, IgA o conjuntamente
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IgM / 1gG. Los antigenos purificados como el componente flagelar, o antigenos
recombinantes como el p39 han sido agregados a la mezcla de antigenos en

diversos estuches comerciales.

El ELISA se asocia con una alta tasa de resultados falsos positivos, por lo que
toda prueba con resultado positivo o indeterminado debe ser confirmada por
Western Blot. Desafortunadamente esta prueba serolégica no ha sido

estandarizada con variaciones intralaboratorio e interlaboratorio. **°

Existen dos tipos principales de técnicas de ELISA, uno se basa en la deteccion
de anticuerpos dirigidos contra el antigeno de 41kDa y otro para detectar los
anticuerpos contra el antigeno 39kDa. La prueba basada en el antigeno de
41kDa es muy sensible pero poco especifica, mientras que usa el antigeno de
39 kDa es muy especifica **¢ pero poco sensible. **’

Recientemente salié al mercado un estuche comercial que emplea solamente
un derivado peptidico sintético obtenido de la secuencia VISE (IR6 o C6); en la
prueba de ELISA C6 se utiliza un péptido antigénico sintético derivado de la
proteina de membrana VISE, que se expresa inmediatamente después de la
infeccion, y le confiere al ELISA alta especificidad y sensibilidad. **® La proteina
tiene una secuencia peptidica altamente conservada en las especies de Borrelia
burgdorferi y en otras genoespecies, como Borrelia afzelii y Borrelia garinii.
Como el antigeno empleado en ELISA C6 representa una pequefia secuencia
definida de la proteina VISE, el riesgo de reacciones cruzadas con antigenos
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encontrados en otros microorganismos es muy reducido, ademas de no
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incluir la proteina de superficie Osp A, por lo que hay ausencia de falsos
positivos en individuos vacunados aunque persiste la reactividad cruzada en

pacientes con sifilis, ehrlichiosis y Artritis Reumatoide. *° **

Una de las limitantes principales de las pruebas de ELISA, es que hasta la
fecha no existe una prueba estandarizada aprobada por la FDA, y existen
numerosas variaciones en la composicibn antigénica de los estuches
comerciales existentes, y por lo tanto, en la sensibilidad y especificidad de cada
una; el ELISA tiene ventajas comparada con otros inmunoensayos, pues es

rapida, objetiva (al expresarse numéricamente) y automatizada.

Las preparaciones de células con antigeno completo carecen de especificidad
por la posibilidad de reaccién cruzada con antigenos bacterianos comunes, con
proteinas de choque térmico, antigenos flagelares y otros; ?° un resultado “falso
positivo” se define como una prueba de ELISA positiva con un Western Blot
negativo. La reactividad cruzada de anticuerpos puede ocurrir con otras
enfermedades producidas por otras borrelias, como la fiebre ondulante;
enfermedades producidas por otras espiroquetas (sifilis, leptospirosis, pinta);

enfermedades virales y autoinmunes (lupus, artritis reumatoide).

Se observa también la presencia de reactividad cruzada importante con la
flagelina de bacterias gram-negativas que habitualmente colonizan el intestino o
producen infecciones urinarias; el virus de Epstein-Barr y los parasitos pueden

producir resultados falsos positivos por medio de la activacion policlonal de
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células B, fendbmeno similar al ocurrido en enfermedades inflamatorias crénicas
como endocarditis bacteriana subaguda. Se estima que aproximadamente un
5% de la poblaciébn general puede tener una prueba de ELISA positiva
secundaria a anticuerpos generados por otras infecciones o0 a una respuesta

inmune a la flora normal., 14t 152 153

Un resultado “falso negativo” en ELISA es, se presenta comunmente en etapas
tempranas de la enfermedad antes de que se desarrollen anticuerpos IgM; en
pacientes con enfermedad tardia quienes recibieron tratamiento en fases
tempranas con detencion del desarrollo de una respuesta humoral normal vy,
raramente en pacientes en quienes los titulos de anticuerpos han disminuido a
través del tiempo. Finalmente el paciente con enfermedad de Lyme, puede
permanecer seropositivo aun cuando la enfermedad ya no se encuentre activa.
154

Las preparaciones usadas como fuente de antigenos deben incluir OspC, que
es el antigeno inmunodominante de la respuesta IgM y también deben incluir
DbpA que es el antigeno inmunodominante de la respuesta IgG, asi como los
antigenos recombinantes especificos (VISE) o péptidos sintéticos. La proteina
VISE tiene otros epitopes inmunodominantes ademas de la regién C6 que
podria mejorar la sensibilidad diagnéstica. La heterogeneidad de los epitopes
inmunodominantes debe ser considerada, especialmente en Europa en donde

hay mayor variedad de genoespecies que afecten al hombre. **°
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1.5.2.3 Western blot

El Western blot utiliza antigenos totales de lisados de células separados
electroforéticamente de acuerdo a su peso molecular transferidos a una
membrana la cual se incuba con los sueros a analizar. Esta prueba ha
contribuido al conocimiento de los antigenos inmunodominantes, % sin

embargo, como los antigenos varian dependiendo las cepas de borrelias, no

existe un estuche comercial estandarizado hasta la fecha.

En el Western blot se detectan las proteinas inmunodominantes Osp A (30 a 32
kDa), Osp B (34 a 36 kDa) y Osp C (21 a 25 kDa) y algunas otras mas, los
anticuerpos contra estas proteinas pueden persistir por meses o afios por lo

gue no son marcadores de actividad.

Como una prueba confirmatoria, el inmunoblot debe tener alta especificidad (por
lo menos 95%), dado que la gran cantidad de antigenos presentes en los
lisados de células totales. Algunos estuches usan anticuerpos monoclonales
para definir; cuando se usan antigenos recombinantes la identificacion de
bandas diagnosticas es mucho mas facil, sin embargo en una prueba
confirmatoria deben usarse lisado de células totales que expresan mayor

diversidad de antigenos inmunodominantes.

Los criterios de interpretacion del inmunoblot recomendados por el Centro de

Control y Prevencién de Enfermedades (CDC) que utilizan en Estados Unidos
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no se aplican a pacientes infectados con cepas europeas;™® Dressler y
colaboradores demostraron que la respuesta inmune de los pacientes europeos
muestran anticuerpos dirigidos contra un espectro mas estrecho de proteinas
de Borrelia, que el mostrado por sueros de pacientes americanos. Los patrones
de reaccién en el inmunoblot varian considerablemente en sueros de funcién de
las cepas utilizadas como antigenos; el uso de antigenos recombinantes en el

inmunoblot tiene varias ventajas sobre los antigenos de células enteras lisadas:

1) Se pueden seleccionar antigenos especificos (p83/100, Bmp A).

2) Pueden combinar dos antigenos homdlogos provenientes de diferentes
cepas.

3) Es posible disefiar segmentos de antigenos con alta especificidad como por
ejemplo fragmentos internos de flagelina.

4) Se pueden usar antigenos expresados de forma primaria in vivo (Dbp A,

VISE). *’

El CDC considera que los sueros de pacientes son positivos para anticuerpos
IgG dirigidos contra borrelia si presentan al menos 5 bandas de reaccion
antigeno-anticuerpo con cualquiera de las proteinas de los siguientes pesos
moleculares 18, 21 (Osp C), 28, 30, 39 (Bmp A), 41(Fla), 45, 58, 66 y 93 kDa.
En cambio, considera un resultado positivo para IgM cuando la prueba da
inmunorreaccién con al menos 2 de las siguientes 3 bandas: 21 kDa (Osp C),

39 kDa (Bmp A) y 41kDa. *®
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La interpretacién del Western Blot en Europa difiere a la descrita por el CDC, y
depende de los antigenos utilizados. Si se emplean antigenos recombinantes
se considera positivo para IgG si existen; 2 o mas bandas de las siguientes:
p83/100, p58, p39, OspC (p25), p4l, Osp 17. En cuanto a IgM se considera
positivo si hay 2 o0 mas bandas: p39, OspC, p4l, Osp 17 o Osp C sdlo. Si se
utiliza lisado de células completas, el Western blot IgG se considera positivo
cuando hay 2 o mas bandas de reaccion antigeno-anticuerpos de los siguientes
pesos moleculares: p83/100, p58, p39, p30, OspC (p25) pl4, Osp 17 y p21.
159

IgM es positivo con la presencia de 1 banda: p41, p39, p30, OspC y Ospl7.

Un ejemplo de las bandas mas frecuentes por IgG e IgM se anexa en Figura 1.
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Figura 1. Bandas diagnésticas de IgG o IgM para borrelia y anticuerpos

monoclonales Estandarizacion de Western blot. 2
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1.5.2.4 Determinacién del indice liquido cefalorraquideo/suero
En Lyme existen manifestaciones neuroldgicas importantes, por lo que es
necesario determinar la disfuncién potencial de la barrera hematoencefalica, por

160 la

la deteccion intratecal de anticuerpos dirigidos contra Borrelia;
determinacién del indice de anticuerpos de liquido cefalorraquideo/suero nos
confirma el involucro actual o pasado del sistema nervioso; el indice puede ser
positivo en algunos casos en los que los anticuerpos séricos son negativos o

indeterminados, sobretodo si la enfermedad del paciente ha sido de corta

duracion. **?

El indice de IgG liquido cefalorraquideo/suero puede ser positivo entre el 80% y
90% de los pacientes, de 8 a 14 dias después del inicio de la enfermedad e
incluso el 100% de los pacientes, 841 dias o0 mas posteriores al inicio de la
enfermedad. *®* La deteccién de anticuerpos IgM intratecales, muestran un alto
grado de sensibilidad en neuroborreliosis con un indice suero / liquido
cefalorraquideo positivo y es esencial para el diagnéstico de borreliosis cronica,

en el sistema nervioso central. 1%

Sin embargo, la puncion lumbar ha sido desaconsejada como prueba
diagndstica para descartar la infeccidén activa del sistema nervioso central, en la
enfermedad de Lyme la evaluacién del liquido cefalorraquideo no es confiable
para diagnosticar encefalopatia o neuropatia, por su pobre sensibilidad, por

ejemplo, la pleocitosis estaba presente en sélo uno de 27 pacientes

(sensibilidad del 3%) y con solo siete células, el indice de anticuerpos era
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positivo (>1) en solo uno de 27 pacientes (sensibilidad del 3%). Un indice entre
los anticuerpos del Lyme en el liquido cefalorraquideo y los del suero
determinados por ELISA, seria de esperar que el indice propuesto de 1.3,

tuviera incluso una sensibilidad mas baja.

1.6 Criterios de diagnéstico clinico.

El diagnostico de la enfermedad de Lyme debe realizarse con bases clinicas
gue sugieran la enfermedad. En las etapas tempranas el diagndstico clinico
puede hacerse solamente mediante la identificacion de la lesién clasica de
eritema migrans; es importante recordar que muy probablemente estos
pacientes sean seronegativos, ya que dicha lesién, se desarrolla antes de que

la respuesta inmune aparezca.

La evaluacion seroldgicas debe ser realizada Unicamente si existe evidencia

clinica y no como método de rastreo en una poblacion asintomética.

Para realizar el diagndstico es recomendable efectuar dos pruebas seroldgicas
163 de forma inicial mediante una prueba de ELISA seguida de Western blot; la
prueba de Inmunofluorescencia indirecta (IFA) puede ser sustituta de la prueba
de ELISA, *** si dicha prueba es positiva o indeterminada debe realizarse la
prueba de Western blot (IgM e IgG para infecciones tempranas con menos de 4
semanas de sintomatologia o IgG si los sintomas se han presentado por mas
de 4 semanas). Si el resultado de ELISA es negativo, no es necesario realizar

Western blot.



Es importante sefalar que las pruebas de diagnéstico seroldgico son
insensibles durante las primeras semanas de la infeccion; el 20% o 30% de los
pacientes en Estados Unidos tienen respuestas positivas, usualmente del
isotipo IgM durante este periodo. Dos a cuatro semanas después de la
mordedura el 70% u 80% de los pacientes tienen serorreactividad, incluso
después del tratamiento antibiotico, después de un mes, la mayoria de los

pacientes con infeccidn activa tienen respuestas de anticuerpos IgM.

1.7 Vigilancia epidemioldgica.

El CDC (Centro de Control de Enfermedades Transmisibles) en Estados Unidos
y el EUCALB (European Concerted Action on Lyme Borreliosis) en Europa, son
los encargados de vigilar los aspectos epidemiolégicos, vectores, biologia
molecular y ademas aprueba los métodos serolégicos adecuados para la

deteccién de Lyme. " 132

Definiciéon de caso de enfermedad de Lyme para vigilancia nacional:
(Estados Unidos)
Eritema migrans observada por el médico: Esta lesion se
expande lentamente en un periodo de dias o semanas formando
una lesién larga, redondeada, frecuentemente con una zona clara
central. Para propoésitos de vigilancia, una lesién solitaria debe
medir al menos 5 cm.
Sistema Nervioso: Al menos debe estar presente una de las

siguientes manifestaciones clinicas y evidencia de infeccién por el
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laboratorio: meningitis linfocitica, neuritis craneal,
radiculoneuropatia o raramente, encefalomielitis sola o en
combinacién con la radiculoneuropatia. Para propositos de
vigilancia, la encefalomielitis debe presentar evidencia de
anticuerpos vs. Borrelia burgdorferi de produccion intratecal en el
liquido cefalorraquideo.

Sistema cardiovascular: Inicio reciente de defectos de
conduccion auriculoventricular de alto grado (2° o 3er. grado) que
se resuelven en dias o semanas y también se asocian con
miocarditis.

