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La borreliosis de Lyme (BL) es una zoonosis multisistémica, con expresion
clinica y repercusiones muy variables, relacionada con la transmision accidental a
través de garrapatas, principalmente del género Ixodes, e infectadas por
microorganismos bacterianos del género Borrelia. Después de la infeccidon por el virus
de la inmunodeficiencia humana (VIH) es la enfermedad infecciosa que mas gasto
deriva en investigacion (Spapach et al., 1993).

Esta enfermedad infecciosa adquirid un interés relevante en la década de los
anos setenta, en concreto tras los estudios realizados por Steere y colaboradores en
1977, en una poblacion de ninos y sus familiares, afectos de una artritis inexplicable de
caracter epidémico en las comunidades de Lyme, Old Lyme y East Haddam en el

estado de Connecticut, al noroeste de los Estados Unidos.

En Europa, sin embargo, el conocimiento y descripcion de cuadros nosoldgicos
similares es anterior a esa fecha, aunque fueron asociados posteriormente a diversas
especies del género Borrelia spp. Asi, en el siglo XIX, Buchwald et a/ (1893)
describieron un cuadro cutaneo crénico similar al que posteriormente Hauser et al.
(1955) denominaron acrodermatitis cronica atréfica (ACA) y a principios del siglo XX,
Afzelius, reconocid el eritema cronico migrans como una nueva identidad (Afzelius et
al, 1910). Posteriormente en 1918, Lipschiitz y colaboradores describieron una
afeccion cutanea (eritema migrans de Lipschiitz) como entidad Unica o asociada a
manifestaciones neuroldgicas (Lipschiitz et 4/, 1918). También en Francia y Austria se
describieron numerosos cuadros neuroldgicos en relacion con la picadura de la

garrapata del género Ixodes (Garin-Bujadoux, 1922; Bannwarth et a/., 1944).

El conocimiento etioldgico de las afecciones descritas se inicid en 1948, con la
observacion de espiroquetas en las lesiones cutaneas mediante métodos de
impregnacion argéntica, demostrandose el caracter infeccioso tras la inoculacion
experimental de tejido obtenido de la periferia de un eritema cronico migrans (Sonck
et al., 1965). De manera concluyente, el papel etioldgico bacteriano quedd definido por
la adecuada respuesta observada entre pacientes afectos de lesiones cutaneas o
cuadros neuroldgicos tras la indicacién de tratamiento mediante penicilina (Weber et
al., 1974).
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Pese a los antecedentes conocidos en Europa, no es hasta la descripcion del
brote de artritis en 1975 entre la poblacion de Lyme, que se inicia y desarrolla una
investigacion profunda y sistematica de los diferentes cuadros clinicos asociados a
Borrelia spp. En gran medida, la naturaleza y caracteristicas del brote epidémico
determind el interés por esta patologia, al presentarse asociados los diferentes cuadros
sindrémicos referidos y otras manifestaciones que nunca antes habian sido claramente
definidas. Permitié establecer diferentes referencias que sirvieron, y sirven en la
actualidad, para el estudio de esta enfermedad, como son el predominio de artritis
agudas monoarticulares y oligoarticulares de corta duracion, el agrupamiento familiar
de los casos o la incidencia similar en todas las edades, y especialmente la existencia
de un antecedente de picadura por garrapatas con o sin aparicion de lesiones

cutaneas.

La denominacidon de enfermedad de Lyme, consensuada en 1978, reconoce la
asociacion de multiples expresiones clinicas mas amplias que la Unica presencia de
artritis. En 1985, se propuso la denominacion de borreliosis de Lyme, si bien
posteriormente diversos autores han sugerido la diferenciacion entre borreliosis de
Lyme y borreliosis europea debido a las particulares caracteristicas clinicas de cada uno
de los cuadros (Morel, 1988; Dammin, 1989).

1.1.- Caracteristicas microbioldgicas de Borrelia spp.

En 1982, Burgdorfer y colaboradores, obtuvieron el primer aislamiento del
agente responsable de la borreliosis de Lyme en una garrapata ixddida (Zxodes
daminii, ahora denominada Ixodes scapularis) recogida en el estado de Nueva York,
que tras su identificacidn como una nueva especie del género Borrelia se denomino

Borrelia burgdorfer,
1.1.1.- Clasificacion y nomenclatura.

Las borrelias son un grupo de espiroquetas patdgenas transmitidas por
artrépodos vectores. Son estructuras unicelulares que pertenecen al Reino
Procaryotae, Division Gracilicutes, Clase Scotobacteria, Orden Spirochetales, familia

Spirochetae, género Borrelia. El Orden Spirochaetales se divide en dos familias:
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Leptospiraceae y Spirochaetaceae. La familia Leptospiraceae comprende los géneros
Leptospira, Leptonemay Turneriay la familia Spirochaetaceae, comprende los géneros
saprofitos denominados Spirochaeta y Cristospira, el género Treponema que
comprende especies saprofitas y patdgenas, el género Serpulinas (en la actualidad
separado de 7reponema) y el género Borrelia.

Existen mas de veinte especies diferentes de borrelias, inicialmente clasificadas
sobre la base del artropodo vector implicado en la transmision o en dos categorias
segun su relacion con cuadros febriles o enfermedad de Lyme, pero en la actualidad se
tiende a una clasificacion taxondmica segun criterios genéticos o moleculares. Asi,
diferentes métodos y criterios de clasificacion se han empleado para agrupar las
especies patdgenas: analisis de ARNr (Wallich et a/, 1992) estudio de proteinas de la
superficie externa OspA (Boerlin et al, 1992) y andlisis mediante anticuerpos

monoclonales e hibridacion reciproca (Wilske et al., 1993a).

En la actualidad, se han aislado un elevado nimero de cepas de B. burgdorferi,
procedentes de distintas areas geograficas y fuentes bioldgicas, que son fenotipica y
genéticamente diferentes, reconociéndose once especies o subespecies distintas de
Borrelia burgdorferi que han sido clasificadas en tres grupos gendmicos dentro de un
complejo denominado Borrelia burgdorferi sensu lato (Baranton et al., 1992 y Canica et
al, 1993) de las cuales cuatro (Borrelia burgdorferi sensu stricto, Borrelia garinii ,
Borrelia afzelii, y Borrelia valaisiana) han sido identificadas como agentes causales de
la borreliosis de Lyme vy aisladas en 7. ricinus (Picken et al, 1997a; Baranton et al.,
1989). Las restantes especies no han sido aisladas en pacientes con borreliosis de

Lyme, aunque si en animales salvajes y garrapatas.

Asi, las once especies de borrelias consideradas en la actualidad son las

siguientes:

1.- Borrelia burdorferi sensu stricto (cepa B-31, Johnson et al., 1984). Es la
especie aislada principalmente en Estados Unidos y Canadd, y con menor frecuencia
Europa (Baranton et a/, 1992). No se ha descrito en Rusia ni en Asia. Se asocia con

mayor frecuencia a artritis.
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2.- Borrelia garinii (cepas 20047 y NT29, Baranton et a/, 1992). Recibe este
nombre en honor a Garin y Boujadox, que describieron la afeccién neuroldgica en
Europa en 1922. Es la especie aislada con mayor frecuencia en el liquido

cefalorraquideo de pacientes con neuroborreliosis.

3.- Borrelia afzelii (cepa VS641, Canica et al., 1993). Denominada en honor al
investigador sueco Afzelius, quien describid el primer caso de eritema migrans. Esta
especie se encuentra en Europa (principalmente Europa central y Escandinavia) y Asia,
particularmente en pacientes con lesiones cutaneas tardias del tipo de la acrodermatitis

cronica atrofica.

4.- Borrelia lusitaniae (cepas PotiB2 y PotiB3). Sdlo se ha aislado de modo
excepcional en garrapatas obtenidas en Portugal y Europa central (Le Fleche et al,
1997).

5.- Especies VS196. Aisladas en ixddidos de diversos paises europeos como son,

Reino Unido, Irlanda, Alemania, Holanda, Suiza.

6.- Borrelia japonica (cepas H014 y F63b, Kawabata et a/., 1993). Especie de

Borrelia, Unicamente descrita en Japon.

7.- Borrelia andersoni (cepas 21123 y 19857, Marconi et al., 1995). Descrita en
Estados Unidos, exclusivamente en garrapatas, y en Europa, donde se ha relacionado

con casos de linfocitoma (Picken et a/, 1997b).

8.- Borrelia. valaisiana (cepas VS116 y M19, Wang et a/, 1999 y 2000; Fraenkel
et al., 2002). Ampliamente distribuida en Eurasia. Se ha sugerido un posible papel
patogénico para el hombre al detectarse en cuadros de eritema migransy acrodermitis
cronica atrofica, mediante amplificacién de ADN especifico (PCR) aunque no ha podido

cultivarse desde estas lesiones.

9.- Borrelia. bissettii (cepas 25015 y DN127, Assous et al., 1993 y Postic et al.,

1998). Descrita en Estados Unidos, principalmente en el area de California.
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10.-Borrelia. tanukii (cepa HK501, Masuzawa et al., 1996). Aislada en ixddidos

procedentes de Japon.

11.- Borrelia. turdi (cepa Ya501, Masuzawa et al, 1996). Como la anterior,
aislada en garrapatas obtenidas en Japén.

Otras especies de Borrelia responsables de patologia en el hombre, se asocian a
cuadros de fiebre recurrente en distintas areas geograficas, y son principalmente
vehiculadas por Pediculus humanus (Raoult et al., 1999) y Ornithodoros spp. (Azad et
al, 1998; Dworkin et al., 2002)

1.1.2.- Estructura bacteriana de B. burgdorferi sensu lato.

Las borrelias son espiroquetas y comparten una morfologia comuin con
Leptospiras y Treponemas, pero presentan caracteristicas individuales y una variable
expresion de proteinas como resultado de modificaciones metabdlicas asociadas al tipo
de hospedador. Ademads, se han referido variaciones morfoldgicas, antigénicas y
gendmicas entre los distintos aislados de Borrelia burgdorferi procedentes de Europa y

Norteamericana.

De modo general, se presentan como bacilos finos y largos (0,2 - 0,5 um de
ancho y 10 — 30 um de largo) de forma helicoidal dextrdgira, con un nimero de 6 a 7
espiras. Los miembros del género Borrelia son las espiroquetas mas largas, siendo
Borrelia burgdorferi la mas larga de todas las especies incluidas en el mismo. Son
microorganismos moviles presentando un numero variable de flagelos periplasmicos
(entre 7 y 11). Poseen una membrana externa compuesta de glicoproteinas, que es
observable en aislados de bidpsias tisulares pero no en aislados procedentes de
cultivos. Su pared celular se estructura de modo similar a los microorganismos Gram

negativos.

A diferencia de otras bacterias, el material gendmico (con un tamafo molecular
medio de 935 a 955-1444 kbp) y alto contenido de adenina-timina, se dispone de
forma linear distribuido a lo largo de toda la parte interna de la membrana
citoplasmatica, lo que determina un particular modo de replicacion de su ADN durante
la divisién celular. EI cromosoma bacteriano estda formado por un conjunto de 858
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genes, muchos de los cuales son responsables de la formacién del aparato flagelar, y
de proteinas transportadoras y diversas lipoproteinas de funciéon ain no determinada.
Por el contrario, no se han identificado genes responsables de la sintesis de
aminoacidos, acidos grasos o enzimas que actlen como cofactores. Su pequefio
tamano ha sugerido un estado genético primitivo con relacién a otras formas
bacterianas. Ademas, todas las cepas de Borrelia burgdorferi examinadas poseen de 4
a 21 piezas de ADN extracromosomico (Barbourg et al, 1988; Kitten et al, 1992)
estructurados en la forma superespirilar tipica y en un tipo inusual de plasmido lineal,
que no ha sido observado en otros microorganismos procariotas, de 16 a 175 kbp.
(Casjens et al., 1995). Los plasmidos representan alrededor de 400 genes adicionales y
son responsables de la sintesis de lipoproteinas de membrana.

En relacién a la estructura proteica de la envoltura externa, destacamos la
presencia de dos lipoproteinas externas de superficie, denominadas OspA Yy OspB
(29-31 kDa y 34 kDa respectivamente) codificadas por genes localizados en el
plasmido lineal (Barbour et a/,, 1984). La lipoproteina OspA se expresa exclusivamente
en aislados procedentes de garrapatas, antes de producirse la alimentacion hematica.
Graft et al (1984) y Dattwyler et al (1989) describieron Ila presencia de otra
lipoproteina externa de superficie, denominada OspC (22-25 kDa) que se expresa
durante el proceso de transferencia desde el vector invertebrado al mamifero
hospedador, se trata de una poblacion heterogénea, de manera que durante la
alimentacién aumentaria la replicacion o amplificacién de manera selectiva de los alelos
de VISE ya presentes previamente. Segun confirmaron Fung et a. (1994) la
lipoproteina OspC esta presente en la mayoria de las cepas europeas y solo raramente

en las cepas norteamericanas.

Asi muchas poblaciones de borrelias, producen OspA y OspC cuando estan los
intestinos medios de la garrapata cebada, otras producen lipoproteina externa de un
solo tipo y algunas no la producen; durante su permanencia en las glandulas salivares

por un tiempo mayor de 54 horas, disminuye el OspA (Ohnishi et a/., 2001).

La obtencion de anticuerpos especificos frente a las variedades de lipoproteina
OspA, ha permitido establecer diferentes serotipos con utilidad epidemioldgica, ya que
se correlacionan con las distintas especies definidas. Los aislados del serotipo 1 se

corresponden con las cepas de B. burgdorferi sensu lato procedentes de Europa y
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Norteamérica; los aislados del serotipo 2, se corresponden con las cepas de B. afzelii
aisladas en Europa y Japdn; y los aislados de los serotipos 3 a 7, con las cepas de B.
garinii de Europa y Japdn, aunque en este Ultimo pais se han definido ademas otros

serotipos.

Otras proteinas han sido caracterizadas, habiéndose analizado su diversidad y
variable expresion, asi como su potencial inmunoldgico como base para el desarrollo
de vacunas. De ellas destacamos las proteinas de 58 kDa, 66 kDa y 77 kDa,
relacionadas entre si y relacionadas con el shock por calor (Luft et a/, 1991) las
proteinas de 10-18 kDa, 28 kDa, 30 kDa, 37 kDa, 39 kDa y 43-45 kDa (Hansen et al.,
1988; Luft et al, 1991) y particularmente la proteina denominada flagelina de 41 kDa
(Graft et al, 1986).

1.1.3.- Caracteristicas fisiologicas y de cultivo.

En relacion a las caracteristicas metabdlicas de Borrelia spp, cominmente se
acepta que son microaerodfilas, pero existe evidencia de que también pueden crecer en
anaerobiosis (Preac-Mursic et al, 1991). Su temperatura Optima de desarrollo se
encuentra entre los 33 y 37°C, siendo el tiempo de duplicacién de 24 horas (rango

entre 12 y 48 horas).

Posee superdxido dismutasa y ausencia de peroxidasa y catalasa. Utiliza la
glucosa como principal fuente de energia, siendo su principal metabolito el acido
lactico. Requiere una fuente organica de hierro, N-acetil-glucosamina (NAG) y una

amplia variedad de azlcares y sales.

El cultivo se realiza de modo preferente en medios liquidos complejos muy
enriquecidos con aminodacidos, vitaminas, sales inorganicas, N-acetil-glucosamina,
albimina sérica y suero de conejo, siendo el mas utilizado el medio de Barbour-
Stoenner-Kelly modificado, medio BSK II (Burgdorfer et a/., 1982). En medios sdlidos
se desarrollan colonias no superficiales, invertidas en el agar (Preac-Mursic et al,
1991).
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1.1.4. -Determinantes patogénicos.

No se han definido determinantes de virulencia principales, por lo cual se
relaciona el papel patogénico de B. burgdorferi con la elevada capacidad de modificar
su morfologia y estructura antigénica como mecanismo de adaptacién al huésped y de
evasion frente a la respuesta inmune del hospedador.

Sin embargo, diversos estudios han demostrado una variedad de mecanismos
capaces de desencadenar una accion patdgena, estableciéndose conexién entre la
dotacion plasmidica y la infectividad del microorganismo (Purser et al., 2000). Posee
enzimas capaces de disolver proteinas, lipidos y colageno, que permiten la penetracién
y diseminacion tisular, asi como inducir y activar metalopeptidasas y enzimas
fibrinoliticos responsables de la destruccidon de la matriz celular (Kamradt et a/., 2002).
Activa el plasminégeno sanguineo con gran poder quimiotactico sobre distintas células
inflamatorias que ayudan a iniciar la cascada de otras reacciones enzimaticas, como el
fibrindgeno, la elastasa, la colagenasa y la laminasa, responsables de la destrucciéon de
tendones, tejido conectivo y membranas celulares. En definitiva, es capaz de utilizar
los sistemas enzimaticos del hospedador para su supervivencia, lo que le permite
acantonarse en los tendones y en el cerebro, donde las células de nuestro sistema
inmune tienen dificultada la entrada. No se ha demostrado la produccion de toxinas

propias II Borrelia burgdorferi no produce componentes toxicos (Barbour et a/., 1986).

Se reconoce la ausencia de especificidad en la adherencia a superficies
celulares (hay evidencia de la participacion de un receptor de manosa en la adhesién
de Borrelia burgdorferi a las células de sistema monocito-macréfago) o matrices
extracelulares, lo que le permite colonizar una amplia variedad de tejidos. Sin
embargo, como se ha sefalado, las distintas especies patdgenas presentan un
tropismo tisular diferente, expresandose en la variabilidad clinica de las infecciones.
Esta variabilidad vendria determinada por una predileccion por estructuras con elevada
composicion de tejido conectivo, células cerebrales y células endoteliales, posiblemente
por la existencia de un receptor para N-acetil-glucosamina (NAG) en la bacteria
(Pachner et al., 1998).

Se considera que la existencia de un flagelo, que le confiere la capacidad de

girar sobre si misma dando saltos, moviéndose mejor en los tejidos que en la corriente
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sanguinea, constituye un elemento de diseminacién favorecida y explicaria la

afectacion multiorganica que se encuentra en muchos casos de borreliosis de Lyme.

Se produce una respuesta inmunitaria especifica por parte de los linfocitos B
con la formacién de anticuerpos contra los determinantes antigénicos de la bacteria.
Sin embargo, la produccidon de antigenos muy similares (epitopos redundantes) como
consecuencia de su pobreza genética, provoca que esta respuesta sea escasamente

especifica y débil.

Las proteinas OspA y OspB  son inmunoldgica y genéticamente variables,
(Wilske et al., 1993b) siendo en la fase avanzada de la enfermedad cuando se forman
anticuerpos especificos frente a ellas. Barbour et a/. (1986) y Coleman et al. (1987)
refieren otros antigenos importantes como la proteina de 41 kDa (flagelina) frente a la
cual se producen los primeros anticuerpos especificos y un antigeno de 60 kDa,
denominado antigeno comun, que pertenece al grupo de las proteinas del shock por
calor. Ninguno de estos antigenos tiene especificidad de especie (Longwoth et al.,
1990) ya que el antigeno flagelar es comun a otras espiroquetas, tanto saprofitas de la

cavidad oral como patdgenas incluyendo a especies del género Leptospira.

Pese a esta limitada composicion estructural, recientemente se han revelado
regiones variables en algunas de estas proteinas, como en el dominio central de la
proteina de superficie VISE (Eicken et al, 2002; McDowell et al, 2002). Ademas,
mediante modelos experimentales se ha demostrado una diferente expresion
antigénica entre aislados obtenidos a nivel de sistema nervioso central y otros tejidos

o localizaciones como sangre periférica.

Se reconoce la capacidad de activar o inhibir moléculas asociadas a la respuesta
mediada por anticuerpos, en ausencia de mecanismos liticos del complemento. Habicht
et al. (1985) y Defosse et al. (1992) confirmaron /n vitro la potente induccidon de
factor de necrosis tumoral o (TNF-0) y de la interleuquina 1B (IL-1) por las células
mononucleares en sangre periférica (Widhe et a/, 2002). Se han descrito elementos
que actuarian como superantigenos, estimulando de forma policlonal a un gran
nimero de linfocitos T no antigeno-especifico, produciendo la liberacion de varias

citoquinas.
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Borrelia burgdorferi puede suprimir la respuesta inmune local, disminuyendo la
expresion del complejo mayor de histocompatibilidad (HLA) en las células de
Langerhans, como se demuestra en la acrodermatitis cronica atréfica (Silberer et al.,
2000) mientras que en experimentos con ratas Lewis, se demuestra que el aumento de
la adhesién molecular en células nerviosas. Incremento de la expresion de los
antigenos HLA de clase II, en las células endoteliales y sinoviales, como se demuestra
en estudios mediante bidpsias de pacientes con artritis (Duray et a/., 1992). También
se mostraron incrementos de VCAM-1 e ICAM en cultivos estimulados con Borrelia
burgdorferi que aumentan la migracion y adhesidon de PMN interaccionando con
CD11/CD18 (Sellati et al, 1995); cambios similares en la expresion de ICAM y VCAM,
se producen en las células endoteliales cerebrales (Simon et al, 1993); pero no se
incrementa la expresion del HLA en las células neuronales, tras la exposicion a Borrelia
burgdorferi (Benach et al, 1992). Las citoquinas no resultan tdxicas para el
microorganismo y no modifican la expresion de sus proteinas de superficie (Sigal et al.,
1998). En cocultivos con tejido sinovial de rata se mantiene la patogenicidad tras
muchos subcultivos siendo mas resistente a la accion litica del complemento (Guner et
al, 1996) presenta mayor avidez para HUVEC (Guner and Sigal) que cuando es
cultivada en BSK II. Se ha demostrado la produccidén de una artritis inducida tras la
inyeccidn intrasinovial de una pequefa cantidad del complejo 94 Kda OspA de B.
burgdorferi. (Gondolf et al, 1994) sirviendo como foco de inflamacién enviando
antigenos a distancia, produciendo homologos a las proteinas productoras del shock
por calor y con presencia en el liquido sinovial de anticuerpos que posibilitan que la
Borrelia burgdorferi actuara como poderoso adyuvante-inductor de artritis (Mensi et
al., 1990).

1.2.- Borreliosis de Lyme.

1.2.1.- Patogenia.

Tras la inoculacion cutanea de la borrelia por la garrapata, con una carga que
puede variar entre unos cientos a unos miles de microorganismos y de modo
independiente a la carga bacteriana contenida en el vector, el microorganismo penetra
en el interior de las células epiteliales por mecanismos de adherencia inespecifica
(Cristensen et al, 1985). Se ha determinado que basta un pequeio nimero de los

mismos para producir la infeccidn (Steere et al, 1988; Amouriaux et al, 1993). Se
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produce una respuesta inflamatoria con fagocitosis de los microorganismos por células
polimorfonucleares y monocitos. Georgilis et al. (1991) demostraron /in vitro, que las
cepas virulentas de Borrelia sp., pueden resistir la eliminacién por parte de las células
fagocitarias, evadiendo asi la primera linea del sistema de defensa del huésped contra
la infeccidn, siendo capaces de penetrar en los leucocitos polimorfonucleares y salir de
ellos sin ser destruidos por sus enzimas lisosomiales. En este proceso, adquieren parte
de la membrana de la célula inflamatoria, que actia como camuflaje evitando el

ataque por parte de los anticuerpos, enzimas, macréfagos y linfocitos T.

En el lugar de inoculacion se producen fenémenos inflamatorios que dan lugar
a la lesiébn denominada eritema migrans, ya que se produce la expansion del
microorganismo mediante un movimiento centrifugo del mismo a través de las células

cutaneas adyacentes.

A continuacion, se produce una fase corta de espiroquetemia, que suele durar
unos catorce dias, con rapida dispersion del microorganismo y colonizacion de distintos
organos y tejidos, en especial el SNC, piel, articulaciones y sistema de conduccién
cardiaco (Steere et al, 1989; Luft et al, 1992). En estas localizaciones puede persistir
acantonado durante toda la vida del paciente en ausencia de tratamiento,
desconociéndose los mecanismos que permiten la prolongada supervivencia de
Borrelia burgdorferi en dichas areas. También se ha demostrado una fase de
espiroqueturia asintomatica y prolongada, incluso de meses, que ha servido como
base para la preparacion de diferentes métodos de deteccion de antigenos especificos

en orina (Burgdorfer et al,, 1989).

Los primeros anticuerpos en aparecer son de clase IgM dirigidos contra el
antigeno flagelar, alcanzando un maximo entre la tercera-cuarta semana vy
persistiendo en el suero varios meses (Barbourg et al., 1983a; Coleman et al,, 1987) o
incluso 15 6 20 anos, sin que ello indique la existencia de infeccion activa (Kalish et
al, 2001). La respuesta mediante anticuerpos de clase IgG (particularmente de las
subclases IgG1 e IgG3) esta dirigida contra los diversos componentes proteicos de B.
burgdorferi siendo el tipo e intensidad de la misma variable de unos sujetos a otros
(Grozicki et al., 1988). También se ha referido un aumento de la inmunoglobulina de
la clase IgE (Benach et al, 1988) pero en conjunto la respuesta humoral es

insuficiente para erradicar al microorganismo, ademas de no conferir proteccion frente
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a la reiinfeccién, habiéndose demostrado la posibilidad de desarrollar complicaciones
con igual intensidad, particularmente neuroldgicas, tras una nueva picadura en

pacientes con borreliosis previa (Golde et al., 1998; Nowakowski et al., 2001).

La respuesta celular se produce a los pocos dias de la picadura, con la
estimulacion de los linfocitos T en sangre, liquido cefalorraquideo y liquido articular
(Steere et al., 1989). Las células natural killer (NK) suelen estar inhibidas en pacientes
con borreliosis (Dattwyler et al., 1986).

Las lesiones que acompafian a la colonizacion tisular, obedecen a distintos
procesos patogénicos. Por un lado, los fendmenos de vasculitis debidos a una
endarteritis obliterante, similar a los hallazgos observados en las infecciones por 7.
pallidum, han podido ser identificados en los nervios periféricos (Camponovo et al.,
1986) en sistema nervioso central (Benach et al, 1992) y en el tejido sinovial
(Johnston et al, 1985). Este mecanismo es el responsable de las lesiones

parenquimatosas observadas en las fases tardias.

Se han postulado mecanismos de autoinmunidad para explicar la progresion de
la enfermedad, aun con un tratamiento antibidtico adecuado, el dafio neuroldgico y
sinovial. En el suero de pacientes con alteraciones neuroldgicas de larga evolucion, se
han encontrado anticuerpos de clase IgM anti-axén, que no estan presentes en los
pacientes afectos de enfermedad de Lyme sin dafio neuroldgico de larga evolucién, ni
en los controles sanos (Sigal et a/., 1988). Se ha sugerido que la neuritis se produciria
por la acciébn de anticuerpos anti-axon, produciendo una disfuncién axonal con
ausencia de produccién de mielina, sin encontrar dafios histoldgicos. Mediante la
absorcion sérica con un preparado flagelar de B. burgdorferi, se ha identificado una
proteina axonal (HSP60) que reacciona cruzadamente con epitopos del anticuerpo
monoclonal flagelar (H9724) y con la flagelina (Gajdusek et al, 1985; Sigal et al,
1988; Dai et al., 1993; Fikrig et al., 1993; Yu et al., 1997) considerandose un modelo
para explicar la neuropatia cronica en estos pacientes. Ademas, los anticuerpos
presentes en el LCR son capaces de reaccionar con la proteina basica de la mielina,

induciendo la produccién /in vitro de IFN-gamma (Wang et al., 1996).

Garcia-Moncd et al (1993 y 1995) han detectado en estos pacientes

anticuerpos anti-cardiolipina, frente diversos ganglidsidos y frente a la mielina, que
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pueden explicar alguna de las lesiones que acompanan a la enfermedad, implicando la

importancia de los fendmenos autoinmunes.

Algunos estudios han relacionado determinados genotipos de HLA de clase II
(DR2 y DR4) con la presencia de artritis refractaria (Steere et al, 1990). Ademas, la
presencia de anticuerpos frente a la proteina OspA se correlaciona con la duracién de
la artritis (Kalish et al., 1995) lo que sugiere que la respuesta frente a OspA pudiera
estar implicada en su patogenia. Asi, determinados clones de células T en estos
pacientes reconocerian una region de la proteina OspA, situada entre los residuos 84-
113, que actuaria estimulando a células reactivas y contribuiria a la persistencia de
una inflamacién local (Kamradt et a/, 1995). Por otro lado, se pueden detectar
inmunocomplejos formados por anticuerpos OspA en estadios iniciales de la
enfermedad, que al depositarse en las paredes celulares, servirian de foco inductor de
la artritis (Coyle et al., 1990; Brunner et al., 1998). Similar mecanismo patogénico se
ha asociado a otras alteraciones tisulares, al encontrarse con frecuencia crioaglutininas

e inmunocomplejos en el suero de estos pacientes (Schutzer et a/.,, 1990).

1.2.2.- Vectores implicados en la transmision.

Excepto para Borrelia recurrentis y Borrelia duttonii, todas las especies de
Borrelia son mantenidas en la naturaleza por un amplio nimero de animales que
actian como reservorio. Las dos especies anteriormente mencionadas solo infectan a
humanos siendo transmitidas por el piojo humano del cuerpo y la garrapata del género

Ornithodoros moubata respectivamente.

La adquisicion de la borreliosis de Lyme se relaciona con la inoculaciéon de B.
burgdorferi sl. por un vector ixodido, infectado tras la ingestién del microorganismo en
un animal reservorio en fase de espiroquetemia. EI mecanismo de transmision mas
importante es la inoculacidn directa a través de la saliva durante la alimentacion del
vector por las regurgitaciones que se producen desde el intestino medio. Burgdorfer et
al. (1989) confirmaron que las microvellosidades de borde en cepillo y los espacios
intercelulares del epitelio de la mucosa intestinal, son el lugar habitual de
acantonamiento en la garrapata y sélo ocasionalmente se localiza en el intestino
posterior y ampolla rectal. El periodo que permanece la garrapata adherida a la piel del

animal, es determinante para la transmisidon, considerandose necesario un tiempo
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minimo igual ¢ superior a las 48 horas, siendo el riesgo aproximado al 100% cuando
permanece adherida 72 horas 6 mas (Piesman et al., 1987).

Se ha observado que en vectores con parasitaciones muy elevadas, con mayor
frecuencia en Ixodes pacificus, las borrelias pueden atravesar la pared intestinal vy
alcanzar el hemocele, y desde alli colonizar distintos érganos, en particular el ganglio
central y los ovarios, pudiéndose transmitir transovaricamente a su descendencia sin
que medie ningln animal como fuente de infeccién (Burgdorfer et al, 1982 y 1985;
Magnarelli et al, 1988). También ha sido demostrada la coalimentaciéon entre
garrapatas infectadas y no infectadas como mecanismo de transmision entre vectores
y en ausencia de infeccidn sistémica del hospedador, al alimentarse simultdneamente
incluso con una separacion fisica de un centimetro, ya que el microorganismo
permanece en el lugar de su inoculacion durante cierto tiempo antes de producirse la

diseminacion (Randolph et a/., 1996).

Otro mecanismo de transmision no descartado es la inoculacién mecanica del
microorganismo a través de fomités contaminados con las heces infectadas del acaro,

si bien se considera epidemioldgicamente menos relevante.

Respecto a las especies del complejo Borrelia burgdorferi sl. y los vectores
reconocidos con la distribucion de la borreliosis de Lyme, Wilske et a/. (2002) proponen

el siguiente esquema:

Especie Vector Distribucion
geografica

B. burgdorferi  Ixodes scapularis EE.UU.

Ixodes pacificus Norteamérica
Ixodes ricinus Europa

Ixodes persulcatus  Asia

B. garinii I ricinus Europa
Japon

B. atzelii I ricinus Europa
Japon
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Como se ha referido el vector principal implicado en la transmision de
borreliosis de Lyme en Europa son garrapatas del complejo Ixodes ricinus. Las
diferentes especies descritas presentan una amplia y variable distribucion. Asi, de las
garrapatas incluidas en este complejo son Ixodes ricinus (recibe este nombre por
alcanzar el tamafo de la semilla del ricino) se encuentra en EE.UU. y en toda Europa
excepto en su zona norte; Ixodes scapularis (I. dammini) se encuentra en gran parte
de Estados Unidos (centro y este); Ixodes persulcatus, se describe en el este de
Europa (Rusia) y Asia (China, Japdn y Corea); por Ultimo Ixodes pacificus se ha
identificado en el oeste de Estados Unidos y Canada.

Excepto para la garrapata I persulcatus, en la que el estadio principalmente
implicado para la transmision de la enfermedad es la forma de garrapata adulta, en
todas la demas especies son los estadios de ninfa y de garrapata adulta, los

comunmente implicados (Gray et al., 1999).

Otros vectores han sido relacionados con menor frecuencia en la transmision de
Borrelia spp: mosquitos y moscas del ganado o herbivoros salvajes (Hard et al., 1966;
Magnarelli et a/,, 1988; Millner et al., 1989 y Lugar et al., 1990; Kosik-Bogacka et al.,
2002); garrapatas ixddidas de los géneros Amblyoma (Schutze et al, 1984);
Dermacentor (Anderson et al, 1989; Liebisch et al, 1998) y Rhijpicephalus (Estrada-
Pefa et al,, 1991); Hyalomma (De Michelis et al. 2000) y Haemaphysalis (Oteo et al.
1995, Takada et al, 1998; Barral et al., 2002) todos ellos caracterizados por el corto
periodo de supervivencia del microorganismo en su interior, y por lo tanto

considerados epidemioldgicamente menos importantes.

1.2.2.1.-Clasificacion de vectores ixodidos.

Las garrapatas pertenecen al Phylum Arthopoda, Clase Ardcnida, Subclase
Acari, Orden Parasitiformes, Suborden Ixddida, Superfamilia Ixddida, con tres familias
diferenciadas. Son los acaros de mayor tamaio, parasitos hematéfagos de mamiferos,
aves y reptiles. Son acaros del tipo metastigmata, por tener los estigmas respiratorios
en posicion posterior, tras el cuarto par de patas (los estigmas respiratorios son
aperturas traquéales y su nimero y localizacién posee un valor taxondmico de primer

orden).
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1.- Familia Ixddidae , con 650 especies agrupadas en dos lineas filogenéticas
Prostriata'y Metastriatay cuyas caracteristicas se definen a continuacion.

1.1- Prostriata, presentan un escudo anal que rodea al ano por delante. Incluye
un sélo género (Ixodes) con 245 especies. Se caracterizan por la presencia de escudo
dorsal, por las piezas bucales dorsales y visibles desde arriba y por los estigmas
respiratorios situados tras la cuarta coxa. Los detalles morfolégicos de la parte
anterior (gnatosoma e hipostoma) y de la parte posterior (idiosoma) de género Ixodes

son los siguientes:

Las piezas bucales son largas (longirrostro) y se componen de dos partes,
gnatosoma o capituli basi que es mdvil y de localizacidon anterior y de unas piezas
bucales formadas por el hipostoma, dos queliceros y dos palpos. El hipostoma, sirve de
anclaje a su hospedador, ayudado por la secrecidon de una sustancia cementante que
comienza a segregarse en las primeras horas de su alimentacidn. Estas piezas forman
un érgano perforador provisto de varias hileras de dientes recurvados para su anclaje.
Los queliceros, poseen en su extremo un dedo articulado provisto de dientes y los
palpos son rigidos (protectores) con cuatro segmentos. El idiosoma: presenta 4 pares
de patas, compuestas por los artejos coxa, trocanter, fémur, genu, tibia, tarso y
apotele o pretarso que suele terminar en una ufia como adaptacién al medio. Los
estigmas respiratorios estan situados tras la coxa cuatro, presentan el érgano sensorial
de Haller (congregaciones de pelos llamados setas que forman campos sensitivos y se
hallan en el tarso primero con capacidad para responder ante determinados olores y a
la temperatura) ano, idiosoma sin festones, surco anal en “U” invertida a modo de
herradura. En su parte dorsal presentan un escudo sin ornamentos, siendo corto en la
hembra y completo en el macho. En el macho se observan placas ventrales amplias y
planas, separadas por finas suturas centrales (pregenital, mediana y anal) y dos pares

de placas laterales (epimerales y adanales).
1.2.- Metastriata, incluye doce géneros con 426 especies y presentan las placas
anales de localizacién posterior como son los géneros Boophilus, Rhijpicephalus,

Dermacentor, Hyalommay Haemaphysalls.

En la familia Ixddidae las larvas y las ninfas presentan un escudo dorsal y no

tienen sexo.

28



2.- Familia Argastidae en la cual los palpos son sensoriales y pertenecen a este
grupo 5 géneros. En esta familia se encuentran las garrapatas transmisoras de la fiebre
recurrente (producida por una garrapata Argasida del género Ornithodorus). Sus
principales caracteristicas morfoldgicas son la ausencia de un escudo dorsal, la
disposicion ventral de las piezas bucales, siendo invisibles desde arriba, y la situacion

de los estigmas respiratorios entre las coxas tercera y cuarta.

3.- Familia Mutalliellidae, con un solo género y frecuentemente encontradas en
Africa, presentan caracteristicas morfoldgicas intermedias entre las dos familias

descritas anteriormente.
1.2.2.2.- Ciclo bioldgico de ixodidos.

Ixodes es un parasito no permanente, pudiendo localizarse hasta en tres
hospedadores distintos. Es atraido por el movimiento, la temperatura y el didxido de
carbono. Durante la ingesta y engorde, la hembra puede aumentar su tamafo hasta
veinte veces, por el almacenamiento de la sangre ingerida en los ciegos intestinales,
eliminandose la mayor parte del contenido acuoso mediante la formaciéon de orina y

saliva hipoosmodtica.

La copula, en el género Ixodes se realiza sobre el hospedador o en el suelo. La
hembra presenta un sélo ciclo gonotrdéfico, con una oviposicidon Unica de cientos de
huevos tras la cual muere. El tiempo de eclosién de los mismos depende de las
condiciones de temperatura y humedad, siendo 35°C la temperatura Optima para la
garrapata del complejo I ricinus, variando entre dos semanas y varios meses. Tras la
eclosion, se producen larvas hexapodas y sin sexo, que carecen de sistema traqueal y
espiraculo, realizandose la ingesta de agua a través de su cuticula, lo que le permite
sobrevivir largos periodo en lugares himedos, en espera de un hospedador que le
permita su alimentacion y convertirse en garrapata adulta. Las garrapatas hembras
precisan una nueva ingesta de sangre para el engorde y la oviposicién, mientras que
los adultos macho suelen alimentarse del néctar de las plantas sin precisar la picadura

de un mamifero para su supervivencia.
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Su ciclo vital consta de los estadios de larva, ninfa y garrapata adulta, siendo
viable de dos a tres afios con un rango de dos a seis (Oteo, 1990a). Las garrapatas
Ixodes ricinus atacan al hombre con frecuencia, a diferencia de otras garrapatas que
no lo hacen o sélo de forma ocasional. Cada fase se alimenta durante unos dias al afo,
usualmente en primavera, permaneciendo el resto de su ciclo vital quiescente y
digiriendo, Ixodes ricinus hiberna durante los meses frios, siendo su periodo de
actividad de mayo a octubre, maxima en julio (Schmid, 1985) pero si el invierno es
benévolo puede estar activa todo el ano, siendo capaz de transmitir la enfermedad.

Existen dos subpoblaciones, una suele alimentarse en primavera y principios del
verano Yy la segunda poblacion se alimenta a finales del verano y comienzos del otoio.
Las larvas parasitan pequefios roedores (el ratdon probablemente constituya su
reservorio, ya que frecuentemente esta parasitado por miles de larvas); reptiles y
pajaros migratorios, siendo estos Uultimos de gran importancia para la difusién de
Borrelia spp a zonas no endémicas, tras su primera toma de sangre, sufre una muda
convirtiéndose en ninfa que morfolégicamente ya es octopoda y presenta sistema
traqueal y espiraculo por lo que es mas susceptible a la desecacion. Por Ultimo, las
formas adultas, que parasitan vacas y ovejas (Oteo et al, 1995) maduran y se
alimentan para convertir su Ultimo y abundante dgape en miles de huevos. La

garrapata adquiere la infeccién durante un ciclo completo vertebrado-hospedador.

El hombre entra a formar parte de este ciclo de manera accidental, no
transmitiéndose la enfermedad de persona a persona, siendo siempre necesaria la
participacion de un vector presente en la vegetacion o en un animal reservorio. La
garrapata detecta la presencia de un posible hospedador mediante el érgano sensorial
de Haller y se adhiere firmemente al hospedador para alimentarse, segregando unas
sustancias con capacidad anticoagulante (Francischetti et a/, 2002). La garrapata del
género Ixodes puede parasitar a los humanos en cualquiera de sus tres estadios
evolutivos, pero son las ninfas las que se encuentran relacionadas con mas frecuencia
(Bosler et al, 1983 y Burgdorfer et al, 1985). Como se ha referido previamente,
mediante estudios experimentales se ha demostrado que la transmision de las
Borrelias es muy reducida durante las primeras 24 horas y maxima entre las 48 y 72
horas, derivandose la importancia de una eliminacion precoz de las mismas (des
Vignes et al., 2001).

30



1.2.2.3.- Habitats y reservorios de ixédidos.

Su habitat natural son las zonas boscosas y de matorral, hierba o arboleda,
donde permanece la mayor parte del tiempo. Todas las garrapatas son hidrdfilas,
precisando para su ciclo vital un clima templado y con cierto grado de humedad para
mantener su balance hidrico estable debido a su susceptibilidad a la sequedad
ambiental, sobre todo en las fases de desarrollo.

En Norteamérica la garrapata del género Ixodes dammini es el vector
principalmente implicado en el nordeste y en el medio oeste, estando alrededor del
20% de las garrapatas infectadas por Borrelia burgdorferi, 1o que determina el mayor
nimero de casos registrados de borreliosis de los Estados Unidos. Su ciclo vital se
completa en dos y tres anos, apareciendo las larvas seis meses tras la puesta (en la
primavera siguiente) transformandose en ninfas durante ese verano y principios del
otofio. Las formas adultas desarrolladas durante el verano siguiente, vuelven a
alimentarse sobre distintos hospedadores mamiferos, produciéndose la fecundacion de
la hembra. En el sur y oeste de los Estados Unidos, predominan las especies Ixodes
scapularis e Ixodes pacificus respectivamente. Masuzawa et al. (1991) y Fukunaga et
al. (1993) aseguran que la especie I persulcatus es el predominante en Asia y

Australia.

Ixodes ricinus, denominada garrapata de la oveja aunque se conoce que su
reservorio es mucho mas amplio, es el vector principal de la enfermedad en Europa
occidental, y como tal en la peninsula Ibérica (Barbour et a/., 1984; Oteo et al., 1990b;
Estrada-Pefa et a/,, 1991) si bien su distribucion no es homogénea, predominando en
las cuencas de los rios Tajo y Guadalquivir (Cordero del Castillo et a/, 1980). El
porcentaje de garrapatas infectadas por Borrelia burgdorferi varia de unas regiones a
otras, siendo las formas adultas y las ninfas las mas frecuentemente infectadas. Segun
un estudio realizado en la Comunidad de la Rioja, el porcentaje de vectores infectados
varia entre 11 y 28%, similar a las zonas de alta endemicidad de centroeuropa (Oteo
et al., 1990c).

En Europa, ademas de 7. ricinus, otras 15 especies de garrapatas e insectos se

han reconocido infectados por B. burgdorferi, sin estar claramente determinado su
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papel como vectores de la enfermedad en el hombre o en el mantenimiento de la

infeccion en animales reservorio en la naturaleza.

Es importante destacar que la variabilidad observada en un mismo area se
atribuye a factores tales como el momento de recogida de vectores, las caracteristicas
climaticas en la region, la prevalencia del vector, etc. De modo general, en Europa la
prevalencia de garrapatas infectadas oscila entre 13% en Holanda y el 63% descrito
en Alemania (Liebisch et al, 1998). Respecto a las especies de garrapatas ixddidas
portadoras de B. burgdorferi en Europa, se refiere a I ricinus como especie mas
frecuentemente infectada, pero se encuentran también Dermacentor reticulatus

(Liebisch et al., 1996) y Hyalomma marginatum (De Michelis et a/., 2000).

En Francia, Doby et al (1989) estudiando alrededor de 2.300 garrapatas,
detectaron un 14,5% de garrapatas hembras adultas infectadas y un 7,5% de las
larvas (los mismos autores, en un estudio llevado a cabo en Alsacia y con 2.200
garrapatas estudiadas, encontraron un 4,5% para las larvas; 11,5% en las ninfas y un

7,5% en las formas adultas).

En relacién a los diferentes reservorios, cabe sefialar que las dos formas
inmaduras parasitan gran variedad de vertebrados entre los que se incluyen pequenos
roedores, como el raton de patas blancas (Peromycus leucopus) (Pfister et al., 1994) o
el ratdbn de campo (Apodemus agrarius). Estos ratones no se encuentran
habitualmente en Espafa, por lo que, sigue siendo desconocido cual es el principal
reservorio en nuestra peninsula. Anderson et a/. (1986, 1989) y Habicht et a/. (1987)
han implicado muy diferentes especies animales como posibles reservorios, incluyendo
reptiles y aves. Pajaros como el Phasianus colchicus y Turdus merula, actlan como
reservorio competente, y albergan garrapatas infectadas con Borrelia garinii y borrelias
del grupo VS116. La existencia de distintas especies de aves migratorias confiere gran
importancia a la diseminaciéon de la enfermedad en lugares donde no existen
mamiferos (Humair, 2002). Curran et al. (1989) han implicado a perros y gatos de
compaiia, encontrando con alta frecuencia seropositividades entre los animales

domeésticos residentes en areas endémicas.

Respecto a la distribucion de otras garrapatas ixddidas, cabe sefialar que para

el género Amblyomma, con numerosas especies reconocidas, se define una
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distribucion mundial, constituyendo las garrapatas que mas cominmente afectan al
hombre en los estados del centro y sur de Norteamérica, habiéndose encontrado en

conejos, perros y grandes mamiferos en todas sus fases.

El género Hyalomma, compuesto por duras y resistentes especies de
garrapatas, se encuentra ampliamente distribuido en el Viejo Mundo. Pueden sobrevivir
en las calidas y aridas regiones donde otros géneros no son viables. En sus primeras
fases se alimentan en aves y roedores, localizandose en su fase adulta principalmente

en grandes mamiferos.

Respecto al género Rhipicephalus, destacamos que la mayoria de sus 46
especies se localizan en Africa, encontrandose algunas especies en Europa meridional y
Asia. De ellas, R. sanguineus puede considerarse cosmopolita por ser el perro el
huésped mas comun, y aunque es responsable de la transmision de la fiebre botonosa

en el area mediterranea, rara vez afecta al hombre.

El género Haemaphysalis, cuyos miembros son especialmente abundantes en
Asia y Madagascar, son de modo especial parasitos de mamiferos y aves. Por Ultimo,
las tres especies del género Boophilus, son garrapatas con un huésped Unico que se
alimentan fundamentalmente del ganado vacuno y con menos frecuencia de otros
herbivoros de gran tamafo; y las garrapatas del género Dermacentor, afectan a
roedores en las fases larvaria y ninfal y a conejos y grandes mamiferos en las fases

adultas.
1.2.3.- Caracteristicas epidemioldgicas de la borreliosis de Lyme.

Se trata de la enfermedad mas frecuentemente transmitida por un artrépodo
vector en el mundo industrializado (Doby et a/., 1991). La borreliosis de Lyme es una
enfermedad emergente, en progresion en EE.UU. y en Europa. La distribucion de la
borreliosis esta condicionada por la distribucion geografica natural de los distintos
vectores, particularmente de I ricinus, si bien ha sido descrita en todos los
continentes con la excepcion de la Antartida, presentando una mayor frecuencia en el
hemisferio norte (Ruel et a/., 1988; Carlberg et al, 1991). Se acepta una distribucion
heterogénea por la diversidad de cepas implicadas en los diferentes cuadros de

borreliosis de Lyme.
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Con una incidencia de 10.000 casos declarados/afo en los EE.UU (el 90%
proceden de los condados del noreste del pais) y una prevalencia de 100.000 casos
registrados en el periodo comprendido entre 1982-1996 (Chow et aj, 2003). En
Europa, donde la enfermedad es declarada tan solo en algunos paises, la incidencia en
zona endémica varia entre el 16 y 140 casos /100.000 habitantes/ano, siendo variable
en funcién de la presencia de garrapatas infectadas. Estudios realizados por diversos
autores indican tal variacion: muy baja en Inglaterra y Gales con 0,32 casos
/100.000/afo (Smith et al, 2000); 111 casos /100.000 habitantes/afio en Alemania
(Huppertz et al, 1999); 300-350 casos /100.000/afio habitantes en Austria y en
Francia del orden de 16,5 casos /100.000 habitantes/afio (Lipsker et al., 2001).

La distribucién de Borrelia spp en Espafia presenta un patron norte-sur, con
aislamiento de B. burgdorferi sensu lato en la mitad norte y especies asociadas a
fiebres recurrentes en la mitad sur, en relacién con la distribucién de los distintos
vectores asociados. Los datos disponibles hasta la fecha sobre distribucion de especies
en nuestro pais, muestran una mayor frecuencia de aislamientos de B. garinij, sequido
de B. burgdorferi No ha habido hasta la fecha notificacion de cepas de B. afzeli
aungue hay sospechas de su participacion en casos de ACA, manifestacion clinica

generalmente asociada con esta especie.

Diversos autores coinciden en afirmar que la distribucion de la enfermedad de
Lyme en Espafia no es uniforme, existiendo distintos focos de endemia localizados en
las cuencas del Tajo y Guadalquivir por la presencia de I ricinus. Se considera entre
0,3 y 14,8 casos /100.000 habitantes/aifo (Cordero del Castillo et a/, 1980; Ldépez
Prieto et al., 1989; Oteo et al, 1990b y 1994; Tamayo et a/., 1990; Garcia-Monco et
al, 1991; Castiella et al., 1992; Guerrero-Espéjo et al., 1993; Caride et al., 1995; Saz
et al., 1995).

En Asturias (Villaviciosa) en 1977, fue diagnosticado seroldgicamente el primer
caso de borreliosis en un paciente que presentaba un eritema migrans (Urufiuela y
Diaz, 1977) y Garcia-Moncd et al (1992) aislaron la primera cepa de Borrelia
burgdorferi (cepa Esp 1) de la peninsula ibérica en la Rioja a partir de una garrapata
Ixodes ricinus. El primer aislamiento de Borrelia garinii (cepa 20047) en una muestra
clinica fue realizado por Oteo et al, (1998). En la actualidad, se ha determinado la

presencia de, al menos tres especies de B. burgdorferi sensu lato en vectores, pero
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Unicamente B. garinii ha sido aislada en las muestras clinicas, definiéndose 5 tipos

diferentes mediante métodos de caracterizacion genotipica (Escudero et a/,, 2000).

A pesar de la evidencia de esta patologia en distintas localizaciones
geograficas, en la mayoria de ellas se desconoce cual es la verdadera importancia de la
enfermedad, ya que se han realizado escasos estudios poblacionales para conocer su
prevalencia. Las encuestas epidemioldgicas realizadas hasta el momento ofrecen cifras
muy variables. Asi, en la Rioja, Benito-Urvina et a/. (1990) encuentran una prevalencia
del 2,9%, mientras que Oteo et al (1992b) en diferentes grupos poblacionales,
demuestran cifras que oscilan entre el 5,8% y el 31,3%. Para la provincia de Soria,
area colindante a la anterior, se ha comunicado una prevalencia global del 13,1%, con
un amplio espectro en funcién de las diferentes areas de salud. En Asturias, Martinez
et al. (1993) y Asensi et al. (1993) describieron una prevalencia variable entre el 8% y
superior al 23% segun la poblacion analizada. Tamayo et a/. (1990) demuestran que
mas del 10% de una poblacidon de riesgo en Valladolid evidencia una respuesta
seropositiva frente a Borrelia burgdorferi. Estudios realizados en Canarias, Sevilla y
Barcelona, confirman prevalencias bajas del 4% (Carrasco et al, 1992; Lopez-Prieto et
al., 1989).

La enfermedad se presenta en todas las edades, pero con una mayor
frecuencia en nifios y adultos jovenes en relacidn a las actividades en areas de recreo y
excursiones al campo siguiendo una distribucion bimodal entre los 5-9 afos de edad y
en mayores de 30 ahos (Nadelman et al, 1998). No hay diferencia en cuanto al sexo
(Campbell et al, 1998) pero en determinadas profesiones, predomina en los varones,
probablemente por su vinculacion a tareas relacionadas con la agricultura o las

actividades forestales (Ciceroni et al., 1998).

1.2.4.- Manifestaciones clinicas.

La enfermedad puede manifestarse con una gran variedad de sintomas vy
signos, habiendo sido denominada “ el ultimo imitador” (Burdash et a/, 1991). Esta
variedad clinica no solo afecta de manera individual a cada paciente, sino que presenta
un distinto componente geografico, existiendo importantes diferencias entre las
manifestaciones clinicas de los casos diagnosticados en Estados Unidos y los

identificados en Europa, considerandose, como se ha referido, que estas diferencias
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estan relacionadas con la diversidad antigénica de las cepas y con las nuevas especies
descritas.

Hay evidencia de que ciertas cepas de Borrelia burgdorferi sensu lato en
Europa, pueden estar asociadas a manifestaciones clinicas especificas, asi Borrelia
garinii se ha implicado en las formas neurolégicas en un 64%, Borrelia burgdorferi
sensu stricto en las formas articulares (71%) y Borrelia afzelii en las formas cutaneas
tardias (80%) (van Dam et a/., 1993) mientras que para las cepas americanas no se ha
demostrado dicha variabilidad (Lavrich et al., 1994).

La borreliosis es una afectacion inflamatoria crénica, multisistémica que cursa
con exacerbaciones y remisiones y que afecta con predileccion a la piel, sistema
nervioso central y periférico, articulaciones y corazén. Tras un periodo de incubacion
medio de 10 dias (rango de 1 dia a 3 meses, Asbrint et a/., 1985) aparece en el lugar
de la picadura una lesion primaria denominada eritema migrans (EM) que es
patognomonica y clave diagnostica precoz de la enfermedad. Desde esta lesion inicial,
se produce una diseminacion por via hematdgena al resto del organismo (fase de
espiroquetemia) dando lugar segun el territorio afecto, a una gran variedad de

manifestaciones clinicas.

Clasicamente, la evolucion de la enfermedad se ha dividido en tres estadios
clinicos, perfilando un curso crénico-recurrente. Sin embargo, las manifestaciones
asociadas a cada uno de ellos pueden presentarse simultaneamente, bien presentarse
de manera aislada sin la existencia de otros signos y sintomas caracteristicos de

estadios previos o bien éstos pueden haber pasado inadvertidos (Reik et a/., 1986).

1.2.4.1.- Borreliosis localizada precoz.

Este estadio de la enfermedad se caracteriza por la aparicion de una lesion
cutanea inicial y un cuadro pseudogripal. La lesion cutanea EM es considerada signo
cardinal patognomdnico de la enfermedad y consiste en una lesidn maculo-papular-
eritematosa que aparece en el lugar de la picadura, principalmente en la espalda, cara
interna de los muslos y piernas, correspondiendo con el chancro de inoculacion
(Steere, 1989; Abele, 1990).
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Aunque la lesiébn puede adoptar diversas morfologias y tonalidades,
comunmente se observa como una lesidén Unica redondeada, con un didmetro medio
de 15 cm, aunque se han descrito lesiones de 40 a 70 cm (Strle et al, 1996). Se
expande centrifugamente, presentando un borde activo rojo-vinoso, que delimita una
zona central mas clara con curacién y posterior descamacion. Esta claridad central se
pensd que era condicidn sine gqua non del eritema migrans pero Nadelman (1998)
demostré que su aparicion esta en funcion de la duracion de la lesidon previa al
tratamiento. Sélo la tercera parte de los pacientes experimentan quemazon o ligero

prurito.

En un elevado porcentaje de pacientes estd ausente (20-35%) o pasa
desapercibido por estar situada en zonas corporales no visibles y ser indolora. A veces,
su centro se torna eritematoso, pudiendo estar indurado o necrético. Histolégicamente
no existen hallazgos especificos, observandose un infiltrado perivascular linfocitario, en
ocasiones con células plasmaticas. Desaparece espontaneamente alrededor de los 28
dias, variando entre un dia y catorce meses, siendo de mayor duracién en los casos
producidos por Borrelia burgdorferi sensu stricto (52 dias) y menor por otras Borrelias
(14 dias). Con tratamiento adecuado desaparece mas precozmente y cuando persiste
mas de cuatro semanas se denomina eritema crénico migratorio. En ocasiones, tras su

curacion permanecen areas hipopigmentadas residuales (Lipschiitz et a/,, 1918).

El 10% de los enfermos que no reciben tratamiento adecuado presentan
recurrencias en la misma localizacion. Su diagndstico es fundamentalmente clinico ya
que en esta fase de la enfermedad las pruebas seroldgicas tienen escaso valor y debe
interpretarse en el contexto epidemioldgico de la enfermedad (Nowakowsk et al,
2001; Edlow et al,, 2002).

El eritema migrans puede acompanarse de un sindrome pseudogripal con
astenia, cefalea y artralgias (Berguer et al,, 1989). La presencia de una linfadenopatia
regional en el lugar de la picadura, puede servir como marcador clinico de borreliosis
de Lyme (Lesniak et al,, 1995). Pueden desarrollarse lesiones cutaneas secundarias en
lugares diferentes al de la picadura, asintomaticas y que hay que distinguir de las
reacciones locales a la picadura de insectos o aranas, de lesiones micéticas o de
diversas dermatitis. Estas lesiones aparecen antes de la diseminacion hematica del

microorganismo. Durante este estadio precoz, pueden aparecer sintomas generales
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mas expresivos como son fatiga (54%) mialgia (44%) artralgias (44%) cefalea (42%)
fiebre y escalofrios (39%) siendo los signos mas frecuentes la linfadenopatia regional
(23%) y la fiebre (16%) (Nadelman et al, 1998) mas comunes en pacientes

americanos, posiblemente por asociarse a especies mas virulentas.

1.2.4.2.- Infeccion diseminada precoz.

Tras varias semanas 0 meses del inicio de la enfermedad, se presenta un
conjunto de signos y sintomas asociados a la diseminacién hematica de la infeccidn,
especialmente derivados de afectacion cutanea, cardiaca y neuroldgica, que persistiran
de manera indefinida si el paciente no es tratado. La traduccidn clinica durante la
diseminacion hematica es una grave alteracion del estado general, siendo el sintoma
mas frecuente la fatiga, casi constante. El cuadro clinico mas comuin es la

neuroborreliosis precoz, particularmente la meningorradiculitis linfocitaria.

En la piel, aparecen eritemas anulares crénicos secundarios, asintomaticos y en
nimero variable (2 a 30) en cualquier localizacidon cutanea aunque respeta las palmas,
plantas y mucosas (Berguer et al., 1989). Se producen por la diseminacion hematica y
son mas frecuentes en pacientes americanos que en los europeos. Otra manifestacion
cutanea es la aparicion de un linfocitoma cutaneo benigno (LCB) también llamado
linfocitoma borreliano (Grosshans, 1980). Es una forma poco comun de borreliosis
diseminada precoz. Consiste en una lesidon Unica, plana o nodular, de coloracién
eritematosa o violacea, indolora, que mide 1 6 2 centimetros de didmetro, localizada
en la mitad superior del organismo, siendo su lugar preferente el Iébulo de la oreja en
los nifos y en la areola mamaria o en el escroto, en los adultos. Su examen histoldgico
muestra un denso infiltrado linfocitario en la dermis aunque también estan presentes
macréfagos, eosindfilos y células plasmaticas, pero anatomopatoldgicamente no es
exclusivo y puede ser dificil de diferenciar de los linfomas malignos. Estas
manifestaciones cutaneas son menos frecuentes que el eritema migrans y sobre todo
se observa en los pacientes europeos Su etiopatogenia no es univoca, pero se ha
demostrado su etiologia borreliana en diversas ocasiones mediante aislados de la
lesion (Hovmark et al., 1986) y amplificacién de ADN especifico (PCR) (Abele et al.,
1990; Gissler et al., 2002).
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En esta fase de la enfermedad se observan artromialgias, cefalea y astenia
marcadas, sin pleocitosis en el liquido cefalorraquideo, sintomas ya descritos en la
literatura europea clasica. (Garin-Bujadoux et a/,, 1922 y por Bannwarth et al.,, 1944).

Las alteraciones cardiacas se dan entre el 4 y 8% de los pacientes y su
intensidad es muy variable, desde palpitaciones a pancarditis fatal. Su curso suele ser
recidivante, durando los episodios dias o semanas. Lo mas frecuente y caracteristico
presentandose hasta en el 50% de los pacientes, son los bloqueos auriculo-
ventriculares de caracter transitorio y de grado variable. Se acompafia de signos
electrocardiograficos y radioldgicos de afectacion difusa. Lo habitual es que no tengan
mucha trascendencia clinica, aunque se han descrito casos de bloqueo irreversible que
obligan a la colocacidon de un marcapasos permanente (Steere et al, 1989). Otras
posibles manifestaciones cardiacas son la pericarditis aguda (Artigao, 1991) miocarditis
aguda e incluso pancarditis y angina por insuficiencia ventricular izquierda (Berguer et
al.,, 1987). Los episodios recidivantes pueden derivar en una cardiopatia cronica,
expresion de la importante afectacién cardiaca por Borrelia burgdorferi, habiéndose
demostrado la presencia del microorganismo en biopsias cardiacas de los pacientes
afectados (Pinto et al., 2002).

Las alteraciones neuroldgicas en la borreliosis, son muy diversas y estan
presentes en todos los estadios. Son las que han recibido mayor atencion en los
Ultimos anos, pues su espectro clinico se ha ampliado notablemente. Las alteraciones
en el sistema nervioso periférico se manifiestan como polineuritis o mononeuritis
multiple, de tipo desmielinizante (Sterman et a/., 1982) o de tipo axonal (Halperin et
al., 1986). La observacion mas frecuente es la presencia de radiculoneuritis unilaterales
o bilaterales, que afectan al dermatomo correspondiente al lugar de la picadura. Cursa
con dolores intensos, lancinantes, aunque a veces su predominio es motor. El trastorno
disautonédmico es frecuente en este tipo de neuropatia. Estudios electrofisioldgicos
demuestran un envolvimiento proximal y distal del axén. Asi mismo estudios
neuropatoldgicos sugieren que la vasculitis puede ser uno de los mecanismos
fisiopatoldgicos primarios (Deltombe et al, 1996). Ha sido demostrado que los
anticuerpos contra el antigeno flagelar se une a los axones normales y a clones de
linfocitos T del liquido cefalorraquideo (Sigal et a/,, 1988) pudiendo reaccionar con un
conjunto de autoanticuerpos que incluyen la proteina basica de la mielina, la mielina

periférica, la cardiolipina y los galactocerebrdsidos. Ryskova y colaboradores (2002)
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encontraron que en el 31% de pacientes, sobre todo en mujeres jovenes, con
serologia positiva para B. afzelii, presentaron anticuerpos frente a la proteina basica de

la mielina.

Destaca en el estadio precoz, la meningitis linfocitaria, siendo mas frecuente en
pacientes europeos. Generalmente debuta como una radiculopatia hiperalgica, seguida
de pleocitosis moderada a partir de linfocitos en el liquido cefalorraquideo (con mas de
100 células/ml y aumento de anticuerpos de clase IgM) pero los signos meningeos o
encefalicos son raros, y cuando estan presentes son de tipo funcional como nausea,
cefalea y fotofdbia (Stiernstedt et a/, 1988). En el 20% de los casos se observan
signos centrales como alteracién de la concentracion, de la memoria y el suefio.
Jaulhac et al. (1991) refieren la posibilidad del hallazgo y cultivo de espiroquetas a

partir de liquido cefalorraquideo.

La afectacién de pares craneales, con pardlisis facial unilateral o bilateral, es
una manifestacion clinica neuroldgica frecuente en los pacientes infectados (50%)
(Pachner et al., 1985; Peltomaa et al., 2002) seguido por la neuritis retrobulbar, siendo
la afectacion de otros pares craneales menos frecuente y de modo muy variable
(Mason et al., 1987). Han sido referidas como expresion de esta afectacion periférica,
alteraciones como la pupila de Argyll-Robertson, en la que no hay respuesta pupilar a
la luz pero si acomodacién, la diplopia, ageusia e hipoacusia. (Bruce-Chwath et al.,
1980). En distintos pacientes infectados se identificé la presencia de una paralisis
recurrente unilateral y una triada tipica que consta de meningitis cronica linfocitaria,
neuritis craneal y radiculoneuritis, asociadas o no a otras manifestaciones clinicas muy
variables (Neuschaefer-Ruber et a/, 1995) como son una radiculopatia sensitiva o
motora (Pachner et a/, 1985) la presencia de corea (Koler et al., 1986 y Russeau et
al., 1986) o el desarrollo de un cuadro de mielitis con ataxia (Pohl-Koppe et a/., 1999)

y ataxia cerebelosa (Arav-Boger, et al., 2002).

En Europa, Garin-Bujadoux et al. (1922) y Bannwath et al. (1944) describieron
el sindrome de Bannwarth-Garin-Bujadox, consistente en una meningitis crénica
linfocitaria a la que se puede superponer la afectacion de pares craneales y del sistema
nervioso periférico. Los signos meningeos son prominentes, vy el liquido cefalorraquideo
presenta una pleocitosis moderada (hasta 5000 células/ml) de predominio linfo-

plasmocitario, siendo la presencia de células plasmaticas, para muchos autores,

40



sugestiva de la enfermedad. Hay una elevacion variable de las proteinas y la
glucorraquia es normal. Se determina una elevacion de gammaglobulinas con
produccion local de inmunoglobulinas de clases IgM e IgG, persistiendo esta Ultima a lo
largo del tiempo (Henrriksson et al., 1986). La presencia de anticuerpos en el liquido
cefalorraquideo es Util para establecer el diagndstico definitivo de neuroborreliosis.
Aunque su ausencia no descarta necesariamente este diagnostico, especialmente si su

examen se realiza en un estadio precoz de la enfermedad (Issakainen et al., 1996).