Sistema musculoesquelético: Ataques breves y recurrentes (en
las ultimas semanas o meses) o inflamacién objetiva y confirmada
por el médico de una o varias articulaciones, en algunas
ocasiones seguida de artritis cronica monoarticular u oligoarticular.
Evidencia de laboratorio: Aislamiento de Borrelia burgdorferi del
tejido o fluidos corporales o la deteccion de valores diagndsticos
de anticuerpos en contra de la espiroqueta por medio del esquema
de dos pasos: (ELISA y Western blot) interpretado acorde a los

criterios del CDC.
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Definicion de Caso segun la European Union Concerted on Lyme

Borreliosis:
Eritema cronico migrans: Definido como lesion eritematosa, no
elevada, con aclaramiento central y borde activo, frecuentemente de
color intenso. Cultivo de borrelia a partir de la biopsia de piel con
cambios significativos en los niveles de anticuerpos especificos o la
presencia de IgM especifica.
Linfocitoma: Nodulo o placa eritematosa, no dolorosa, usualmente en el
I6bulo de la oreja, hélix, pezobn o escroto. Mas frecuente en nifios
(especialmente en la oreja) que en adultos. La evidencia de laboratorio
sugiere cambios en los niveles de anticuerpos especificos o la presencia
de IgM especifica contra borrelia.
Neuroborreliosis temprana: Meningoradiculitis dolorosa con o sin
pardlisis facial u otro tipo de neuritis craneal (Sindrome de Garin-
Bujadoux-Bannwarth). En nifios mas cominmente meningitis, pardlisis
facial unilateral (en algunos casos bilateral) u otras neuritis craneales.
Anticuerpos especificos antiborrelia IgM e IgG intratecales. Bandas
oligoclonales especificas en liquido cefalorraquideo. Cambios
significativos en los niveles de anticuerpos especificos o la presencia de
IgM especifica. Cultivo de liquido cefalorraquideo positivo.
Carditis por Lyme: Inicio agudo de alteraciones auriculoventriculares

(11-111), alteraciones de la conduccion, alteraciones del ritmo y en algunas
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ocasiones miocarditis o pancarditis. Cambios significativos en los niveles
de anticuerpos o IgG especifica. Cultivo de biopsia de endocardio.
Artritis por Lyme: Ataques breves y recurrentes de inflamacion articular
objetiva de una o varias articulaciones que usualmente progresa a artritis
cronica. Presencia de IgG especifica o anticuerpos (niveles usualmente
altos). Cultivo de liquido o tejido sinovial.

Acrodermatitis crénica atrofica: Lesiones eritematosas de larga
duracion, usualmente en las superficies extensoras de las extremidades,
posiblemente con inflamacién. Las lesiones eventualmente se vuelven
atroficas sobre las prominencias Oseas. Puede haber induracion
cutdnea. Presencia de IgG especifica o niveles elevados de anticuerpos
y la presencia de histologia o cultivo de la biopsia de piel.
Neuroborreliosis  crénica: Una condicion rara.  Encefalitis,
encefalomielitis, meningoencefalitis, radiculomielitis de larga duracion.
Pleocitosis linfocitica en liquido cefalorraquideo. Anticuerpos especificos
detectados intratecalmente. IgG sérica especifica. Bandas oligoclonales

especificas en liquido cefalorraquideo.

Pese a contar actualmente con todas las pruebas antes descritas, es importante
resaltar que el criterio clinico continda siendo necesario en el diagnostico de la

enfermedad de Lyme tardig,86:165.97.98
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1.8 Co-infecciones

Aunque Borrelia burgdorferi sigue siendo el patégeno mas frecuentemente
transmitido por las garrapatas. Durante la mordedura la garrapata puede
introducir otras infecciones, existen coinfecciones que pueden complicar el
diagnéstico, signos y sintomas de la enfermedad de Lyme, estas infecciones

pueden ocurrir solas o en varias combinaciones.

Las coinfecciones con ehrlichia y con subespecies de babesia son descritas
cada vez mas en pacientes con enfermedad de Lyme, particularmente en
aquellos en etapa crénica. Bartonella es otro organismo que es transmitido por
garrapatas Ixodes y la evidencia sugiere que es un agente potencial de
coinfeccién en la enfermedad de Lyme. Recientes estudios en animales y
humanos sugieren que la enfermedad de Lyme puede ser mas severa y
resistente a la terapia en pacientes coinfectados, por lo tanto pruebas y
tratamientos simultdneos para las coinfecciones son obligatorias en los

pacientes con enfermedad de Lyme.

1.8.1 Babesiosis (Piroplasmosis)

La babesia es un protozoario intracelular, existen alrededor de 100 especies del
género Babesia, aunque en los Estados Unidos la mayoria de las infecciones
en humanos son causadas por Babesia microti y en Europa por Babesia
divergens y B. Boris. Como coinfeccién de Borrelia burgdorferi cerca de un
20% de los casos de enfermedad de Lyme tienen de forma concomitante

infeccidon por Babesia; cuando ambas infecciones estan presentes la duracion
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de la enfermedad asi como la intensidad de los sintomas son mayores, con la
presencia de fiebre, escalofrios, debilidad generalizada, sintomas
gastrointestinales (anorexia, nausea, dolor abdominal, vémito, diarrea entre

otros), anemia, mialgias, artralgias, sintomas respiratorios y orina oscura.

Esta combinacion puede ser letal, en algunos pacientes cerca del 7% pueden
presentar coagulacion intravascular diseminada, sindrome agudo de distress
respiratorio y falla cardiaca. La mayoria de los pacientes con Babesia tienen la
forma cronica persistente de la infeccion, frecuentemente presentan anemia
hemolitica severa probablemente correlacionada con la invasion de los

eritrocitos por el parsito y una cuenta leucocitaria disminuida. **°

1.8.2 Micoplasmas

Aproximadamente 60% de los pacientes con enfermedad de Lyme tienen
infecciones por micoplasmas (Micoplasma fermentans, Micoplasma hominis,
Micoplasma pneumoniae, M. genitalium, M. penetrans, entre otros). Los
micoplasmas se encuentran intracelulares en varios tejidos y raramente estan
libres en circulaciéon. Las infecciones por micoplasmas pueden causar de
manera independiente muchos de los signos y sintomas encontrados en la
enfermedad de Lyme o pueden exacerbarlos y complicar el tratamiento de la
condicion. Ademas de la enfermedad de Lyme, se ha encontrado infecciones
por micoplasmas con una incidencia del 40-60% en fibromialgia, sindrome de

fatiga cronica, artritis reumatoide y sindrome de la guerra del golfo.
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1.8.3 Ehrlichiosis

Otras coinfecciones encontradas en enfermedad de Lyme son las ricketsiosis
producidas por especies de Ehrlichia, **” estas son organismos gram-negativos,
pleomorficos, intracelulares obligados, estructuralmente similares a los
micoplasmas, asi como también en su localizacion y sintomatologia resultante.
Pueden causar sintomas y signos después de 1 a 3 semanas de la exposicion
tales como fiebre, escalofrios, cefalea, mialgias, nausea, vomito, dolor
abdominal, diarrea, tos y confusion, ademas de anemia transitoria moderada,
aumento en la velocidad de sedimentacion globular, aumento de la creatinina y

el nitrégeno ureico; la serologia solo es positiva después de 1 6 2 semanas. **’

1.8.4 Bartonella.

Bartonella sp es una bacteria gram negativa que causa multiples
manifestaciones, incluyendo la enfermedad por arafiazo de gato, angiomatosis
bacilar y otras; las especies mas importantes asociados a patologia en el
humano son B, henselae, B. quintana y B. baciliformis. Los sintomas de
bartonella son practicamente indistinguibles de Lyme, incluyen linfadenopatia,
esplenomegalia, hepatomegalia, cefalea, encefalopatia, somnolencia, malestar

similar a la gripa, pérdida de peso, odinofagia, ostedlisis y osteomielitis.

En casos agudos puede haber anemia y hemodlisis, fiebre alta, respuesta
inmune disminuida, ictericia, enzimas hepaticas alteradas y mialgias, se ha
reportado también endocarditis, miocarditis, irritabilidad del sistema nervioso

central con agitacion, ansiedad, insomnio, convulsiones, sintomas de encefalitis
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con déficits cognitivos y confusién; también se observa gastritis, dolor
abdominal bajo (adenitis mesentérica), nddulos subcutaneos a lo largo de las

extremidades y eritema, telangiectasias y erupciones papulares eritematosas.

168

Los pacientes con enfermedad de Lyme estan en riesgo de contraer una
variedad de infecciones oportunistas, incluyendo otras infecciones bacterianas,
virales y flngicas, esto puede complicar el diagndstico y el tratamiento, pero
puede ser principalmente un problema en la fase tardia persistente de la
enfermedad. Los pacientes en etapa tardia con manifestaciones neurolégicas
tales como meningitis, encefalitis, neuropatia periférica y otros signos y
sintomas pueden complicarse con coinfecciones que no son reconocidas o

tratadas por sus médicos.

1.9 Diagnoéstico diferencial

El diagnéstico diferencial de la enfermedad de Lyme requiere la consideracion
de etiologias infecciosas y no infecciosas; entre las causas no infecciosas estan
las enfermedades tiroideas, artritis degenerativa, desdrdenes metabdlicos
(deficiencia de vitamina B12, diabetes), intoxicacion por metales pesados,

vasculitis y trastornos psiquiatricos primarios.

Las causas infecciosas pueden imitar ciertos aspectos de las manifestaciones
multisistémicas tipicas vistas en la enfermedad de Lyme crénica, estas incluyen

sindromes virales como el parvovirus B19 o la infeccién del virus del Nilo y
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bacterianas como fiebre recurrente, sifilis, leptospirosis y micoplasma; las
caracteristicas clinicas de la enfermedad de Lyme crénica pueden ser

indistinguibles de la fibromialgia y el sindrome de fatiga cronica.

1.10 Tratamiento

Puesto que la enfermedad de Lyme puede hacerse persistente, recurrente y
refractaria incluso a pesar del uso de antibiético, la evaluacion y el tratamiento
debe ser inmediato y agresivo; los datos disponibles apoyan el uso inmediato
de antibidticos para prevenir la enfermedad de Lyme crénica, puede ser
necesario iniciar terapia antibiética en base a la sospecha diagndstica (incluso
sin una prueba definitiva) por lo que decisiones sobre el tratamiento no deberian
basarse rutinariamente o exclusivamente en los resultados de laboratorio. ? %
No se ha estandarizado la dosis 6ptima de los antibiéticos ni la duracion de la
terapia, pero algunos datos sugieren que las dosis elevadas y los tratamientos
prolongados son benéficos. La farmacoterapia de primera eleccion para la
enfermedad de Lyme puede incluir en orden alfabético: amoxicilina,
azitromicina, cefuroxima, claritromicina, doxiciclina y tetraciclina, estos
antibidticos tienen resultados similares en ensayos comparativos de la
enfermedad temprana de Lyme. 18 169 170 17190

Kaplan y colaboradores ha sugerido que 100 mg dos veces al dia durante 30
dias de doxiciclina oral es tan efectivo como 2g diarios durante 30 dias de
ceftriaxona intravenosa en la enfermedad de Lyme temprana diseminada. ** Es

una practica comun considerar los antibioticos intravenosos cuando fracasan

los medicamentos orales en pacientes con Lyme persistente, recurrente o
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refractario y como la primera opcion terapéutica para ciertas condiciones como
encefalitis, meningitis, neuritis éptica, derrame articular y bloqueo cardiaco.
Esta justificado también el uso de antibibticos intravenosos cuando se pretende

obtener buena penetracién en el sistema nervioso central.*3"417>

En cuanto a antibioticoterapia por via intramuscular, la penicilina benzatinica
(de 1.2 a 2.4 millones de unidades por semana) es a veces efectiva en
pacientes que no responden a los antibiéticos orales ni intravenosos; un tercio
de la poblacion con enfermedad de Lyme cronica responde a la penicilina
benzatinica intramuscular a la dosis estandar por 2 a 4 semanas.!’®* La
infeccion polimicrobiana es una nueva preocupacion para los pacientes con

enfermedad de Lyme y la coinfeccion es cada vez mas descrita en pacientes

criticamente enfermos.®*

La terapia combinada con dos o mas antibidticos es cada vez mas utilizada

para la enfermedad de Lyme refractaria > /7 178 179 180 181 64

y ha sido utilizada
como terapia inicial para algunas presentaciones cronicas. Este enfoque ya es
usado en otras enfermedades transmitidas por garrapatas como la Babesiosis,
182 o] esquema de antibidticos actualmente utilizado para tratamiento de la

enfermedad de Lyme, se observa en la Tabla I.

El tratamiento de la etapa crénica de la enfermedad de Lyme, requiere una

combinacién de antibidticos.



Existen cuatro razones principales para el empleo de antibiGticoterapia

combinada:

1.

Borrelia burgdorferi se encuentra en fluidos y tejidos; no existe un
antibidtico capaz de lograr concentraciones eficaces en ambos
compartimientos, una combinacion légica, por ejemplo, es azitromicina y

penicilina.

Otra razon, es el hecho de que borrelia puede penetrar a las células y
permanecer viable, por lo que combinaciones tipicas incluyen antibioticos
con efecto a nivel extra e intracelular, por ejemplo, macrdlidos y
metronidazol; otra combinacién propuesta es la combinacién de un
agente bactericida con uno bacteriostéatico, de preferencia un antibiético

gue actue a nivel de la pared celular con una tetraciclina.

Se ha reconocido que borrelia, a lo largo de su ciclo, puede tomar
diversas formas (espiroqueta, esferoplasto, quiste). Los esferoplastos y
quistes no poseen pared celular, por lo que los betalactamicos no
afectan, sin embargo dichas formas han mostrado susceptibilidad a las
tetraciclinas y macrdlidos. Aparentemente borrelia, puede cambiar a
cualquiera de estas formas durante el curso de la infeccion, ésta es la
razon por la cual son necesarios diferentes antibiéticos a lo largo del

ciclo.

55



4, Los antibiéticos comunmente empleados para tratar la enfermedad de
Lyme, no matan a la forma quistica, pero existe evidencia fehaciente de
gue metronidazol y tinidazol son efectivos contra estas formas; se
recomiendan estos farmacos también, en pacientes cronicamente
enfermos, que no responden adecuadamente a antibibticos

convencionales. 1%

Una secuencia légica y atractiva seria utilizar terapia intravenosa primero
(ceftriaxona intravenosa por ejemplo), por lo menos hasta que la progresion de
la enfermedad sea detenida y luego seguir con terapia oral para la enfermedad
de Lyme persistente y recurrente. Existen informes que muestran tasas de
fracaso entre el 30% y 62% dentro de los tres afios siguientes al tratamiento
breve con antibiéticos que se pensaban eficaces contra la enfermedad de
Lyme. %® La terapia sintomatica (particularmente medicacién antiinflamatoria,
antidepresivos triciclicos, inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina
e hidroxicloroquina) puede ser util en conjunto con los antibiéticos y en casos de

falla a antibiéticos.

Complica significativamente la decisién de suspender antibidticos, el hecho de
gue algunos pacientes presentan recurrencia de la enfermedad después de la
resolucién inicial de sus sintomas, lo que sugiere una terapia antibibtica
incompleta, aln mas que un tratamiento arbitrario de 30 dias, la respuesta

clinica del paciente deberia guiar la duracion de la terapia. La decision de
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suspender antibidticos, deberia realizarse consultando a los pacientes y
tomando en cuenta factores como la frecuencia y duracién de la infeccion
persistente, frecuencia de la recurrencia, probabilidad de enfermedad de Lyme
refractaria, avances con los antibiéticos, la importancia para el paciente de
interrumpir los antibidticos y el potencial para un seguimiento meticuloso.

La aproximacion ideal seria continuar con la terapia para la enfermedad de

Lyme hasta que la espiroqueta sea erradicada. ***
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TABLA |.- ESQUEMA DE ANTIBIOTICOS ACTUALMENTE UTILIZADO
PARA TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD DE LYME 1®

Medicamentos

Dosificacién

— Adultos

Dosificacion —

Niflos

Preferentemente oral

Amoxicilina

Doxiciclina

Alternativas orales
Cefuroxima-acetilo
Preferentemente —
parenteral Ceftriaxona
Alternativa — parenteral

Cefotaxima

Penicilina G

500mgc/8

hrs.

100mgc/12

hrs.

500mgc/12

hrs.

29/1V/dia

2g/1V c/8
hrs.
18-24
millones de
unidades IV
/dia.
Divididas c/ 4

hrs.

50 mg/kg/ dia distribuido en tres
dosis diarias (max. 500 mg por
dosis)

< 8 afnos no recomendado

> 8 afios: 1-2 mg/kg/ ¢ / 12 hrs.
(max. 100 mg/ dosis)

30 mg/kg /dia distribuido en dos

veces (max. 500 mg/dia)

75-100 mg/kg IV / dia (méx. 2 g)

150-200 mg/kg/ dia IV, en tres

dosis (max. 69)

200.000- 400.000 unidades/ kg
distribuidas diariamente y
administradas cada 4 horas (max.

18-24 millones unidades/ dia)
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1.11 Importancia de busqueda de enfermedad de Lyme
Existen escasos reportes en cuanto a las evidencias de borrelia en seres
humanos de nuestro pais. En Sinaloa se describe un caso de eritema cronico

migrans asociado a artritis. *%°

En Nuevo Ledn encontraron solo un paciente
reportado con lesiones crénicas cuya biopsia fue positiva por PCR para borrelia.
188 Gordillo y colaboradores reportaron un 0.3 % de positividad en un rastreo al
azar de sueros congelados provenientes de donadores de todo el pais, el mayor
namero de los sueros positivos fueron de individuos del noreste y del centro de
México. 18’

En el afio 2003 se reporté un estudio de un banco de sueros de la ciudad de
México y el noreste de la Republica Mexicana, donde se encontraron 12.6%
casos positivos por ELISA, de los cuales 3.43 % fueron confirmaron por
Western blot en el Distrito Federal y 6.2% en la zona del noreste del pais,
incluyendo Nuevo Le6n, Coahuila y Tamaulipas. **®

Un estudio realizado en Houston Texas, area considerada como no endémica,
se encontr6 un nuamero inesperadamente elevado de seropositividad y se

planted la posibilidad de la presencia de la enfermedad no diagnosticada por no

sospechar en ella. '

1.12 Originalidad
Por primera vez se realizdé un estudio sistematico en nuestro pais, basado en
sintomatologia y métodos de laboratorio que puedan detectar Borrelia

burgdorferi incluyendo las especies americanas y europeas en pacientes con
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sintomatologia sugestiva de Lyme. Los pacientes positivos fueron catalogados

erroneamente como idiopéticos antes de incluirse en este estudio.

1.13 Justificacion

En México, se ha reportado la presencia de 26 especies de garrapatas Ixodes,
siendo este el vector portador de la enfermedad de Lyme, ademas se ha
reportado Ixodes scapularis, como el vector mas frecuente en Estados Unidos,
zonas de Coahuila y sur de Texas. >* Se ha identificado Ixodes en Baja
California, Yucatéan, Golfo de México y la noreste de la Republica Mexicana. **°
Vargas y colaboradores encuentran en garrapatas Ixodes scapularis y
amblyoma americanum del noreste de México la presencia de DNA de Borrelia
burgdorferi sensu stricto en ninfas (7%) y 2 garrapatas adultas (3%).*

Se ha demostrado la presencia de un 3% de anticuerpos contra Borrelia
burgdorferi en venados de cola blanca del noreste de México. ** Los venados
son los hospederos finales de Ixodes adultos y la funcién primaria de estos
mamiferos en el ciclo de vida de las garrapatas es mantener al vector. En
caballos del area suburbana de Monterrey se detectd también la presencia de

seropositividad en pequefio porcentaje. 1 Otro estudio identificé borrelia en un

16% de perros residentes del &rea metropolitana de Monterrey. %

Esto pone de manifiesto la presencia del vector en nuestro ecosistema, existen
ademas reportes aislados de la presencia de la Borrelia burgdorferi en humanos
y animales. Lamentablemente el diagnostico de Lyme no forma parte de los

diagnésticos diferenciales habituales en nuestra practica clinica debido a su
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caracter proteiforme y lo bizarro de sus manifestaciones y por no considerar

nuestra regiébn como area endémica.

La historia de visitas a multiples médicos en busca de diagndstico y tratamiento
para sintomas comunmente clasificados como idiopéaticos con la consecuente

desesperanza y mala calidad de vida.

El reconocer la enfermedad de Lyme y establecer sus caracteristicas, mejorara
los esfuerzos educacionales y preventivos permitird diagndésticos tempranos, lo
cual favorecera el inicio de tratamientos oportunos para brindar una posibilidad

de cura, lo que impactara en la salud publica de esta region.

Por lo anterior y basados en los parametros y valores antes descritos, el
presente estudio nos presenta la siguiente incognita a responder: ¢ Cual es la
prevalencia de enfermedad de Lyme en pacientes atendidos en nuestro medio,

con sintomatologia sugestiva del padecimiento?
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1.14 Hipotesis.

La presencia de anticuerpos contra Borrelia burgdorferi es superior al 20% en

pacientes con sintomatologia sugestiva de enfermedad de Lyme.

1.14.1 Hipé6tesis Nula.

La presencia de anticuerpos contra Borrelia burgdorferi es inferior al 20% en

pacientes con sintomatologia sugestiva de enfermedad de Lyme.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Determinar la seropositividad de anticuerpos contra Borrelia burgdorferi, en
pacientes del Hospital Universitario "Dr. José E. Gonzalez" de Monterrey
(Centro de referencia de 3er nivel del Noreste del pais), Hospital del IMSS siglo
XXI en México, D.F. y pacientes referidos de diferentes consultas privada de
distintas especialidades, con sintomatologia sugestiva de la enfermedad de

Lyme de enero del 2005 hasta enero del 2007.

2.2 Objetivos especificos
2.2.1Recabar el grupo de pacientes atendidos en nuestro medio, con

sintomatologia sugestiva de enfermedad de Lyme.

2.2.2 Determinar las caracteristicas clinicas presentes en el grupo a evaluar.

2.2.3Establecer la prueba mas adecuada para escrutinio en pacientes con
sintomas en nuestra poblacion.

2.2.4Determinar la frecuencia enfermedad de Lyme, en los pacientes con
sintomatologia sugestiva de la enfermedad, evaluados en el periodo

de tiempo establecido.
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3. MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un estudio transversal, observacional y descriptivo de los pacientes
con sintomas presuntivos de enfermedad de Lyme a fin de determinar la

presencia del padecimiento.

El presente estudio inici6 con la imparticion de asesoria especializada a los
diversos servicios del Hospital Universitario asi como a los especialistas
particulares, con la finalidad de actualizar sus conocimientos en relacion a la
enfermedad de Lyme, principalmente en lo concerniente a las manifestaciones
clinicas de la misma. Esto se hizo con la finalidad de identificar a los pacientes
con sintomatologia sugestiva de dicho padecimiento, posteriormente se
evaluaron clinicamente a cada uno de los pacientes referidos y se busco la
presencia o ausencia de seropositividad hacia la Borrelia burgdorferi mediante

estudios inmunoldégicos.



3.1 Estrategia general.

PACIENTE
SINTOMATIC

CONSENTIMIENTO
INFORMALD

|
. ENCUESTAE
. HISTORIACLINICA :

MUESTRA DE: LCR,
¢ BIOFSIADE PIEL ©
+ LIQUIDO SINOVIAL PREVIA

.| MUESTRADE :
. SANGR :

.......................................

3.2 Periodo y poblacién de estudio.

Se estudiaron un total de 214 pacientes, los cuales fueron reclutados de enero
del 2005 hasta enero del 2007. Los pacientes del estudio fueron remitidos por

los diferentes servicios del Hospital Universitario "Dr. José E. Gonzalez" de
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Monterrey NL (centro de referencia de 3er nivel del Noreste de Meéxico),
Hospital Siglo XXI del IMSS en México D.F. y pacientes de la consulta privada

de diferentes especialidades.

En el caso de los estudios serolégicos se utilizO como grupo control 60
individuos voluntarios sanos; se realiz6 a todos los pacientes, una historia
clinica completa ademas de exploracion fisica. Un total de 214 pacientes fueron
referidos, a los cuales se les aplicé una encuesta con la finalidad de valorar el
riesgo de presentar la enfermedad de Lyme, ademas de las caracteristicas

clinicas y demogréaficas.

Las distintas variables fueron capturadas en una base de datos Microsoft Excel.
En su mayor parte los pacientes fueron remitidos con resumen clinico de sus
médicos de base, quienes no llegaron a un diagndstico definitivo de sus

pacientes.

3.2.1 Criterios de inclusion.
1) Presentar sintomatologia sugestiva de enfermedad de Lyme.
2) Aceptar participar en el estudio (firmando el consentimiento informado
diseflado para este estudio), en el caso de menores de edad, fue
necesario que sus padres o tutores aceptaran firmar el consentimiento

informado.
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3) Contar con al menos una de las siguientes manifestaciones que se

consideraron como sintomas sugestivos:

A)

B)

Dermatologia
Eritema migrans observado por el médico.
Acrodermatitis crénica atréfica confirmada histopatol6égicamente.
Esclerodermia localizada (Morfea) confirmada histopatolégicamente.
Linfocitoma.

Reumatologia
Artritis franca de una o mas articulaciones sin etiologia conocida.
Fibromialgia de presentacién atipica (varones de cualquier edad,
mujeres menores de 45 afios, con sintomas acompafiantes no
caracteristicos de fibromialgia, con antecedente de exposiciéon a

garrapatas y que no responda a tratamiento habitual).

C) Cardiologia

Bloqueo auriculo-ventricular de aparicidén reciente, generalmente de
grado alto (Il o lll), en pacientes jévenes aparentemente sanos.
Defectos de conduccidon que se resuelven en dias — semanas sin
tratamiento.

Pericarditis sin etiologia definida.

Valvulopatia sin etiologia definida.

D) Neurologia

Radiculoneuropatia.

Meningitis linfocitica.
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Encefalopatia.
Neuritis craneal (Paralisis de Bell unilateral o bilateral).
E) Otras sintomatologias
Antecedente de contacto y/o mordedura por garrapata.
Fiebre sin etiologia definida o fiebre post-mordedura.
Lesion dérmica post-mordedura.
Artralgias de inicio subito sin origen aparente, alternando periodos de
exacerbacion y remision.
Mialgias que incluso se generalizan, sin causa determinada,
alternando periodos de exacerbacion y remision.
Parestesias de inicio reciente, sin causa definida.
Alteracion cardiaca inespecifica.
Sintomas de déficit cognitivo reciente (déficit de memoria, olvidos,
dificultad para recordar palabras, para concentrarse).
Manifestaciones psiquiatricas (depresién, ansiedad, ataques de
panico).
Pérdida o aumento inexplicable de peso.
Meningismo.
Cefalea tipo migrafiosa de aparicién reciente.