También es frecuente encontrar en este estadio de la enfermedad, artralgias
erraticas en una o mas articulaciones sin hinchazén articular y que cuando es de
caracter simétrico, conviene realizar un diagndstico diferencial con la artritis
reumatoide. Longwoth et a/. (1990) describieron alteraciones de la funcién hepatica,
con caracter transitorio y recurrente. En el 10% de los casos aparece hepatitis

anictérica (Steere et al., 1983).

1.2.4.3.- Infeccion diseminada tardia.

Este estadio de la enfermedad se caracteriza por la aparicion de

neuroborreliosis tardia, lesiones cutaneas tardias y artritis franca.

Las manifestaciones neuroldgicas generalmente aparecen meses o afios
después del comienzo de la enfermedad, como expresion de los mecanismos
patogénicos directos e indirectos inducidos por la infeccion borreliana, si bien pueden
ser manifestaciones principales de un cuadro de presentacion inicial (Pachner et al.,
1985). En esta fase se desarrollan frecuentemente cuadros neuropsiquiatricos
clinicamente inespecificos, con cambios de personalidad, disfuncidon intelectual de
intensidad muy variable, anorexia nerviosa y la fatiga, que es constante y
predominante durante todo el curso de la enfermedad (Halperin et a/., 1986; Reik et
al,, 1986; Baumhackl et al, 1987). En estos pacientes se han descrito lesiones focales
desmielinizantes del sistema nervioso central (Ackerman, et al., 1985; Bending et al.,
1987, Garcia-Moncé et al, 1989) que constituyen la base del cuadro de
neuroborreliosis o encefalomielitis por borrelia. Es un cuadro clinico muy heterogéneo,
con alteraciones sensitivas, disartria, disfuncidn urinaria, crisis epilépticas, y
trastornos psicoldgicos en diferentes combinaciones. Estas alteraciones plantean un

importante problema de diagndstico diferencial con la esclerosis multiple (Midgard et
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al, 1987). En un alto porcentaje de los casos (87 al 100%) se observan bandas
oligoclonales de inmunoglobulinas del tipo IgM 6 IgG en el liquido cefalorraquideo, que
son especificas contra los componentes de Borrelia burgdorferi (Ackermann R et al,,
1984). Otras manifestaciones neuroldgicas han sido asociadas a la infeccién: meningitis
cronica; mielitis transversa (Rousseau et a/., 1986); vasculitis del sistema nervioso
central (Midgard et a/.,, 1987); alteraciones del sistema nervioso autéonomo (Steere et
al., 1983; Reik et al., 1986; Duray et al., 1987 y Didier et al., 1989).

En los ultimos afios, una lesidon cutdnea denominada morfea ha sido
considerada de interés al hallarse casos de pacientes con dicha alteracion y titulos
elevados de anticuerpos frente a B. burgdorferi (Aberer, 1985; Hercogova, 2002). Por
otra parte, diversos autores incluyen entre las causas de esclerodermia localizada, la
etiologia infecciosa al responder favorablemente al tratamiento con penicilina. Los
mismos autores, fueron capaces de detectar espiroquetas a partir de cortes
histoldgicos de lesiones cutaneas y mediante técnicas de inmunoperoxidasa (Aberer et
al., 1987).

En el estadio tardio de la enfermedad, pueden aparecer manifestaciones
cutaneas tardias como la acrodermatitis crénica atréfica (ACA) siendo frecuente en
Europa y excepcional en EE.UU, al asociarse exclusivamente a infeccion por Borrelia
arzelii (Eberst et al, 1977). Es mas comin en mujeres de edad avanzada y su
localizacion es diferente al eritema migrans (Asbrink et a/., 1991) iniciandose como una
inflamacion azulada en el pie (edema unilateral de talén) o la pierna, siendo menos
frecuente en muslo o miembros superiores, y que progresivamente produce una atrofia
cutanea en papel de cigarrillo, con adenopatia regional y manifestaciones sensitivas y
dolorosas en el 20% de los casos. Se ha podido aislar microorganismos viables a partir
de esta lesidn incluso tras mas de 10 afos de la infeccién inicial (Hausman et al.,
1987). Algunos autores, afirman que se produce como consecuencia de una respuesta
inmunitaria de linfocitos T frente a B. burgdorferi, caracterizandose histoldgicamente
por la presencia de teleangiectasias e infiltrado linfocitario y de células plasmaticas en
la dermis y tejido celular subcutdaneo. Su examen puede ser un buen soporte
diagndstico pero no suficientemente exclusivo de acrodermatitis cronica atréfica
(Buechner et al, 1993).
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En los ultimos afios, y con el desarrollo de los métodos seroldgicos de
diagndstico, se observa una constante descripcidn de nuevas manifestaciones clinicas
de la enfermedad, sustentadas en los hallazgos clinicos observados en pacientes con
resultado positivo, lo que resulta finalmente un criterio débil y que produce un muy
amplio espectro clinico asociado a la enfermedad. No obstante, estudios bien
documentados permiten la descripcién de nuevas manifestaciones clinicas, en general
con baja frecuencia, como la aparicién de erupciones maculo-papulares y urticariales
(Asbrink et a/.,, 1991) o el incremento de pacientes afectos de porfiria cutanea respecto
a la poblacion general (Halkier-Sorenren et al., 1989).

Las manifestaciones articulares tardias, como la artritis franca, aparecen tras
varios meses incluso anos del inicio de la enfermedad, siendo frecuente en pacientes
que no recibieron tratamiento inicial o este fue incorrecto, aunque también ha sido
observada en pacientes que recibieron tratamiento antibidtico (Kalis et al, 1995)
probablemente por continuar la respuesta inmune en ausencia del antigeno. (Steere et
al, 1988). Observandose principalmente en Norteamérica como cuadros clinicos
intermitentes de artritis oligoarticular, localizados con mayor frecuencia en rodilla y
cadera, de duracion variable (semanas o meses) y que tras su remision recidivan en la

misma articulacion.

En algunos casos, se observan afectaciones poliarticulares y simétricas,
simulando cuadros de artritis reumatoide seronegativa. En el 10% de los casos se
observa una evolucion a una forma de artritis crénica persistente con erosién
cartilaginosa y 6sea, mas frecuentemente (60%) en pacientes con marcador HLA-DR4
y HLA-DR2 (Maijsky et al,, 1987; Steere et al., 1988). El andlisis del liquido sinovial
revela una leve elevacion proteica y un aumento del recuento celular, principalmente

de leucocitos polimorfonucleares.

Otras multiples manifestaciones menos comunes han sido descritas por diversos
autores, entre las que cabe destacar la presencia de queratitis, poliadenitis (Winwardke
et al,, 1989) fibromialgias (Abele et al, 1990; Moscatello et al., 1991; Dinerman et
al.,, 1992) dermatomiositis (Hoffmann et a/,, 1995) polimialgia reumatica en ancianos
(Paparone et al., 1995) diversas formas de afectacion hepatica (Chavanet et a/,, 1987,
Goellner et al., 1988; Saz et al, 1995) y agranulocitosis por lesion en médula dsea
(Neuschaefer-Rube et al., 1995).
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Finalmente, se ha demostrado que la infeccidon por Borrelia burgdorferi sl.,
durante el embarazo produce la afectacion del feto, y particularmente durante el
primer trimestre da lugar a anomalias congénitas (sindactilia) enfermedad perinatal
(cardiopatia, prematuridad, calcificaciones cerebrales) e incluso muerte fetal
(Markowitze et al., 1986; Edly et al, 1990; Elsukova et al., 1994; Mac Donald et al.,
1998) habiéndose aislado el microorganismo en distintos organos fetales (Elliot et al.,
2001) y observado mediante tinciones argénticas en muestras de placenta (Mac
Donald et al., 1989).

1.3.- Diagndstico microbioldgico de la borreliosis de Lyme.

Como se ha referido previamente, el diagndstico de la borreliosis de Lyme es
principalmente clinico, sefialandose que un elevado nimero de enfermos no recuerdan el
antecedente de la picadura de garrapata, y hasta en un 50 % de los afectados tampoco aparece la lesion
cutdnea caracteristica. Los métodos microbiologicos coadyudan en la adecuada orientacion de
las formas clinicas complejas, y muy particularmente en las infecciones cronicas o
diseminadas, aceptandose que, de modo general, los procedimientos disponibles en la
actualidad presentan importantes limitaciones que reducen su comun aplicacién y
utilidad clinica. No hay hallazgos especificos en sangre periférica. La velocidad de
sedimentacion puede ser normal o estar ligeramente elevada, al igual que el recuento
de células blancas. Sin embargo en las fases tempranas de neuroborreliosis, el LCR
muestra una pleocitosis linfocitaria moderada y proteinas elevadas con niveles
normales de glucosa. La presencia de bandas oligoclonales especificas en LCR es un
hecho comun y apoya el diagndstico. Sélo en casos de neuropatias periféricas, el LCR

puede ser normal.

1.3.1.- Métodos directos.

La observacion y/o aislamiento de microorganismos en las muestras clinicas
comunmente empleadas para el diagndstico de borreliosis (biopsia cutanea, liquido
sinovial, sangre) representan procedimientos escasamente sensibles por diferentes
causas aunque constituyen los Unicos métodos de confirmacién precisa en la

actualidad.
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1.3.1.1.- Observacion microscopica.

No es posible su visualizacion en fresco con microscopia Optica convencional,
siendo necesaria la microscopia de campo oscuro o microscopia de contraste de fase.
Dado que el nUmero de microorganismos en las muestras clinicas suele ser bajo, no
esta indicada para el diagndstico, pero si para el control del crecimiento en los cultivos
(Preac-Mursic et al., 1991).

A diferencia de otras espiroquetas, se puede teiir facilmente con anilina acida,
u otros colorantes acidos, pero los aislados no pueden ser distinguidos entre si, por sus
caracteristicas morfoldgicas. También puede visualizarse con las tinciones de Gram,
May-Grundwald Giemsa, Giemsa y Wright, y mediante técnicas fluorescentes con
naranja de acridina. Las tinciones argénticas (Dekoning et a4/, 1988; Duray et al.,
1987) son empleadas con frecuencia, si bien presenta el inconveniente del elevado
nimero de falsos positivos determinados por la naturaleza de las estructuras fibrilares
presentes en las muestras de bidpsia. De modo general, el bajo numero de
espiroquetas en las lesiones clinicas y muestras bioldgicas, limita la utilidad de la

deteccion directa de este microorganismo.

1.3.1.2.- Cultivo de muestras clinicas.

El aislamiento en cultivo, considerado como prueba diagndstica de referencia,
juega un papel muy secundario y no se realiza de manera rutinaria en los laboratorios
clinicos, ya que si bien presenta un aceptable rendimiento en muestras de biopsia
procedentes de la lesidon eritematosa, es muy inferior en otras muestras tisulares
(Benach et al,, 1983; Asbrink et al., 1985; Snydman et a/, 1986). Por ello, y por la
relativa complejidad de los medios requeridos, el cultivo se realiza en laboratorios
especializados en los casos en los que es preciso clarificar una borreliosis seronegativa

0 en pacientes afectos de inmunodeficiencias (Wilske et a/., 1993b).

Diferentes medios, sdlidos y liquidos, se han propuesto para el aislamiento de
este patdgeno. Entre los primeros destacamos el medio de agar Barbour-Stoenner-
Kelly (agar BSK) descrito por Burgdorfer et al. (1982) y otros modificados del mismo
(agar BSK II y agar BSK H); y el medio de agar PMR desarrollado por Preac-Mursic et

al. (1991). Otras propuestas mas recientes incluyen los medios sélidos denominados
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agar SCM por Bahrmand et a/. (1996) y agar MPM (Phillips et al., 1998) caracterizados
por obtener un crecimiento rapido de los microorganismos en 1 a 3 dias, tras su
inoculacion. Entre los medios liquidos, sigue siendo el medio clasico BSK II modificado
el empleado mayoritariamente en los diferentes laboratorios (Pollack et a/., 1993). En
la actualidad, se considera como medio de eleccién el denominado medio de Barbour-
Stoenner-Kelly modificado (BSK II) por supresion de la glutamina (Junttila et a/., 1999;
Durden et al, 2001). Todos los medios que se han empleado contienen L-cisteina,
dititotreitol y distintos antimicrobianos (Anderson, 1989). Las condiciones de
incubacidn éptimas se producen con temperaturas entre 33 y 37°C, con una atmosfera
anaerdbica o microaerofilica, debiendo permanecer durante un periodo maximo de 30-
60 dias. Para el cultivo de muestras clinicas, se considera una temperatura éptima de
multiplicacidn ligeramente inferior (30-34°C) debiendo suplementar los medios tras 4-6
dias de incubacién. Se considera también un medio adecuado para la recuperacion del

microorganismo a partir de garrapatas infectadas.

En general, el cultivo presenta una baja sensibilidad debido al reducido nimero
de organismos infectantes. Este problema es mayor cuando se trata de aislar el
microorganismo a partir de liquidos corporales, donde los microorganismos estan libres
muy poco tiempo por la rapidez con que se adhieren a cualquier tejido. Ademas, los
distintos medios disponibles presentan un rendimiento muy variable dependiendo del
tipo de muestra, siendo positivos para muestras de eritema migrans entre un 40% al
70% (Strle et al, 1986; Nowakowsk et al, 2001) y relativamente bajo (entre el 5-
10%) en muestras procedentes de lesiones de acrodermatitis cronica atréfica y
muestras de LCR. Los resultados son practicamente nulos en muestras de sangre o
liguido sinovial (Benach et al, 1983; Asbrink et al, 1985; Snydman et al, 1986;
Persing et al., 1994). Las bidpsias sinoviales proporcionan un resultado positivo similar
a las muestras de eritema, superando al cultivo de liquidos sinoviales. En todos los

casos, se considera que un cultivo negativo no excluye la presencia de B. burgdorteri.

Junto a la variable rentabilidad del cultivo del microorganismo, se ha
evidenciado la limitacion en el estudio patogénico del mismo por el efecto que se
produce en los aislados tras sucesivos subcultivos en dichos medios, aunque se ha

demostrado que se mantiene su capacidad infectiva (Sigal et a/, 1998).
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Debemos sefalar que el lento crecimiento y las dificultades de cultivo no
permiten en la actualidad la realizacién de estudios de sensibilidad con significacién

clinica.

1.3.1.3.- Deteccion de antigenos especificos.

Las limitaciones de los diferentes procedimientos de diagndstico disponibles, ha
conducido al desarrollo de métodos mas sencillos y especificos, como la deteccién de
antigenos de B. burgdorferi expresados en las distintas fases de la enfermedad,
resultando Utiles para el diagnostico en los casos de enfermedad reciente o
persistente. Asi la deteccion de la proteina OspA mediante anticuerpos monoclonales

ha permitido el diagndstico en pacientes seronegativos (Brunner, 2001).

También han sido desarrollados dos métodos para la deteccidon de antigenos en
orina, uno mediante inmunotransferencia inversa (Western blot reverso) y otro de
enzimoinmunoanalisis sobre membrana (Dot blot) utilizando anticuerpos especificos de
conejo frente a un amplio nimero de antigenos, entre los que se incluyen las proteinas
OspA, OspB y OspC, vy otras proteinas de peso molecular comprendido entre los 39
kDa y 93 kDa) definiéndose un limite de deteccion de 12,5 ng/ml. Otros métodos de
deteccion como la inmunofluorescencia directa (IFD) han mostrado su utilidad en
tejido cerebral, pero no son habitualmente empleados en los laboratorios de
Microbiologia clinica (MacDonald et a/., 1986 y 1987).

Los principales inconvenientes de los antigenos derivan de dos problemas, su
codificacion genética en plasmidos lo que les confiere una importante variabilidad y
su falta de especificidad, ya que muchos epitopos estan presentes en otros
microorganismos (espiroquetas, enterobacterias, etc.) o tejidos humanos (Luft,
1991). La proteina de 41 kDa, que puede desencadenar muchas de las alteraciones
clinicas de la neuroborreliosis, ha sido encontrado de forma mas frecuente en
diversas series, lo que puede ser por tratarse de uno de los antigenos mas

inmundgeno y, a la vez, inespecifico.
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Se han estudiado especificamente otras proteinas para conocer su rentabilidad
diagndstica. Asi, la deteccion de la lipoproteina de 39 kDa, es sensible y especifica
como marcador de estadio tardio de la enfermedad de Lyme ain cuando algunos
autores encuentran falsos positivos en casos de sifilis, la proteina de 93 kDa es,
igualmente, especifica de estadios tardios mientras que, por el contrario, las
proteinas de 21-25 kDa y la de 34 kDa son altamente especificas de estadios
tempranos (Dressler, 1993b). Recientemente (Schwan, 1996) se ha identificado el
antigeno GIpQ como un epitopo especifico presente en enfermos con borreliosis
recurrente. Este hecho es de gran interés clinico, ya que su incorporaciéon en las
pruebas puede excluir falsas serologias positivas en el diagnostico de la borreliosis de
Lyme.

1.3.1.4.- Amplificacion de ADN mediante reaccion de la polimerasa (PCR) y
sondas de ADN.

Respecto a los métodos de diagndstico molecular, se ha desarrollado
procedimientos muy diferentes, con amplificacion de secuencias génicas que codifican
distintas lipoproteinas de la membrana externa como OspA , OspB y OspC, o proteinas
de grupo como la flagelina. El método de amplificacién mas empleado es la nested
PCR para OspA (Wallich et al, 1990; Picken, 1992) habiéndose igualmente
desarrollados para la identificacion de Borrelia spp. en garrapatas (Lebech et al,,
1993). Los métodos de amplificacion de ADN presentan una alta sensibilidad y
especificidad, sin embargo la persistencia de un resultado positivo no permite distinguir
entre infeccidn activa o resolucidn de la misma, debido a la permanencia de genomas
no viables (Nadelman et a/,, 1998).

En la actualidad, se subrayan como principales ventajas sobre otros métodos
directos o indirectos, la posibilidad de establecer un diagndstico precoz sin necesidad
de esperar la seroconversion del paciente; el adecuado diagndstico en pacientes que
presentan una sintomatologia infrecuente o evolucionan hacia un cuadro cronico; y la
correcta monitorizacion del tratamiento, ya que los métodos seroldgicos no permiten

evidenciar una respuesta eficaz por persistencia de anticuerpos de clase IgG por afios.

48



Aceptando la variable inoculacion de espiroquetas en cada caso, en general se
estima la presencia de un bajo nimero de genomas en las muestras clinicas,
obligando a métodos de obtencién de ADN muy sencillos para evitar su pérdida. Las
técnicas de amplificacién del genoma son de especial eficacia, pero tienen el problema
de que una constante en esta enfermedad es el bajo nimero de organismos

infectantes.

La carga de espiroquetas transmitidas por el vector en el momento de la
infeccion puede oscilar de unos cientos hasta 5.000 y el nimero de genomas en
liquidos corporales puede ser menor de 50/ mL. En estas circunstancias es necesario,
en primer lugar, disponer de técnicas de extraccién y purificacion de ADN que eviten al

maximo la pérdida de material durante el procesamiento de la muestra.

Para este objetivo, se han descrito una gran variedad de métodos dependiendo
de la muestra a tratar. Los métodos tradicionales incluyen una disrupcion de las
células, inactivacion de ARNasas y/o ADNasas con sales caotropicas, degradacion de
proteinas con proteinasa K, extraccién del ADN con fenol-cloroformo y precipitacion

con alcoholes (etanol o isopropanol).

Dado el niumero de genomas en las muestras, se han ensayado métodos
alternativos que aumentan la sensibilidad. Entre ellos, la extraccion con tiocianato de
guanidina permite la extraccién y precipitacion sin cambiar de tubo, evitando la pérdida

de material en los trasvases que se realizan en los métodos tradicionales.

Otros métodos mas simples aplicables a muestras liquidas realizan una
centrifugacion y posterior tratamiento por ebullicién del sedimento, sin extraccién
posterior. En cualquier caso se recomienda la adicién de "carriers" (glicdgeno, ADN de
leptospiras, etc.) que ayudan a precipitar pequefias cantidades de ADN. También
existen en el mercado procedimientos basados en matrices de resina que captan el

ADN que sera eluido a través de columnas desechables.
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El rendimiento de estos procedimientos puede ser muy elevado, considerandose
que en muestras cutdneas de pacientes con eritema migrans o acrodermitis cronica
atrofica se asemeja al cultivo. Mediante nested-PCR con iniciadores para la secuencia
que codifica OspA se han obtenido entre un 70-80% de resultados positivos en casos

de eritema migrans.

En pacientes con neuroborreliosis se informan resultados positivos muy
variables (del 25% al 100% de los casos) presentandose resultados mas homogéneos
en las muestras de liquido sinovial en pacientes con artritis de Lyme (entre el 70% vy el
90%) que contrastan con el bajo nimero de resultados positivos en el cultivo de este
tipo de muestra. Para muestras séricas o de sangre total, su rentabilidad es muy baja
y, en general, no son muestras recomendadas, de modo similar a su escasa utilidad en
el cultivo bacteriano (Wilske et al., 2002). Los resultados en orina son mas dificilmente
interpretables (Lebech et a/, 2000) y no se ha establecido una pauta diagndstica, ya
que se han detectado resultados PCR positivos en pacientes sanos con anticuerpos

anti-borrelia en suero.

Algunos autores (Hyde et al., 1989; Lebech et al, 2000) han destacado la
variabilidad de resultados positivos en relacion al estadio evolutivo de la enfermedad,
resultando particularmente Util en los cuadros con afectacidon neuroldgica, ya que se ha
demostrado la permanencia de los microorganismos en los nervios periféricos
(Maimone et al., 1997).

La técnica de amplificacién también es vital a la hora de obtener una buena
sensibilidad. Un test de PCR anidado, ("nested" o "semi-nested") donde se realizan dos
amplificaciones consecutivas mediante el uso del producto de la primera amplificacién
como diana para la segunda, proporciona un gran rendimiento. El procedimiento de
deteccion de los amplificados también ayuda a mejorar la sensibilidad. Un método de
deteccion ampliamente utilizado, con una gran sensibilidad y especificidad
comprobadas por diferentes grupos, es el llamado "Reverse Line Blotting", donde los
productos de amplificacion, marcados con biotina (mediante el uso de uno de los
iniciadores marcados) se hibridan sobre una membrana de nylon en la que se han

aplicado sondas especificas de diferentes especies.
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De esta manera, se obtiene un resultado positivo/negativo ademas de la
especie del organismo causal. La variabilidad en los genes elegidos para su
amplificacion es uno de los factores que introducen problemas de normalizacion en
este tipo de pruebas. La eleccion tiene que pasar obligatoriamente, por el empleo de
regiones del genoma con poco grado de variabilidad. Se han descrito casi tantos
métodos como genes especificos tiene el microorganismo. Los mas utilizados son los
que amplifican diversas regiones de OspA (en su zona menos variable) regiones de fla
(flagelina) p93 (gen cromosémico con poca variabilidad) y los espacios intergénicos
entre las unidades 5S y 23S del ADN ribosémico. En cualquier caso, OspA es, con
diferencia, el gen mas empleado y el que permite obtener resultados con una mayor

sensibilidad.

La deteccion directa de secuencias de ADN especificas mediante PCR puede ser
una técnica prometedora que complemente las pruebas seroldgicas, si bien no esta
exenta de problemas. La causa de error mas frecuente es la aparicion de falsos
positivos como consecuencia de la amplificacion de un ADN distinto en la muestra
analizada y la dificultad surgida, a veces, en la hibridacion de los iniciadores al ADN
diana debido a la gran varibilidad genémica en B. burgdorferi. Los falsos negativos se
deben, sobre todo, a la existencia de una pequefia cantidad de ADN diana y a la
presencia de inhibidores de la 7ag polimerasa. La aparicion de estos inhibidores
depende del tipo de muestra siendo poco frecuentes en LCR y mdas en muestras de
orina, bidpsias de tejidos y sangre. En liquido sinovial parece mas conveniente la
amplificacion del gen OspA (Nocton, 1996) aun cuando su utilizaciéon en nuestro medio
esta dificultada por presentar una homologia con las cepas europeas de solo el 80%.
De esta forma, las infecciones por B. garinii no serian detectadas utilizando los

mencionados iniciadores.

En la artritis de Lyme, la investigacion de ADN en orina es menos sensible que
los métodos seroldgicos, posiblemente al bajo nimero de microorganismos y a su
aparicion en forma intermitente. En los casos de neuroborreliosis, la PCR pudiera ser
una técnica a tener en cuenta dada la dificultad del diagndstico por cultivo en muestra
de LCR. No obstante, la ultimas aportaciones son poco alentadoras, con tasas de
positividad del 25% (Nocton, 1996).
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Por tanto, la PCR es un método sensible y especifico, pero con el inconveniente
de no haber encontrado la diana idénea, bien por falta de expresion (ADNr 16S) o bien
por variabilidad en la secuencia (OspA). En este momento, no sustituye a la evaluacion
clinica y a la serologia, aunque si completa el diagndstico en aquellos casos en los que
se puede obtener un resultado positivo (Schabereiter et a/, 2003). Un resultado

negativo no excluye la existencia de enfermedad.

1.3.1.5.- Inoculacion animal.

Las dificultades del crecimiento de B. burgdorferi en medios artificiales y en
medios celulares, han llevado a ensayar distintos modelos de inoculaciéon animal. Asi,
Barthold et a/ (1990) propusieron la inoculacion de muestras clinicas en ratones
C3H/He, consiguiendo un crecimiento mas rapido (15 dias) que el cultivo en BSK I,

conservandose la virulencia de los microorganismos.

Por otro lado, estos ensayos resuelven el problema de la contaminacion que se
produce en los medios /in vitro, evitandose la adicion de antibidticos que puedan

contribuir negativamente a la viabilidad de los mismos.

Mediante este tipo de aislamiento, el grupo de trabajo de borreliosis en
Espana, fue capaz de reproducir un cuadro de artritis similar al encontrado en la
enfermedad de Lyme y evidenciar lesiones cutaneas alejadas del punto de inyeccién en
ratones C3H/He, empleando el material de una biopsia cutanea de un paciente

conteniendo B. garinii (Oteo et al., 1998).
1.3.2.- Métodos indirectos.

Aceptandose que diagnodstico de borreliosis de Lyme es esencialmente clinico,
las pruebas seroldgicas representan una ayuda relevante, si bien no existe una prueba

definitiva y universalmente considerada, en gran medida debido a la variabilidad de los

aislados que intervienen en las diferentes areas endémicas.
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Se considera que la deteccion de anticuerpos especificos son mas eficaces en
los estadios finales de la enfermedad, donde globalmente alcanzan una especificidad
entre el 84% y 93% (Fahrer et al., 1991) mientras que disminuye hasta un 70-80% en
la fase diseminada precoz y son escasamente especificos en el primer estadio (20-
25%).

Aunque se han propuesto diversos métodos de deteccion de la respuesta
inmunitaria especifica en los casos de enfermedad, se acepta en la actualidad que los
métodos de enzimoinmunoanalisis (EIA) y de inmunotransferencia (Western blot)
constituyen los mas adecuados para este diagndstico indirecto.

1.3.2.1.-Inmunofluorescencia indirecta.

La observacion de espiroquetas fijadas en portaobjetos mediante anticuerpos
de clase IgG e IgM marcados con fluoresceina, representa una prueba rapida y simple,
que ha sido propuesta como método de cribado en areas endémicas, pero presenta
como todas las inmunofluorescencias limitaciones importantes por la subjetividad del
observador y, en este caso concreto, por las frecuentes reacciones cruzadas que se
detectan, principalmente con 7. pallidum y Leptospira spp. (Magnarelli et al, 1990;
Sugiyama et al, 1993) y posiblemente con espiroquetas orales en pacientes con
enfermedad periodontal. Se ha empleado para diagndstico en diversas muestras
bioldgicas como suero, LCR, liquido sinovial, con una sensibilidad superior al test de
ELISA segun estudios realizados por el Center for Disease Control and Prevention
americano (CDC) siendo del 58,9% mediante IFI, frente al 32,7% de los métodos de
EIA convencionales y una especificidad minima frente al Wb (Dzierzecka et al., 2002).
Como se ha referido su principal indicacion es el cribado de muestras clinicas. Los
titulos considerados representativos de infecciéon son para IgG > 1/256 y para IgM en
suero > 1/32 y para IgM e IgG en LCR > 1/4 (Fraile. Tesis doctoral, 1993). Aunque
algunos autores preconizan que es tan reproducible como el ELISA (Bakken, 1992) lo
cierto es que es mas dificil de normalizar. Es rentable en estadios tardios de la
enfermedad, pero cuando la manifestacion que se presenta es el eritema migrans. Uno
de los aspectos importantes seria establecer la dilucion éptima para el punto de corte,
ya que se han llegado a manejar valores tan dispares como 1/16, 1/128 o incluso
1/256, con lo que la interpretacién es dificil y la influencia en los resultados
epidemioldgicos, notable (Gutiérrez, 1995).
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1.3.2.2.- Enzimoinmunoanalisis.

Se han desarrollado distintos métodos segun el antigeno empleado, utilizando
basicamente antigeno celular sonicado, antigeno recombinantes y antiigeno flagelar.
En conjunto se considera una prueba mas sensible y especifica que la IFI 6 la
inhibicién de la hemaglutinacion (Graft et al, 1984) presentando como principales
ventajas la automatizaciéon de la prueba. Su indicacién principal es el cribado inicial de
los casos sospechosos de la enfermedad, aunque también se ha empleado en estudios
epidemioldgicos de poblaciones. Como todos los resultados serolégicos disponibles
para el diagndstico de la borreliosis de Lyme, su interpretacion debe realizarse en el
contexto clinico-epidemioldgico del paciente (Luyasu et a/., 2001; Bunikis et al., 2002).

Las limitaciones son comunes a otros procesos infecciosos, ya que se observan
resultados falsos negativos en las fases precoces, presenta reactividad cruzada con un
nimero amplio de etiologias infecciosas y no infecciosas, y es dificil su interpretacion
en pacientes sanos residentes en areas endémicas (Bunikis et al, 2002).
Recientemente, se ha manifestado la dificultad de su valoracién en individuos que

hayan sido vacunados.

La eleccién de un ELISA basado en antigenos individuales (como el ELISA-
flagelo) debe ser cuidadosamente evaluada, ya que se ha descrito una variabilidad
apreciable entre las cepas de las diferentes "areas endémicas" aun dentro del mismo
pais; esto supone que idéntico ELISA con un determinado antigeno flagelar puede no
presentar la misma sensibilidad en todas aquellas, subestimando el diagndstico de la

enfermedad especialmente en las fases tempranas de la misma.

Por estas limitaciones, se han propuesto otros métodos de EIA utilizando el
antigeno VISE, que reproduce la secuencia de la region invariable 6 del VISE, o
distintas proteinas recombinantes sin incluir la lipoproteina OspA (Gomes-Solecki et
al, 2002; Burkert et al, 2002) encontrandose la ausencia de falsos positivos en
donantes sanos y en individuos vacunados (Marques et a/, 2002) aunque persiste la
reactividad cruzada en pacientes con sifilis, ehrlichiosis y artritis reumatoide (Magnarelli
et al., 2002).
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1.3.2.3.- Inmunotransferencia o Western blot.

Los métodos de inmunotransferencia constituyen la prueba de referencia entre
los métodos de diagndstico seroldgico, permitiendo la detecciéon de anticuerpos de
clase IgM e IgG frente a una diversidad de antigenos especificos de distintas especies
de B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii o B. afzelii (Norman et al, 1996).
Considerada como prueba confirmatoria por su elevada sensibilidad y especificidad,
siendo necesaria su realizacion tras un resultado positivo o dudoso en la prueba de
ELISA, permite determinar un amplio espectro de anticuerpos especificos frente a las
distintas proteinas, de modo independiente a su consideracién para un resultado
positivo 0 negativo, siendo las mas importantes las de 93,41,39 34 y 23. Ademas, se
ha confirmado su utilidad para monitorizar una respuesta al tratamiento (Aberer et al.,,
1999).

Sin embargo, en la actualidad se observan multitud de limitaciones que
cuestionan la validez de este criterio. Particularmente, las diferencias epidemioldgicas
reconocidas entre los casos de la enfermedad en Europa y Norteamérica, plantean la
necesidad de emplear lisados de aislados propios asi como criterios de interpretacion

determinados en cada area.