Fatiga de recién inicio.
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3.2.2 Criterios de exclusion
1.- Personas con un diagndstico de etiologia bien definida.
2.- La presencia de un tiempo menor a dos semanas de mordedura por
garrapata.
3.- Sintomatologia de menos de un mes de evolucion.
4.- Pacientes con serologia positiva para treponema pallidum, para virus
de hepatitis B, para virus de hepatitis C y Virus de Inmunodeficiencia

Humana.

Se incluyeron 188 pacientes que cumplieron los criterios y se excluyeron 26
pacientes; debido a que 5 pacientes presentaron criterios clinicos y serolégicos
para Artritis Reumatoide al momento de la toma de muestra; un paciente fue
excluido por diagnostico de Enfermedad de Still y 20 pacientes mas no fueron
evaluables pues no contaban con datos de encuesta completos (referidos del
IMSS siglo XXI, México, DF); posteriormente se reclutaron 60 individuos sanos,
para control de las pruebas serolégicas. El grupo estudiado estuvo integrado

de pacientes de distintos puntos del pais (Figura 2).
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Coahuila

Muevo Ledn

Tamaulipas

Aguascalientes

Querétaro

Tiaxcala

Guerrero

Chiapas

Figura 2: Ciudades de distribucion de la poblacion estudiada.

3.3 Diagnostico Seroldgico

Posterior a la firma del consentimiento informado, se realizé venopuncion, para
obtener 20 ml de sangre venosa periférica, los sueros fueron separados en
diferentes alicuotas, que se conservaron en refrigeracion a 4°C si el andlisis era
realizado dentro de las siguientes 24-48 horas y en congelacion a -20°C si era

diferido por mas tiempo.

A cada suero se le realizaron estudios iniciales de discriminacion mediante
pruebas de Ensayo Inmunoenzimatico ELISA C6 (Immunetics, Boston, MA,
Estados Unidos), ELISA IgM y ELISA 1gG (NOVA TEC Immundiagnostica
GmbH, Dietzenbach, Alemania), realizadas por triplicado; los sueros positivos

y/o dudosos por cualquiera de las técnicas de ELISA se les realiz6 Western blot
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confirmatorio (Euroimmun, Luebeck, Alemania). Aquellos pacientes que
contaran con una muestra de liquido sinovial, liquido cefalorraquideo o biopsias
de piel previa o en el momento de su referencia, se determiné la presencia de

Borrelia burgdorferi mediante un PCR especifica.

A la totalidad de las muestras se le realiz6 serologia para deteccion de virus de
hepatitis B y C, para virus de Inmunodeficiencia Humana 1y 2 y VDRL para
descartar infeccidn luética, y en caso de resultar positivo se analiz6 mediante

inmunofluorescencia indirecta FTA-ABS.

3.3.1 Enzimoinmunoanalisis (ELISA)

Se utilizaron 2 estuches comerciales diferentes de ELISA para aumentar la
posibilidad de detectar antigenos de cepas de borrelia americanas y europeas.
Seguimos integramente el protocolo de la casa comercial y utilizamos los

controles suministrados por el fabricante.

3.3.1.2 ELISA C6 (Immunetics, Boston, MA, Estados Unidos)

En este ensayo se utilizaron placas recubiertas con un péptido sintético (péptido
C6) como antigeno, este se deriva de la proteina VISE la cual ha demostrado
ser especifica para Borrelia burgdorferi sensu lato y altamente inmunogénica;
esta secuencia peptidica es igualmente antigénica para la deteccion de

pacientes infectados con Borrelia burgdorferi asi como con las genoespecies
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europeas incluyendo Borrelia afzelii y Borrelia garinii. A continuacion

describimos este procedimiento:

Se identific6 adecuadamente el suero de cada paciente, se descongel6 y se
realizaron las diluciones correspondientes, se colocaron 100 microlitos (dilucion
1: 21) de las muestras en cada pozo asi como un control positivo y otro
negativo para la reaccion. Las muestras se incubaron por 30 minutos a
temperatura ambiente y se elimind el excedente de los reactantes mediante 4

lavados con solucion amortiguadora segun indicaciones del fabricante.

Posteriormente se agregaron 100 microlitos de conjugado a cada pozo y se
incubd durante 20 minutos, se lavo en 4 ocasiones, colocandose sobre una
superficie absorbente con el fin de eliminar el exceso de la solucién de lavado;
se agregaron 100 microlitos de sustrato (TMB), se incub6 durante 4 minutos y
para detener la reaccion, finalmente se adicionaron 100 microlitos de solucion
stop (H2S04 1 M). Los valores de absorbancia fueron leidos a los 5 minutos, a

450 nm con un filtro de referencia de 650nm.

La interpretacion de los resultados se realizé de acuerdo a las especificaciones
del fabricante para el estuche comercial, calculando el valor del indice de las
muestras dividiendo la densidad éptica de las muestras entre la densidad 6ptica
del calibrador tomando en cuenta los siguientes valores para determinar los

resultados:

72



Resultado Negativo: Menor o igual a 0.9.
Resultado Dudoso: De 0.91-1.09.

Resultado Positivo: Mayor a 1.10.

3.3.1.3 ELISA IgM e 1gG (NOVA TEC Immundiagnostica GmbH,
Dietzenbach, Alemania)

El protocolo es el mismo tanto para la determinacién de IgM e IgG, variando
Unicamente el control positivo y el conjugado utilizado en cada estuche
comercial; la prueba recombinante Nova Tec ELISA-IgM e IgG Borrelia
burgdorferi esta prevista para la determinacion cualitativa de anticuerpos clase
IgM e 1gG vs. Borrelia burgdorferi en sueros humanos. Para el diagndstico se
incluyen los antigenos inmunodominantes OspC del filo B31 (B. sensu stricto),
20047 y T25 (B. garinii), p100 y p18 del filo PKo (B. afzelii), p4li del filo PBi (B.
garinii) y el Visk de diferentes genoespecies. Este estuche contiene el epitope
recombinante OspC (22-23KDa) para PKo de B. afzelii y 20047 de B. garinii y

p4li (proteina flagelina recombinante) para PBi de B. garinii.

Durante los ensayos realizados se siguieron las instrucciones del fabricante;
para la determinacion de anticuerpos anti-lgM se colocaron 100ul de las
muestras problemas y de los sueros controles diluidos (1:100) en sus
respectivos pozos. Se cubrieron los pozos con cinta adherente contenida en el

estuche comercial y se incubd por 1 hora a 37°C.
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Al concluir la incubacién se realizaron 3 lavados con buffer para retirar el
exceso de los reactantes. Se colocé 100ul del conjugado Borrelia burgdorferi
anti IgM dentro de los pozos y se cubrieron con cinta adhesiva nuevamente,
posteriormente se incubé por 30 minutos a temperatura ambiente.

Al terminar la incubacién se realizaron 3 lavados, se colocaron 100ul de
solucion TMB en los pozos, se incubd por 15 minutos a temperatura ambiente y
en la oscuridad; finalmente se detuvo la reaccion con 100ul de solucién stop en
los pozos en el mismo orden que se agregé la solucion TMB. Se midié la
absorbancia del espécimen a 450/620 nm dentro de los 30 min. posteriores a la

adicion de la solucién stop.

Interpretacion de los resultados. El Valor de corte se obtuvo promediando el
valor de los calibradores. Se reporta como unidades NTU (Nova Tec Units)
tomando en cuenta los siguientes valores para su interpretacion:

Resultado Negativo: De 9 a 11.

Resultado Dudoso: Mayor a 11.

Resultado Positivo: Menor a 9.

3.3.1.4 ELISA IgG (NOVA TEC Immundiagnostica GmbH, Dietzenbach,
Alemania)

Inmunoensayo enzimético in vitro para la determinacion cualitativa de
anticuerpos 1gG contra Borrelia burgdorferi en suero humano. Los

procedimientos utilizados para ésta prueba fueron similares al ELISA IgM
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(NOVA TEC Immundiagnostica MBH, Dietzenbach, Alemania) con la diferencia

de que en éste se detectaron anticuerpos dirigidos contra IgG.

3.4. Inmunotransferencia WESTERN BLOT IgG (EUROIMMUN; Alemania)

Es la prueba confirmatoria para la deteccién de anticuerpos anti-Borrelia. Esta
se realizo a todo paciente con un resultado positivo / indeterminado de ELISA.
Utiliza antigenos completos de Borrelia burgdorferi sensu stricto.
Los procedimientos de la prueba se detallan a continuacion:
1. Se bloqueé la tira reactiva por 15 min. con 1.5 ml de solucién de lavado.
2. Se diluyo el suero problema a 1:51 con solucion de lavado.
3. Se incubb6 a temperatura ambiente por 30 min. con agitacion constante.
4. Se lavé la tira tres veces durante 5 min. con solucion de lavado incluida
en el estuche comercial.
5. Se agregaron 1.5 ml del conjugado dirigido contra 1gG.
6. Posteriormente se repitieron los pasos 3y 4.
7. Finalmente se afiadi6 1.5 ml de solucion de revelado hasta observar

bandas de precipitacion.

Los antigenos se clasifican segun el fabricante en 3 categorias (Figura 3):
Categoria 1. Antigenos que pudieran dar reacciones cruzadas. (pl7,
p28, p29, p32, p36, p43, p47, p50, p57/59, p62, p75).

Categoria 2: Antigeno 41kDa (flagelina) especifico de género.
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Categoria 3: Antigenos altamente especificos de género y especie (pl8,
p21/22, p25 (Osp C), p 31(Osp A), p34 (Osp B), p 39 (Bmp A), p83).

Los resultados obtenidos, se interpretaron de la siguiente manera:
NEGATIVO: Sin bandas, o débil intensidad de algunos antigenos de
categorialy 2.

INDETERMINADO: Una banda de categoria 3 y varias de categoria 1y
2. Se recomendo repetir la prueba después de algunas semanas.

POSITIVO: Mas de una banda de categoria 3. Ademas y particularmente
en estadios cronicos, se pueden observar numerosas bandas de

categorialy 2.

Figura 3. Antigenos del estuche comercial de Western blot

utilizado en este estudio
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3.5 PCR (Reaccion de cadena de polimerasa).

Para detectar la presencia de Borrelia burgdorferi en liquido sinovial, liquido
cefalorraquideo o biopsia de piel por PCR, las muestras biologicas se
procesaron para extraer el DNA utilizando el método de extraccion modificado

por Sambook-Russell 2001.

Se utilizé la metodologia descrita por Liveris y cols. *** para la amplificacién de
la secuencia de la region 16S-23S del ADN de Borrelia burgdorferi. Se
utilizaron los iniciadores P —P** que amplifican una seccién que comprende

1,712 pares de bases (pb).*®
— > 5-GGTATG TTT AGT GAG GG-"3 (iniciador en sentido) (Pa)

+<—— 5-CAG GCT CTA CAC TTC TG-"3 (iniciador en contrasentido) P*?

(Operon Technologies, Co.)

Para verificar la especificidad de los iniciadores utilizados se descartaron
productos de amplificacion con ADN de bacterias tales como E. coli,
Pseudomona aeruginosa, Leptospira icterrohaemorragie, Leptospira canicola y
Clostridium perfringens. El ADN utilizado como control positivo fue el material

genético de Borrelia burgdorferi (ATTC™35210).
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3.6. Estudios adicionales.

Se realizaron pruebas para descartar reacciones cruzadas mas frecuentes con
borrelia. A cada suero se le realizé VDRL (V.D.R.L. LATEX BIO-RAD
SYPHILIS SEROLOGICAL DIAGNOSIS), ELISA para hepatitis B (MONOLISA
Ag HBs PLUS),hepatitis C (ORTHO HCV 3.0), para VIH 1 y 2 (Multispot HIV-
1|HIV-2). Los sueros positivos por VDRL, se confirmaron por FTA-ABS. Todas

las pruebas se realizaron segun las especificaciones del fabricante.

3.6.1 Pruebas seroldgicas para hepatitis B (MONOLISA Ag HBs PLUS)

Estuche comercial para detecciéon del antigeno de superficie del virus de la
hepatitis B por técnica inmunoenzimatica en suero o plasma humano. Utiliza
tres anticuerpos monoclonales con capacidad para unirse a los distintos

subtipos del Ag HBs actualmente reconocidos por la OMS.

3.6.2 Pruebas serolégicas para Hepatitis C

ORTHO HCV 3.0 ELISA TEST SYSTEM SAVe Potenciado es un
inmunoensayo enzimatico cualitativo para la deteccion de anticuerpos contra el
virus de la hepatitis C (anti-HCV) en suero o plasma humanos. Este ensayo

utiliza los antigenos recombinantes c22-3, ¢c-200 y NS5.

3.6.3 Pruebas seroldgicas para deteccion de Virus de la Inmunodeficiencia
Humana ly 2.
Inmunoensayo enzimético (BIO-RAD) para deteccion temprana y diferenciacion

de anticuerpos anti- HIV-1 y anti- HIV-2 en suero o plasma humanos.
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3.6.4. Pruebas seroldgicas para infecciéon por Treponema pallidum.

Venereal Disease Research Laboratory-latex, (BIO-RAD) Utiliza un antigeno
cardiolipidico asociado a un latex que permite la realizacion rapida de una
microaglutinacion para la deteccion cualitativa o cuantitativa de la sifilis.

Para la realizacion de la prueba FTA-abs, se empled antigeno de Treponema
pallidum (cepa Nichols, bioMérieux 7563-1) extracto liofilizado de treponema
Reiter como sorbente (bioMérieux 7219-1) anti-inmunoglobulinas humanas (IgM
e IgG) conjugadas con fluoresceina (bioMérieux 7569-2 y 7567-2) y suero

control positivo.

3.7 Equipo.

Durante el trabajo se utilizaron lector de ELISA Marca TECAN Modelo Sunrise-
Touch Screen 960063, centrifuga Beckman Modelo Allegra 21 R, -70°C
congelador vertical REVCO Modelo ULT2586-3-A36, -20°C congelador
horizontal GE Modelo 15SAB-WH, agitador Lab-Line Mod. 4625 No. serie

1472051119855.

3.8 Anadlisis estadistico.

Los resultados se analizaron mediante el programa informéatico SPSS version
12, se evaluaron los estadisticos descriptivos tradicionales (medidas de
tendencia central, de posicién y de dispersion); las variables numéricas binarias,
fueron analizadas mediante prueba de chi cuadrada y exacto de Fisher, por su

parte las variables numéricas no paramétricas, ordinales y contindas, se
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analizaron con la prueba U de Mann-Whitney. Se realizé ademés un analisis
multivariado del tipo regresion logistica, todas las pruebas aplicadas fueron a

dos colas y se consideré un valor a de 0.05. %

3.9. Definicién operacional de variables:
Alto riesgo ocupacional: Ocupacion en la gque exista exposicion
constante a garrapatas, o bien, aquella donde se lleven a cabo mdltiples
actividades al aire libre, tales como veterinarios, campesinos, ganaderos,
agronomos, entomodlogos, cazadores, etc.)
Bajo riesgo ocupacional: Poseer una ocupacion tal donde no exista
exposicion a garrapatas ni al aire libre (estudiantes, amas de casa,
profesionistas).
Area rural: De acuerdo con la definicion del INEGI (Instituto Nacional de
Estadistica, Geografia e Informéatica) se trata de aquella poblacién con
namero de habitantes menor a 2,500 personas; tales ejemplos serian
bosques, praderas y areas agricolas.
Area suburbana: Esta zona se caracteriza por presentar desarrollo
urbanistico mezclado con areas pequefias de pastizal. Se considera un
paso de transicion a zona urbana. Con un numero de habitantes entre
2500 y 15000 mil habitantes.
Area urbana: Se refiere al espacio fisico construido con diversas
edificaciones (vivienda, fabricas, edificios, bodegas) e infraestructura de

servicios (drenaje, tuberias de agua, tendidos eléctricos); habitan
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poblaciones mayores de 15,000 personas. Area poblada en un 90% y un

10% de arboles.
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4. RESULTADOS
4.1 Datos demograficos.
De un total de 214 pacientes referidos, 188 pacientes cumplieron los criterios
previamente establecidos; fueron excluidos un total de 26 pacientes (5
pacientes presentaron criterios clinicos y serologicos para Artritis Reumatoide,
un paciente por diagnéstico de Enfermedad de Still y 20 pacientes fueron
referidos por otros médicos, por no contar con datos de encuesta completos),
se obtuvo ademas suero y encuesta de 60 voluntarios sanos con la finalidad de

incluirlos como controles para las evaluaciones seroldgicas.

Se analiz6 la distribucion por género y se observo que el 62% pertenece al
género femenino y el restante 38% al masculino, La edad promedio observada
fue de 43.5 afios, siendo los 46 afios la edad méas frecuente; el 50% de los
pacientes mostraban una edad de 43.5 afios 0 menos, lo anterior con una
dispersion de las datos con respecto a la media antes mencionada de 16.7

afnos.

De acuerdo a la distribucion geografica de la residencia de los pacientes
estudiados, se encontré6 que en su mayoria pertenecen al area urbana del
Noreste de México y al Distrito Federal; el estado de Nuevo Ledn represento el
63.82% del total de la poblacion, de los cuales 104 pacientes habitan el area
urbana, 13 pacientes del area suburbana y un solo paciente vive en el area
rural. En cuestion laboral, el 92% realizaba ocupaciones de bajo riesgo (amas

de casa, estudiantes, empleados); los pacientes que desarrollaban ocupaciones
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de alto riesgo (agrébnomos,

veterinarios,

representaron el 8% restante (Figura 4).

N= 188 Fuente.- Encuesta e historia clinica
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Figura 4.- Distribucidon segun grado de riesgo ocupacional en la poblacion

estudiada.

Las descripciones de las caracteristicas sociodemograficas de la poblaciéon se

resumen en la Tabla Il. Se observdé que solamente 95 pacientes recordaron

haber tenido contacto con garrapatas (50%) y 54 pacientes (24%) recordaron

haber sido mordidos por el vector de la enfermedad de Lyme.
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TABLA Il

CARACTERIZACION SOCIODEMOGRAFICA
DE LA POBLACION ESTUDIADA

Dato n %
Género Femenino 117 62
Género Masculino 71 38
Area Urbana 164 87.23
Area suburbana 13 6.9
Area rural 1 05
CR;z(r:rua%r:; contacto con 95 5053
Recuerda mordedura por garrapata 54  28.72

N= 188 Fuente.- Encuesta e historia clinica

Al revisar las manifestaciones clinicas referidas por los pacientes, las mas
frecuentes fueron las de caracter reumatoldgico (188), seguidas por las
manifestaciones neurologicas (183), cardiacas en 78 pacientes vy
dermatolégicas en 75 pacientes (Figura 5). Es importante destacar que 81.5%

de los pacientes presentaron mas de una manifestacion clinica.



Cardiologicas

Reumatologicas 189

Neurolégicas 133

Dermatoldgicas

N= 188 Fuente.- Encuesta e historia clinica

Figura 5.- Distribucién de manifestaciones clinicas en
la poblacién estudiada.

4.2Pruebas serolégicas

4.2.1 ELISA

Para detectar la presencia de anticuerpos contra borrelia de las cepas
americanas y europeas en los sueros de nuestros pacientes, se utilizaron
estuches comerciales de laboratorios diferentes: ELISA C6 (Immunetics,
Boston, MA, Estados Unidos) y ELISA IgM e 1gG (NOVA TEC
Immundiagnéstica GmbH, Dietzenbach, Alemania). Se realizdé ELISA IgM e IgG
a pesar de contar con pacientes que referian sintomas de larga evolucién pues

se ha descrito la persistencia de IgM a traves de los afos.
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Del total de muestras analizadas por la técnica de ELISA C6 (n=188), se
obtuvieron 11% (21) de los sueros con resultado positivo, 79.8 %(150)

negativos y 9.04% (17) dudosos con valores en la zona gris (Figura 6).
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N= 188 Fuente.- Encuesta e historia clinica

Figura 6.- Distribucion de la poblacion segun resultados de
la prueba de ELISA C6.

Al utilizar ELISA IgM, 37.2% (70) de los sueros fueron positivos y 13.8% (26)
dudosos, en contraparte por ELISA IgG solamente se obtuvieron 5.3% (10)
sueros positivos y 2.12 % (4) resultaron dudosos por encontrarse en la zona

gris (Tabla IlI).
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Se puede observar que con la técnica de ELISA IgM se detectd un total 51.06%
de sueros positivos y dudosos. Por ELISA C6 la suma de positivos y dudosos

fue de 20.2% y por ELISA IgG solamente un 7.4% de sueros positivos.

TABLA Il

RESULTADOS POR LAS DIFERENTES
TECNICAS DE ELISA

‘ELISA POSITIVO DUDOSO NEGATIVO

C6 21 17 150
IgM |70 26 92
IgG |10 4 174

Al sumar los resultados obtenidos por las tres técnicas, 101 (53:72%) sueros
resultaron positivos y 47 (25%) dudosos. Cabe mencionar que solamente 15
(9.04%) sueros, fueron positivos por mas de una técnica de ELISA y solamente

2 (1.06%) sueros fueron positivos por las 3 técnicas.

Tomando en cuenta los resultados anteriores y con la intencion de determinar
cual de las pruebas utilizadas seria mas recomendada para tamizaje se
compararon cada una de las técnicas de manera individual contra las otras 2
pruebas. Cuando se compara ELISA C6 contra ELISA IgM, se observo que del
total de sueros analizados (n=188) se detectaron 11 sueros positivos, por
ambas técnicas, pero por IgM hubo reactividad en 51 sueros que fueron
negativos por ELISA C6, en cambio solo 3 casos, que fueron negativos por

ELISA IgM fueron positivos por ELISA C6. De los pacientes de la zona gris o
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dudosos por IgM 7 fueron positivos por ELISA C6 y 3 fueron indeterminados por

ambas técnicas (Tabla 1V).

TABLA IV

COMPARACION ENTRE LOS RESULTADOS
OBTENIDOS POR ELISA IgM Y ELISA C6.

IgM
Positivo Indeterminado Negativo
(n=70) (n=26) (n=92)
Positivo
(n=21) 11 7 3
Indeterminado
C6 (n=17) 8 3 °
Negativo
1 1
(n=150) 5 6 83

Al comparar ELISA C6 contra ELISA IgG, observamos que 6 casos fueron

positivos por esta Ultima técnica y negativos por ELISA C6, sin embargo 15

sueros resultaron positivos solamente por ELISA C6. Por ambas técnicas 2

sueros se encontraron positivos. De los dudosos por ELISA IgG 4 fueron

positivos por ELISA C6 y 2 de los positivos por IgG fueron dudosos por ELISA

C6. (Tabla V).
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TABLA YV

COMPARACION ENTRE LOS RESULTADOS
OBTENIDOS POR ELISA C6Y ELISA IgG.

IgG
Positivo Indeterminado Negativo
(n=10) (n=4) (n=174)
Positivo
(n=21) 2 4 15
Indeterminado
Co6 (n=17) 2 0 15
Negativo
(n=150) 6 0 144

Al comparar ELISA IgM y ELISA 1gG se presenté inmunoreactividad en ambas

técnicas en 6 sueros. Hay una predominancia importante en la positividad de

ELISA IgM ya que en 60 pacientes no presentaron positividad por ELISA IgG.

Es importante sefialar que 4 sueros positivos por IgM fueron dudosos por IgG

(Tabla VI).

TABLA VI

COMPARACION ENTRE LOS RESULTADOS OBTENIDOS
POR ELISA IgM Y ELISA IgG.

IgM
Positivo Indeterminado Negativo
(n=70) (n=26) (n=92)
Positivo
(n=10) 6 1 3
Indeterminado
IgG (n=4) 4 0 0
Negativo
(n=174) 60 25 89
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De los datos anteriores se concluye que ELISA IgM sola y/o en combinacion
con ELISA C6 aumenta la sensibilidad diagnéstica en pacientes con sintomas

sugestivos de enfermedad de Lyme (Figura 7)

lgM /1gG /C6 2
IgM / IgG 6
C6 /1gG 2

C6 /igM 11

>n—rm

IgM 70
| 21

C6

0 20 40 60 80
Numero de sueros

N= 188 Fuente.- Encuesta e historia clinica

Figura 7.- Distribucion de los sueros positivos por la prueba de ELISA

4.2.2 Western Blot
Al total de sueros positivos 6 dudosos (101) por cualquier técnica de ELISA, se
les realiz6 la prueba confirmatoria de Western blot por IgG. Resultaron

positivos 62 (32.97 %) sueros y 20 (10.63%) sueros fueron dudosos por

Western blot.
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4.2.2.1 Western blot positivo.

La interpretacion del Western Blot para confirmar la presencia de anticuerpos
antiborrelia se basé tanto en el nUmero como en el tipo de las bandas de
inmunorreaccién presentes. Se considerd la interpretacion sugerida por el
fabricante, se clasific6 en tres categorias segun las bandas de reaccion
antigeno-anticuerpo; Categoria 1 (bandas de reactividad cruzada y otras
bandas poco definidas), categoria 2 (bandas especificas de género) y categoria
3 (bandas especificas de especie).

La reactividad de los anticuerpos de clase IgG frente a antigenos de B.
burgdorferi. Se encontré que la banda mas frecuente de la categoria 1 fue la
p57/59 seqguida de la p62 y p75 (Figura 8). En la categoria 2 formada por la

banda p41 fue positiva en 48 (47.5%) de 101 sueros.

noxxmcCcwm

BANDAS ANTIGENICAS PRESENTES (kDa)

Figura 8.- Distribucion de bandas (Kda) de Western blot
de Categoria 1 observado en sueros positivos .
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La categoria 3 (especifica de especie) se encontré que la banda més reactiva

fue la p83, seguida por la p31. (Figura 9).

Todos los pacientes presentaron reactividad de IgG contra antigenos contra B.
burgdorferi de categoria 1 y 3 en un promedio de 8.22 bandas. EIl grupo de
sueros que presentaron solamente una banda de categoria 3 (altamente
especifica) se catalogaron como Western blot dudoso. Este grupo presentd
reactividad preferente por la banda 41 (categoria 2) y por la banda menos
especifica p57/59 al igual que los pacientes positivos. En promedio los sueros

con Western blot dudosos presentaron reactividad a 5.2 bandas.

w5
S 64 1 %
g sa
R a9
O -
S 5

e 2
20 -
o 8
FLE 21D Pt 3] B34 523 Faz

BANDAS ANTIGENICAS PRESENTES (kDa]

Figura 9.- Distribucion de bandas (KDa) de Western blot
de Categoria 3 observado en sueros positivos.
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En la figura 10 se muestra el Western blot obtenido con algunas de las
muestras analizadas para estudio de reactividad de anticuerpos de clase IgG
frente a antigenos de Borrelia burgdorferi. Como se observa, los sueros
mostraron reaccion con una diversidad de bandas de alto y bajo peso
molecular, con intensidad variable, igual 0 menor a la observada en los Western
blot control suministrados por el laboratorio fabricante, los cuales fueron
realizados con anticuerpos monoclonales contra cada uno de los antigenos de

Borrelia burgdorferi.
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Figura 10.- Ejemplos de algunos pacientes positivos y dudosos.
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Los sueros positivos y dudosos por la técnica de ELISA C6 (n=38) que se
confirmaron por Western blot correspondieron al 68.4%(26), quedando 15.8%
(6) sueros en la zona gris y 15.8%(6) sueros negativos. Llama la atencion que

los sueros que se reportan como positivos por ELISA C6 al confirmarse por
Western blot se reportan como positivos 0 dudosos pero ninguno como negativo

(Tabla V1)

TABLA VII

RESULTADOS OBTENIDOS POR ELISA C6 Y CONFIRMADOS
POR WESTERN BLOT IgG.