Ademas de los problemas referidos, presenta las limitaciones propias de los
métodos seroldgicos: resultados falsos negativos en fases precoces (Issakainen et al.,
1996) y equivoca significacién de los resultados para anticuerpos IgM en poblaciones
de bajo riesgo o en pacientes con clinica atipica (Porwancher, 1999). Presenta
reactividad cruzada con otras infecciones como sifilis y mononucleosis infecciosa, o
enfermedades sistémicas como lupus eritematoso sistémico y artritis reumatoide.
(Humair et al, 1998; van Dam et al, 2001). Existe una gran variedad de técnicas
comerciales disponibles, variando tanto en la especie como en la fraccién antigénica
utilizada, lo que conduce a grandes diferencias en sensibilidad, de entre un 50 y un
93,8%). Por lo general, un esquema que incluya un sonicado de células completas
como antigeno en un ELISA indirecto va a tener una buena sensibilidad. Hay
laboratorios que afiaden técnicas alternativas tales como un ELISA con proteinas del
flagelo obtenidas por fraccionamiento celular o con fragmentos recombinantes de los

principales antigenos inmunodominantes de las especies.
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Se recomienda una determinaciéon tanto de anticuerpos IgG como IgM por
separado aunque, dependiendo de la fase en la que esté el paciente, la ausencia de
IgM no descarta una enfermedad activa. Aunque la variedad de los ELISA disponibles
en el mercado hace muy dificil su normatizacion, la modificacion local de los valores de
corte y el esquema de confirmacién por IB de todas las muestras con resultado
positivo 0o equivoco puede obviar esas diferencias. En los casos neuroldgicos con
afectacion del SNC es necesaria la confirmacion de produccion intratecal de
anticuerpos mediante estudio del indice de IgG/albumina. Sin embargo y dado que en
esta fase es frecuente una permeabilidad patoldgica de la barrera hematoencefalica un
indice no significativo no descarta tampoco la enfermedad.

Se recomienda el empleo de cepas de pase bajo (con la mayoria de las
proteinas intactas) y que expresen OspC (hay mucha variabilidad en este punto y OspC
es una de las proteinas vitales para la interpretacion de un IB). Por todos estos
motivos, es dificil la definicion de criterios de interpretacion internacionales. En Espafia
y con los datos disponibles hasta la fecha sobre la distribucion de cepas las especies
que deberian emplearse en un Wb son B. garinii y B. burgdorferi. Entre las
recomendaciones aceptadas hasta la fecha para la interpretacion de la prueba las
publicadas por centros de nuestro entorno hay grandes diferencias. En general, los
criterios europeos son mas laxos, lo que implica disponer de un método muy ajustado
y normatizado para evitar al maximo los problemas asociados a una baja especificidad.
Actualmente, dentro de los grupos de estudio en la Accion Concertada sobre la
Borreliosis de Lyme de la Unidn Europea (EUCALB) se esta intentando definir criterios
para su interpretacion. La formulacion de un criterio Unico europeo se considera poco
realista dadas las diferencias en la distribucién de especies y la incidencia en las zonas

endémicas.

La reactividad en IgM sdlo es imprescindible para los casos de fase 1 y para los
casos con enfermedad diseminada temprana, al comienzo de las manifestaciones
neuroldgicas y articulares. Mas adelante en el curso de la enfermedad, sélo se
detectan, generalmente, niveles altos de IgG. Asi mismo, el nimero de bandas

positivas para IgM puede decrecer con el tiempo en ausencia de tratamiento.

Nunez (1996) selecciona bandas mediante la eleccidon de aquellas que reflejaran

los anticuerpos IgG menos frecuentes en individuos que carecian de factores que
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pudieran interferir en la respuesta de anticuerpos y las que presentaban un
comportamiento adecuado, dada su frecuencia, en un grupo con diagndstico
establecido para la borreliosis de Lyme. Posteriormente, y tras comprobar la utilidad
diagndstica con los criterios establecidos por otros autores, comprobamos cémo la
presencia de anticuerpos frente a las proteinas de 93, 39, 34 y 23 kDa mostraba una
mayor rentabilidad.

Para establecer el diagndstico de la enfermedad actual o, en su defecto, de
infeccion previa, los resultados de IgM se deben interpretar segun los criterios de
Engstrom (1995) y los de IgG segun los de Dressler (1993) en base a los estudios de
Johnson (1996) y Leude (1996). Cuando se quiera diagnosticar neuroborreliosis con
métodos seroldgicos es necesario demostrar la produccién local de anticuerpos,
aunque se han descrito falsos resultados negativos en el 10% de los enfermos en fases
iniciales (Haass y Treib, 1996). Los anticuerpos IgM pueden persistir durante mucho
tiempo y en estos casos, se debe considerar la realizacion de un nuevo tratamiento si
se produce un aumento significativo del titulo de anticuerpos acompafiado de nuevos
sintomas de la enfermedad (Gutiérrez, 1995; Hofman, 1996). Puede existir reactividad
seroldgica compartida con infecciones por otras espiroquetas y falsa reactividad en las
infecciones agudas por hAerpes virus, individuos infectados por el VIH, pacientes con
manifestaciones neuroldgicas y reumatoldgicas, mujeres gestantes e incluso en sujetos
sanos (Nufiez, 1996). La causa de todos estos falsos positivos pudiera deberse a la
sintesis de anticuerpos frente a estructuras antigénicas similares a B. burgdorferi, ain
cuando no puede excluirse de forma taxativa el hecho de que estén realmente
infectados por esta espiroqueta. La simple positividad de bandas en el Western blot
puede indicar que estamos ante un contacto pasado con el microorganismo, una
infecciébn aguda activa, una infeccion persistente, sindromes post-infecciosos,
reactividad cruzada con otros microorganismos, o ser fruto de una estimulacion
monoclonal o policlonal inespecifica de linfocitos B en el curso de infecciones por virus

linfotropos.

Las reacciones cruzadas descritas para este microorganismo y las detectadas en
nuestro medio se observan en pacientes con anticuerpos frente a Micobacterium
tuberculosis y Rickettsia conorii pueden presentar reactividad cruzada por ELISA, pero
su reactividad por IB se limita a un pequefio repertorio de bandas que no confunden

un diagndstico. Sin embargo, la reactividad en el IB de algunos casos de brucelosis
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(cuya forma neuroldgica puede dar lugar a confusién clinica y epidemioldgica) fiebre
recurrente (con una sintomatologia neuroldgica que también comparte ciertos aspectos
con la BL) sifilis, fiebre Q, bartonellosis o legionellosis si son un problema importante
de interpretacion del bandeo de la prueba y por tanto, ante un IB reactivo en pacientes
de zonas endémicas para estas infecciones, es fundamental descartar esta reactividad
cruzada antes de evaluar su resultado. La informacién clinica es aqui muy importante.
La reactividad cruzada con el 7reponema pallidum es la mas frecuentemente descrita y
s6lo la negatividad seroldgica de las pruebas de sifilis (treponémicas y reaginicas)
avalarian el diagnostico de BL. El solo hallazgo de una prueba treponémica positiva no
descarta de ninguna manera una BL, ya que se han descrito hasta un 43% de casos de
borreliosis con reactividad cruzada frente a 7reponema pallidum especialmente cuando
se emplea FTA. Una estimulacion oligoclonal, como las observadas en casos de
infeccién con virus Epstein-Barr, Citomegalovirus y Mycoplasma pneumoniae pueden
producir una reactividad frente a un gran repertorio antigénico de B. burgdorferi. Asi
mismo, las reacciones autoinmunes que aparecen en casos de lupus eritematoso
sistémico, artritis reumatoide, esclerosis multiple y otros procesos con patogénias
similares, pueden inducir reacciones falsas positivas, tanto por ELISA como Wb, y
generalmente de la clase IgM, por lo que se debe realizar un estudio de anticuerpos

autoinmunes que descarten estas entidades clinicas.

1.3.2.4.- Otros métodos seroldgicos.

La prueba de hemaglutinacién pasiva (HM) ha sido propuesta por varios autores
como método alternativo al enzimoinmunoanalisis (Pavia et. a/,, 2000) basandose en
que globalmente presenta una mayor especificidad (98%) y sensibilidad (100%) que
los métodos de ELISA. En fases iniciales de la enfermedad, con eritema migrans,
encuentran una reactividad ligeramente superior (46-48% frente al 42% del ELISA)

pero han sugerido su utilidad en todos los estadios de la enfermedad.

El test de fijacion del complemento, propuesta por Artsob et a/. (1990) no ha
sido considerada como prueba de utilidad clinica. Prueba de estimulacion de linfocitos
especificos, se utiliza en pacientes con serologia negativa (ELISA y Western blot
negativos) para evaluar una posible borreliosis seronegativa. Los preparados
antigénicos para estas pruebas incluyen lisados sonicados de células completas de

Borrelia burgdorferi, o antigenos purificados parcialmente y antigenos recombinantes.
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Los métodos inmuno-cromatograficos con antigeno purificado de B. burgdorferi
sensu stricto para deteccion de anticuerpos IgM e IgG como el Rapid Scope (Microbe
Scope AG) refieren una sensibilidad definida del 100% y una especificidad del 91%,
correlacionandose con la prueba confirmatoria de Wb en el 99-100% de los casos

analizados.

Recientemente se ha utilizado una técnica nueva, denominada Borrelia-specific
T-cell reactivity, usando interferon-gamma ELISPOT assay (Ekerfelt et a/, 2001) en
pacientes donantes sanos reactivos mediante las pruebas de ELISA previas. Los
autores aseguran su utilidad en el diagnéstico de la borreliosis latente.

Un método aun no comercializado, basado en la propiedad de los anticuerpos
de destruir las borrelias /n vivo ha sido propuesto por Sadziene y Barbourg (1995). La

lectura se realiza mediante citometria de flujo.

1.4.- Criterios de diagndstico clinico

Como hemos sefialado, la borreliosis, al igual que la sifilis, se presenta como “el
gran imitador” y a menudo causa problemas de diagnodstico por presentar
caracteristicas similares a otras muchas enfermedades. Ademas, con frecuencia sigue
un curso cronico-recurrente con periodos de latencia entre las crisis, que complica el
estudio y seguimiento de los casos, requiriéndose por todo ello un conjunto de datos
clinicos, proporcionados por una adecuada sospecha clinico-epidemioldgica, una
anamnesis detallada, una exhaustiva exploracion fisica y una variedad de pruebas

complementarias.

El diagndstico puede ser exclusivamente clinico cuando se evidencia la
presencia de la lesion eritema migrans, pero en un 60% de los casos esta lesion esta
ausente o se encuentran otras lesiones atipicas, haciéndose necesario el estudio de
antecedentes epidemioldgicos y la realizacion de diversas pruebas de diagndstico
anatomopatoldgico o microbioldgico. En los cuadros mas evolucionados sin lesiones
cutaneas o con lesiones cutaneas tardias, el diagndstico clinico debe confirmarse
mediante métodos seroldgicos, si bien un resultado positivo aisladamente no

constituye por si solo una prueba de borreliosis (Barbour et a/., 1989) del mismo modo
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que un resultado negativo en pacientes con una fuerte sospecha clinica no descarta el
diagndstico. Esta compleja evaluacion determind la proposiciéon de una serie de
criterios diagnosticos (Barbour et al.,, 1989; Guerrero-Espejo et al., 1994):

Borreliosis cierta: Presencia de eritema migrans en ausencia de resultado
serolégico positivo o bien, la presencia de clinica de borreliosis tardia con pruebas
seroldgicas positivas.

Borreliosis probable: Antecedente de eritema migrans o de exposicion en
area endémica, no siendo preciso el antecedente de picadura por garrapata, junto a
un signo clinico de enfermedad que esté presente en la actualidad. Las alteraciones
articulares deben ser confirmadas mediante radiografia o aspiracién del liquido sinovial.
En las cuadros neuroldgicos debe existir alteracion del liquido cefalorraquideo (no
siendo precisa la presencia de produccién de anticuerpos locales frente a la Borrelia
burgdorferi y ademas, la confirmacion seroldgica mediante ELISA o IFI positivos,

siendo el Western blot dudoso o negativo.

Borreliosis posible: Antecedente de exposicion en area endémica mas

presencia de clinica “atipica” y serologia positiva o dudosa.

Debe considerarse que los CDC, incluye como signos y sintomas clinicos
principales el eritema migrans o manifestaciones frecuentes como artralgias, mialgias,
artritis franca, palpitaciones, cefalea, parestesias, cambios visuales y sindrome de

fatiga crénica (Holmes et al., 1994).

Por otra parte, el grupo de trabajo para la borreliosis de Lyme en Espaia,
incluyé también, como signos clinicos diagndsticos de la enfermedad la presencia de

acrodermitis crdnica atréfica o de linfocitoma cutaneo benigno (Oteo et a/., 1995).
1.5.- Profilaxis y tratamiento.

Ademds de acciones terapéuticas concretas, se proponen diferentes
recomendaciones de prevencion dirigidas a personas con un importante factor de

exposicion como son los trabajadores forestales, nifios que realizan excursiones al

campo y turistas que viajan a zonas endémicas, orientadas fundamentalmente a evitar

60



la picadura del vector. Asi, se recomienda el uso de calzado y ropas adecuados para
estancias en zonas de bosque o matorral, el uso de insecticidas del tipo DEET (N,N-
dietilmetatoluamida) para aplicacion cutanea o derivados con permetrina para
aplicacion sobre ropas, y de manera frecuente, la inspeccion de areas cutaneas
particularmente pliegues y zonas pilosas para poder desprender de manera precoz las
garrapatas adheridas.

Es de interés la inspeccién de los animales de compainiia tras la realizaciéon de
paseos 0 estancias por areas donde se considere la existencia de garrapatas. Otras
medidas encaminadas a eliminar el vector, como el rociado de los matorrales con
insecticidas, ademas de resultar costoso, ha demostrado su ineficacia (Endris et al,
2002; de Vries et al., 2002).

1.5.1.- Profilaxis antimicrobiana y vacunacion.

Aun en zonas endémicas, el riesgo de infeccion por Borrelia burgdorferi
después de una picadura reconocida de garrapata es bajo, variando entre un 1,2 — 5%
segun diferentes estudios (Wilske, 2002; Jones et al., 2002) por lo que no se considera
indicado el tratamiento antimicrobiano profilactico de modo rutinario. Ademas, no se
ha demostrado diferencia significativa en la prevencién de la aparicion de eritema
migrans en sujetos en los que se administra amoxicilina previamente a la picadura de

una garrapata frente a los que toman un placebo (Johnson et a/., 1984).

Desde mediada la década de los afios noventa, se han desarrollado y evaluado
diferentes vacunas con el fin de proteger a personas que residen en zonas endémicas
(con una incidencia >1% anual) o que viajan a éstas areas. De ellas, Unicamente la
vacuna monovalente con lipoproteina de superficie OspA (Luke et al, 1997) ha
demostrado su efecto protector en animales y voluntarios sanos, siendo efectiva en

edades comprendidas entre 15 y 65 afios (Sigal, 1998).

Estudios realizados en adultos vacunados, demuestran que el 76-96%
presentan un incremento en la produccién de anticuerpos especificos tras dos semanas
de la inoculacién de la segunda dosis. Los mismos estudios sugieren la necesidad de
una tercera dosis de vacuna al afio de recibir la primera, ya que se incrementa su

eficacia. En otro estudio realizado por Parent (1999) se afirma que tras la inoculacién
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de 2 dosis, se alcanzaria el 50% de proteccion; tras 3 dosis, el 90% y con una cuarta
dosis, la proteccion seria del 95% o mayor. En los pacientes que presentan borreliosis
de Lyme, aunqgue la vacunacion no resuelve la infeccion establecida, no se incrementa
el riesgo de activacidon de mecanismos autoinmunitarios asociados (Schoen et al.,
2003). Por otra parte, puede positivizar las pruebas seroldgicas de cribado tras la
vacunacion (Marques et al., 2002) del mismo modo puede afectar a la interpretacion
del Western blot (Gomes-Solecki et al/., 2002).

La vacuna elaborada por los laboratorios SmithKline Beecham, denominada
LYMErix, fue aprobada por la U.S. Food and Drug Administration (FDA) a finales de
1998. Solo protege frente a Borrelia burgdorferi sensu stricto y se desconoce la
proteccion cruzada frente a otras especies (Huebner et al., 2000). Existe otra vacuna
formada a partir de antigenos recombinantes (rOspA) elaborada por los laboratorios

Pasteur Merieux Connaugt, denominada ImuLyme (Alexopoulou et al., 2002).

En Europa, debido a la mayor heterogeneidad de la lipoproteina OspA se
considera necesario la preparacion de otro tipo de vacuna, que fueran polivalentes,
investigandose en la actualidad el potencial de las vacunas constituidas por las
proteinas OspC, DbpA, p35 6 p66. En ensayos realizados con perros, las vacunas con
antigenos polivalentes parecen ser efectivas (Straubinger et al, 2001). Las
indicaciones de la vacuna son restringidas, ya que no deben usarse en campafas de
vacunacidon masivas, ni debe incluirse en los programas de vacunacién infantil (Miller,
1999) aunque se acepta que la mejor forma de prevencion en zona endémica seria la
vacunacion, ya que en regiones donde el riesgo de enfermedad es moderado o alto
(del 01-1%) el uso de la vacuna en las personas que por su actividad laboral
incrementen el riesgo de exposicidon como son los trabajadores agricolas, los guardas

forestales, constituiria un claro beneficio.

Para los turistas que viajen a una zona endémica por corto periodo de tiempo,
la decisibn de vacunar o no queda supeditada al criterio facultativo. Entre los
inconvenientes destacan el elevado coste y la ausencia de experiencia en menores de
15 anos de edad (no aprobada para ninos entre 1-15 afos) poblacion particularmente

susceptible en zonas endémicas (Onrust et a/., 2000).
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1.5.2.- Tratamiento de la borreliosis.

Si bien el eritema migransy las manifestaciones asociadas (mialgias, artalgias y
astenia) regresan espontaneamente, el tratamiento antibidtico esta indicado para
acortar el periodo de evolucién y prevenir las complicaciones neuroldgicas y articulares.
El tratamiento mas cominmente empleado es el uso de antibidticos betalactamicos
(amoxicilina 500 mg/8 horas) o macrolidos (eritromicina 250 mg/12 horas) en
pacientes alérgicos a betalactamicos, en la primera y tercera fase de la enfermedad, y
tetraciclinas (doxiciclina 100 mg/12 horas) durante la segunda fase de la enfermedad
(Dattwyller et al, 1990). Para la enfermedad localizada en la piel, el tratamiento
durante 10 dias suele ser suficiente, pero en las formas diseminadas de la enfermedad
se recomiendan tratamiento prolongados de 20-30 dias. En las formas con
presentacion neuroldgica, también para la carditis, se recomienda ceftriaxona, a razoén
de 2 gr/ dia durante dos a cuatro semanas, ya que las penicilinas y tetraciclinas no

atraviesan la barrera hematoencefalica (Donovan et al., 2002)

En las formas clinicas de borreliosis de Lyme presentes en Europa, la
resolucion clinica del eritema migrans es rapida con tratamiento. Después de 8-14 dias,
el 56% de los pacientes ya no muestran lesion cutanea (Nadelman et al, 1996)
persistiendo la fatiga y astenia durante seis meses en un 19% de los pacientes. Este
porcentaje es inferior que el observado en grupos de pacientes analizados en EE.UU.,
donde hasta un 35% de los mismos presentan esta clinica de larga evolucion. Respecto
a la aparicion de complicaciones tardias de tipo neuroldgico o articular, en los
pacientes europeos se observan en un 1% de los casos (Nadelman et a/. 1998; Lipsker
et al., 2001).

Otros antimicrobianos se han propuesto para el tratamiento de las infecciones
por Borrelia burgdorferi, macrdlidos como azitromicina y claritromicina, demostrandose
una eficacia similar al tratamiento referido, (Massaroti et al, 1992; Dattwyler et al.,
1996). Y en los nifios, cefuroxima axetil (20 mg/kg/d y 30 mg/kg/d durante 20 dias,
Eppes et al., 2002).
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2.-Objetivos
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La borreliosis de Lyme es una infeccion producida por aislados de Borrelia
burgdorferi sl., un grupo de espiroquetas transmitidas por garrapatas. Se considera
una enfermedad endémica en areas con clima templado donde el principal vector,
Ixodes ricinus, se encuentra ampliamente distribuido. Constituye la enfermedad mas
frecuente transmitida por un vector en los paises industrializados y es el objeto de

numerosos Yy diversos trabajos de investigacion.

Fruto de esos estudios, en la actualidad se conocen distintos aspectos sobre la
biologia, la patogenia y la epidemiologia de esta borreliosis. Sin embargo, la variedad
de manifestaciones clinicas y las dificultades de un eficaz diagndstico microbioldgico
determinan una compleja situacion respecto al diagnostico de certeza y el tratamiento

de los pacientes afectados.

Las diferencias epidemioldgicas, clinicas y serolégicas entre los cuadros
observados en Estados Unidos y Europa, junto a la variable deteccion de la
enfermedad en nuestro pais, sugieren la posibilidad de la participacion etioldgica de
varias cepas de Borrelia burgdorferi s/, con distinto poder patégeno asi como el posible

papel de otros vectores ixddidos.

Con estas consideraciones nos proponemos los siguientes objetivos:

1. Obtener y caracterizar las garrapatas ixddidas presentes en distintas areas de
la provincia de Valencia, independientemente de su relacion con la poblacién de
pacientes atendidos en el HGUV.

2. Determinar la presencia de aislados de Borrelia burgdorferi sensu lato en las
garrapatas obtenidas, mediante examen microscopico, cultivo y amplificacién
de ADN especifico (PCR) de este microorganismo.

3. Seleccionar un grupo de muestras, remitidas a la unidad de Microbiologia del
servicio de Andlisis Clinicos del HGUV, con resultado positivo o dudoso
mediante la prueba de enzimoinmunoanalisis, utilizada para el cribado de las

mismas.
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4. Analizar la significacion de dicho resultado positivo mediante otras pruebas
especificas y confirmatorias de borreliosis Lyme, asi como evaluar la presencia
de reactividad cruzada con otros procesos nosoldgicos, a fin de obtener una
poblacion de pacientes con marcadores seroldgicos sugestivos de borreliosis de
Lyme.

5. Estudiar las caracteristicas clinicas y evolucion de los pacientes seleccionados, a
fin de conocer las formas posibles de presentacion de la enfermedad.

6. Evaluar la significacion de las pruebas utilizadas para el diagndstico
microbioldgico de la borreliosis de Lyme en nuestro medio.
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3.-Material y Métodos
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3.1.- Estudio de poblaciones de ixodidos.

La naturaleza de los artrépodos objeto de estudio, y particularmente por su
limitada viabilidad durante el periodo de meses mas frios del afio, nos obligd a
establecer dos periodos de recogida de los mismos con el fin de disponer de las formas
adultas en un estado adecuado para su estudio. Las garrapatas obtenidas durante el
primer periodo se emplearon para el estudio microscopico y de cultivo, mientras que
las obtenidas durante el siguiente afio, fueron utilizadas para los ensayos de deteccién
de B. burgdorferi mediante amplificacién de ADN especifico (PCR).

3.1.1.- Periodo de estudio y areas analizadas.

La recoleccion aleatoria de garrapatas se llevd a cabo durante dos periodos
anuales, en las épocas de primavera, verano y otofno, debido a la mayor actividad
bioldgica de los acaros durante las mismas, en relacion a unas temperaturas medias
superiores a 20°C. Asi, la primera poblacion de garrapatas se obtuvo entre mayo y
noviembre de 1997, con un mayor nimero de ejemplares en los meses de julio y
agosto. El segundo periodo de recogida se realizd entre marzo y noviembre de 1998,
siendo ligeramente mas amplio este periodo que el primero por la llegada precoz del

calor durante ese ano.

Las poblaciones de estudio se consideraron por criterios de mejor accesibilidad,
por las distintas caracteristicas medioambientales presentes en los municipios de la
provincia de Valencia (presencia de ganado lanar, cultivos abundantes, monte bajo de
tipo mediterraneo, senderos o caminos forestales con vegetacién marginal, areas de
poco transito rodado) etc y/o por ser poblaciones incluidas en el area de salud nimero
7 de la Conselleria de Sanitat i Consum, ya que representa el area de atencion
sanitaria del Hospital General Universitario de Valencia. Asi, se obtuvieron garrapatas
de las poblaciones de Requena, Utiel, Chiva con la pedania de Calicant, Torrent,
Monserrat, Riba-roja y L eliana, cuya localizacion en la provincia se muestra en las
figuras 3.1a, 3.1b, 3.1cy 3.1d.
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3.1.2.- Obtencion de garrapatas.

Los artropodos ixddidos se obtuvieron esencialmente de dos fuentes, animales
y plantas. Entre los primeros se recogieron garrapatas localizadas en perros, gatos;
conejos estabulados; ovejas y cabras; caballos y asnos; y aves de corral (gallinas y
patos). Respecto a la vegetacién relacionada con la presencia de garrapatas se
hallaron en suelos herbaceos, en vegetacion de tallo corto de lindes y bordes de
caminos, y menos frecuentemente en matorrales caracteristicos del monte bajo

mediterraneo.

Para la recogida de garrapatas desde los animales parasitados, tras su
localizacion preferente en pliegues y zonas de flexion (cartilagos auriculares, axilas,
ingles, zonas retroauriculares e interdigitales, base de la cola) se empled la traccion
manual mediante movimientos de giro repetidos en ambas direcciones, por ser este un
método menos agresivo para el artropodo. Se desecharon aquellos ixddidos que no
fueron extraidos de manera completa, dificultad particularmente observada en las

hembras cebadas.

Para la obtencidn de acaros de suelos y matorrales se procedié a la extension
sobre los mismos de una sabana blanca durante varias horas, para posteriormente
obtener los ejemplares localizados en ella, tanto en su parte superior como en el envés
de la sabana. Todas las garrapatas coleccionadas se introdujeron en viales estériles de
plastico para su transporte al laboratorio, donde se seleccionaron exclusivamente las
garrapatas de piel dura, por la presencia del escudo queratinoso caracteristico. Una vez
diferenciados, y manteniendo el origen y la procedencia de los mismos, se conservaron
vivos a temperatura ambiente en recipientes herméticos de vidrio hasta su

caracterizacion y procesamiento.
3.1.3.- Caracterizacion y clasificacion de ixddidos.

Se procedid a la tipificacidon de las garrapatas mediante el examen microscdpico
de los elementos caracteristicos, siguiendo los criterios taxondmicos de Perrier et al.

(1964) la guia de clasificacion utilizada por el museo britanico (Kenneth eds., 1973) y

los criterios definidos por Gil Collado et a/. (1979).
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La Familia Ixddida se caracteriza principalmente por la presencia de un escudo
dorsal fuertemente queratinizado y apéndices con escleritos (refuerzos bien marcados).
Su aparato bucal presenta una pieza articulada (capituli basi) situada en la parte
anterior del cuerpo) capitulo anterior queratinizada en su base y que le permite una
inclinacion de 90°C, y dos palpos maxilares rigidos y protectores que protegen los
queliceros y el hipostoma. Para la diferenciacion inicial de géneros ixodidos, se
considerd la presencia y morfologia de la placa anal.

Las caracteristicas generales empleadas para la diferenciacién de los diferentes
géneros se muestran en la figura 3.2, en el cual no se consideran los elementos
diferenciales de especies del género Ixodes, por no haberse hallado ningin ejemplar
de este grupo, si bien podemos sefalar que las caracteristicas principales del dicho
género son la presencia de un surco anal en forma de herradura rodeando al ano por
delante. Las placas ventrales son contiguas y estan separadas entre si por suturas
estrechas, que cubren practicamente toda la superficie ventral. El escudo dorsal no
presenta surcos y el hipostoma es largo (longirrostro) y el segundo segmento del palpo

presenta una constriccidn lateral caracteristica. Los ojos estan ausentes.

Dentro de cada una de los géneros sefialados, se establecio la diferenciacion de
especie segun los criterios recogidos en los algoritmos siguientes, sefialandose los

elementos morfoldgicos mas caracteristicos dentro de cada género y especie.

Las caracteristicas principales de género Dermacentor, son la presencia de
rostro corto con palpos en forma de maza, los 0jos se muestran como simples
abultamientos en la cuticula del escudo, sin marcarse una orbita alrededor. El escudo
es bicolor, en tonos de marrdn y negro, con surcos marcados. No se observan placas

ventrales, pero si una coxa III muy desarrollada (figura 3.3).
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Dermacentor

Espina dorsal

en artejo II
Espina larga y orientacion Espina ausente o corta
posterior Espolon externo coxa I corta
Ornamentacion definida

l — T

Espolén coxa I Cornuas grandes Cornuas pequefias
grande Espolén coxa IV corto y
ancho

Espolén

D. reticulatus | D. niveus | D. marginatus |

Figura 3.3.- Algoritmo con las caracteristicas diferenciales de especies

del género Dermacentor.

Las principales caracteristicas de género Rhijpicephalus, son la presencia de
rostro corto (brevirrostro) con palpos triangulares de contorno liso y tamano normal.
La base del capitulo es hexagonal y el escudo dorsal unicolor presenta festones. Las
placas anales son grandes, de forma triangular y borde posterior redondeado, estando
las placas adanales mas o menos marcadas y la coxa I profundamente hendida. Estan
presentes placas ventrales. Respecto a la presencia de ojos, sefialamos que en
Rhipicephalus bursa se observan unos 0jos prominentes y a cierta distancia del borde
del escudo, mientras que Rhipicephalus pusillos presenta los ojos de pequeno tamafho
y situados en el mismo borde del escudo y unos estigmas respiratorios de cola corta
(figura 3.4).

Son caracteristicas principales de género Haemaphysalis la ausencia de ojos, la
presencia un escudo sin ornamentacion y palpos en maza o en angulo lateralmente. El
contorno del cuerpo revela unos festones bien marcados y en la cara ventral no se

visualizan placas (figura 3.5).
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Rhipicephalus

de coxal

Vision dorsal del  extremo anterior

Punteado denso y grueso

o

No vision dorsal del extremo anterior
de coxa I
Punteado fino en series

Placas
adanales
cortas

Placas
adanales
largas

|

longitudinales

Placas adanales muy largas

S T~

Estigma respiratorio de
cola ancha

Estigma respiratorio de
cola pequena

|

!

!

R. bursa | R. pusillus | R. turanicus |

Figura 3.4.- Algoritmo con las caracteristicas diferenciales de las especies

del género Rhipicephalus.

Haemaphysalis

Protrusion lateral del segmento II palpo

/

Prominente y anguloso
(rostro acampanado)

— T

R. sanguineus

Poco prominente y redondeado

Cornuas largas

Espinas rudimentarias en
coxalV

Escudo oval

Surco lateral (1° feston)

Cornuas largas
Espina larga y externa
en coxa [V

Cornuas cortas

coxa IV

Espina larga e interna en

Cornuas
ausentes

s ¥
H. hispana |

l

Figura

H. sulcata I

H. punctata |

Algoritmo con las caracteristicas principales de las especies

del género Haemaphysalis.
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Las caracteristicas principales de género Hyalomma son la presencia de rostro
largo. Los ojos son salientes como cabezas de alfiler en una pequeia depresion u
Orbita. En la cara ventral se muestran placas anales, adanales y postanales (figura
3.6).

Hyalomma
Espina corta coxa I Espina larga y hendida en coxa |
Patas anilladas Escudo punteado grueso
Escudo punteado fino

v — T

H. aegypticum Surco lateral hasta 1/3 Surco lateral hasta 1/2
posterior del escudo del escudo

— . v

Placas subadanales
en iinea con placas Placas subadanales Escudo estrecho
adanales desplazadas del eje Punteado denso y
homogéneo
Sin parma Parma marcada
Patas jaspeadas Estigma respiratorio
de cola larga y estrecha

v '
H. luritanicum | H. excavatum I H. dromedari I H. impresum I

Figura 3.6.- Algoritmo de las caracteristicas principales de las especies

del género Hyalomma.

Respecto al género Boophilus, Gil Collado et al (1979) han referido Ila
existencia de una Unica especie en Espana (B. Annulatus) caracterizandose por la
presencia de un rostro con palpos triangulares pequefios y mas cortos que el
hipostoma, de contorno arrugado. La coxa I esta ligeramente hendida y es de muy
pequefio tamano. El cuerpo muestra un escudo unicolor con placas ventrales, con

ausencia de festones.
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Las garrapatas finalmente caracterizadas por género y especie, fueron
identificadas por sexo segun la extension del escudo y la presencia de poro genital,
siendo en las hembras un escudo de menor tamafio que abarca 1/3 del cuerpo con
poro genital ventral y en los machos un escudo que se extiende a lo largo de todo el
dorso del cuerpo y ausencia de poro genital. Todos los ejemplares fueron agrupados
por género y especie sin considerar la distinta procedencia geografica, al considerar
que los ecosistemas de las diferentes poblaciones eran muy similares y por tanto no
permitia presumir diferencias significativas en relacion a la capacidad o no de contener

Borrelia burgdorferi.

3.1.4.- Deteccion de Borrelia burgdorferi sl.