WESTERN BLOT

POSITIVO DUDOSO NEGATIVO

Positivo

(n=21) 17 4 0
Dudoso

(n=17) 9 2 6

Al valorar los resultados de ELISA IgM se obtiene reactividad por Western blot
en el 62.5% (60) de sueros. En este grupo la suma total de sueros positivos y
dudosos correspondia a 96. En la zona gris se quedan 17.7% (17) sueros y

19.8% (19) se reportan como negativos. (Tabla VIII)
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TABLA VIII

RESULTADOS OBTENIDOS POR ELISA IgM y CONFIRMADOS
POR WESTERN BLOT IgG.

WESTERN BLOT

POSITIVO DUDOSO NEGATIVO
Positivo
(n=70) 42 15 13
Dudoso
(n=26) 18 2 6

En el grupo de ELISA IgG solamente 14 sueros se tuvieron que confirmar por
Western blot. De estos el 64.2% (9 sueros) se reportan positivos, 14.2% (2)
como dudosos por encontrarse en la zona gris y 21.4% (3) sueros como
negativos. En el grupo dudoso se pudo confirmar el 100% de los pacientes por

Western blot. (Tabla 1X)

TABLA IX

RESULTADOS OBTENIDOS POR ELISA IgG y CONFIRMADOS
POR WESTERN BLOT IgG.

WESTERN BLOT

POSITIVO DUDOSO NEGATIVO

Positivo
(n=10) 5 2 3

Dudoso
(n=4) 4 0 0
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En resumen obtuvimos una confirmacién por Western blot de 62 sueros (32.9%)
y 20 sueros (10.6%) se reportaron dudosos. Al comparar las tecnicas entre si
en ambos grupos (positivos o dudosos) se distingue un alto predominio de
sueros confirmados con Western blot por ELISA IgM sin embargo en el grupo
de sueros positivos por ELISA C6 la especificidad fue mayor. Una observacion
importante del grupo de sueros dudosos es que el 65.9 % (31 sueros) se logra
diagnosticar como positivo, recalcando la importancia de monitorizar a un

paciente con suero reportado como dudoso. (Figura 11)

m ELISA
m Western blot IgG

[s]€) IgG

POSITIVOS DUDOSOS

Figura 11.- Comparacién de resultados positivos y dudosos por la
técnica de ELISA y su confirmacion posterior mediante
Western blot IgG en la poblacion analizada.
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Al comparar los sueros que resultaron positivos por mas de 1 técnica, se
observo que la combinacién que reporté mas reactividad por Western blot fue la

de ELISA IgM y ELISA C6. ( Figura 12)

12, 11

10+

61 m ELISA
O Western blot IgG

C6 +/IgM + C6 +/IgG + IgM +/IgG +  IgM/IgG/C6
positivo

Figura 12.-Comparacion de resultados positivos entre las diferentes

técnicas de ELISA y su confirmacion mediante Western blot

Al analizar las caracteristicas sociodemograficas de los 62 sueros que
resultaron positivos por Western blot, el género predominante fue el femenino,
con una cifra de 44 mujeres versus 18 hombres; este grupo presenté una edad
promedio de 35.91 afios cumplidos, observando en la mitad de ellos una edad
de 36 aflos 0 menos, con una separacion de los datos con respecto al promedio
de 16.75 afos. Es importante mencionar que la distribucién observada por
edad fue muy similar a la encontrada en la poblacion general. Al distribuir los

pacientes positivos por grupos etarios, se observd un mayor porcentaje de
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positividad estadisticamente significativo en el grupo de pacientes mayores de

45 afios (p=<0.001).

En cuanto a ubicacién geogréfica de los pacientes con Western blot positivo
(n=62), el 88.7% radicaban en zonas urbanas, 9.7% residia en zonas
suburbanas y solo un paciente (1.6%) habitaba en el area rural; un total de 45
de los 62 pacientes positivos habitan en el estado de Nuevo Leén y el resto
provenia de diferentes estados del pais y en su mayoria del Distrito Federal. La
ocupacion mas frecuente observada en los pacientes con Western blot positivo
fue la del grupo de bajo riesgo con en el 85.48%, mientras los pacientes con
ocupaciones de alto riesgo (veterinarios, agronomos, entomologos, ganaderos,
campesinos) representaron solamente el 14.51% de resultados positivos
(similar a lo encontrado en la poblacion total); las caracteristicas

sociodemograficas en general se describen en la Tabla X.

Es importante recalcar que de todos los datos demograficos, solamente el
recordar el contacto con garrapatas y la edad mayor a 45 afos fueron
estadisticamente significativos al compararse con la poblacion con Western blot

negativo, mediante una prueba de hip6tesis a una confiabilidad del 95%.
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TABLA X

CARACTERIZACION SOCIODEMOGRAFICA DE LA POBLACION

ESTUDIADA
Western Blot  Western Blot
Dato - . 2]
positivo negativo
Edad
menor a 45 afnos / 44 40
~ 66 <0.001
mayor a 45 anos 18
Género
Femenino 44 61
Masculino 18 45 Ol
Ocupacion 9 7
Alto riesgo 53 99 0.092
Bajo riesgo
Recuerda contacto con Garrapata / 42 44 0.001
No recuerda contacto 20 62 '
Recuerda mordedura por garrapata / 18 32 0.874
No recuerda mordedura 44 74 '

4.2.2.2 Manifestaciones clinicas

Se observd que las manifestaciones de tipo reumatolégicas fueron las
mayormente observadas en pacientes Western blot positivos esta poblacién
(147) seguidas de las neurolégicas (104), dermatoldgicas (37) y finalmente las

de tipo cardiaco (21); siendo esta proporcion similar a los sintomas de la

poblacién total reclutada.

De las manifestaciones reumatologicas los sintomas mas frecuentemente
observados fueron la fatiga cronica, artralgias y mialgias, sin embargo también
destaca la presencia de artritis, siendo la oligoartritis la presentacién mas tipica,

(Figura 13).
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P oliartritis 3

Artralgias 26

Fatiga Crénicai 26
F ibromialgiai
Mialgias | 25
Oligoartritis | 6

Monoartritis 4
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Numero de Pacientes
N= 188 Fuente.- Encuesta e historia clinica

Figura 13.- Distribucién de la poblacion de pacientes con Western blot
positivos con manifestaciones reumatologicas.
Algunas de las manifestaciones de neuroborreliosis fueron parestesias, paralisis
muscular y cefalea como manifestaciones frecuentes aunque no son muy
especificas. Dentro de este grupo observamos pacientes con sintomas de gran
discapacidad como con radiculoneuropatia (4 pacientes), sintomas semejantes
a esclerosis multiple. (2 pacientes), meningitis aséptica (1 paciente). Las
pardlisis faciales unilaterales sin etiologia definida se presentaron en 6

pacientes. (Figura 14).
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Figura 14 Manifestaciones neuroldgicas de la poblacion de pacientes con
Western blot positivos para B. burgdorferi

Al analizar las manifestaciones cardiacas que presenté la poblacion positiva en
Western blot se encontrd principalmente valvulopatia de etiologia desconocida y

solamente se documentd un caso de bloqueo AV de tercer grado.

En el segmento de manifestaciones de tipo dermatolégico, encontramos que la
manifestacion mas frecuente fue la morfea 58% (19 pacientes) diagnosticada
histopatolégicamente. Un total de 18 pacientes presentaron una lesion mayor a
5 c¢cm en algin momento de su evolucion, sobretodo asociado a mordedura de
garrapatas y 6 pacientes presentaron lesiones en forma de anillos semejantes
al “eritema migrans”, 2 pacientes presentaron acrodermatitis cronica atréfica

diagnosticada por el Servicio Dermatologia del Hospital. (Figura 15)
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Figura 15- Distribucion de la poblacién de pacientes estudiados
con manifestaciones dermatolégicas con Western blot positivo.

Otras manifestaciones menos frecuentes fueron fiebre, nefritis, y pérdida de
peso. Al analizar individualmente los sintomas, sobresalen las lesiones
dermatologicas post-mordedura, artralgias, fatiga crénica, parestesias,
cervicalgia, lesiébn de mas de 5 cm asociado con mordedura de garrapata y la

morfea (Tabla XI).
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TABLA Xl

MANIFESTACIONES CLINICAS FRECUENTES DE LA POBLACION
CON WESTERN BLOT POSITIVO

Manifestacion clinica Nimero de pacientes %
Lesion dérmica post- mordedura 29 46.8
Artralgias 27 43.5
Fatiga cronica 26 41.9
Parestesias 22 35.5
Morfea 19 30.6
Lesion dérmica > 5 cm. 19 30.6
Cervicalgia 18 29
Oligoartritis 16 25.8

N= 188 Fuente.- Encuesta e historia clinica

De este mismo grupo, las manifestaciones clinicas estadisticamente
significativas con respecto a la poblacién negativa fueron lesion dérmica mayor
a 5 centimetros, morfea, parestesias, cefalea, fatiga, valvulopatia, monoartritis ,

artralgias y alteracion cardiaca (Tabla XII).
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MANIFESTACIONES CLINICAS ESTADISTICAMENTE

TABLA Xl

SIGNIFICATIVAS ENTRE POBLACION POSITIVA

Y NEGATIVA CON WESTERN BLOT

Manifestacion

Lesion Dérmica > 5
cm.

Alteracion Cardiaca

Morfea

Artralgias

Parestesias

Cefalea

Fatiga

Valvulopatia

Monoartritis

Western Western
Blot
positivo negativo

Blot

19

16

19

27

22

14

22

09

04

54

03

26

16

08

16

40

01

< 0.001

0.001

< 0.001

0.010

0.002

0.005

0.002

<0.001

0.043

N= 188 Fuente.- Encuesta e historia clinica

Al comparar algunas manifestaciones especificas en pacientes con Western

blot positivo se observa sintomas que son mas frecuentes en los positivos a
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excepcion de la pardlisis facial que fue mas importante en pacientes

seronegativos. (Figura 16)

Semejante a
Esclerosis multiple

Radiculoneuropatia

Meningoencefalitis m Negativos
@ Positivos

Pardlisis facial

Morfea

0 5 10 15 20

NUmero de pacientes

N= 188 Fuente.- Encuesta e historia clinica

Figura 16.- Prevalencia de sindromes clinicos comparando pacientes con
serologia positiva contra serologia negativa

4.3 Pacientes con Western blot dudoso

Encontramos 20 sueros dudosos por Western blot, (10.63% del grupo

estudiado); este grupo de pacientes poseen sintomatologia sugestiva y

presentan un resultado positivo y/o dudoso, en cualquiera de las tres técnicas

de ELISA empleadas y un Western blot con al menos una banda altamente

especifica de género y especie.

De los 20 pacientes con Western blot dudoso, nueve (45%) recuerdan haber
tenido contacto con garrapatas y solo 4 de ellos (20%), recordaron haber sido
mordidos por garrapatas. Las principales caracteristicas sociodemograficas no

muestran diferencias al compararlas con el grupo Western blot positivo, el
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género femenino, la media de edad, la ubicacién geografica y la profesion
mantuvieron una relacion similar en ambos grupos. Las caracteristicas
demograficas en los pacientes con Western blot dudoso, se resumen en la

Tabla XIII

TABLA Xl

CARACTERIZACION SOCIODEMOGRAFICA DE LOS
PACIENTES CON WESTERN BLOT DUDOSO
PARA B. burgdorferi

Variable analizada Numero de pacientes
Género Femenino 12 60
Género Masculino 8 40
Ocupacion de alto riesgo 1 5
Ocupacion de bajo riesgo 19 95
Area urbana 18 90
Area suburbana 2 10
Area rural 0 0
Recuerda contacto con garrapatas 9 45
Recuerda mordedura por garrapatas 4 20

n=20 Fuente.- Encuesta e historia clinica

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes entre los pacientes con resultado
dudoso de Western blot fueron mialgias, fatiga cronica, morfea, artralgias,

cervicalgia, oligoartritis, fibromialgia y parestesias (Tabla XIV).
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TABLA XIV

MANIFESTACIONES CLINICAS MAS FRECUENTES
EN LOS PACIENTES CON WESTERN BLOT
DUDOSO PARA B. burgdorferi

Manifestacion clinica Numero de pacientes %

Mialgias 10 50
Fatiga cronica 9 45
Morfea 9 45
Artralgias 8 40
Cervicalgia 7 35
Oligoartritis 6 30
Fibromialgia 5 25
Parestesias 5 25

n=20 Fuente.- Encuesta e historia clinica

4.4 Pacientes con Western blot negativo

Obtuvimos 106 sueros negativos a través de cualquiera de las tres pruebas de
ELISA o negativos al confirmarlos por el método de Western blot IgG. Las
caracteristicas demograficas en la poblacibn negativa son similares a las

previamente descritas en la poblacién total, positiva e indeterminada,
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encontrando solo una diferencia, ya que predomina el género masculino, en

este grupo.

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes entre este grupo de pacientes
fueron: alteracion cardiaca, lesion dermatoldgica, valvulopatia, fatiga croénica,

mialgias, artralgias (Tabla XV).

TABLA XV

MANIFESTACIONES CLINICAS MAS FRECUENTES
DE LOS PACIENTES CON WESTERN BLOT
NEGATIVO PARA B burgdorferi

Manifestacion clinica Numero de pacientes %

Alteracion cardiaca 54 51
Lesién dermatologica 41 39
Valvulopatia 40 38
Fatiga crénica 35 33
Mialgias 35 33
Artralgias 26 25

n= 106 Fuente.- Encuesta e historia clinica
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4.5 Grupo control
Obtuvimos suero y encuesta de 60 voluntarios aparentemente sanos, quienes
sirvieron como control interno de las pruebas realizadas (ELISA C6, ELISA IgM,

ELISA IgG). En este grupo, encontramos las siguientes caracteristicas:

El 90% de ellos pertenecian al género femenino

Todos los sujetos controles se encontraban asintomaticos al momento de
la toma de la muestra y no contaban con antecedentes médicos de
importancia.

El 23.33% refirid contacto (exposicién) con garrapatas (14 sujetos).

El 3.33% refiri6 mordedura por garrapatas (2 personas).

La edad promedio observada fue de 28.05 afios con un rango de 17-52
afnos; el 50% de ellos presentaron una edad de 26.5 o0 menos, con un
alejamiento de los datos con respecto al promedio sefialado de 8.16
afos.

A todos los sueros se les realizaron las tres diferentes pruebas de ELISA
por triplicado. Todos los sueros fueron negativos, en todas las pruebas
de ELISA empleadas, por lo que a ningun suero se le realiz6 Western

blot.
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4.6 Estudios adicionales

Los sueros del grupo control, de los pacientes negativos y de los positivos por
Western blot IgG para Borrelia burgdorferi resultaron negativos por la técnica de
ELISA para virus de Hepatitis B, virus de Hepatts C, Virus de
Inmunodeficiencia Humana 1 y 2; un suero de los pacientes positivos para

Western blot resulto falso positivo por VDRL.

Se obtuvieron 21 muestras de diferentes tejidos para realizar PCR para Borrelia

spp. (16 biopsias de piel, 3 muestras de liquido cefalorraquideo y 2 de

artrocentesis), dando en su totalidad reportes negativos.
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5. DISCUSION
El presente estudio demuestra la existencia de la enfermedad de Lyme en
nuestro medio donde se detectd una prevalencia de 32% de casos en una

poblacion sintomatica sin diagnostico definido.

La mayoria de los pacientes tenian un bajo riesgo ocupacional lo cual difiere
con lo reportado en la literatura donde se ha reportado una incidencia del 13 al
47% en sujetos de alto riesgo como trabajadores forestales y corredores.”® Esto
puede explicarse por la metodologia de nuestro estudio, ya que al ser éste un
estudio piloto para detectar la existencia del padecimiento, y no un estudio
epidemiologico de poblacién abierta, se incluyd solamente a pacientes con
manifestaciones clinicas sugestivas de enfermedad de Lyme sin diagnéstico
definido, quienes fueron referidos por médicos de distintos servicios
hospitalarios y especialistas privados. La mayoria de la poblacién residia en
area urbana (poblacion que acude al médico con mas frecuencia), sin embargo,
esta investigacién pone de manifiesto la presencia del padecimiento y da pie a
la realizacion de nuevos estudios, a fin de conocer aun mas acerca de la

enfermedad de Lyme en nuestra poblacion.

De acuerdo a lo reportado por Nadelman et al, la enfermedad es similar en
ambos géneros y presenta una distribucién bimodal en los segmentos de nifios
y adultos jévenes arriba de 30 afios.?? Nuestro estudio mostré un predominio en
el género femenino y encontré un aumento de frecuencia en el intervalo de

edades de 31 a 40 afios. Una explicacion para la diferencia de resultados con
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respecto a lo reportado en la literatura, pudiera ser el hecho que la poblacién
pediatrica no es predominante en las consultas de los servicios hospitalarios

gue refirieron pacientes.

Con respecto a las manifestaciones clinicas observadas en este estudio, las
mas frecuentes en orden descendente fueron: las articulares, neuroldgicas,

cardiacas y dermatoldgicas, lo cual es similar a lo reportado en la literatura.

En los pacientes con ELISA y Western blot positivo los sintomas reumatolégicos
como las artralgias, artritis monoarticular, oligoarticular o poliarticular asi como
la fatiga cronica, fueron los sintomas més frecuentes. Estos coinciden con lo

descrito en la poblacién americana *.

Las manifestaciones neuroldgicas de nuestra poblacion incluyeron parestesias,
pardlisis muscular, cefalea, radiculoneuropatia, sintomas similares a esclerosis
multiple, meningitis aséptica y paralisis facial los cuales son sintomas comunes
en la poblacién europea’® y se asocian a la infeccién por la genoespecie B
garinii. Existe la posibilidad no explorada en este estudio, de la presencia en
nuestro medio de varias cepas de Borrelia burgdorferi con distinto poder

patégeno, similar a lo que ocurre en Europa.

Es importante recalcar que los sintomas encontrados no se pueden atribuir
Unicamente a la enfermedad de Lyme por lo que es importante descartar otras

enfermedades que pudieran que producir sintomas similares. Obviamente hasta
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no tener un estudio epidemioldgico diseflado para caracterizar a la poblacion
abierta no podemos asegurar cuales son las manifestaciones tipicas de nuestra

poblacién.

Encontramos anticuerpos contra Borrelia burgdorferi en algunos pacientes con
morfea, ésta es una manifestacion que ha tenido controversias en cuanto a su
asociacién con la bacteria.’® Existen reportes a favor de su asociacién en Italia,
Suiza, Puerto Rico, Turquia y Japon, pero también existen reportes en contra
en Espafia, Finlandia, Holanda y Francia. **® Algunos autores sugieren que la
morfea tiene una fuerte distribucion en Europa y Asia, pero se observa muy
esporadica en Estados Unidos.?®

Entre los hallazgos cardiovasculares, el padecimiento mas frecuentemente
encontrado fue la valvulopatia. La mayor parte de los pacientes incluidos en
este estudio, no tenian una etiologia definida y fueron referidos de la Ciudad de
México. Este hallazgo sugiere que podriamos incluir a la enfermedad de Lyme
como diagndstico diferencial de la valvulopatia reumatica, tradicionalmente

atribuida a la fiebre reumatica en nuestro pais.

Con respecto a las pruebas utilizadas para el diagnéstico serolégico de Lyme
en la poblacion analizada, observamos que existe variabilidad en la sensibilidad
de las diferentes pruebas para la deteccién de los anticuerpos anti Borrelia
burgdorferi. Los estuches de ELISA no detectan anticuerpos contra todos los
antigenos de las especies conocidas de Borrelia, ni aun el estuche de ELISA C6

gue detecta una fracciébn inmunodominante de las cepas americanas y
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europeas de Borrelia burgdorferi. En nuestro estudio el ELISA C6 solo detectd
3 casos que no se detectaron por las otras técnicas de ELISA, por lo que
obtuvimos una sensibilidad menor a lo reportado en la literatura.**®!%*> Se ha
reportado heterogeneidad de la proteina VISE entre las genoespecies de
Borrelia burgdorferi, por lo que el ELISA C6 no permitiria detectar todas las
especies.’”® Una explicacién de nuestros resultados es que en nuestra regién
existan diferentes genoespecies que no compartan el mismo antigeno VISE que
es usado en la prueba C6 por lo que dicha prueba mostré falsos negativos en la
poblacion analizada. Otra razon importante que pudiera a su vez explicar
nuestros resultados, seria que los pacientes que se reportaron negativos o
indeterminados por ELISA C6 pudieron haber recibido tratamiento con
antibidticos después de la infeccién, provocando que los titulos de anticuerpos
anti VISE disminuyeran a niveles indetectables por ELISA C6 como en el
estudio de Philipp et al, donde se demuestra en un gran cantidad de pacientes
disminucién de 4 érdenes en los titulos de anticuerpos o incluso hasta niveles
indetectables de anticuerpos después de 6 a 12 meses del tratamiento. Se ha
demostrado que la sensibilidad de dicha prueba es similar a la de otras técnicas
de ELISA en la poblacién con sintomatologia crénica. Estos datos son puntos
en contra y una llamada de atencion a la propuesta de considerar el ELISA C6

como estandar de oro o la mejor prueba para usarse en el rastreo inicial.*** **

La prueba de ELISA IgM resulté positiva en un porcentaje elevado de pacientes
contrario a lo esperado al inicio del estudio, ya que la mayoria de los pacientes

tenian sintomas crénicos y no contaban con diagnéstico y tratamiento
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adecuados. Se ha reportado una nueva respuesta IgM en pacientes crénicos
con persistencia de Borrelia burgdorferi a lo largo de toda la enfermedad.?®*
Otra explicacion de la respuesta IgM en nuestros pacientes pudiera ser la
persistencia de IgM o IgG afios después de la infeccion activa en pacientes sin

sintomatologia®®®

tal y como fue encontrado en pacientes con 20 afios de
evolucion. No podemos descartar que simplemente pudiera tratarse de

reinfeccién obviamente con un nuevo cuadro clinico.

En los casos en que la prueba de Western blot IgG fue positiva pero que ELISA
IgG fueron negativos, se podrian explicar por la alta sensibilidad del Western

blot IgG que detecta pequefias cantidades de anticuerpos.

Si bien este estudio en particular no fue disefiado con la finalidad de evaluar la
sensibilidad y especificidad de cualquiera de los estuches utilizados, ya que no
se cuenta con una técnica estdndar como cultivo contra Borrelia en los
pacientes positivos (por lo que tenemos limitantes para sugerir cual fue la mejor
prueba diagnéstica en nuestro medio), si nos permite en base a los resultados
obtenidos, podamos sugerir (con las reservas del caso y hasta que se elabore
un estudio disefiado para tal fin) que los estuches para ELISA que incluyan C6
e IgM con antigenos recombinantes de Borrelia burgdorferi, B. afzelii y B. garinii

y la confirmacion con Western blot son la mejor opcidn.

En relaciébn a las muestras procesadas por PCR cabe mencionar que los

resultados observados en todas las muestras fueron negativas. Lo anterior
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puede explicarse en base a otros estudios e investigaciones realizadas, en los
cuales se observaron resultados muy similares a los nuestros. Se ha sugerido
gue el PCR tiene mayor sensibilidad en etapas tempranas de la enfermedad
antes de que los pacientes hayan recibido tratamiento antibiético. A pesar de
ser un examen muy sensible para detectar DNA del agente etioldgico de la
enfermedad, existen limitaciones en esta técnica por ejemplo que la presencia
de Borrelia burgdorferi no persiste de manera continua en la sangre, fluido
espinal o sinovial; por el contrario ésta se adhiere a los tejidos de las
articulaciones y nervios.?*?% Un PCR realizado al liquido sinovial puede ser
positivo en una etapa temprana de la enfermedad neurolégica, pero usualmente
los resultados son negativos en pacientes con dafios avanzados en el sistema
nervioso central. El PCR puede apoyar a los médicos en establecer un
diagndstico de neuroborreliosis, sin embargo un resultado negativo no excluye
neuroborreliosis. El PCR es un apoyo al diagnéstico pero no un sustituto para
el diagnéstico clinico o serol6gico.?’” El PCR puede contribuir a la confiabilidad
del diagnéstico durante etapas tempranas de la infeccion y puede ser una
herramienta valiosa para el control del tratamiento, segin se demostré en 8
pacientes con EM quienes resultaron negativos a PCR después del tratamiento

a base de antibiéticos.?*®

En el estudio que nosotros realizamos se demuestra que no se ha
diagnosticado previamente la enfermedad de Lyme. Si bien la causa de dicho
subdiagnéstico no fue motivo de estudio, es de suponer que, entre otras, ha

influido en nuestro medio la carencia de informacion sobre este padecimiento,
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tanto de los médicos como en los pacientes. Seguramente también ha
contribuido al subdiagnéstico de la enfermedad de Lyme, la latencia de la
enfermedad, los sintomas multivariados y multisistémicos, que le han valido el
calificativo de la nueva gran imitadora al igual que otras enfermedades
causadas por espiroquetas,®® como en su momento fue considerada la sifilis o
el lupus. Una razén mas es el hecho de que la mordedura de las garrapatas
pasa inadvertida en muchas personas, principalmente las que no se exponen
con frecuencia. Cabe mencionar al respecto que en nuestra poblacién se
recordé el contacto y mordedura por garrapatas de la misma frecuencia
reportada en la literatura.?*® Otra razén pudiera ser la lesién del eritema

migrans en ocasiones no se identifica como tal y desaparece espontaneamente.