El estudio de la presencia o no de B. burgdorferi si. en los ixddidos obtenidos,
se realizd empleando diferentes procedimientos de deteccion (examen microscopico,
cultivo y amplificacién de ADN especifico mediante nested PCR) a partir de ejemplares
completos o porciones de los mismos para cada una de las especies identificadas, con
el fin de evaluar la utilidad de cada uno de ellos. Se realizd examen microscopico y
cultivo en las garrapatas recogidas durante el primer periodo de estudio, realizandose
la deteccion de ADN especifico en las obtenidas durante éste, dadas las diferentes

condiciones de trabajo necesario en cada caso.

3.1.4.1.- Macerado y diseccion de garrapatas.

Para la deteccidon de B. burgdorferi sl. se prepararon distintos lotes, formados
por un numero variable de individuos de la misma especie, de modo proporcional al
nimero total obtenido de cada una de ellas, separandose machos y hembras. El
reducido ndimero de individuos identificados como Hyalomma spp sdlo permitiéd su

estudio microscdpico tras el macerado de los mismos (tabla 3.1).

Previamente al macerado o diseccion de las garrapatas diferenciadas, se
procedid a la descontaminacion mediante una solucién alcohdlica diluida en suero
fisioldgico estéril, introduciéndose sucesivamente y durante 1 minuto en diluciones al
95%, 70% Yy 35%. Posteriormente, fueron ahogadas mediante inmersion en agua
destilada estéril durante cinco horas y posteriormente lavadas en tampdn fosfato salino
pH 8,2.
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Para la obtencion de macerados, los ejemplares fueron lisados mediante
traccion mecanica en mortero estéril, debido a su dura consistencia, y el producto
resultante recogido mediante lavado del mortero con 2 mL de suero fisioldgico estéril.
El material obtenido se recogié en tubos estériles de plastico y conservados a +4 °C
hasta su procesamiento, empleandose tanto para la realizacion de las distintas
extensiones en portaobjetos como para el cultivo en medio especifico.

Para la diseccidn de las garrapatas hembras, se colocaron en placa de Petri y
se realizd una incision en el contorno del escudo con bisturi o mediante aguja
hipodérmica estéril, retirandose el mismo por traccion mediante unas pinzas estériles.
Se obtenian dos formaciones arracimadas y blanquecinas correspondientes a las
glandulas salivares, y un sistema tubular doble y negruzco identificado como los
intestinos medios (Estrada-Pefia, comunicacion personal). Este par de estructuras
dobles se emplearon para la preparacion de las diferentes extensiones o para el cultivo
bacterioldgico, que en este caso se realizaba de modo inmediato a su obtencion,

debido a la labilidad de dichas estructuras.

En el caso de los individuos machos se realizé la seccion de la porcion anterior
(base del capitulo) y medio anterior del escudo ya que contiene las glandulas salivares
y los intestinos medios. Este procedimiento de corte era requerido por la extrema
dificultad de una precisa diseccion debido al pequeio tamafio del macho y por abarcar
el duro escudo todo el dorso del mismo. Las formaciones obtenidas eran
inmediatamente procesadas, tanto para la realizacion de tinciones como para cultivos

bacterioldgicos.

3.1.4.2.- Examen microscopico de macerados y disecciones.

En cada lote y con una porcidon del producto diluido y homogeneizado de los
macerados, se procedié a la realizacion de extensiones en portaobjetos (de 5 a 10)
colocando una pequefia gota de la preparacion en el centro del portaobjetos. Con las
estructuras resultantes de las disecciones, y tras obtener una emulsiéon sanguinolenta

del contenido de las mismas, se realizaron igual nimero de extensiones.

Los portaobjetos con las extensiones fueron secados a temperatura ambiente,

para posteriormente realizar la fijacion y tincion segin los distintos métodos
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empleados. Se emplearon cinco procedimientos distintos de tincidon en todas las
preparaciones con el fin de garantizar una adecuada observacién microscopica. Los
portaobjetos para tincion simple con azul de metileno y tincion de Gram fueron fijados
mediante calor. Para las tinciones de Giemsa, de May-Grunwald-Giemsa vy tincion de
Wright, se procedio a la fijacion con metanol. En todos los casos se realizo la tincion

de acuerdo a los parametros convencionales.

El examen microscopico de todas las preparaciones, se efectud6 mediante
microscopia éptica a 1000X (Nikkon 222322).

3.1.4.3.- Cultivo en medio BSK I1.

Una parte del producto de los macerados y de las disecciones fue empleada
para la realizacion de los cultivos bacterioldgicos en medio liquido de Barbour-
Stoenner-Kelly modificado (medio BSK II, Sigma B-3528).

En condiciones de esterilidad, se prepararon tubos de vidrio de tapdn de rosca
con 6 mL de medio BSK II, procediéndose a su inoculacién con 1 mL de muestra. Tras
cuatro dias de incubacién a 37°C en condiciones de microaerofilia en jarra de
anarerobiosis (sistema BBL CampyPak Plus Becton Dickinson 4371045), los cultivos
primarios fueron suplementados con suero inactivado de conejo al 6% (Sigma R-7136)
para continuar su incubacién en las condiciones descritas previamente. A la semana se
realizaron subcultivos mediante la transferencia de 1 mL del cultivo primario a un
nuevo tubo con 6 mL de medio BSK II suplementado con suero de conejo (6%) y
conteniendo rifampicina (40 ug/mL); ciprofloxacino (0,4 ug/mL) y 5-fluorocitosina (230

ug/mL) (Pedro Anda, comunicacién personal).

A partir de estos primeros subcultivos, se realizaron nuevos cultivos
secuencialmente cada semana, en las mismas condiciones referidas, hasta completar
un periodo de incubacion de dos meses. Ademas, debido al lento crecimiento de
Borrelia spp, el cultivo primario fue subcultivado a los 15 y 30 dias, por lo que cada
una de las muestras generd un total de 10 viales de cultivo (figura 3.7. Como control
de crecimiento se utilizb en todos los ensayos la cepa B31 de B. burgdorferi (ATCC
35210). Para determinar la presencia del microorganismo en cada uno de los cultivos,

se efectud semanalmente una evaluacion microscopica de una muestra
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homogeneizada de los mismos mediante las tinciones diferenciales referidas

previamente.

mes 1 mes 2
\ N
Cultivo
primario + +
dia 15 dia 30

Figura 3.7.- Procedimiento de cultivo de fracciones de garrapatas

en medio en BSK II.

3.1.4.4.- Amplificacion de ADN especifico (nested PCR).

Con el fin de analizar la presencia de ADN de Borrelia burgdorferi sl. en las
garrapatas ixodidos, se procedié a la obtencion y caracterizacion de nuevos individuos,
en las mismas areas analizadas durante el primer periodo de estudio, por las razones

expuestas previamente que garantizaban la viabilidad de los posibles aislados.

Del total de garrapatas coleccionadas y clasificadas en el segundo periodo, se
seleccionaron los individuos integros en el momento de realizar la extraccion de ADN y
que presentaban las caracteristicas mas favorables para el estudio (completa
integridad y mayor tamafo. Se confeccionaron diferentes lotes de trabajo,

diferenciando género y especies. Se realizaron lotes de un nUmero variable de
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individuos segun su tamano (lotes de 3, 4, 6, 8 y hasta 30 individuos cada uno) a fin
de garantizar la presencia de ADN.

3.1.4.4.1.- Obtencion de acidos nucleicos.

Para la extraccién del material gendmico contenido en los distintos lotes de
garrapatas, se procedi6 al lavado y preparacién de los ejemplares mediante el
procedimiento referido en el apartado 3.1.4.1.

Cada lote distribuido en tubos eppendorff fue descontaminado empleando una
solucion alcohdlica diluida en suero fisioldgico estéril, introduciéndose sucesivamente y
durante 1 minuto en diluciones al 95%, 70% y 35%. Posteriormente, fueron lavados
mediante inmersidn en tampdn fosfato salino pH 8,2, durante cinco horas, secandose a
temperatura ambiente durante 15 min. Para el lisado de las garrapatas se adicioné a
cada tubo eppendorff 100 ul de tampén TE (1 mM Tris-CIH pH 8,0; 0,5 mM EDTA pH
7,5); 20 pl de dodecil sulfato sodico (10% p/v) y 200 ul de proteinasa K de una
solucién 200 pg/mL (Boehringer Mannheim 1 964 372) procediéndose a la incubacion a

560C en bafio de agua durante 24 horas.

La lisis completa de los acaros se realizd mediante macerado en el tubo
eppendorff con una pipeta Pasteur estéril, realizando movimientos repetidos de
aplastado durante 10-15 minutos, a fin de romper todas las estructuras somaticas de
la garrapata. Al material obtenido se adicionaron 100 ul de TE (1 mM Tris-CIH pH 8,0;
0,5 mM EDTA pH 7,5) realizandose 2 extracciones con fenol-cloroformo-isoamilalcohol
25:24:1. Al sobrenadante recuperado, se adicionaron 125 ul de 7,5 M acetato aménico
incubandose en hielo durante 30 minutos. El ADN presente en la muestra se precipitd
mediante adicion de 2 volimenes de etanol absoluto a -20°C e incubacién a -40°C
durante 1 hora, recogiéndose mediante centrifugacion a 13.000 rpm durante 15
minutos. El precipitado fue lavado con etanol al 70% vy centrifugaciéon a 13.000 rpm
durante 15 minutos, para posteriormente secar al aire durante 45-60 minutos. Tras
comprobar la existencia de un sedimento en el tubo eppendorff se resuspendié en 50
ul de TE (1 mM Tris-CIH pH 8,0; 0,5 mM EDTA pH 7,5).

Para la obtencidon de ADN de la cepa control de B. burgdorferi (ATCC 35210) se

siguié el mismo procedimiento descrito anteriormente, utilizando la masa bacteriana
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obtenida en medio BSK II tras centrifugacién de 10 mL de medio liquido a 5.000 rpm y
lavado del sedimento con 5 mL de TE. El sedimento se resuspendié en 500 ul de

tampodn de lisis, incubandose una hora a 37°C.

En un nimero de lotes de garrapatas de cada especie, se procedid a la
obtencion de ADN mediante un procedimiento mas simple, descrito por Misonne et al.
(1998) y Schouls et al. (1999) los cuales proponen la descontaminacién en soluciones
alcohdlicas y adicion de tampdn de lisis de modo similar al descrito previamente, la
ebullicion durante 10 min y la colocacion de las muestras en un bafo de hielo durante
otros 10 min, procediéndose a la centrifugacién a 13.000 rpm durante 10 min y
recogida del sobrenadante con su transferencia a tubos eppendorff estériles, para
posterior purificacion mediante inoculacién en columnas extractoras (Ultrafree-DA.
Millipore Corporation Bedford, MA 0173 USA) conservandose el material obtenido hasta
su uso a —40°C.

Todas las extracciones fueron evaluadas mediante electroforesis horizontal (EC
3000-90, EC Apparatus Corporation) de un volumen de 20 ul de muestra en gel de
agarosa 1% (Bio-Rad Laboratories) y tampdén 1X de TBE (Tris-borato-EDTA) tefiidos
con una solucién de bromuro de etidio (5 ug/mL) y visualizacidon en transiluminador
(Spectroline Transilluminator model TC-312 A, Spectronics Corporation, Westbury) con

el fin de conocer la presencia y calidad del ADN obtenido.

3.1.4.4.2.- Amplificacion y deteccion de ADN de B. burgdorferi sl.

Para la deteccion de ADN especifico de B. burgdortferi, consideramos la utilidad
de la amplificacién mediante nested-PCR en los lisados de las garrapatas, por su mayor
sensibilidad. Se seleccionaron dos genes diferentes para su amplificacion,
determinando una region especifica dentro del gen que codifica la lipoproteina externa
de membrana OspA y una secuencia especifica del gen que codifica la proteina
denominada flagelina.

Para la regién del gen OspA, los iniciadores empleados fueron los descritos por
Guttman et a/. (1996) siendo para la primera amplificacion los iniciadores Bb1 (23 mer
5°-AAA AAA TAT TTA TTG GGA ATA GG- 3°) y Bb2 (29 mer 5°-GTT TTIT TTG
CTG TTT ACA CTA ATT GTT AA- 3") cuyo producto es un fragmento de 702-bp. Los
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iniciadores para la segunda amplificacion fueron Bb3 (16 mer 5" -GGA GTA CTT GAA
GGC G- 3") y Bb4 (18 mer 5"-GCT TAA AGT AAC AGT TCC- 3 ") cuyo producto es
un fragmento de 345-bp. En las tabla 3.1 se muestra la secuencia de bases del gen
OspA vy las posiciones de cada uno de los iniciadores sefialados, con la regidén de

amplificacion .

Tabla 3.1. — Secuencia del gen OspA de B. burgdorferi y localizacion

de oligonucleétidos cebadores.

1 TAT GAA AAA ATA TTT ATT GGG AAT AGG TCT
31 ATA TTA GCC TTA ATA GCA TGT AAG CAA AAT
61 GTT AGC AGC CTT GAC GAG AAA AAC AGC GTT
91 TCA GTA GAT TTG CCT GGT GAA ATG AAA GTT
121 CTT GTA AGC AAA GAA AAA AAC AAA GAC GGC
151 AAG TAC GAT CTA ATT GCA ACA GTA GAC AAG
181 CTT GAG CTT AAA GGA ACT TCT GAT AAA AAC
211 AAT GGA TCT GGA GTA CTT GAA GGC GTA AAA
241 GCT GAC AAA AGT AAA GTA AAA TTA ACA TTT
271 TCT GAC GAT CTA GGT CAA ACC ACA CTT GAA
301 GTT TTC AAA GAA GAT GGC AAA ACA CTA GTA
331 TCA AAA AAA GTA ACT TCC AAA GAC AAG TCA
361 TTA ACA GAA GAA AAA TTC AAT GAA AAA GGT
391 GAA GTA TCT GAA AAA ATA ATA ACA AGG GCA
421 GAC GGA ACC AGA CTT GAA TAC ACA GGA ATT
451 AAA AGC GAT GGA TCT GGA AAA GCT AAA GAG
481 GTT TTA AAA GGC TAT GTT CTT GAA GGA ACT
511 CTA ACT GCT GAA AAA ACA ACA TCG GTG GTT
541 AAA GAA GGA ACT GTT ACT TTA AGC AAA AAT
571 ATT TCA AAA TCT GGG GAA GTT TCA GTT GAA
601 CTT AAT CTC ACT GAC AGT AGT GCT GCT ACT
631 AAA AAA ACT GCA GCT TGG AAT TCA GGC ACT
661 TCA ACT TTA ACA ATT AGT GTA AAC ACT AAA
691 AAA ACT AAG ACC TTG TGT TTA CAA AAG AAA
721 ACA CAA TTA CAG TAC AAC AAT ACG ACT CAA
751 ATG GCA CCA AAT TAG AGG GGT CAG CAG TGT
781 AAA TTA CAA AAC TTG ATG AAA TTA AAA ACG
811 CTT TAA AAT AAR GAG AA

Para la primera amplificacién se determind un volumen final de 50 pl, utilizando
una mezcla de reaccion para cada una de las muestras compuesta por: 15 pl de agua
destilada desionizada; 5 pl del tampén 10 mM Tris-CIH pH 8,5 y 250 mM KCI2
(Boehringer Mannheim 1 647 679); 5 ul de 2,5 mM MgCl2, 1 ul de una solucién 0,2
mM de dNTPs (Boehringer Mannheim 1 581 295; 1 ul del iniciador Bb1 (100 pmol) y 1
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ul del iniciador Bb2 (100 pmol) (TIB MOLBIOL. Syntheselabor) afadiéndose a la mezcla
20 ul de ADN total y 0,5U (2 ul) de 7ag polimerasa (Boehringer Mannheim 1 647 679).

Del producto de la primera amplificacion se tomaron 20 pl para realizar la
siguiente amplificacion para un volumen final de 50 pl, utilizando una mezcla de
reaccion para cada una de las muestras compuesta por: 15 ul de agua destilada
desionizada; 5 ul tampdn de la enzima 7ag polimerasa 10 mM Tris-CIH pH 8,5 y 250
mM KCI2; 5 ul de 2,5 mM MgCl2; 1 ul de una solucion 0,2 mM de dNTPs; 1 ul del
iniciador Bb3 (100 pmol) y 1 ul del iniciador Bb4 (100 pmol) (TIB MOLBIOL.
Syntheselabor) anadiéndose a la mezcla 20 pl de ADN total y 0,5 U (2 pl) de 7ag
polimerasa. las reacciones de amplificacién de las muestras y controles se realizaron
en un termociclador (PROGENE-TECHNE model FPROGO2D, 83365-14).

Los parametros empleados para dichas reacciones se muestran en la tabla 3.2.
De acuerdo a lo propuesto por Lebech et al. (1993) y en paralelo en todas las
muestras problema se realizd un control interno de amplificacion, anadiendo un
volumen de ADN de la cepa de Borrelia burgdorferi B31, de modo que a 20 ul de cada
una de las mismas se adicionaron 15 pl de ADN control a una dilucién 1:1000,

manteniéndose el volumen final de 50 ul por sustitucion del volumen de agua.

El objeto de este control interno fue la determinacion del papel de posibles

inhibidores presentes en los lisados de garrapatas.

Ademas, en todos los ensayos de amplificacion se utilizd una muestra de ADN

de la cepa B31 a igual dilucién.

Para la electroforesis de los amplificados se emplearon geles de 2% de agarosa
(Bio-Rad 162-0125) en tampdén 1X TBE pH 7,5 y un voltaje de 4,5 V/cm durante la
primera media hora, tras la cual se incrementd a 6 V/cm aplicados durante 60 min.
Los geles fueron visualizados mediante el transiluminador referido previamente y

fotografiados empleando el sistema Gelprinter (TDI)
Como marcadores de peso molecular se utilizd un patrén con 15 bandas de 8,5
a 0,35-kbp (DNA molecular weight VII Boehringer-Mannheim) y un patrén secuencial

de 100 a 1000-bp (DNA molecular weight 100-bp ladder Boehringer-Mannheim).
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Tabla 3.2.- Condiciones de amplificacion de la secuencia del gen OspA.

Primera amplificacion

Temperatura (°C) Tiempo N° ciclos
96 2 min 1
94 30 seg 20
37 30 seg
72 2 min
72 5 min 1

Segunda amplificacion

Temperatura (°C) Tiempo Ne¢ ciclos
96 2 min 1
94 20 seg 10
60 30 seg
72 1 min
94 30 seg
55 30 seg
72 1 min
94 30 seg
50 30 seg
72 1 min
94 30 seg 5
45 30 seg
72 1 min
72 5 min 1

Para la amplificacién de la secuencia génica que codifica la proteina flagelar de
B. burgdorferi se emplearon los iniciadores descritos por Lebech et al. (1993). Asi, en
la primera amplificacion se utilizaron los iniciadores F1 (21 mer) 5°-ATT AAC GCT
GCT AAT CTT AGT-3" y F3 (20 mer) 5°- GTA CTA TTC TTT ATA GAT TC-3" que
amplifican un producto de 791-bp. Para la segunda amplificacién se utilizaron los
iniciadores F6 (25 mer) 5°-TTC AGG GTC TCA AGC GTC TTG GACT-3" y F8 ( 25
mer) 5°-GCA TTT TCA ATT TTA GCA AGT GAT G-3°, que produce un fragmento de
275-bp (tabla 3.3).

Para la primera amplificacién se determind un volumen final de 50 pl, utilizando

una mezcla de reaccion para cada una de las muestras compuesta por: 15 pl de agua
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destilada desionizada; 5 pl del tampdn 10 mM Tris-CIH pH 8,5 y 250 mM KCI2; 5 ul de
2,5 mM MgCI2; 1 pl de una solucidon 0,2 mM de dNTPs; 1 pl del iniciador F1 (100
pmol) y 1l del iniciador F2 (100 pmol) (TIB MOLBIOL. Syntheselabor) afiadiéndose a
la mezcla 20ul de ADN total y 0,5U (2ul) de 7ag polimerasa (Boehringer Mannheim 1
647 679). Del producto de la primera amplificacion se tomaron 15 ul para realizar la
siguiente amplificacién para un volumen final de 50 pl, utilizando una mezcla de
reaccion para cada una de las muestras compuesta por: 20 ul de agua destilada
desionizada; 5 ul tampdn de la enzima 7ag polimerasa 10 mM Tris-CIH pH 8,5 y 250
mM KCI2; 5 ul de 2,5 mM MgCI2, 1 ul de una soluciéon 0,2 mM de dNTPs; 1 pl del
iniciador Bb3 (100 pmol) y 1 ul del iniciador Bb4 (100 pmol) (TIB MOLBIOL.
Syntheselabor) afiadiéndose a la mezcla 20 pl de ADN total y 0,5 U (2ul) de 7ag
polimerasa. Las reacciones de amplificacion se realizaron en el termociclador indicado

y empleando los parametros para dichas reacciones que se muestran en la tabla 3.3.

Las condiciones de electroforesis y marcadores de peso molecular empleados
fueron las mismas que las referidas previamente para el estudio de la lipoproteina
OspA.

Tabla 3.3.- Condiciones de las reacciones de amplificacion de la

secuencia del gen de la flagelina.

Primera amplificacion

Temperatura (°C) Tiempo N° ciclos
94 1 min 35
41 2 min
66 3 min
72 5 min 1

Segunda amplificacion

Temperatura (°C) Tiempo N° ciclos
94 1 min 35
50 1 min
72 1 min
72 5 min 1

Como en las amplificaciones de gen OspA, las muestras problemas fueron
analizadas por duplicado, conteniendo una de ellas un control interno compuesto por

ADN obtenido de la cepa de Borrelia burgdorferiB31, de modo que a los 20 ul de cada
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una de las muestras, se adicionaron 15 ul de ADN control a una dilucién 1:1000,

manteniéndose el volumen final de 50 pl por sustitucién del volumen de agua.

Tabla 3.4. - Secuencia del gen de la flagelina de B. burgdorferiy

localizacion de oligonucledtidos cebadores utilizados.

ATG ATT ATC AAT CAT AAT ACA TCA GCT ATT
31 AAT GCT TCA AZA AAT AAT GCC ATT AAC GLT
61 GLT AAT CIT AGT ELER ACT CAA GAA AAE CTT
a1 TCT AGT FEE TAC ATA ATT AAT CEA GCT CT
121 GAT GAT GCT GCT GG AT FEA GTT TCT @GT
151 AAE ATT AAT GCT CAA ATA AZA GaT TG TCA

151 cAA GCT TCT AGA AAT ACT  TCA  AAalf GCT ATT
211 AAT  TTT  ATT AT ATA ATA A4 GOE AAT TTA
241 AAT  FAA GTA (A4 Aaad ETC TTA GTA ABRA ATG
271 AAG FAA O TTG GCA GIT  CAA TCA GGT AAar GGT
01 ATA  TAT TCA  GAT  GTA  GAC  AGA  GGT  TCT  ATA
EERS CAA ATT GAA ATA GAG CAaA CTT ACA @Al &
el ATT  AAT AGA ATT G0T  GAT  CAaa &CT CAA TAT
331 AAT CAA ATG CAD ATG TTA TCA AAT Aaa TIT
421 GIT  TCT CAA L AAT GTA O AGA ATA EIT GAA FAG
451 CIT  GGEA ATG CAG CCT  GCA AAd ATT AAT ACA
4&1 ITA GCA TZA CIT TCA GGG TCT CAA CGC TCT
511 TG ACT  TrA  aga GIT CAT  GIT  GGA GCA ACC

541 CAA GAT AA GIT  ATT  GCT GTA AAT ATT  TAT
571 GCA GCT  AAT  GIT  GCA AAT CTT TTC TCT  GGT
801 Gac G&EL O GIT CAaa AtT  GCT cAaG GOT  GCA CCG
831 GIT CAA GAG OGT GIT CAA  CAG GAA GGEA GCT
851 CAA CAG CCA  GCA CCT GCT  ACA  GCA CCT TCT
871 CAA G0 GEA GIT  AAT  TCT CCT GIT  AAT  GIT
721 ATA  ACT ACA  GIT GAT GCT  AAT  ACA TCA CTIT
751 GCT  AAA ATT A4 AAT GCT ATT AGA ATG ATA
7E1 AGT  GAT  CAA AGA GTA AAT TTA  GGT GCT TIC
Bl1 TAA L AAT ARA ITT CAA TCT  ATA  AAG AAT  AGC
B41 ACT GAG TAT GIT  ATT A4 44T CTA  Aaa GTA
871 TCT  TAT  GCT CAA ATA  AAA GAT  GIT ACA ATG
201 ATA GAT GAG GIT  Gra GCA 0 GCT ACTA ACT AAT
931 AGT  ATT TTA  ACT CAA TCT GCA  ATG  GTA  ATG
261 ATT GOG CAG GCT  AAT  CAA GTT  CCT TAA O CAT
291 GTT TTG TCA TIG  CTT AGA  Taa

3.2.- Diagnostico de borreliosis en muestras clinicas.

El método de estudio empleado para establecer la presencia o no, de borreliosis
en las muestras clinicas, consistié en el estudio retrospectivo de los pacientes con
diagndstico presuntivo de infeccidén por Borrelia burgdorferi, atendidos en el ambito del
Hospital General Universitario de Valencia (HGUV).
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3.2.1.- Periodo de estudio y muestras analizadas.

Se seleccionaron los pacientes, y las muestras correspondientes, remitidos al
servicio de Andlisis Clinicos-Unidad de Microbiologia de dicho hospital, para estudio de
posible borreliosis de Lyme o para estudio serolégico de infecciones bacterianas y/o
viricas en ausencia de una sospecha clinica determinada, durante el periodo de enero

de 1996 a diciembre de 1999, completandose una serie de 4 afos consecutivos.

Como grupo control de todos los procedimientos de diagndstico seroldgico, se
seleccionaron sueros de donantes sanos procedentes del Centro de Transfusion de La
Comunidad Valenciana (CTCV).

El ambito de estudio correspondid a la poblacion remitida desde las distintas
unidades y servicios del HGUV y los centros de salud y de especialidades dependientes
del mismo (centros de Juan Llorens y José Maria de Haro de Valencia, y los centros de
Torrente y Aldaia) asi como del Hospital Comarcal de Requena, dependiente del

Hospital General.

3.2.2.- Criterios de seleccion de muestras clinicas.

Los pacientes seleccionados lo fueron por presentar reactividad seroldgica
positiva o dudosa mediante la prueba de enzimoinmunoanalisis para deteccion de
anticuerpos especificos frente a B burgdorferi utilizada como prueba de

discriminacion inicial en nuestro servicio.

Se incluyeron todos los pacientes que cumplieron este criterio, sin atender a
diferencias de edad o sexo. Posteriormente, se excluyeron aquellos pacientes con
reactividad seroldgica positiva en alguna de las pruebas del estudio seroldgico de
infecciéon luética, por la probable reactividad cruzada existente en ambos procesos,

otras posibles causas de reactividad cruzada evaluadas.
Ademas, en aquellos pacientes en los que dispusimos de dos o mas muestras

durante el periodo de estudio referido, se seleccionaron aleatoriamente dos muestras

separadas por un afo, con objeto de analizar la evolucidn seroldgica de los mismos.
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3.2.3.- Diagnéstico seroldgico.

En el laboratorio se procesaron las diferentes muestras clinicas remitidas, en su
mayoria sueros. Excepcionalmente, se analizaron muestras de liquido cefalorraquideo,
bien como Unica muestra remitida o bien en paralelo con una muestra de suero. Los
sueros fueron separados en diferentes alicuotas, que se conservaron en refrigeracion
a 4°Csi el andlisis era realizado dentro de las siguientes 24-48 horas y en congelacién
a -20°C si era diferido por mas tiempo. En todos los sueros, se conservd una fraccién
en congelacion a -80°C para poder disponer de muestra adecuada en posteriores
estudios. Las muestras de liquido cefalorraquideo, cuando la cantidad extraida fue
suficiente, se concentraron 5 6 10 veces con filtros Minicon (Amicon Division WR) antes

de su estudio.

En los pacientes que resultaron reactivos mediante el cribado inicial mediante
enzimoinmunoanalisis, se procedi®é a la busqueda y recogida de la informacién
pertinente contenida en su historia clinica, recurriendo a la Unidad de Documentacion

Clinica del hospital.

3.2.3.1.- Enzimoinmunoanalisis.

Las muestras clinicas remitidas fueron analizadas mediante la prueba VIDAS
LYT (bioMerieux 30 298) que determina simultaneamente la presencia de anticuerpos
de clase IgM e IgG anti-Borrelia burgdorferi. Esta prueba automatica utiliza la técnica

cualitativa ELFA (Enzyme Linked Flourescent Assay) del sistema VIDAS.

Brevemente, se realizd una dilucion 1:10 de cada una de muestras, adicionando
100 pl de la misma en los pocillos donde se disponen los antigenos inactivados de 5.
burgdorferi cepa B31. Tras su incubacién se realizaron dos lavados con tampdn PBS
para eliminacion de los componentes no fijados. Posteriormente se adiciond un
volumen de anti-IgM y anti-IgG humanas conjugadas con fosfatasa alcalina
procediéndose a una nueva incubacion, tras la cual se realizaron dos nuevos lavados
con tampodn fosfato alcalino (PBS). El revelado se efectué con el substrato 4-metil-
umbeliferil fosfato suministrado en cada prueba, realizandose la lectura fluorescente a
450 nm. Para la lectura e interpretacion de los resultados se consideraron los valores

proporcionados por el lector automatico, siendo la fluorescencia emitida proporcional a
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la cantidad de anticuerpos anti-Borrelia burgdorferi de clase G 6 M presente en la
muestra. Cada valor fue analizado e interpretado automaticamente por el sistema, tras
comparacion con los valores de referencia obtenidos en los sueros controles. Asi, un
valor <0,75 fue interpretado como un resultado negativo; un valor comprendido
entre >0,75 y <1,00 como resultado dudoso; y un valor = 1,00 como resultado

positivo.

3.2.3.2.- Estudio de reactividad cruzada.

Debido a los problemas de especificidad de las pruebas de diagndstico
seroldgico para la borreliosis de Lyme y por la gran variabilidad clinica de los pacientes
remitidos a estudio, se hizo necesario descartar un conjunto de cuadros clinicos que
presentan comunmente similitud con dicha borreliosis. Asi, en todas las muestras con
resultado positivo o dudoso proporcionado por el método de enzimoinmunoanalisis, se
procedid al estudio de reactividad seroldgica frente a 7reponema pallidum, Coxiella
burneti, Rickettsia conori y Brucella mellitensis, ademas de cribar la existencia de
procesos de origen virico como infeccion por virus de Epstein-Barr, Citomegalovirus y

virus de la inmunodeficiencia humana.

3.2.3.2.1.- Serologia luética.

Como evaluacidn inicial se realizd una prueba no treponémica (Rapid Plasma
Reagin Card Test, RPR) y una prueba treponémica (Microhemaglutinacién treponémica,
MHA-Tp). Cuando una de las dos pruebas mostrd un resultado positivo, se procedio a
la realizacion de la prueba de inmunofluorescencia indirecta FTA-abs para los

anticuerpos de clase IgM e IgG.

3.2.3.2.1.1.- Rapid Plasma Reagin Card Test.

La prueba reaginica empleada en el cribado luético de las muestras fue el
método de RPR Card Test (Becton Dickinson).

Para la realizacion de la prueba cualitativa, se depositaron 50 ul de cada

muestra problema en los circulos de la tarjeta de plastico y posteriormente se

homogeneizd con 25 ul de antigeno cardiolipina, previamente resuspendido,
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colocandose la misma en un rotor horizontal a 100 rpm durante 8 minutos. La
existencia o no de precipitacion se valord macroscopicamente bajo luz artificial
potente. En cada tarjeta, ademas de los sueros problema, se incluyeron los controles
positivo y negativo.

Las muestras positivas 0 con un resultado dudoso, se titularon mediante la
realizacién 5 diluciones en una solucién salina fisioldgica. Una vez homogeneizadas las
suspensiones, se anadié a cada una de ellas 25 ul de antigeno. La agitacién y la
lectura se realizd de la misma forma que se describe previamente, permitiéndonos

determinar el titulo de anticuerpos.

3.2.3.2.1.2.- Microhemaglutinacion treponémica.

Como prueba treponémica confirmatoria se empled la microhemaglutinacion
treponémica (MHA-Tp Sera-tek treponemal Antibody Test, Ames Diagnostica). En cada
tubo se depositaron 20 pl de muestra problema y 380 ul de tampdn fosfato pH 7,2
como diluyente, incubandose durante 30 min a temperatura ambiente, tras lo cual se
colocaron 25 pl de la primera dilucion (1:20) de cada muestra y de los controles en dos
pocillos de una placa de poliestireno de fondo en U, uno para las células sensibilizadas
y otro para las no sensibilizadas utilizadas como control. Después se depositaron 75 pl
de cada solucién de hematies, se agitaron las placas durante 5 min y se incubaron
durante dos horas a temperatura ambiente. La lectura se realizd con ayuda de un
lector de placas, considerando la reaccion positiva cuando se observaba
hemaglutinacion en el pocillo con hematies sensibilizados y ausencia de ésta en el
pocillo de los hematies no sensibilizados. Como control positivo la prueba suministra
suero de conejo liofilizado conteniendo anticuerpos anti- 7reponema pallidum (titulo

1:256) y como control negativo se empled de suero humano liofilizado.

En los casos en los que se observd hemaglutinacion con ambos tipos de células
(sensibilizadas y no sensibilizadas) se considerd la existencia de una reaccion
inespecifica frente a los hematies, solventandose este problema mediante la absorcion

de las muestras previamente con hematies no sensibilizados.

Cuando en la prueba cualitativa se obtuvo un resultado positivo, se realiz6 la

titulacién de la muestra. Para ello se depositaron 25 ul de absorbente de la primera
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dilucion (1:20) y se realizaron diluciones sucesivas, anadiéndose posteriormente en
cada pocillo 75 pl de células sensibilizadas. Para las células de control (hematies no
sensibilizados) se depositaron 25 pul de la dilucidon 1:20 para afadirle 75 ul de células
no sensibilizadas. El resto del procedimiento de agitacién, incubacion, lectura e

interpretacion, se siguio la misma pauta que en la prueba cualitativa.

3.2.3.2.1.3.- Inmunofluorescencia indirecta.

Para la realizacién de la prueba FTA-abs, se empled antigeno de T7reponema
pallidum (cepa Nichols, bioMerieux 7563-1) extracto liofilizado de 7reponema Reiter
como sorbente (bioMeérieux 7219-1) anti-inmunoglobulinas humanas (IgM e IgG)
conjugadas con fluoresceina (bioMérieux 7569-2 y 7567-2) y suero control positivo
titulado (1:1600) (bioMérieux 7219-1).

Previamente, un volumen de las muestras se descomplementd mediante
incubacién durante 30 minutos en un bafio a 56 °C. A continuacion, se tomaron 20 pl
de antigeno treponémico no patdgeno de Reiter rehidratado con 1 mL de agua
destilada y se distribuyd en cada pocillo, para posteriormente realizar el secado de los
portaobjetos en estufa a 37 °C y su fijacion con acetona a 4 °C durante 10 min, con

secado final al aire.

Las muestras y controles se diluyeron al 1:10 con el sorbente, depositandose en
un tubo de ensayo 225 pl de diluyente y 25 pl de la muestra problema. A continuacion,
a los pocillos que contenian el antigeno se adicionaron 20 ul de la dilucién de las
muestras y controles (dos pocillos por muestra, para IgG e IgM) reservando un pocillo
para el control del conjugado y otro del sorbente. Posteriormente, se colocaron los
portaobjetos dentro de una camara himeda y en estufa de 37°C con tampodn fosfato
alcalino pH 7,2; realizandose dos lavados, uno durante 10 min en reposo y luego otro
lavado durante 8 min en agitacién. Transcurrido este tiempo se procedié a su secado al
aire durante 30 min, y posteriormente cubriéndose los pocillos con 20 pl de globulina
anti-humana (IgM 6 IgG) fluorescente, diluida en tampoén fosfato a una dilucién
previamente calculada para cada lote de reactivos (normalmente las diluciones que
empleamos fueron para IgG al 1:40 y para IgM al 1:10). Se procedié a la incubacidn,
lavado y secado de los portaobjetos como se ha referido previamente. Por dltimo, se
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depositd glicerina tamponada y el cubreobjetos y se realizd su lectura con un
microscopio de epifluorescencia (Leitz Wezlar 63-01256).

La reaccion se considerd positiva cuando se observd una fluorescencia verde
intensa de las estructuras bacilares, mayor o igual a la observada en el control positivo.
La reaccién se considerd negativa ante la ausencia de fluorescencia o la observacién de
una leve coloracién verde de los treponemas, en relaciéon a lo observado en los

controles negativos, en los controles del sorbente y en los controles del conjugado.

3.2.3.2.2.- Analisis de fiebre Q.

Como prueba de cribado para deteccion de anticuerpos frente a Coxiella
burnetii en fase Iy fase II, se utilizd una inmunofluorescencia indirecta (Coxiella
burnetii TF test. Bios GMBH 34-403008). Para ello se procedid a realizar una dilucion
1:16 de los sueros problema con tampon fosfato salino. Sobre un portaobjetos con
las suspensiones antigénicas de Coxiella burnetii se afadieron 20 pl del suero
correspondiente diluido e incubandose en camara hiumeda durante 30 min a 37 °C.
Posteriormente se realizaron dos lavados con PBS durante 5 min, anadiéndose el
conjugado fluorescente anti-humano (Pasteur 74511) diluido con PBS a razén de 2
gotas de anti-inmunoglobulina por cada 1 mL de diluyente, e incubandose en camara
hiumeda durante 30 min a 37 °C, para finalmente realizar dos lavados con tampdn

fosfato.

Se considerd una reaccidon positiva la observacion de estructuras bacterianas
de fluorescencia verde manzana > 1+, estimandose como titulos significativos en
fase I (infeccion crénica o convalecencia) para IgM e IgG > 1:16, y como titulos de
anticuerpos en fase II > 1:256 (infeccién activa).

3.2.3.2.3.- Analisis de fiebre botonosa mediterranea.

Para el estudio de reactividad frente a Rickettsia conori se utilizd el método

de (inmunofluorescencia indirecta Rickettsia conoriSpot IF bioMérieux 75901).
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Se procedié a la realizacion de una serie diluciones entre 1:20 y 1:320 de
las muestras en tampon PBS, adicionando a cada pocillo 10 pl de suero diluido y
10 pl de conjugado. Tras incubacidon en cdmara himeda durante 30 min a 37°C y
dos lavados con PBS-Tween durante 5 min y un lavado con agua destilada, se
afadieron 10 pl de conjugado diluido en PBS al 1:50 en azul de Evans al 1:10000.
Finalmente se realizaron tres lavados como los referidos previamente. Se

considerd un resultado positivo a partir de un titulo >1:40.

3.2.3.2.4.- Analisis de brucelosis.

Para el cribado se utilizd la prueba de rosa de Bengala (bioMerieux
Ref.72691) Sobre tres circulos de la placa se colocd una gota (30 ul) de suero
control negativo, una gota de suero control positivo (bioMérieux Ref.72641) y

suero problema respectivamente.

Se anadid en cada circulo una gota (30 pl) de la suspensién antigénica y se
mezclé uniformemente seguido de agitacion durante 4 minutos, tras los cuales se
procedié a su lectura e interpretacion. La aparicion de un precipitado, indico la
presencia de anticuerpos especificos y obligd a realizar una prueba especifica.

Tras la prueba de precipitacion, procedimos a centrifugar un volumen de
muestra a 2500 rpm durante 20 min a 4°C, desechando el sobrenadante. Se
procedié a la resuspension del sedimento en una solucién salina tres veces
consecutivas. Del sedimento final obtenido se depositaron 15 pl sobre un
portaobjetos, afadiéndose 20 pl de suero de Coombs, tras lo cual realizamos una
incubacidon durante 30 min en cdmara humeda y a 37 ©°C. La lectura de dichos

portaobjetos se realizd sobre un fondo luminoso.
3.2.3.2.5.- Analisis de Citomegalovirus.
Empleamos una prueba de ELISA directo en fase sdlida, con antigeno de

Citomegalovirus purificado e inactivado (Behring IgM- OWMX 612 CO1, 1099 e
IgG- OWMX 650 00835).
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Para la deteccién de anticuerpos de clase IgM, realizamos una absorcidn
previa de los sueros para el factor reumatoideo. La uniéon de los anticuerpos
especificos se revel6 con conjugados de monoclonales IgG marcados con
peroxidasa, determinando la intensidad de activaciéon del sustrato con el
conjugado fijado mediante espectrofotometria a 450 nm. Se considerd un
resultado negativo un valor < 0,10 E y positivo > 0,2 E (siendo E, la longitud de
onda).

3.2.3.2.6.- Analisis de virus Epstein-Barr.

Empleamos la prueba aglutinacion de Monosticon (Color Slide II
Mononucleosis test. 0368936 CorMédica) como cribado inicial de pacientes para
evaluar reactividad cruzada con mononucleosis infecciosa. Como prueba
confirmatoria de los casos de aglutinacién, utilizamos la prueba de Paul-Bunell-
Davidson, para la deteccién de anticuerpos heterofilos de clase IgM. Previamente,
se efectud la absorcidn de otros anticuerpos heterdfilos dirigidos contra el
antigeno de Forssman, con un extracto de rifidn de cobaya. Para la interpretacion

de la prueba consideramos un titulo mayor a 1:80 como resultado positivo.

3.2.3.2.7.- Analisis de Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH).

Para el estudio de reactividad cruzada con VIH, se utilizaron los métodos
comerciales de ELISA disponibles en nuestro laboratorio: HIV 1/2 Abbott (Axym 3D41-
2) y HIV 1/2 Sanofi Pasteur (Acces T 76162). Para la realizacién de dichas pruebas y

la interpretacion de los resultados obtenidos se siguieron las indicaciones sefialadas

por cada laboratorio.

3.2.3.3.- Inmunofluorescencia indirecta.

En las muestras que resultaron reactivas (positivas o dudosas) mediante la

prueba enzimoinmunoanalisis, se realizd en paralelo y separadamente la deteccidon de

anticuerpos de clase IgM e 1gG anti-Borrelia burgdorferi mediante inmunofluorescencia

indirecta (Lyme-Spot IF bioMeriux 75941) que emplea portaobjetos con antigeno fijado

de Borrelia burgdorferi cepa B31.
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Se utilizd un portaobjetos por cada suero con el fin de realizar 10 diluciones en
tampodn fosfato pH 7,2 a partir de la dilucion 1:8 en cada muestra. Se depositaron 20
ul de cada dilucion en cada uno de los pocillos del portaobjetos, incubandose a 37 °C
en camara hiumeda durante 30 min, tras los cuales se realizaron dos lavados de 10 min

con tampdn PBS en agitacion, procediéndose finalmente al secado de los portaobjetos.

Una vez secados, se afnadieron 20 ul de anti-IgM o de anti-IgG conjugadas con
fluoresceina en cada uno de los pocillos incubandose a 37 °C en camara humeda por
30 min para posteriormente realizar dos lavados de modo similar al previamente
descrito excepto en el Ultimo que se realizé con agua destilada estéril. Finalmente se
procedi6 al secado completo de los portaobjetos y su montaje con glicerina tamponada
y visualizacion al microscopio de inmunofluorescencia (Leitz Wezlar 63-01256). En
todos los ensayos realizados se emplearon los controles positivo y negativo

suministrados por el laboratorio.

Una reaccion se considerd positiva cuando se observd una clara fluorescencia
de espiroquetas, determinandose el titulo por la inversa de la Ultima dilucién

fluorescente. Se considerod significativo el titulo >1:256 en una Unica muestra.

3.2.3.4.- Inmunotransferencia (Western blot).

Como prueba confirmatoria se emplearon dos métodos de inmunotransferencia
comerciales de dos laboratorios diferentes (MarDx Diagnostics y Gull Laboratories) que
utilizan extractos antigénicos de Borrelia burgdorferi (cepa B31) y Borrelia garini
(genogrupo 2) respectivamente.

Para el primer método (MarDx Diagnostics 40-2075M y 40-2075G) seguimos el
protocolo y los controles suministrados por el laboratorio, si bien se introdujeron las

modificaciones siguientes:

Previamente a la realizacion del ensayo, los sueros fueron absorbidos como se
describe en el apartado 3.2.3.2. Una vez colocadas las tiras en su canal
correspondiente de la bandeja de incubacidn, se adicionaron 2 mL de la solucidn
diluyente, procediéndose a su agitacion durante 5 minutos, tras los cuales se

anadieron 20 pl del control positivo y 20 ul del control negativo en las tiras
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correspondientes a los controles, y 20 ul de cada uno de las muestras problema, en su
canal correspondiente, incubandose en agitacion durante 60 minutos. Tras la
incubacidn se realizaron dos lavados con 2 mL de soluciéon diluyente durante 5 min en
agitacion. Tras eliminar el volumen en cada una de los canales, se aafadieron 2 mL
de conjugado anti-humano IgM ¢ IgG, previamente diluido en tampdn fosfato alcalino,
incubandose en agitacién durante 30 min, tras lo cual se elimind el volumen en cada
canal para realizar dos lavados como los referidos previamente mas un ultimo lavado
con 2 mL de agua bidestilada estéril en agitacion durante 1 min. El revelado de la
reaccion se efectué mediante la adicién de 2 mL de una solucién de 5-bromo-4-cloro-
3-indol fosfato/tetrazolium en cada uno de los canales, incubandose en agitacion
hasta la visualizacion de la banda de 41 kDa en el control positivo bajo
(aproximadamente 5-10 min) parandose el revelado mediante la realizacion de 3 6 4
lavados con agua bidestilada.

Para el segundo método (Gull Laboratories) se siguié integramente el protocolo
de la casa comercial, sin establecer ninguna modificacion. El protocolo es el mismo
tanto para la determinacion de IgM e IgG, variando Unicamente el tipo de control
positivo y la solucién conjugada. En resumen este procedimiento se describe a

continuacion:

Los sueros fueron absorbidos como se describe en el apartado 3.2.3.2. Una vez
colocadas las tiras en su canal correspondiente de la bandeja de incubacion, se
adicionaron 2 mL de la solucion diluyente, procediéndose a su agitacién durante 5
minutos, tras los cuales se afiadieron 2 mL del control positivo y negativo que son
suministrados ya diluidos, en las tiras correspondientes a los controles, y 2 mL de
cada uno de las muestras problema diluidas 1:100 en el tampdn correspondiente,
incubandose en agitacion durante 60 minutos. Tras la incubacion se realizaron tres
lavados con 2 mL de solucién diluyente durante 5 min en agitacion. Tras eliminar el
volumen en cada una de los canales, se adicionaron 2 mL de conjugado anti-humano
IgM 6 IgG, previamente diluido en tampdn fosfato alcalino, incubandose en agitacion
durante 30 min, tras lo cual se elimind el volumen en cada canal para realizar tres
lavados como los referidos previamente y tres lavados con 2 mL de agua bidestilada
estéril en agitacion durante 3 min cada uno. El revelado de la reaccidn se efectud
mediante la adicion de 2 mL de una solucion de 5-bromo-4-cloro-3-indol

fosfato/tetrazolium en cada canal, incubandose en agitacion durante 8-10 min hasta la
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visualizacion de las bandas en el control positivo, parandose el revelado mediante la
realizacion de 3 6 4 lavados agua bidestilada.

Para la lectura e interpretacién de los resultados se siguieron los criterios
definidos para cada uno de los procedimientos. Asi, en los ensayos de
inmunotransferencia de MarDx Diagnostics (B. Burgdorferi) se considerd un resultado
positivo para IgM cuando se detectd la presencia de dos de las bandas de 23 kDa, 39
kDa y/o 41 kDa, vy positivo para IgG la presencia de 5 bandas de entre las bandas
de 18, 23, 28, 30, 39, 41, 45, 58, 66 y/o 93 kDa. Se consider6 como resultado
negativo, tanto para IgM como para IgG, una reactividad con un menor nimero de
bandas de las anteriormente referidas. Para la interpretacion de los resultados de
inmunotransferencia empleando el procedimiento de Gull Laboratories (5. garinii) se
considerd un resultado positivo de IgM por la presencia de una o mas bandas de 23
kDa y 39 kDa, y en los ensayos de IgG la presencia de 4 6 mas bandas de entre las
siguientes: 21, 23, 37, 39, 41 y/o 93 kDa. Como en el caso anterior, se considero
como resultado negativo, tanto para IgM como para IgG, una reactividad menor de la

anteriormente establecida.

3.2.3.4.- Inmunotransferencia (Western blot).

Como prueba confirmatoria se emplearon dos métodos de inmunotransferencia
comerciales de dos laboratorios diferentes (MarDx Diagnostics y Gull Laboratories) que
utilizan extractos antigénicos de Borrelia burgdorferi (cepa B31) y Borrelia garini

(genogrupo 2) respectivamente.

Para el primer método (MarDx Diagnostics 40-2075M y 40-2075G) seguimos el
protocolo y los controles suministrados por el laboratorio, si bien se introdujeron las

modificaciones siguientes:

Previamente a la realizacion del ensayo, los sueros fueron absorbidos como se
describe en el apartado 3.2.3.2. Una vez colocadas las tiras en su canal
correspondiente de la bandeja de incubacién, se adicionaron 2 mL de la solucién
diluyente, procediéndose a su agitaciéon durante 5 minutos, tras los cuales se
afadieron 20 ul del control positivo y 20 ul del control negativo en las tiras

correspondientes a los controles, y 20 ul de cada uno de las muestras problema, en su
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canal correspondiente, incubandose en agitacion durante 60 minutos. Tras la
incubacidn se realizaron dos lavados con 2 mL de soluciéon diluyente durante 5 min en
agitacion. Tras eliminar el volumen en cada una de los canales, se aafadieron 2 mL
de conjugado anti-humano IgM ¢ IgG, previamente diluido en tampdn fosfato alcalino,
incubandose en agitacién durante 30 min, tras lo cual se elimind el volumen en cada
canal para realizar dos lavados como los referidos previamente mas un ultimo lavado
con 2 mL de agua bidestilada estéril en agitacion durante 1 min. El revelado de la
reaccion se efectué mediante la adicién de 2 mL de una solucién de 5-bromo-4-cloro-
3-indol fosfato/tetrazolium en cada uno de los canales, incubandose en agitacion
hasta la visualizacion de la banda de 41 kDa en el control positivo bajo
(aproximadamente 5-10 min) parandose el revelado mediante la realizacion de 3 6 4

lavados con agua bidestilada.

Para el segundo método (Gull Laboratories) se siguid integramente el protocolo
de la casa comercial, sin establecer ninguna modificacién. El protocolo es el mismo
tanto para la determinacién de IgM e IgG, variando Unicamente el tipo de control
positivo y la solucidon conjugada. En resumen este procedimiento se describe a

continuacion:

Los sueros fueron absorbidos como se describe en el apartado 3.2.3.2. Una vez
colocadas las tiras en su canal correspondiente de la bandeja de incubacién, se
adicionaron 2 mL de la solucién diluyente, procediéndose a su agitacion durante 5
minutos, tras los cuales se afiadieron 2 mL del control positivo y negativo que son
suministrados ya diluidos, en las tiras correspondientes a los controles, y 2 mL de
cada uno de las muestras problema diluidas 1:100 en el tampdn correspondiente,
incubandose en agitacion durante 60 minutos. Tras la incubacion se realizaron tres
lavados con 2 mL de solucién diluyente durante 5 min en agitacion. Tras eliminar el
volumen en cada una de los canales, se adicionaron 2 mL de conjugado anti-humano
IgM 6 IgG, previamente diluido en tampdn fosfato alcalino, incubandose en agitacion
durante 30 min, tras lo cual se elimind el volumen en cada canal para realizar tres
lavados como los referidos previamente y tres lavados con 2 mL de agua bidestilada
estéril en agitacion durante 3 min cada uno. El revelado de la reaccidn se efectud
mediante la adicion de 2 mL de una solucion de 5-bromo-4-cloro-3-indol

fosfato/tetrazolium en cada canal, incubandose en agitacion durante 8-10 min hasta la
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visualizacion de las bandas en el control positivo, parandose el revelado mediante la
realizacion de 3 6 4 lavados agua bidestilada.

Para la lectura e interpretacién de los resultados se siguieron los criterios
definidos para cada uno de los procedimientos. Asi, en los ensayos de
inmunotransferencia de MarDx Diagnostics (B. Burgdorferi) se considerd un resultado
positivo para IgM cuando se detectd la presencia de dos de las bandas de 23 kDa, 39
kDa y/o 41 kDa, vy positivo para IgG la presencia de 5 bandas de entre las bandas
de 18, 23, 28, 30, 39, 41, 45, 58, 66 y/o 93 kDa. Se consider6 como resultado
negativo, tanto para IgM como para IgG, una reactividad con un menor nimero de
bandas de las anteriormente referidas. Para la interpretacion de los resultados de
inmunotransferencia empleando el procedimiento de Gull Laboratories (B. garinii) se
considerd un resultado positivo de IgM por la presencia de una o mas bandas de 23
kDa y 39 kDa, y en los ensayos de IgG la presencia de 4 6 mas bandas de entre las
siguientes: 21, 23, 37, 39, 41 y/o 93 kDa. Como en el caso anterior, se considero
como resultado negativo, tanto para IgM como para IgG, una reactividad menor de la

anteriormente establecida.
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4.-Resultados
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4.1. - Deteccion de Borrelia burgdorferi sl. en ixédidos.

4.1.1. - Poblacion de ixodidos obtenidos.

En los dos periodos de estudio, realizados en las épocas de primavera-otono de
1997 y 1998, se obtuvieron y analizaron 1.267 garrapatas adultas, procedentes de
distintas comarcas de la provincia de Valencia, todas ellas relacionadas con areas
rurales de nueve poblaciones. Durante el primer periodo de estudio (de mayo a
septiembre de 1997) se obtuvo una poblacién de 489 garrapatas adultas y durante el
siguiente periodo (de marzo a noviembre de 1998) un total de 778 garrapatas. En
ambos casos, se procedid al andlisis de las caracteristicas morfoldgicas y a la
tipificacion de las garrapatas, siguiendo los criterios taxondmicos referidos previamente
en el apartado 3.1.3, pudiéndose diferenciar cinco géneros: Boophilus, Rhijpicephalus,
Haemaphysalis, Hyalomma y Dermacentor. En cada uno de los géneros Rhipicephalus
y Dermacentor se distinguieron dos especies (Rhijpicephalus bursa y Rhipicephalus
sanguineus; Dermacentor reticulatus y Dermacentor marginatus) existiendo una Unica
especie en el resto de los géneros, identificadas como Boophilus annulatus,
Haemaphysalis punctata y Hyalomma impressum). La distribucién de las garrapatas

obtenidas en cada periodo se muestra en la tabla 4.1.

Tabla 4.1. - Distribucion de especies de ixddidos caracterizadas.

Primer Segundo

Género Especie . . Total
periodo periodo
Boophilus annulatus 96 164 260
o sanguineus 159 249 408
Rhipicephalus
bursa 61 97 158
marginatus 29 45 74
Dermacentor
reticulatus 21 32 53
Hyalomma
6 0 6
impressum
Haemaphysalis  punctata 117 191 308
Total 489 778 1.267
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Consideramos que la diferencia numérica de las garrapatas coleccionadas en
cada afio, obedecid, entre otras razones, a la distinta duracion del periodo de la
actividad bioldgica de los ixédidos en relacidn con las caracteristicas climaticas
registradas en cada uno de ellos.

La distribucion de las garrapatas recogidas en cada poblacién se muestra en la
tabla 4.2, en la que se pone de manifiesto un mayor nimero de garrapatas obtenidas
en las poblaciones de Calicanto, L "eliana y Riba-roja.

Esta mayor coleccién se debid a la mayor colaboracion de la poblacién rural
poseedora de animales. También se evidencia un predominio del género Rhipicephalus
en todas las poblaciones estudiadas, siendo éste con diferencia el mas prevalente.

En la figura 4.1 se muestra la distribucién por géneros de las garrapatas
ixddidas por areas analizadas, representando Boophilus spp. con 260 ejemplares el
20,5%, Rhipicephalus spp. con 566 el 44,6%, Dermacentor spp. con 127 garrapatas el
10% y Haemaphysalis spp. con 308 el 25,3%. En ambos periodos sefialados sdlo se
coleccionaron 6 ejemplares de Hyalomma spp. En las comarcas de Torrente y de Utiel-
Requena, se obtuvieron una menor diversidad de especies y nimero de garrapatas,
probablemente debido a que en el momento dedicado a la coleccidon en estas areas
(mes de julio) ya se habia realizado el esquilado de los rebafios de ovejas, asi como la

quema del rastrojo y matorral en prevencion de los incendios forestales estivales.

Tabla 4.2.- Distribucidon de garrapatas obtenidas en cada poblacion.

Poblacion Género Especie Machos Hembras N Total
Calicanto  Boophilus annulatus 70 50 120 448
Rhipicephalus  sanguineus 54 52 106
bursa 57 25 82
Dermacentor  marginatus 32 2 34
reticulatus 17 0 17
Hyalomma impressum 1 4 5
Haemaphysalis punctata 61 23 84
Chiva Boophilus annulatus 6 10 16 52
Rhipicephalus  sanguineus 12 10 22
bursa 6 5 11
Dermacentor  marginatus 0 2 2
reticulatus 0 0 0
Hyalomma impressum 1 0 1
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Tabla 4.2.- Distribucién de garrapatas obtenidas en cada poblacién (continuacién).

Poblacion Género Especie Machos Hembras N Total
Haemaphysalis punctata 0 0 0
L eliana  Boophilus annulatus 11 5 16 296
Rhipicephalus  sanguineus 77 13 90
bursa 20 3 23
Dermacentor  marginatus 15 3 18
reticulatus 10 4 14
Hyalomma impressum 0 0 0
Haemaphysalis punctata 120 15 135
Monserrat  Boophilus annulatus 26 29 55 126
Rhipicephalus  sanguineus 15 39 54
bursa 6 10 16
Dermacentor  marginatus 0 0 0
reticulatus 0 0 0
Hyalomma impressum 0 0 0
Haemaphysalis punctata 1 0 1
Riba-roja  Boophilus annulatus 14 5 19 266
Rhipicephalus  sanguineus 82 14 96
bursa 20 1 21
Dermacentor  marginatus 17 3 20
reticulatus 20 2 22
Hyalomma impressum 0 0 0
Haemaphysalis punctata 71 17 88
Torrente  Boophilus annulatus 7 5 12 34
Rhipicephalus  sanguineus 5 12 17
bursa 2 3 5
Dermacentor — marginatus 0 0 0
reticulatus 0 0 0
Hyalomma impressum 0 0 0
Haemaphysalis punctata 0 0 0
Utiel - Boophilus annulatus 12 10 22 45
Requena  Rhipicephalus  sanguineus 13 10 23
bursa 0 0 0
Dermacentor  marginatus 0 0 0
reticulatus 0 0 0
Hyalomma impressum 0 0 0
Haemaphysalis punctata 0 0 0

La diferencia encontrada entre el nimero de machos y hembras capturados en
algunas poblaciones, como por ejemplo en la de L eliana, donde se obtuvieron de la
especie Rhipicephalus sanguineus 77 machos frente a 13 hembras o de la especie
Rhipicephalus bursa con 20 machos frente a 15 hembras, se interpreté como la
consecuencia del método empleado para su recogida, ya que los machos no tienen

capacidad de cebado y se encuentran de modo natural en la vegetacion, mientras que

104



la mayoria de las hembras se ceban sobre un animal hospedador. De modo que, en el
conjunto de garrapatas recogidas, existid una poblacion de 69,5% de machos y 30,5%
de hembras, en relacion al mayor rendimiento del método de la sabana frente a la
extraccién individualizada de las hembras durante su cebado. Sin embargo, mediante
la extension de la tela (a veces realizada durante solo dos horas) se consiguié un
elevado nimero de garrapatas, machos y hembras no cebadas, particularmente
durante los meses mas calurosos. Este método permitié también la recogida de ninfas,
pero su numero era proporcionalmente muy inferior al de adultos, que junto a las
dificultades de manipulacién de dichos elementos por su pequefio tamafio, nos obligé a
no considerar esta fase evolutiva como objeto de nuestro estudio.

O Boophilus O Rhipicephalus
O Dermacentor O Hyalomma
O Haemaphysalis

200

150

100 -

50

Figura 4.1.- Distribucidn de especies de garrapatas en las
poblaciones estudiadas

En cuanto a la distribucién segun el hospedador, se observd que el predominio
del género Rhijpicephalus se relacionaba con su elevada frecuencia en perros y gatos
asi como en el matorral. Por otra parte los especimenes del género Boophilus en su
totalidad se obtuvieron a partir de équidos, que son relativamente frecuentes en estas
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poblaciones rurales, por la practica del deporte de “arrastre y tiro caballar”, bastante
extendido en las zonas estudiadas.

4.1.2.- Evaluacion microscopica de macerados y disecciones.

Con los ixddidos aprehendidos durante el primer periodo, se realizaron los
estudios microscopicos tanto a partir de los macerados obtenidos mediante mortero
como del material de las disecciones realizadas mediante bisturi o tijeras. Tras su
caracterizacion, se seleccionaron 235 ejemplares (el 48% de las garrapatas
coleccionadas) diferenciando dos grupos con un nimero similar, para la realizacién de
su macerado o diseccion. En la tabla 4.3 se indica el nUmero de garrapatas empleadas
en cada método segun las especies identificadas. Los ejemplares del género Hyalomma
spp, se examinaron microscopicamente solo tras su macerado, ya que no se dispuso

de suficientes garrapatas para su examen tras diseccion.

Tabla 4.3. - Distribucion de especies empleadas para examen microscopico.

: Macerado Diseccion
Género Especie Total
machos/hembras machos/hembras
Boophilus annulatus 20/20 20/20 80
o sanguineus 10/10 10/10 70
Rhipicephalus
bursa 7/8 10/5 30
marginatus 5/2 5/2 24
Dermacentor
reticulatus 5/0 5/0 10
Hyalomma impressum 2/4 0/0 6
Haemaphysalis punctata 20/5 20/10 55
118 117 235
Total
69/49 70/47 139/96

El exhaustivo estudio microscopico realizado mediante ambos procedimientos, y
tras las distintas tinciones empleadas, no permitid6 la observacion de ninguna
estructura compatible con una espiroqueta en ninguno de los géneros analizados, por

tanto no reveld la presencia de Borrelia spp en las garrapatas coleccionadas.
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La evaluaciéon de los macerados resulté extremadamente compleja con
cualquiera de las tinciones, por revelarse una abundante flora bacteriana mixta,
compuesta por cocos y bacilos, tanto Gram positivos como Gram negativos, que no
tipificamos por no ser el objetivo de nuestro estudio. Ademas, se observé la presencia,
en escaso numero, de flora flngica compuesta por elementos levaduriformes. La
presencia de las abundantes y distintas estructuras celulares disgregadas de los
acaros, no impidieron finalmente el reconocimiento de las estructuras bacterianas

presentes en las muestras (figura 4.2).

%, o

Figura 4.2.- Observacidon microscopica (1000X) de un macerado

de ixddido tras su tincion de Gram.

Notablemente, las hembras cebadas analizadas presentaron mayor cantidad de
flora microbiana que los machos y las hembras no cebadas. Sin embargo, el examen
microscopico de estas hembras maceradas, reveld la presencia de elementos
bacterianos y levaduriformes similares a los encontrados genéricamente, no
observandose en ellas, ninguna estructura compatible con Borrelia spp. u otra

espiroqueta.

El examen microscopico de los elementos obtenidos tras la diseccion de machos
y hembras (figura 4.3) mostrd la presencia de diferentes estructuras celulares de tipo
epitelial, de morfologia tubular, y de tipo glandular esférico junto a una pequefa

cantidad de esquistocitos, pero en todos los casos sin presencia de flora microbiana.
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Figura 4.3.- Observacion microscopica (100X) tras diseccion de glandulas

e intestinos medios ixddido tras su tincion de Giemsa.

4.1.3.- Evaluacion del cultivo en medio BSK I1.

Una porcidn de las garrapatas sometidas a maceracion (101 ejemplares) y de
las garrapatas diseccionadas (104 ejemplares) se estudi® mediante inoculacién en
medio BSK II suplementado e incubado en condiciones de microaerofilia a 37°C, no
habiéndonos revelado el crecimiento de ninguna estructura compatible con Borrelia

burgdorferi u otra espiroqueta, tras el estudio microscdpico seriado de los sedimentos.

Los macerados de las garrapatas dieron lugar a cultivos primarios con muy
abundante flora microbiana, correspondiéndose con la flora mixta observada
microscopicamente. Del mismo modo, los macerados de las hembras cebadas
proporcionaron una mayor cantidad de flora, expresada en una importante turbidez a
las 96 horas de incubacion. Los subcultivos posteriores en medio BSK II suplementado
con antibidticos, produjeron un notable descenso de la cantidad de flora microbiana
mixta, pero persistid la presencia de bacilos Gram negativos que se mantuvieron
durante todos los subcultivos posteriores realizados semanalmente. Los cultivos
iniciales, conservados durante los dos meses de estudio, mostraron una elevada

turbidez con formacién de gas y sedimento, con muy abundante flora microbiana
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similar a la descrita. En la tabla 4.4. se muestra la distribucion de machos y hembras

empleados para su cultivo.

Tabla 4.4.- Distribucion de especies empleadas tras maceracion o diseccion
en el cultivo en medio BSK II.

, . Macerado Diseccion Total
Genero Especie
machos/hembras machos/hembras (%)
Boophilus annulatus 4/3 5/4 16 (7,8)
. sanguineus 28/10 28/10 76 (37)
Rhipicephalus
bursa 7/10 4/10 31 (15)
marginatus 5/3 5/3 16 (7,8)
Dermacentor
reticulatus 5/0 5/0 10 (4,8)
Haemaphysalis punctata 25/1 25/5 56 (27,5)
101 104 205
Total
74/27 72/32 146/59

El estudio microscépico de los cultivos realizados con los productos de las
disecciones, obtenidos en machos y en hembras, mostraron la ausencia de flora
microbiana, tanto en el cultivo primario como en los subcultivos realizados durante los
dos meses de evaluacion. Sélo en dos machos de la especie Rhipicephalus sanguineus,
se obtuvo el crecimiento de bacilos Gram negativos y levaduras y en una hembra del

mismo género el crecimiento de bacilos Gram negativos.