Los estudios epidemioldgicos de enfermedades infecciosas presentan grandes
dificultades, esto es especialmente notable en las zoonosis transmitidas por
vectores, debido al gran numero de factores implicados en su transmision.
Existe escasa o0 nula informacién por parte de la autoridades sanitarias
mexicanas, acerca de la presencia de la enfermedad, a pesar de la colindancia
de nuestro pais con el &rea de Texas.'® Es necesario prestar especial atencion
a la gran movilizacion de la fauna entre las fronteras entre México y Estados
Unidos, asi como a la repoblacion con venados de cola blanca “texana” a
ranchos cinegéticos de Nuevo Leén, Coahuila y Tamaulipas.'®® Es importante
tomar en cuenta la presencia de gran cantidad de vectores en nuestro pais ®

gue hacen titanico la realizacion de un estudio epidemioldgico.
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A pesar de que los pacientes con enfermedad de Lyme acuden a consulta
médica, no son diagnosticados. Muchos de los pacientes con Lyme en nuestro
pais se encuentran en etapas tardias de la enfermedad, lo que incrementara
significativamente el costo del tratamiento y el riesgo de presentar mas
secuelas. Lo anterior pone de manifiesto la importancia que tiene la realizacion
de estudios de seroprevalencia en poblacién sana, asi como establecer

medidas de control y prevencion de esta entidad.

Es importante descartar la existencia de diferentes reacciones cruzadas en las
pruebas seroldgicas empleadas, siendo las mas frecuentes e importantes, la
infeccion por otros treponemas (sifilis, leptospira, treponemas comensales de
cavidad oral), virus (citomegalovirus, Epstein — Barr, hepatitis B, hepatitis C, VIH
1y VIH 2). Nuestro estudio descarté en el grupo estudiado, la presencia de
sifilis, VHB, VHC, VIH; por lo que con base a nuestros resultados y la
sensibilidad y especificidad del Western blot IgG, % podemos inferir que en la
poblacién analizada la posibilidad de que otras infecciones mimeticen los

sintomas de Lyme es muy baja.

En base a las manifestaciones clinicas no es posible establecer el diagndstico
definitivo entre pacientes con enfermedad de Lyme y pacientes con artritis.
Estudios histologicos del tejido sinovial muestran cambios similares en
pacientes con artritis reumatoide y artritis por Lyme. En la etapa temprana de la
inflamacion, la Borrelia burgdorferi interactia con polimorfonucleares y células

epiteliales, estimulando la produccién de especies reactivas del oxigeno,
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productos de la peroxidacion lipidica, asi como otros mediadores de la
inflamacion, lo cual conlleva a la destruccion progresiva del cartilago articular y
la desintegracion de la matriz extracelular.!” Estos cambios igualmente
aparecen en pacientes con artritis reumatoide en fases tempranas. Por esta
razon consideramos necesario tomar en cuenta la enfermedad de Lyme como
un diagndstico diferencial importante a descartar en pacientes con artritis
reumatoide temprana. Esto igualmente se debe considerar en pacientes con
artritis en estadios cronicos cuando hay resistencia al tratamiento o no

respondedores a la terapia habitual.

En la poblacién analizada por nosotros, en los sujetos con resultados dudosos o
negativos, no podemos descartar la posibilidad de falsos negativos por
diferentes factores como el de la existencia de una subespecie diferente de
Borrelia burgdorferi, las pruebas comerciales existentes no permiten detectar la
presencia de nuevas subespecies. Aunado a lo anterior, el uso indiscriminado
de antibiéticos en nuestro medio, puede ser causante de una disminucion de
Borrelia circulante, lo que interferird con la produccion de anticuerpos. La
utilizacion de esteroides o inmunosupresores, (lo cual ocurrid en una tercer
parte de los pacientes), podria ser una razon adicional, para la disminucién en
la produccion de anticuerpos detectables; otra razén es la presencia de que
estan evadiendo al sistema inmune, al encontrarse bacterias encapsuladas, en

fase latente, rodeados de proteinas propios o creciendo en etapa intracelular.
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Un aspecto importante descubierto en este estudio, fue la sensacion de
impotencia, desesperanza y dolor que experimentaron muchos pacientes,
principalmente aquellos que habian acudido a multiples médicos en busca de
un diagnéstico etiolégico. Aunque no fue objetivo del estudio se les dio
seguimiento posterior después del inicio de tratamiento, muchos de ellos
tuvieron mejoria en los aspectos cutaneos, articulares, y sobretodo cambios
positivos en su estado animico. Sentimos enorme satisfaccibn en muchos

casos donde el diagndstico cambio radicalmente su evolucion y prondéstico.
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6. PERSPECTIVAS

Un area de oportunidad en nuestro trabajo es dirigirnos a la basqueda de
enfermedad de Lyme en pacientes con artritis temprana, los cuales en
esta fase presentan sintomas inespecificos de la enfermedad y que al
intervenir con una identificacion oportuna nos permita instaurar un
tratamiento antimicrobiano adecuado, evitando la progresion de la
enfermedad a fases de cronicidad lo cual conlleva a una discapacidad

eludible.

Continuar la evaluacion de la poblacion incluida en este estudio con
Western blot IgM para identificar su sensibilidad y compararlo con

Western blot 1gG.

Es de suma importancia iniciar un estudio epidemiolégico dirigido a
establecer las caracteristicas de la enfermedad de Lyme en nuestro pais,

asi como, encontrar las genoespecies presentes en nuestro medio.

Se debe crear un equipo multidisciplinario para atencion de estos
pacientes de manera integral, involucrando aspectos psicolégicos,
nutricionales, rehabilitacion y la intervencién oportuna de especialistas
como neurdlogos, infectdlogo, dermatdlogo, cardidélogo para evitar

complicaciones.

121



Es importante remarcar la necesidad de ir en busqueda de etiologia en
pacientes con diagndésticos idiopaticos y serologia negativa, ya que durante el
transcurso del estudio, se encontraron pacientes con discrepancias en los
resultados de la prueba ELISA y que tuvieron un resultado confirmatorio por la

prueba de Western blot.

Es necesario disefiar programas de prevencion en las comunidades urbanas y
rurales asi como revisar exhaustivamente la importacion de animales posibles

portadores de vectores.

Deben establecerse criterios adecuados que establezcan el diagndéstico de las
enfermedades transmitidas por artropodos en la region y permitan la notificacion

adecuada a las autoridades sanitarias.

Nos proponemos a corto plazo sugerir la inclusién de la enfermedad de Lyme

dentro de los programas de control epidemiolégico de las autoridades

sanitarias.
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7. CONCLUSIONES

Existe enfermedad de Lyme en México.

La seropositividad encontrada en este estudio fue superior a la estimada
inicialmente.

Las manifestaciones articulares y neurolégicas fueron las mas
frecuentemente encontradas en nuestra poblacion lo cual coincide con lo
descrito en la literatura.

La prueba de ELISA que detecté un mayor nimero de sueros en nuestra
poblacion, fue la prueba de ELISA IgM que utliza antigenos
recombinantes de 3 genospecies.

En la poblacion estudiada la prueba de ELISA C6 fue menos sensible a
lo reportado en la literatura.

La mejor combinacién de pruebas para el tamizaje inicial fueron dados
por ELISA IgM junto con ELISA C6, pues obtuvieron el mayor nimero de
casos confirmados por Western blot.

El PCR en nuestra poblacibn no contribuyé como herramienta
diagndstica.

La enfermedad de Lyme debe formar parte de los diagndsticos
diferenciales en patologias con sintomatologia sugestiva.

Es la primera vez que se realiza un estudio de este tipo en el pais y que
conducird modificaciones en las normas de control epidemiolégico,
manejo de actividades al aire libre y ampliara las opciones de

diagnésticos diferenciales en los médicos de todas las latitudes del pais.
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ANEXO 1

CUESTIONARIO PARA PACIENTES

PROTOCOLO : DIAGNOSTICO DE ENFERMEDAD DE LYME

Nombre: Edad Sexo
Ocupacion Teléfono Ciudad
RECUERDA USTED: Sl NO

Contacto con garrapatas o pinolillos

Algun tipo de mordedura de garrapata

Hace cuanto tiempo? En que ciudad

Lesidn en la piel después de la mordedura?

La lesién ha medido mas de 5cm

Lesiéon en forma de anillo?

Lesién oscura sobre sus manos?

Fiebre después de mordedura de garrapatas

Paralisis facial o de Bell

Artritis o inflamacién Articular

Adormecimiento o paralisis de musculos

Alteraciones cardiacas

Fatiga cronica

Dolor generalizado muscular

Rigidez de su cuello
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ANEXO 2

PROTOCOLO DE INVESTIGACION: DIAGNOSTICO DE ENFERMEDAD

DE LYME.

CONSULTA DE REFERENCIA: DERMATOLOGIA

NOMBRE DEL MEDICO:

NOMBRE DEL PACIENTE:

ANTECEDENTES RELEVANTES:

DATOS IMPORTANTES EXPLORACION FiSICA

HA PRESENTADO Sl

Eritema migrans

Linfocitoma cutis

Acrodermatitis crénica

Lesiones post-mordedura de garrapatas

Se le realiz6 biopsia diagnéstica

IDX:

Comentarios:
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ANEXO 3.

PROTOCOLO DE INVESTIGACION: DIAGNOSTICO DE ENFERMEDAD
DE LYME

CONSULTA DE REFERENCIA: NEUROLOGIA

NOMBRE DEL MEDICO:

NOMBRE DEL PACIENTE:

ANTECEDENTES RELEVANTES:

DATOS IMPORTANTES EXPLORACION FISICA

Sl

Meningitis linfocitica

Paralisis facial

Radiculoneuropatia

Encefalomielitis

Puncién Lumbar

Cefalea

Fatiga

Parestesias

Rigidez de nuca

IDX:

Comentarios:
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ANEXO 4.

PROTOCOLO DE INVESTIGACION: DIAGNOSTICO DE ENFERMEDAD

DE LYME.

CONSULTA DE REFERENCIA: CARDIOLOGIA

NOMBRE DEL MEDICO:

NOMBRE DEL PACIENTE:

ANTECEDENTES RELEVANTES:

DATOS IMPORTANTES EXPLORACION FISICA

DATOS RELEVANTES

Sl

Bloqueo AV grado Il o Il agudo

Palpitaciones

Bradicardia

Bloqueo de rama

Miocarditis

IDX:

Comentarios:
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ANEXO 5.

PROTOCOLO DE INVESTIGACION: DIAGNOSTICO DE ENFERMEDAD

DE LYME

CONSULTA DE REFERENCIA: REUMATOLOGIA

NOMBRE DEL MEDICO:

NOMBRE DEL PACIENTE:

ANTECEDENTES RELEVANTES:

DATOS IMPORTANTES EXPLORACION FiSICA

DATOS RELEVANTES

Sl

Monoartritis

Oligoartritis

Artralgias/mialgias

Fibromialgia

Artrocentesis

IDX:

Comentarios:
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ANEXO 6.
CONSENTIMIENTO INFORMADO
AUTORIZACION PARA PARTICIPAR EN UN PROYECTO DE

INVESTIGACION

TITULO: SEROPOSITIVIDAD Y CARACTERISTICAS CLINICAS EN UNA
POBLACION MEXICANA CON SINTOMATOLOGIA SUGESTIVA DE

ENFERMEDAD DE LYME

1. LA NATURALEZA Y PROPOSITO DE ESTE ESTUDIO

Se le ha sido solicitado tomar parte en un estudio para conocer si en nuestro
medio hay una enfermedad secundaria a la mordedura de garrapatas. Se han
reportado casos aislados y por ser una enfermedad poco conocida la mayoria
de los médicos no la diagnostica. Es importante que usted lea y comprenda la
informacion en este consentimiento informado; y sienta la libertad de hacer

preguntas hasta que usted entienda completamente.

2. EXPLICACION DE LOS PROCEDIMIENTOS A SEGUIR

Una vez que usted decida participar en este estudio, se le tomard una muestra
Unica de sangre de aproximadamente 10cc. Se le hara una entrevista para
complementar algunos datos de su historia clinica y exploracion fisica. Se le
solicitara que llene una encuesta. La visita total tomard aproximadamente 30

minutos.
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3. RIESGOS Y MOLESTIAS
En este estudio, las posibles molestias que le puede ocasionar, es el tiempo

gue le lleve contestar el cuestionario y las de la extraccién de sangre.

4. BENEFICIOS DEL ESTUDIO
Los resultados del estudio le serviran para tener un mejor conocimiento de su
enfermedad, evitar complicaciones y ayudar para que a otras personas se les

haga un diagnéstico temprano.

5. DERECHO DE CANCELAR SU PARTICIPACION EN ESTE ESTUDIO/
PARTICIPACION VOLUNTARIA

Usted es libre de dejar este estudio en cualquier momento. Su decision de no
participar en este estudio como de dejarlo en cualquier momento después de

haber iniciado no afectara su atencion médica futura.

6. CONFIDENCIALIDAD

Todos los registros obtenidos mientras usted participa en este estudio estaran
disponibles solo para el personal médico involucrado. Los resultados del
estudio, incluyendo pruebas de laboratorio, podran publicarse con fines

cientificos bajo el entendido que su identidad no sera revelada.

He leido, o han leido por mi, la informacion anteriormente escrita antes de
firmar esta forma de consentimiento. Yo he tenido siempre la oportunidad

amplia de preguntar y he recibido las respuestas que han satisfecho dichas
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preguntas. Si no participo o si descontinio mi participacion en este estudio no
seré penalizado y no renunciaré a ninguno de mis derechos legales. Por lo
tanto yo acepto voluntariamente tomar parte en este estudio.

Por la firma de este consentimiento informado, no renuncio a ninguno de
mis derechos legales.

PACIENTE

NOMBRE Y FIRMA FECHA

MEDICO INVESTIGADOR

NOMBRE Y FIRMA FECHA
TESTIGO 1
NOMBRE Y FIRMA FECHA
TESTIGO 2
NOMBRE Y FIRMA FECHA
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