4.1.4.- Resultados de la amplificacion de ADN especifico (nested PCR).

La deteccién de ADN de B. burgdorferi en los ixddidos obtenidos en diferentes
areas de la provincia de Valencia, se realizd sobre una parte de los ejemplares
coleccionados durante el afio 1998 (total 778 garrapatas).

Segun los criterios expresados en el apartado 3.1.4.4, se confeccionaron 55
lotes, seleccionandose los individuos integros en el momento de la extraccién de ADN y
los que presentaban las caracteristicas mas favorables para el estudio (completa
integridad y mayor tamafo) siendo preferentemente hembras cebadas, aunque se
incluyeron también machos y hembras no cebadas (tabla 4.5).
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Tabla 4.5.- Distribucion de especies empleadas en el estudio nested PCR.

) . Garrapatas
Género Especie . N° lotes
analizadas
Boophilus annulatus 94 14
o sanguineus 84
Rhipicephalus
bursa 48 4
marginatus 43 9
Dermacentor
reticulatus 34 7
Haemaphysalis  punctata 120 15
Total 393 55

Dado el elevado numero de garrapatas obtenidas durante el segundo periodo,
se estudid la mitad de la poblacion, garantizandose un numero representativo de
ejemplares de cada género y especie. De modo que se analizd el 22% de las
garrapatas de la especie Boophilus annulatus; €l 31% del género Rhijpicephalus (20%
de R. sanguineus y 11% de R. bursa); el 18% de los ixddidos del género
Dermacentor (10% de D. marginatus y 8% de D. reticulatus) y el 28,4% de la

especie Haemaphysalis punctata.

De cada especie recogida durante este periodo, se confeccionaron distintos
lotes de entre 3 y 30 individuos, con el fin de obtener una cantidad de ADN variable
en cada una de ellos (tabla 4.6). Todos los lotes de garrapatas analizadas mediante el
procedimiento de Nested PCR para la amplificacion de secuencias de los genes Osp Ay
Fla, resultaron negativos (figura 4.4 y 4.5) ya que no se detectaron bandas de ADN de
igual tamafio a las identificadas en Borrelia burgdorferi en ninguno de los ensayos,
siendo igualmente negativos los productos de las primeras amplificaciones como de las

segundas.

Cabe sefalar que el resultado negativo fue similar con los dos métodos de
extraccion de ADN empleados, ya que los lotes B5, B6 y B7 de Boophilus annulatus,
R8, R9 y R10 de Rhijpicephalus sanguineus vy los lotes H5 y H6 de Haemaphysalis
punctata, preparados mediante el método mas simple de ebullicién, descrito en el
punto 3.1.4.4.1, no permitieron demostrar la presencia de ADN especifico (figuras 4.4
y 4.5).
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Tabla 4.6.- Lotes analizados y resultados de la nested PCR para el
gen OspA y para el gen Fla.

N° N° G./ Amplificado Amplificado

Especie Lotes
lotes lote OspA Fla
B. annulatus Bl a B9 9 6 N N
B10 a
B. annulatus 5 8 N N
B14
R. sanguineus R1 a R4 4 6 N N
R. bursa R5 a R7 3 6 N N
R. sanguineus R8 y R9 2 30 N N
R. bursa R10 1 30 N N
D. marginatus D1 a D4 4 6 N N
D. reticulatus D5 a D7 3 6 N N
D. marginatus D8 a D11 4 4 N N
D12 a
D. reticulatus 4 4 N N
D15
D. marginatus D16 1 3
H. punctata H1 a H15 15 6

N° G/ lote: NUmero de garrapatas por lote.

En todos los casos los controles de amplificacion preparados con ADN obtenido
de la cepa control B31 (ATCC 35210) resultaron positivos al poder objetivarse en gel
de agarosa, las bandas caracteristicas de amplificacién de 702-bp y 345-bp para la
primera y segunda amplificacion del gen OspA y de 791 y 275-bp respectivamente
para el gen Fla (figuras 4.4 y 4.5).

En todos los lotes de cada una de las especies se introdujo un control interno,
constituido por ADN de la cepa control B31, junto a las muestras de ADN de los
ixddidos, siendo el resultado de la amplificacion igualmente negativo, sugiriéndose la
presencia de inhibidores contenidos en las estructuras queratinosas.

Respecto a la reproductibilidad de los métodos empleados en los distintos lotes
de cada especie, se demostré un resultado repetidamente negativo al analizar
diferentes fracciones del producto lisado mediante distintas reacciones de
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amplificacion. Del mismo modo, los ensayos realizados durante la optimizacion de las
pruebas de amplificacion, con lotes similares a los descritos, proporcionaron un
resultado negativo.
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Figura 4.4.- Resultados de amplificacion de la secuencia del gen de la
lipoproteina de membrana OspA. Carreras 1: ADN B. burgdorferi
dilucién 1/1000; 2: ADN B. burgdorferi dilucion 1/500; 3: Muestra 5.
Annulatus, lote B6, 4. Muestra D. marginatus; 5: Marcador de peso

molecular en pares de base.
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Como se ha referido, los resultados negativos observados en las muestras analizadas y
, por el contrario, la adecuada amplificacion de los controles externos incluidos en cada
ensayo, nos permite deducir la presencia de inhibidores con ambos métodos de
extraccion de ADN, siendo especialmente llamativo la inhibicién en las muestras
obtenidas mediante el método con fenol extraccidon, que se considera Util para el
estudio de muestras con elevada contaminacién. Pese a la eleccién de un método de
doble amplificacion (nested PCR), la sensibilidad en las muestras analizadas debe

considerarse muy limitada.
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Figura 4.5.- Resultado de la amplificacion de la secuencia del gen de la flagelina
(Fla).

Carreras 1: Muestra H. Punctata, lote H6 2: ADN B. burgdorferi

dilucién 1:100; 3: ADN B. burgdorferi dilucion 1:1000; 4:Muestra R.

sanguineus 5:Marcador de peso molecular en pares de base .
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4.2.- Diagnéstico de borreliosis en muestras clinicas.

4.2.1.- Muestras clinicas analizadas.

En el periodo considerado para el estudio de muestras clinicas (1996-1999), se
remitieron al laboratorio del Hospital General Universitario de Valencia, 1.438
muestras, correspondiéndose a 1.409 sueros y a 29 liquidos cefalorraquideos, para
estudio de reactividad frente a B. burgdorferi, bien debido a una sospecha clinica de
borreliosis o bien por la necesidad de establecer un diagndstico diferencial en un

cuadro clinico no filiado.

Un elevado numero de solicitudes precisaron de una amplia serie de pruebas de
diagndstico seroldgico justificadas por la situacion clinica de los pacientes,

particularmente aquellos con alteraciones neuroldgicas (protocolos de diagndstico).

Durante ese periodo, la distribucion anual de las muestras clinicas remitidas al
laboratorio, desde los distintos servicios del hospital y areas de salud dependientes,
reflejo un nimero decreciente, tanto si se considera exclusivamente el nimero de las
mismas como por el nimero de pacientes de procedencia (tabla 4.7) existiendo una
reduccion del 55% desde el primer al ultimo afio, siendo algo menor respecto al

ndmero de pacientes.

Tabla 4.7.- Distribucion anual de muestras clinicas y pacientes analizados.

Ano N° de muestras N° de pacientes

1.996 494 378
1.997 489 371
1.998 234 195
1.999 221 180

Total 1.438 1.124
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4.2.2.- Muestras reactivas seleccionadas.

La determinacién de anticuerpos frente a B. burgdorferi en el conjunto de
muestras, realizada mediante enzimoinmunoanalisis (sistema EIA VIDAS) permitid
seleccionar 80 muestras reactivas (5,5%). De ellas, 65 presentaron un resultado
positivo constituyendo el 4,5% del total de las muestras remitidas y el 81,2% respecto
de las seleccionadas. En 15 muestras, procedentes de 14 pacientes, se obtuvo un
resultado indeterminado o dudoso (1% del total y el 18,7% de las seleccionadas). Del
total de liquidos cefalorraquideos enviados al laboratorio, sélo uno de ellos (3,4%)
presentd un resultado positivo. En la tabla 4.8, se recoge la distribucion anual de
muestras y pacientes con resultado positivo o dudoso, y su relacién con el total de
muestras y pacientes estudiados cada afio. El porcentaje de resultados positivos
resultd uniformemente bajo durante todos los afios del estudio, no superando el 7%
(rango 4,5% — 6,7%) de las muestras bioldgicas, ni el 10% de los pacientes analizados
(rango 5,5% - 8,8%). Asi, en el periodo de cuatro anos, se identificaron 72 pacientes,
con un resultado serolégico compatible con borreliosis de Lyme mediante el método de
cribado, encontrandose sélo 8 pacientes con muestras reactivas en dos afos distintos
consecutivos, obteniéndose un grupo de 80 muestras positivas.

Tabla 4.8.- Distribucién anual de muestras y de pacientes, con resultado
de VIDAS positivo o dudoso, respecto a sus totales.

Ano N©° de muestras (%) N° de pacientes (%)

1.996 23 (4,6%) 23 (6%)
1.997 33 (6,6%) 33 (8,8%)
1.998 14 (5,9%) 14 (7,1%)
1.999 10 (4,5%) 10 (5,5%)
Total 80 (5,5%) 72 (6,4%)

De estos 72 pacientes, el 58,5% fueron remitidos por el servicio de Neurologia
del Hospital General Universitario de Valencia (HGUV). El resto de pacientes
procedieron de distintas consultas externas (13 pacientes; 18%) y del servicio de
Dermatologia (8 pacientes; 11,1%), asi como de los servicios de Medicina Interna (7

pacientes; 9,7%) y del de Otorrinolaringologia (2 pacientes; 2,7%). En la tabla 4.9 se
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muestra la distribucion de los pacientes seleccionados por su resultado positivo o
dudoso mediante la prueba de EIA VIDAS, con el cédigo de identificacion (Mn)
asignado. Por otra parte, se estudi6 seroldégicamente un grupo control de donantes de
sangre sanos del Centro de Transfusion de La Comunidad Valenciana, de los que se
obtuvieron 50 sueros a los que se les realizaron las mismas pruebas de cribado, de
confirmacion y de reactividad cruzada que al grupo de sueros objeto de estudio y
referidas en el apartado de material y métodos.

Tabla 4.9.- Distribucion de pacientes seleccionados por su reactividad en
la prueba de EIA VIDAS segun afo, servicio clinico y sexo.

EIA VIDAS Ao Servicio Cadigo Sexo
D 1996 Neurologia M1 Hombre
D 1996 Consultas externas M2 Hombre
P 1996 Dermatologia M3 Hombre
D 1996 Consultas externas M4 Hombre
P 1996 Medicina Interna M5 Hombre
D 1996 Consultas externas M6 Mujer
D 1996 Dermatologia M7 Mujer
D 1996 Dermatologia M8 Mujer
P 1996 Neurologia M9 Mujer
P 1996 Neurologia M10 Hombre
P 1997 Neurologia Mila Hombre
P 1998 Neurologia M11b Hombre
D 1996 Consultas externas M12 Hombre
D 1996 Consultas externas M13 Hombre
P 1996 Dermatologia M14 Hombre
P 1996 Dermatologia M15 Hombre
D 1996 Medicina Interna M16a Mujer
D 1997 Medicina Interna M1i6b Mujer
P 1996 Consultas externas M17 Mujer
P 1996 Dermatologia M18 Mujer

P 1996 Consultas externas M19 Hombre
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Tabla 4.9.- Distribucion anual de pacientes seleccionados por su reactividad en las

pruebas de EIA VIDAS segun afio, servicio clinico y sexo (continuacion).

EIA VIDAS Aiio Servicio Codigo Sexo
P 1996 Neurologia M20 Hombre
D 1996 Dermatologia M21 Mujer
P 1997 Neurologia M22a Mujer
P 1998 Neurologia M22b Mujer
D 1996 Neurologia M23 Mujer
D 1996 Consultas externas M24 Hombre
P 1996 Neurologia M25a Hombre
P 1997 Neurologia M25b Hombre
P 1997 Neurologia M26 Hombre
D 1997 Neurologia M27 Mujer
P 1997 Neurologia M28 Mujer
D 1997 Medicina Interna M29 Mujer
P 1998 Neurologia M30a Mujer
P 1999 Neurologia M30b Mujer
P 1997 Neurologia M31 Hombre
P 1997 Neurologia M32a * Mujer
P 1998 Neurologia M32b Mujer
P 1997 Neurologia M33 Hombre
P 1997 Medicina Interna M34 Mujer
P 1997 Consultas externas M35 Hombre
P 1997 Consultas externas M36 Hombre
P 1997 Dermatologia M37 Mujer
P 1997 Neurologia M38 Hombre
P 1997 Neurologia M39 Hombre
P 1997 Neurologia M40 Hombre
P 1997 Neurologia M41 Hombre
P 1997 Consultas externas M42 Hombre
P 1997 Neurologia M43 Mujer
P 1997 Neurologia M44 Hombre
P 1997 Dermatologia M45a Hombre
P 1998 Dermatologia M45b Hombre
P 1997 Neurologia M46 Hombre
P 1997 Neurologia M47 Hombre
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Tabla 4.9.- Distribucion anual de pacientes seleccionados por su reactividad en las

pruebas de EIA VIDAS segun afio, servicio clinico y sexo (continuacion).

EIA VIDAS Ao Servicio Codigo Sexo
P 1997 Neurologia M48 Hombre
P 1997 Neurologia M49 Hombre
P 1997 Medicina Interna M50 Mujer
P 1997 Neurologia M51 Hombre
P 1997 Neurologia M52 Hombre
P 1997 Otorrinolaringologi M53 Mujer

a
P 1997 Neurologia M54 Hombre
P 1997 Neurologia M55 Hombre
P 1998 Consultas externas M56 Hombre
P 1998 Neurologia M57a Hombre
P 1999 Neurologia M57b  Hombre
P 1998 Neurologia M58 Mujer
P 1998 Neurologia M59 Hombre
P 1998 Consultas externas M60 Mujer
P 1998 Neurologia M61 Mujer
P 1998 Neurologia M62 Mujer
P 1998 Neurologia M63 Mujer
P 1999 Neurologia M64 Hombre
P 1999 Neurologia M65 Mujer
P 1999 Neurologia M66 Hombre
P 1999 Medicina Interna  M67 Hombre
P 1999 Neurologia M68 Mujer
P 1999 Medicina Interna M69 Hombre
P 1999 Otorrinolaringologi M70 Mujer
a
P 1999 Neurologia M71 Hombre
P 1998 Neurologia M72 Hombre

P: resultado positivo; D: resultado dudoso; *: LCR; a y b: pacientes
con 2 muestras y en sombreado.
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Se refiere como procedencia de Consultas externas, a los pacientes atendidos
en los centros de especialidades y/o hospitales comarcales dependientes del Hospital
General Universitario de Valencia, cuyas muestras bioldgicas fueron remitidas a la
unidad de Microbiologia del laboratorio de Analisis Clinicos del mismo, no
especificandose la especialidad médica concreta de dicha consulta.

Tomando en consideracion la variable sexo en la poblacion seleccionada,
encontramos 45 pacientes varones (62,5%) y 27 pacientes mujeres (37,5%) es decir
podemos observar un relativo predominio de reactividad serolégica mediante la prueba
de EIA VIDAS para la borreliosis de Lyme en pacientes varones. Sin embargo, igual
distribucién de sexos encontramos en los pacientes con un resultado dudoso la prueba
EIA (7 hombres y 7 mujeres) siendo este resultado indeterminado mas frecuentemente
obtenido durante el primer afio de estudio. Destaca la uniformidad en el resultado, en
aquellos pacientes que tenian dos muestras separadas en dos anos consecutivos (tabla
4.9).

En la figura 4.6, se presenta la distribucion de muestras reactivas por afio de
estudio, y su relacién al nimero de muestras recibidas. Considerando las muestras
positivas, el mayor nimero de ellas, se obtuvo en los dos primeros afios (1996 y
1997).
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Figura 4.6.- Porcentaje de muestras reactivas mediante EIA VIDAS

en cada ano del periodo de estudio.
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4.2.3.- Resultados del estudio de reactividad cruzada.

En todas las muestras con un resultado positivo o dudoso mediante el
enzimoinmunoanalisis VIDAS, se determind la reactividad frente a T7reponema
pallidum, independientemente de que se solicitase o no al laboratorio. Asi, en las 80
muestras se establecid la existencia de lues en 12 de ellas (15%) correspondiéndose a
11 pacientes (5 mujeres y 6 varones) como se muestra en la tabla 4.10. La positividad
luética, condiciond su retirada de un estudio seroldgico ulterior de borreliosis de Lyme,
al asumirse que de modo independiente al resultado obtenido mediante VIDAS, los
pacientes eran correctamente diagnosticados como afectos de sifilis. Ademas, se
conocia que varios de estos pacientes eran conyuges de pacientes luéticos

previamente diagnosticados.

Respecto al servicio médico de procedencia de las muestras de los pacientes
luéticos, 6 de ellas fueron remitidas por el servicio de Neurologia, 5 por el servicio de
Dermatologia, dos de ellas del mismo paciente en dos afios consecutivos, y una por el

servicio de Medicina Interna.

Tabla 4.10.- Muestras con resultado EIA VIDAS positivo o dudoso y
resultado luético positivo.
Codigo VIDAS RPR FTA-abs MHA-Tp

M3 P N P 1:320
M7 D N P 1: 60
M15 P 1:4 P 1:2560
M31 P 1:8 P 1:80

M40 P 1:2 P 1:640
M45a P P P ND
M45b P 1:4 P 1:1280
M49 P 1:32 P 1:2560
M50 P 1:2 P 1:640
M55 P 1:1 P 1:320
M62 P 1: 8 P 1:160
M71 P 1:4 P 1:2560

P: resultado positivo; N: resultado negativo;
D: resultado dudoso; ND: resultado no determinado.
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En el resto de las 68 muestras, todas las pruebas luéticas fueron negativas,
tanto las pruebas treponémicas como no treponémicas, excepto en dos muestras
(M11b y M23) donde se observd reactividad reiteradamente positiva mediante la
prueba FTA-abs, sin establecerse un diagnostico definitivo de infeccion luética.

Respecto al resto de procesos infecciosos evaluados seroldgicamente,
destacamos que sélo en cuatro muestras (M16a y M16b, M55 y M56) se encontraron
anticuerpos de clase IgG frente a virus de Epstein Barr titulo de 1:32 y 1:512 para el
paciente M16; 1:256 para el paciente M55 y 1:32 para el paciente M56, siendo estos
casos negativos para anticuerpos de clase IgM. El resultado de las otras pruebas de
estudio de reactividad cruzada resultaron negativas en las restantes 65 muestras
seleccionadas correspondientes a 61 pacientes. El paciente M16, no se retird del
estudio por las altas titulaciones seroldgicas para Lyme y por la clinica de
encéfalomielitis cronica y la ausencia de afectacidn hepatica, poco sugestivas de

mononucleosis.

4.2.4.- Resultados de la inmunofluorescencia indirecta frente a Borrelia

burgdorferi.

Tras la seleccion de muestras reactivas frente a B. burgdorferi mediante
enzimoinmunoanalisis y sin reactividad cruzada frente al 7. pallidum vy otros
reconocidos agentes responsables de falsos positivos, se procedi®é a su estudio
mediante inmunofluorescencia indirecta para anticuerpos IgM e IgG (IFI IgM e IFI IgG)
considerandose un resultado positivo para IgM la aparicién de fluorescencia igual o
mayor que el control positivo a titulo >1:32 en el suero y >1:4 en el LCR; y para IgG
una fluorescencia a titulo >1:256 en el suero y LCR (tabla 4.11). En el conjunto de las
67 muestras se hallé un titulo positivo para IgG, excepto en un suero (M27) con un
titulo IFI IgG igual a 1:64 y EIA VIDAS dudoso y otro (M70) con un titulo igual a 1:128
y EIA VIDAS positivo.

Ademas, no se pudo establecer una correlacion directa entre los casos de EIA
VIDAS dudoso y los titulos bajos de IFI IgG, puesto que dicho resultado

indeterminado se presentd igualmente con titulaciones altas (M1, M6, M8, M16ab, M23
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y M29). Asi, entre los resultados de enzimoinmunoanalisis dudoso encontramos 4
muestras con titulo IFI IgG 1:512 y 4 muestras con 1:1204; 3 muestras con un titulo
1:2048; 1 muestra con un titulo 1:256 y la muestra sefialada con un titulo inferior al
punto de corte.

No encontramos en la serie analizada, ningun suero con EIA VIDAS dudoso y
un titulo > 1:4096. En el resto de las 66 muestras (fueran dudosas o positivas
previamente mediante EIA VIDAS) el titulo de IFI IgG se situd en el rango > 1:256 y >
1:4096.

Tabla 4.11.- Resultados de EIA VIDAS y su correlacién con IFI IgM e IgG.
Codigo VIDAS IFIIgM IFIIgG Caodigo VIDAS IFIIgM IFI IgG

M1 D M+ 1:1024 M28 P M- 1:1024
M2 D M- 1:512 M29 D M- 1:1024
M4 D M+ 1:512 M30a P M- >1:4096
M5 P M+ 1:2048 M30b P M- 1:4096
M6 D M+ 1:1024 M32a P M- 1:256
M8 D M- 1:1024 M32b P M- 1:1024
M9 P M+ 1:2048 M33 P M- 1:512
M10 P M- 1:256 M34 P M- 1:512
Milla P M- 1:512 M35 P M- 1:4096
M11b P M- 1:4096 M36 P M+ 1:2048
M12 D M- 1:512 M37 P M- 1:1024
M13 D M- 1:256 M38 P M- 1:512
M14 P M- 1:4096 M39 P M- 1:256
M16a D M- 1:2048 M41 P M- 1:512
M16b D M- 1:2048 M42 P M- 1:256
M17 P M- 1:2048 M43 P M- 1:1024
M18 P M- 1:256 M44 P M- 1:4096
M19 P M- 1:256 M46 P M- 1:1024
M20 P M- 1:256 M47 P M- 1:512
M21 D M- 1:256 M48 P M- 1:4096
M22a P M- 1:2048 M51 P M- 1:1024
M22b P M- 1:512 M52 P M- 1:512
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Tabla 4.11.- Resultado de EIA VIDAS y su correlacion con IFI IgG e IgM

(continuacion).

Codigo VIDAS IFIIgM IFIIgG Codigo VIDAS IFIIgM IFIIgG
M23 D M- 1:2048 M53 P M+ 1:2048
M24 D M- 1:512 M54 P M- 1:4096
M25a P M- 1:512 M57a P M+ 1:1024
M25b P M- 1:2048 M57b P M- 1:1024
M26 P M- 1:512 M58 P M- 1:256
M27 D M- 1:64 M59 P M- 1:1024
M60 P M- 1:512 M67 P M- 1:256
M61 P M- 1:512 M68 P M- 1:1024
M63 P M- 1:2048 M69 P M- 1:2048
M64 P M+ 1:512 M70 P M- 1:128
M65 P M- 1:1024 M72 P M- 1:512
M66 P M- 1:512

P: resultado positivo; N: resultado negativo; D: resultado dudoso; M+: IFI IgM
positivo; M-: IFI IgM negativo.

Como se aprecia en la figura 4.7, el titulo mas frecuente para IFI IgG fue
1:512, con 20 muestras representando el 29,4%. Para el resto de titulaciones, y en
orden de frecuencia de mayor a menor encontramos: un titulo 1:1024 en 15 muestras
(22%); un titulo 1:2048 en 12 muestras (17,6%); un titulo >1:256 en 11 muestras
(16,1%); un titulo de 1:4096 en 7 muestras (10,2%); y un titulo <1:256 en 2
muestras (10,2%), siendo una Unica muestra la que presentd un titulo >1:4096.
Respecto a los resultados de IFI para IgM, encontramos 9 muestras con un resultado
positivo (13,4%).

Entre las 14 muestras con resultado EIA VIDAS dudoso encontramos 3 con IFI
IgM positiva (21,4%), mientras que entre las muestras con EIA VIDAS positivo

detectamos la presencia de IgM mediante IFI en cinco muestras (9,2%) (figura 4.8).
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En cuatro pacientes con mas de una muestra en dos afios consecutivos (M11,
M25, M30 y M32) se observé un aumento de titulacion mediante IFI IgG de dos o tres
diluciones respecto a la muestra anterior, manteniéndose el resultado previo de IFI
IgM y EIA VIDAS.

Sélo en un paciente (M22) se produjo el descenso en el titulo de IFI IgG en una
dilucion, sin variar el resultado de la IFI IgM y VIDAS. Dos pacientes (M16 y M57)
presentaron estabilidad en los resultados de sus muestras estudiadas en su titulacion
de IFI IgG y de EIA VIDAS, aunque el paciente M57 negativizd su resultado para la IFI
IgM.

En los pacientes que repitieron muestra, los resultados de IFI IgM vy
enzimoinmunoanalisis, se mantuvieron sin variacion a lo largo del periodo del estudio,

excepto en M57.
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Figura 4.7.- Porcentaje de titulos de IFI IgG en las muestras seleccionadas.
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Figura 4.8.- Correlacion EIA VIDAS positivo y dudoso con la

inmunofluorescencia para B. burgdorferi IgM.

De las muestras con resultado de EIA VIDAS positivo, el titulo de IFI IgG mas
frecuente fue similar al encontrado en el conjunto de muestras seleccionadas (1:512),
siendo la distribucion de frecuencias igual a la descrita previamente, no hallandose

correlacion entre titulos bajos con un resultado EIA VIDAS dudoso.
4.2.5.- Resultados mediante inmunotransferencia.

Para la confirmacidon de las muestras seroldgicamente reactivas, se utilizaron
dos métodos de inmunotransferencia, empleando antigenos pertenecientes a las cepas

de B. burgdorferi (B31)y B. garinii (genogrupo 2).

4.2.5.1.- Resultados de la inmunotransferencia con antigenos de Borrelia
burgdorferi.

Como se refiere en el apartado 3.2.3.4 de material y métodos, la lectura e
interpretacion de los resultados mediante el método de MarDx Diagnostics para B.
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burgdortferi considerd un resultado positivo en el Western blot para IgM la presencia de
reactividad frente a 2 6 mas de las proteinas de 23, 39 y 41 kDa, y como resultado

negativo una reactividad menor o distinta a la anteriormente establecida.

En la tabla 4.12, se muestran los resultados obtenidos en las 48 muestras
analizadas frente a los antigenos contenidos en las membranas de

inmunotransferencia.

Tabla 4.12.- Bandas reactivas e interpretacion del Wb con antigenos
de B. burgdorferi para IgM.

) ; Resultad
Coadigo Bandas Resultado Coadigo Bandas
o
M2 93, 45D, 41D N M14 66D N
93, 63, 45, 41D,
M5 66D, 58D N M16a
39, 23
M6 66D, 60D N M17 66, 58, 41D, 23 P
93D, 66, 45D, 66, 58,45D, 41D,
M8 P M19 P
41D, 39D 39D, 30D, 23
66D, 58D, 45D,
60, 45, 41, 39,
M9 o P M20 41, 39D, 31-30, P
23D
M10 66, 58, 39 N M21 SIN BANDAS N
Milla 41, 39 P M22a 66D, 23D N
M11b 41, 39D, 23D P M22b 66, 23 N
M12  SIN BANDAS N M23 SIN BANDAS N
M13 66, 58 N M25b  31-30 N
M27  SIN BANDAS N ~ M57b 60,41, 34, 23 P
M28  SIN BANDAS N M59 93D, 41, 39D P
M30a 58D, 45D, 41D N M60 SIN BANDAS
M30b 58, 37D, 23D N M61 93, 41, 23D P
M32b SIN BANDAS N M63 SIN BANDAS N
93, 66, 58,
M33 N M64 SIN BANDAS N

23D, 18D
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Tabla 4.12.- Bandas reactivas e interpretacion del Wb con antigenos
de B. burgdorferi para IgM (continuacién).

Codigo Bandas Resultado Codigo Bandas Resultado
M34 93, 66, 45, 34D N M65 SIN BANDAS N
M44 45, 23D N M66 SIN BANDAS N

60D, 45D, 41D,
M46 93, 45D, 41 N M67 N
34, 30
M47  SIN BANDAS N M68 41D, 39D, 23D P
66, 58, 45D,
M48 N M69 41D N
41, 34D
M51  SIN BANDAS N M70 SIN BANDAS N
M53 66, 58, 23 N M72 SIN BANDAS N
M57a SIN BANDAS N

P: resultado positivo; N: resultado negativo; D: intensidad débil.

Fueron 11 muestras (22,9%; 11 pacientes) de las 48 analizadas las que

resultaron positivas siguiendo los criterios interpretativos del laboratorio.

El resultado que se produjo con mas frecuencia entre las muestras negativas,
fue la presencia de reactividad en 19 muestras (54,2%) frente a la proteina de 66 kDa
(en 11 muestras; 31,4%); frente a las proteinas de 41 kDa y 23 kDa (en 6 muestras;

17,1%). La ausencia de bandas reactivas se observd (en 16 muestras; 45,7%).

Los resultados positivos y negativos para IgM mediante inmunotransferencia

frente a B. burgdorferi, se muestran en las figuras 4.9, y 4.10 respectivamente.
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Figura 4.9.- Resultados de la inmunotransferencia con resultado
positivo para la IgM de B. burgdorfer.
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Figura 4.10.- Distribucién de bandas observadas en las muestras conresultado
negativo mediante Wb para IgM frente a B. burgdorferi.

En la figura 4.11. se muestra el resultado obtenido con algunas de las muestras
analizadas para estudio de reactividad de anticuerpos de clase IgM frente a antigenos
de B. burgdorferi. Como se observa, los sueros revelaron una diversidad de bandas de

alto y bajo peso molecular, con intensidad variable, siendo lo mas frecuente una
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intensidad igual o menor a la observada en los sueros de control suministrados por el
laboratorio fabricante.
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Figura 4.11.- Wb para IgM frente a B. burgdorferi. Bandas 2 y 7: sueros negativos;
Banda 4: suero control negativo; Banda 5: control positivo alto; Banda 6:
control positivo bajo; Bandas 1, 3 y 8: sueros positivos. Se indica el
tamafio molecular de las banda en kDa.

De igual manera, fueron analizadas 49 muestras mediante la prueba

confirmatoria para deteccion de anticuerpos IgG frente a antigenos de B. burgdorferi
cuyos resultados se muestran en la tabla 4.13.
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Codig

o
M2
M5
M6
M8
M9

M10
Mlla
M11b

M12

M14

M16a
M17

M18

M19

M20

M21
M22a

M22b

M58
M59
M60
M66
M67
M68
M65

Tabla 4.13.-.

Bandas

93, 45

66D, 45D, 41
41

58, 45D, 41, 23
66D, 58D, 41D
45D, 41, 34
66D, 45, 41
66D, 45, 41
SIN BANDAS
45, 41, 34D, 31-
30D

45, 41, 39D
45, 41

31-30

93, 66, 45, 41

41, 31-30

SIN BANDAS

45, 41, 34, 31-30D

66, 45, 41D

SIN BANDAS
SIN BANDAS
SIN BANDAS
SIN BANDAS
SIN BANDAS
41D

41

de B. burgdorferi para IgG.

Resultad

2 2 2 2 2 2 2 2 2 ©

=2

=2

=2 2 2 2 2 2

N

Codigo

M23
M25b
M26
M27
M28
M30a
M30b
M32b
M33

M34

M35
M44

M47

M48

M51

M53
M57a

M57b

M61
M63
M64
M69
M70
M72

Bandas

41D, 39D, 34D
45, 41

31-30

41, 39, 31-30, 23
93D, 60D, 39

58, 45, 41N
60,58,45D,41

60, 58, 45D, 41
45, 41

66, 60, 45, 28

58D, 45, 41

45, 41

45, 41, 39, 31-
30D

66D, 45D, 41D
SIN BANDAS
45, 41

58, 41D, 31-30D
58, 41, 34D, 31-
30D

SIN BANDAS
SIN BANDAS
41D, 39, 23D
41D, 34, 18

41, 28

45, 41, 34D, 23D

Bandas reactivas e interpretacion del Wb con antigenos

Resultado

=2 2 2 2 =2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

=2

=2 2 2 2 2 2

P: resultado positivo; N: resultado negativo; D: intensidad débil.
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La muestra M32a no pudo estudiarse por ausencia de volumen suficiente, ya
que se utilizd en el laboratorio para la determinacion de otras pruebas diagnosticas
previas (seroldgicas y bioquimicas). De las 49 muestras analizadas, ninguna result6
positiva segun los criterios expresados por el laboratorio (presencia de 5 bandas de
entre las bandas con peso molecular de 18, 23, 28, 30, 39, 41, 45, 58, 66 y 93 kDa).

Independientemente de la interpretacion referida, al analizar los resultados
obtenidos observamos que la reactividad frente a diversas bandas especificas en 39
muestras: una reactividad frente a cuatro bandas se produjo en 10 muestras (20,4%);
con la presencia de tres bandas de forma simultanea tuvimos 16 muestras (32,6%); la
presencia de reactividad frente a dos bandas en 8 muestras (16,3%); frente a una
banda sélo se dio en una muestra (10,2%). En 10 muestras no hubo presencia de
reactividad frente a ninguna banda (20,4%). Estos resultados se muestran en la figura
4.12.

O Sin bandas [ 1 Banda
2 Bandas 03 Bandas
[l 4 Bandas

Figura 4.12.- Distribucion de bandas reactivas en la inmunotransferencia

para B. burgdorferi1gG.

Del mismo modo, fueron analizados los resultados considerando la reactividad

frente a proteinas especificas. Asi, la reactividad frente a la proteina de 41 kDa fue la
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mas frecuentemente encontrada (35 muestras) seguido de una reactividad frente a la
proteina de 45 kDa (25 muestras). Se observd reconocimiento de las proteinas de 31-
30 y 58 kDa, en nueve muestras respectivamente, asi como de la bandas de 66 kDa en

ocho muestras.

Por ultimo, las proteinas reveladas con menor frecuencia fueron las de 34 kDa
en siete muestras; 39 kDa en seis muestras; 23 kDa en cinco; de 60 kDa en cuatro; 93
kDa en tres muestras; de 28 kDa en dos y frente a la banda de 18 kDa en una Unica
muestra (figura 4.13). En la figura 4.14, se presenta el resultado obtenido con los

ensayos realizados en algunas de las muestras séricas analizadas.

2%4%1 % 9% OSin bandas
M p93
Op66
Op60
3% M p58
Op45
7% B p41
Op39
Hp34
Ep31-30
Op28
Op23
Hp18

6% 6%

5%

Figura 4.13.- Frecuencia de reactividad frente a las proteinas de

B. burgdorferi por anticuerpos IgG.
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Figura 4.14 .- Wb para IgG frente a B. burgdorferi. Bandas 1 a 3: sueros negativos;
Banda 4:control negativo; Banda 5: control positivo alto; Banda 6: control

positivo bajo. Se indica el tamafio molecular de las bandas en kDa.

4.2.5.2.- Resultados de la inmunotransferencia para Borrelia garinii.

Los criterios de interpretacion para considerar un resultado positivo en la
inmunotransferencia para la IgM en el método de Gull laboratories, fue la presencia de
reactividad frente a una o mas proteinas de 23 y 39 kDa, siendo para la
inmunotransferencia de B. garinii IgG, la presencia de reactividad frente a 4 6 mas de

las proteinas de 21, 23, 37, 39, 41 y 93 kDa. Se consider6 como resultado negativo,
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tanto para IgM como para IgG, una reactividad menor o distinta de la anteriormente
establecida. En la tabla 4.14. se muestran los resultados obtenidos en los 38 sueros
para deteccion de IgM especifica.

S6lo 3 de las muestras analizadas resultaron positivas (7,8%) segun los
criterios descritos, mientras que en 29 de los sueros con resultado negativo se observo
una completa ausencia de reactividad frente a las bandas de la membrana,
representando un 76,3%.

Tabla 4.14.- Resultados de la inmunotransferencia de B. garinii para IgM.

Muestra Bandas Resultado Muestra Bandas Resultado
M1 SIN BANDAS N M46 SIN BANDAS N
M4 SIN BANDAS N M48 SIN BANDAS N
M9 SIN BANDAS N M52 SIN BANDAS N
M12 SIN BANDAS N M53 SIN BANDAS N

M16b  SIN BANDAS N M54 SIN BANDAS N
M17 SIN BANDAS N M57b  SIN BANDAS N
M18 SIN BANDAS N M58 SIN BANDAS N
M24 SIN BANDAS N M60 37 N
M26 58 N M61 93,41, 23 P

M27 58 N M63 SIN BANDAS N
M29 SIN BANDAS N M64 SIN BANDAS N
M30b 60D N M65 SIN BANDAS N
M33 SIN BANDAS N M66 SIN BANDAS N
M36 SIN BANDAS N e 60D, 45D, |
M37 SIN BANDAS N 41D, 34, 30

M38 SIN BANDAS N M68 41D, 39D, 23 P

M39 SIN BANDAS N M69 41D

M41 39D P M70 SIN BANDAS N
M42 SIN BANDAS N M72 SIN BANDAS N
M43 SIN BANDAS N

P: resultado positivo; N: resultado negativo; D: intensidad débil en la reactividad.
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Mediante inmunotransferencia de B. garinii para IgG, analizadas un total de 45
uestras, Unicamente en 6 de ellas (13,3%) se determind un resultado positivo.

De las muestras positivas, seis presentaron reactividad frente a los antigenos de
41 kDa; cinco muestras frente a 45; cuatro frente a la proteina 37 y 39 kDa
respectivamente; tres con reactividad frente a 93, 75, 60, 58, 32, 31-30 y 23 kDa; dos
para la proteina de 21; y la reactividad frente a 28 kDa , se produjo tan sélo en una
muestra. De las muestras analizadas para los anticuerpos de clase IgG, los resultados

se muestran en la tabla 4.15.
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Figura 4.15.- Wb para IgM frente a B. garinii . Bandas 1 y 2: sueros negativos;
Banda 3: control negativo; Banda 4: control positivo; Bandas 6 y
7: sueros positivos. Se indica el tamafio molecular de las bandas

en kDa.
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En las figura 4.15 vy 4.16, se muestran ejemplos de los ensayos de
inmunotransferencia realizados con membranas conteniendo antigenos de B. garinii,

tanto para anticuerpos de clase IgM como de clase IgG.
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Figura 4.16.- Wb para IgG frente a B. garinii. Bandas 1 a 2: sueros negativos;
Banda 3:control negativo; Banda 4: control positivo; Bandas 5 y
6: sueros positivos. Se indica el tamafio molecular de las bandas

en kDa.
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Tabla 4.15- Resultado de la inmunotransferencia de B. garinii para IgG.

Codigo Bandas Resultado Cadigo Bandas Resultado
93, 75, 58, 45,
M1 P M25b SIN BANDAS N
41D, 37D
93D, 75D,
M4 58D, 41, 39, P M27 SIN BANDAS N
37
75D, 60, 58,
M5 45, 41, 39D, P M28 41, 30, 28, 23 N
37D, 32, 21
75, 60D, 45, 41,
M8 58, 41D, 32D N M29 N
37D, 32D
60D, 58D, 31-
M9 N M30b 66, 58 N
30D, 23, 21
M10 45D, 32 N M32b SIN BANDAS N
Mlla SIN BANDAS N M35 58, 41D, 28, 23 N
M11lb 60D N M36 60D, 30D N
M14 75, 32 N M37 75, 39D N
M16b 58D N M38 SIN BANDAS N
58D, 45D,
60D, 45D, 41,
M18 41D, 37D, P M39
39, 37, 32
23D, 21D
M19 SIN BANDAS N M41 58D N
M20 58, 45 N M42 93, 75D, 30D N
75D, 60, 58, 41,
M21 SIN BANDAS N M43 N
32, 30D
93, 75, 58, 45, 75, 41D, 37D,
M22a N M44 N
32 28D, 23
M23 SIN BANDAS N M46 93, 75, 30 N
M24 SIN BANDAS N M47 SIN BANDAS N
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Tabla 4.15- Resultado de la inmunotransferencia de B. garinii para 1gG

(continuacion).

Codigo Bandas Resultado Cadigo Bandas Resultado
M48 SIN BANDAS N M61 93D, 23 N
M51 66, 58D N M65 66D, 58 N

93D, 75, 45,
M52 N M66 66, 58 N
41, 32D
M54 58 N M68 75D, 58D N
60, 45D, 41, 39,
M57 75, 66,58,45 N M69 37D, 32, 28D, P
23
93D, 75D, 66,
M58 N M72 66, 58 N
60D

P: resultado positivo; N: resultado negativo; D: intensidad débil en la reactividad.

De las 39 muestras con resultado negativo, en diez no se observd reactividad
frente a ninguna banda especifica, encontrando en el resto un nimero variable entre 1
y 6 bandas. El resultado mas frecuente entre las muestras negativas fue la reactividad
para bandas de 58 kDa con 12 muestras; 75 kDa en 10 muestras; 7 para la proteina
41 kDa; cinco muestras para 60, 45 y 32 kDa; cuatro para las bandas 93 y 23 kDa;
tres para 66, 32 y 28 kDa; dos para 39 y 37 kDa y una Unica muestra reactiva frente a
23 kDa. Observando la reactividad del conjunto de muestras positivas y negativas,
determinamos que las bandas proteicas mas frecuentemente reveladas fueron las de
58, 75 y 41 kDa, siendo estas bandas mas comunes en las muestras consideradas

como positivas y negativas.

4.2.5.3.- Resultados seroldgicos en el grupo control.

En el grupo control, formado a partir de donantes de sangre sanos del Centro
de Transfusion de La Comunidad Valenciana, obtuvimos mediante el sistema EIA
VIDAS un 5% de resultados indeterminados o dudosos, siendo el resto de muestras
negativas. Mediante la IFI de clase IgM todos los sueros de la poblacion control
resultaron negativos, y en dicha prueba para anticuerpos de clase IgG la mayoria
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fueron igualmente negativos, existiendo un reducido nimero de muestras (15%) con
una reactividad inferior al punto de corte, siendo en nuestro estudio del 10,2%.
Respecto a los resultados de la inmunotransferencia IgM para antigenos de B.
burgdorferi, se observd un resultado globalmente negativo, con presencia de
diferentes bandas reactivas en todas las muestras analizadas. De ellas, las mas
frecuentes fueron 30-31 kDa (85,7%); de 48 y 41 kDa (82,7%) y de 62 kDa (71,4%).
Separadamente, las bandas de 39 y 23 kDa, necesarias para una interpretacion
positiva de la prueba, estaban presentes en el 14,2% de las muestras, bien como
banda Unica o junto a otras bandas no especificas para IgM. Del mismo modo, la
prueba de inmunotransferencia para IgG mostré un resultado uniformemente negativo,
existiendo presencia de bandas en el 94,4% de los sueros analizados. Las bandas mas
frecuentes fueron las de 39 kDa (64,7%) y 31-30 kDa (47%) (figura 4.17).

@Bb IgM
mBb IgG

Figura 4.17.- Distribucion de bandas reactivas para inmunotransferencia IgM e IgG con

antigenos de B. burgdorferien sueros de controles sanos

4.2.5.4.- Comparacion de los resultados de la inmunotransferencia para
B. burgdorferi y B garinii.

Con el fin de conocer la variabilidad de resultados asociados a la aplicacion de
dos métodos diferentes de inmunotransferencia, analizamos la reactividad de 15
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muestras con ambos métodos, incluyendo muestras con resultado positivo y negativo
con B. burgdorferi. En la tabla 4.16 y 4.17 se muestran los resultados obtenidos para
IgM e IgG con cada una de los sueros estudiados. En tres muestras (M12, M65 y M66)
encontramos una concordancia en ambos métodos ya que resultaron negativas con
ausencia de cualquier banda especifica. En 3 de las 5 muestras que resultaron
positivas para B. burgdorferi (M9, M16a y M17) encontramos ausencia de bandas
mediante inmunotransferencia para B. garinji, y en 2 muestras positivas mediante el
primer método (M61 y M68) se confirmd un resultado positivo en el Wb de B. garinii.
Entre las muestras con resultado negativo, encontramos 5 de ellas (M33, M46, M48,
M53, M57b) con presencia de bandas mediante B. burgdorferi y ausencia de bandas
especificas mediante B. garinii. En una muestra (M27) hallamos la situacién inversa,
pues existid reconocimiento de una banda de 58 kDa mediante la inmunotransferencia
de B. garinii y ausencia de bandas con B. burgdorferi. En una muestra con resultado

negativo encontramos reactividad frente a proteinas diferentes (M30b).

Tabla 4.16.- Resultados de las muestras analizadas mediante ambos

métodos de inmunotransferencia para IgM.

Bandas B. burgdorferi

Codigo Resultado
Bandas B. garinii
60, 45, 41, 39, 23 P
M9
SIN BANDAS N
SIN BANDAS
M12
SIN BANDAS
93, 63, 45,41D, 39,23 P
M16a
SIN BANDAS N
M17 66, 58, 41D, 23 P
SIN BANDAS N
SIN BANDAS N
M27
58 N
58,37D,23D N
M30b
60D N
93, 66, 58, 23D, 18D N
M33
SIN BANDAS N
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Tabla 4.16.- Resultados de las muestras analizadas mediante ambos métodos

de inmunotransferencia para IgM (continuacién).

Bandas B. burgdorferi

Cadigo Resultado
Bandas B. garinii

93, 45, 41 N
M46

SIN BANDAS N

66, 58, 45D, 41, 34D N
M48

SIN BANDAS N

66, 58, 23 N
M53

SIN BANDAS N

60, 41, 34 N
M57b

SIN BANDAS N

93D, 41D, 23 P
M61

93D, 41D, 23 P
M65  SIN BANDAS N

SIN BANDAS N
M66  SIN BANDAS N

SIN BANDAS N
M68 41D, 39D, 23D P

41D, 39D, 23 P

P: resultado positivo; N: resultado negativo; D: intensidad débil.

Las asociaciones mas frecuentes con ambos métodos, fueron la presencia de
bandas reactivas para B. burgdorferi con resultado positivo y ausencia de éstas para B.
garinif, y presencia de bandas para B. burgdorferi pero con resultado negativo y
ausencia de bandas para B. garinii (figura 4.18).

141



Figura 4.18.- Resultados de la inmunotransferencia de B. burgdorferi y
B. garinii para IgM: 1.-Wb IgM Bb. sin bandas y Bg. con bandas;
2.-Wb IgM Bb. sin bandas y Bg. sin bandas; 3.-Wb IgM Bb. con
bandas y Bg. sin bandas; 4.-Wb IgM Bb. con bandas y Bg. con
bandas; 5.-Wb IgM Bb. positivo y Bg. sin bandas; 6.-Wb IgM Bb.
positivo y Bg. sin bandas.

Sélo en 4 muestras (M61 y M68), se demostrd correlacion con ambos métodos,
presentando reactividad frente a las mismas bandas de 41, 39 y 23 kDa, siendo
positivo en ambos. En 4 muestras negativas se demostrd reactividad frente a alguna
banda con B. burgdorferi y ausencia de bandas con B. garinij, 10 que sugiere una
mayor sensibilidad para B. burgdorferi. Respecto a similar analisis comparado de
resultados de la inmunotransferencia para anticuerpos de clase IgG, observamos que
el hallazgo mas frecuente en las 26 muestras analizadas con ambos métodos fue un
resultado negativo. Existié presencia de bandas en ambos métodos en 16 muestras,
mientras que en 7 de ellas no se revelaron bandas para los antigenos de B. garinii pero
si frente a los antigenos de B. burgdorferi. En 4 muestras se determind un resultado

positivo frente a B. garinii siendo negativas frente a B. burgdorferi (tabla 4.17).
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Tabla 4.17 .- Resultados de muestras analizadas mediante ambos métodos de IgG.
Bandas B.
Cadigo burgdorferi

Resultado

Bandas B. garinii
66D, 45D, 41 N
M5 75D, 60, 58, 45, 41,

P
39D, 37D, 32, 21
58, 45, 41, 23
M8
58, 41D, 32D
66D, 58D, 41D
M9 60D, 58D, 31-30D, 23, "
21
45D, 41, 34 N
M10
45D, 32 N
. N
M14 45D, 41, 34D, 31-30D
75, 32 N
66D, 45,41 N
Mi1la
SIN BANDAS N
66D, 45,41 N
M11b
60D N
31-30 N
M18 58D, 45D, 41D, 37D, p
23D, 21D
93, 66, 45, 41 N
M19
SIN BANDAS N
41, 31-30, N
M20
58, 45 N
SIN BANDAS N
M21
SIN BANDAS N
45, 41, 34, 31-30D N
M22a
93D, 75, 58D, 45, 32 N
45, 41 N
M25b
SIN BANDAS N
M27 41, 39, 31-30, 23 N
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Tabla 4.17 .- Resultados de muestras analizadas mediante ambos métodos
de gG (continuacion).

Bandas B. burgdorferi Resultado

Cadigo
Bandas B. garinii
SIN BANDAS N
_— 93D, 60D, 39 N
41, 30, 28D, 23 N
o 60, 58D, 45D, 41D N
SIN BANDAS N
— 58D, 45D, 41D N
58, 41D, 28, 23 N
M44 45, 41 N
75, 41D, 37D, 32, 31-30 28D, =
23
M47 45,41, 39, 31-30D N
SIN BANDAS N
M48 66D, 45D, 41 N
SIN BANDAS N
M51  SIN BANDAS N
66, 58 N
M57 58, 41D, 31-30 N
75, 66, 58, 45 N
M61  SIN BANDAS N
93D, 23 N
M69 41D, 34, 18 N
60, 45D, 41, 39, 37D, 32, 28D,
23 P
M72 45, 41, 34D, 23D
66, 58

P: resultado positivo; N: resultado negativo; D:
intensidad débil.
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4.2.5.5.- Correlacion entre los resultados de enzimoinmunoanalisis
e inmunotransferencia.

Respecto a la correlacion de los resultados obtenidos mediante los métodos
empleados, encontramos que de las 9 muestras con un resultado dudoso EIA VIDAS,
en 2 se determind reactividad positiva mediante la inmunotransferencia de B.
burgdorferi para IgM. En 4 de ellas no existid reactividad frente a ninguna de las
bandas antigénicas y 3 muestras reconocieron alguna de las bandas contenidas en la
tira de nitrocelulosa pero sin corresponderse a bandas especificas. Mediante el ensayo
de Wb de B. garinii para IgM, encontramos que todas las muestras con resultado de
VIDAS dudoso fueron negativas, mayoritariamente sin reactividad frente a ninguna de
las bandas (tabla 4.18). En la tabla 4.19, se muestra el resultado obtenido con cada

uno de los métodos empleados en el estudio.

Tabla 4.18.- Correlacion de resultados mediante VIDAS y Wb IgM.

Resultado Wb IgM VIDAS positivo VIDAS dudoso

B. burgdorferi positivo 9 2
B. burgdorferi negativo con 5 -
bandas

B. burgdorferi negativo sin - 4
bandas

B. garinii positivo 3 0
B. garinii negativo con bandas 5 1
B. garinii negativo sin bandas 23 6

Respecto a la correlacién entre el método EIA VIDAS y la inmunotransferencia
para IgG, encontramos que el 100% de las muestras analizadas con los antigenos de
B. burgdorferi resultaron negativas, segun los criterios del método comercial, de forma
independiente al resultado previo de EIA VIDAS positivo o dudoso. Para la
inmunotransferencia IgG con los antigenos de B. garinij, en las 9 muestras analizadas
mediante Wb y con un resultado previo de EIA VIDAS dudoso, en el 77% obtuvimos
un resultado negativo, mientras que con un resultado EIA VIDAS positivo el 82% de las

muestras fueron negativas mediante inmunotransferencia
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Tabla 4.19.- Correlacion de resultados mediante VIDAS y Wb IgG.

Resultado Wb IgG  VIDAS positivo  VIDAS dudoso

B. burgdorferi positivo 0 0
B. burgdorferi negativo 41 8
B. garinif positivo 4 2
B. garinif negativo 31 8

En la figura 4.19 y 4.20, se muestra la distribucion de bandas observadas en la
inmunotransferencia B. burgdorferiy B. garinii 1gG, en las muestras con resultado de
EIA VIDAS positivo y dudoso..

05 O VIDAS positivo
m E EVIDAS dudoso
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Figura 4.19.- Correlacién EIA VIDAS positivo y dudoso con la
inmunotransferencia para B. burgdorferi1gG.
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Figura 4.20.- Correlacion VIDAS positivo y dudoso con la

inmunotransferencia para B. garinii 1gG.

4.2.5.6.- Correlacion entre los resultados de la inmunofluorescencia e
inmunotransferencia.

Respecto a la correlacion de los resultados obtenidos mediante los métodos de
inmunotransferencia (Wb) y la prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFI),
encontramos que de las 9 muestras que resultaron positivas mediante IFI IgM 6,
fueron analizadas mediante la prueba confirmatoria con los antigenos de B. burgdorferi
resultando sdélo una positiva (M9) mientras que 3 muestras mediante los antigenos de

B. garinii resultan negativas.

El suero M53 con resultado IFI IgM positivo fue evaluado mediante Wb frente a
ambos microorganismos, resultando negativo en los dos casos, si bien presentd
reactividad frente a bandas antigénicas no especificas de B. burgdorferiy sin bandas

para B. garinii.

De las 42 muestras con resultado negativo mediante IFI IgM, 11 de ellas
resultaron positivas mediante Wb de B. burgdorferi mientras que de las 26 muestras
con resultado IFI IgM negativo que fueron analizadas utilizando los antigenos de B.

Garinii, sélo en 4 sueros se observd un resultado positivo (15,3%).
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Para las muestras con resultado negativo en ambas pruebas, el resultado mas
frecuente fue la presencia de bandas reactivas (en 17 muestras) revelando las
proteinas de 66, 58, 45, 41 y 23 kDa, mientras que en 14 muestras se determind
ausencia de reactividad. Cuando se utilizaron antigenos de B. garinii, el resultado mas
frecuente entre las 22 muestras con resultado de IFI IgM negativo, fue la ausencia de
reactividad (14 muestras). Entre las 6 muestras que resultaron positivas mediante la
prueba de IFI IgM, la reactividad para B. burgdorferi frente a la banda de 66 kDa fue
el resultado mas frecuente (50%) seguido por las proteinas de 60, 58 y 23 kDa.
Mediante el método de Wb con los antigenos de B. garinii, el resultado mas frecuente
fue la ausencia de bandas en el 100% de las muestras positivas mediante IFI
IgM.Todas la muestras analizadas mediante el Western blot IgG con antigenos de
Borrelia burgdorferi resultaron negativas, tanto si fueron IFI positivas o con un titulo
menor al punto de corte. Solo la muestra M70 resultd negativa mediante ambos
métodos. La correlacion entre la prueba de IFI IgG y Wb empleando antigenos de B.

burgdorferi se muestra en la tabla 4.20.

Tabla 4.20.- Correlacion entre los resultados para anticuerpos IgG mediante
IFI y Wb B. burgdorferi .

bandas antigénicas (kDa) de B. burgdorferi

sin
titulo 31-
IFI banda 93 66 60 58 45 41 39 37 34 o 28 23 18

S

<1:256 0 o 0o 0 o o0 2 o0 0 o 1 1 0 O
=1:256 3 o 1 0 0 2 3 0 0 1 2 0 2 0

=1:512 4 4 3 1 0 6 5 1 0 1 1 1 3 1

=1:102
423024271012020

=1:204
811201692031050

=1:409
600203660011030
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Para los antigenos de Borrelia garinij, en las 6 muestras que resultaron positivas

el titulo de la IFI IgG se mantuvo en valores bajos en 3 de ellas (M4 titulo 1:512; M18

titulo 1:256; M39 titulo 1:256) mientras que en otros 3 su titulo fue mayor o igual a

1:1024 (M1 titulo 1:1024; M69 titulo 1:2048) (tabla 4.21).

Tabla 4.21.- Correlacion entre los resultados para anticuerpos IgG

titulo
IFI

<1/256

=1/256

=1/512

>1/102
4

>1/204
8

>1/409
6

sin
banda 93 75 66 60 58 45 41 39 37 34 32

S

1

mediante IFIy Wb B. garinii.

bandas antigénicas (kDa) de B. garinii

28 23 18
0 0 O
1 1 0
1 0 O
1 1 0
1 2 0
2 2 0
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4.3. Analisis de variables clinicas.

4.3.1.- Descripcion de los pacientes de estudio

De los 72 pacientes seleccionados por su resultado serolégico mediante EIA
VIDAS, 12 (16,6%) fueron retirados del estudio por presentar positividad en las
pruebas frente a sifilis; otros 2 pacientes (2,7%) por presentar reactividad frente a
VEB, uno de los cuales también habia presentado un resultado lues positivos; y 4
pacientes mas en los que se desconocia la edad y el servicio de procedencia. Asi
finalmente, la poblacion estudiada quedd constituida por 56 pacientes. Respecto al
servicio de origen de los mismos, el grupo mas numeroso procedid de Neurologia con
39 pacientes, seguido de Medicina Interna y Dermatologia con 8 y 6 pacientes
respectivamente, y solo 2 pacientes procedieron de Otorrinolaringologia y uno del
servicio de Psiquiatria (figura 4.21). Esta poblacion se distribuyd en 24 mujeres y 31
hombres, por lo que se establecié un ligero predominio en el varén (57,1%) con
respecto a la mujer (42,8%). Del mismo modo, de todos los servicios médicos se
remitid un mayor nimero de pacientes varones excepto en el caso de Dermatologia

que fueron 4 mujeres frente a dos varones.

Dermatologia  Psiquiatria
6% 3%

Medicina Interna
13%

Otorrinolaringologia

3%

Neurologia
75%

Figura 4. 21- Distribucion y frecuencia de la poblacion de pacientes

segun procedencia por servicios.
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Respecto a la edad, se observo que el intervalo mas frecuente, tanto en
hombres como en mujeres, correspondié al comprendido entre los 25-29 afos con 11
pacientes (16,6%) seguido por los grupos comprendidos entre 35-39 y 40-44 con 9
pacientes respectivamente (16%). No tuvimos en nuestro estudio ningun paciente

menor de 15 afios (figura 4.22).

Para establecer las caracteristicas clinicas mas importantes de cada paciente, se
procedié a la evaluacién de los datos recogidos en la historia clinica, ordenando los
sintomas y signos resefnados en cada caso segun los mismos se correspondieran a una
expresion clinica inespecifica como la existencia de cefalea o malestar general, o bien a
sintomas atribuibles claramente a una alteracién neuroldgica, articular o cutanea. En
algunos casos, los datos recogidos fueron dificilmente agrupados bajo un epigrafe
concreto, como en el caso de los pacientes con alteraciones psiquiatricas, donde la
diversidad de dichas alteraciones no pudo ser discriminada del cuadro general.

En la tabla 4.22, se muestra la relacién de sintomas y signos mas relevantes,

asi como el servicio de procedencia, la edad y sexo de los pacientes estudiados.

12 - B Hombre [OMujer OTotal

10

Figura 4.22 .- Distribucion de la toda poblacion de pacientes segun edad y

SEXO.
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Tabla 4.22.- Distribucién de sintomas y signos relevantes entre los pacientes

Codigo Sexo Edad

M1

M2

M4

M5

M6

M8

M9

M10

M11

M12

M14

M16

M17

M18

M19

M20

M21

M22

M24

H

H

24

38

42

28

27

27

48

60

29

28

40

29

29

40

38

32

33

36

54

Servici

o

N

ORL

MI

MI

MI

MI

PS

estudiados

General

Cefalea
Malestar

No

Febricula
Malestar

Fiebre
Malestar

Cefalea
Depresion

Astenia

Astenia
Anorexia

Irritabilidad

Astenia
Anorexia

Ansiedad
Depresion
Ansiedad
Depresion
Cefalea
Febricula
Astenia
Cefalea

Febricula
Astenia

Astenia

Cefalea

No

Ciclotimia
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Clinica

Neuroldgica Articular Cutanea

Crisis de No No
ausencia
Vértigo No No
No Artralgias No
No No Exantema
Parestesias No No
. Morfea
No Artralgias L.C.B.
Hemiparesia No No
Encgfqlomieliti No No
S cronica
S. cerebeloso No L.C.B.
No No No
No No Er!tema
polimorfo
Encgfqlomieliti No No
S cronica
No No No
o No Morfea_
Esclerosis
No No No
S. cerebeloso No No
No No E.C.M.
S. cerebeloso No No
No No No



Tabla 4.22.- Distribucién de sintomas y signos relevantes entre los pacientes

Codigo Sexo Edad

M25

M27

M28

M29

M30

M32

M33

M34

M35

M36

M37

M38

M39

M41

M42

M43

M44

M46

M47

H

M

61

30

60

33

40

27

35

36

45

35

55

80

40

70

60

35

53

20

77

Servici
o

N

N

N

MI

General

Psicosis

No

Febricula
Cefalea
Depresion

Cefalea

Astenia

Astenia
Fiebre
Cefalea

No

Cefalea

No

Cefalea

No

No

Cefalea
Astenia

Clinica

Neuroldgica Articular

Parkinson
Afasia mixta

No
A.C.V

No
No

Artralgias

Vértigo central Artralgias

Parestesias

E.M.
Parestesias

Parestesias

No

No

No

No

Demencia
A.C.V.

Parestesias
Demencia
Apraxia

Parestesias

E.L.A.
Parestesias

No

Demencia

No
No

No

Artralgias
Mialgias

No

No

No

No
No
No
No

No

Artralgias

Artralgias

Debilidad

No

Cutane

No

No

Exantem

No
No

No

No

Dermatit
is

No

ACA
Granulo
ma

No
No

No
No

No

No

No
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Tabla 4.22.- Distribucién de sintomas y signos relevantes entre los pacientes

Clinica
C:;I' Sexo Edad Ser;nm General Neurologica Articular Cut;:ne
M48 H 43 N Cefalea Parestesias No No
M51 75 ) Demencia No No
Terrores
M52 48 - D. central Artralgias No
Cefalea Vestibulopatia
M53 M 29  ORL Fiebre vestibulop No No
... infecciosa
Leucocitosis
M54 H 57 N - A.CV. No No
M7 H 61 N - Sd. Guillain- No No
Barre
M58 M 53 ny (Cefalea g No No
Depresion
M59 N 50 g |bEmEEET e No No
M60 M 53 N Cefalea. , Parestesias No No
Depresion
M6l M 43 E e D T No No
Depresion
M63 M 56 N An5|ed§<,j No Artralgias No
Depresion
Astenia
M64 H 51 N Cefalea No No No
Depresion
Astenia
M65 M 38 N Febricula Parestesias No No
Cefalea
Astenia
M66 H 28 N Cefalea No No No
Depresion
M67 H 40 MI  No No Artralgias ~ N°
Parestesias
M68 M 57 N Cefalea Depresion No No
Terrores
M69 H 54  mp cefalea g Artralgias  No
Depresion
MO M 27 g | Vértigo No No
M72 H 32 N  No S e No No
Convulsion

N: Neurologia; ORL: Otorrinolaringologia; MI: Medicina Interna; D: Dermatologia;
EM: Esclerosis multiple; ELA: Esclerosis lateral amiotréfica; ACV: Accidente cerebro-
vascular; ACA: Acrodermatitis cronica atréfica. LCB: Linfocitoma cutaneo benigno; D.

central: Desmielinizacién Central.
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En conjunto existié un claro predominio de sintomatologia general (57,8%)
junto a un cuadro neuroldgico (54,3%). En los hombres se observd un ligero
predominio en la presentacién de sintomatologia clinica (78,9%) frente a las mujeres
(68,4%).

Debemos sefialar algunos datos relevantes no incluidos en la tabla. El paciente
M4 present6 coxartralgias mientras que los otros pacientes con sintomatologia articular
presentaron un claro predominio de afectacion en las pequenas articulaciones de las
manos, los pies y/o en las rodillas, si bien resaltamos que ningln paciente fue
diagnosticado de artritis franca. El paciente M33 refirid un déficit neuroldgico
transitorio, caracterizado por parestesias en hemicara, hemilengua y hemicuerpo

izquierdos junto a una visidn centelleante.

En el paciente M52 se evidenciaron alteraciones en la marcha y vértigo. Los
pacientes M11, M22 y M52 presentaron desmielinizacidn cerebelo-protuberancial con
los déficits neuroldgicos derivados de este proceso. Por ultimo, el paciente M25 fue
diagnosticado de enfermedad de Parkinson juvenil idiopatica. Los pacientes M10 y M16
fueron diagnosticados de borreliosis de Lyme por presentar una encefalomielitis
cronica. La localizacion mas frecuente de las parestesias fue en los miembros
superiores e inferiores, pero en el paciente M37 fueron generalizadas; el paciente M47

presentd extrasistolia y bloqueo auriculo-ventricular de 2° grado.

El paciente M51, ingresd con un diagndstico de demencia de etiologia no filiada,
presentando un comportamiento desinhibido que revirtié totalmente con las primeras
dosis de ceftriaxone. Respecto a los signos cutaneos el paciente M5 presentd un
exantema en hemicuerpo superior, mientras que el paciente M35 presentd una
dermatitis ampollosa recidivante. Llamé la atencion la existencia de 4 pacientes con

lesiones de borreliosis de Lyme bien definidas en la clinica.
Por otra parte, dos pacientes fallecieron durante el periodo de estudio: el

paciente M25 que presentd un ACV que lo condujo al éxitus y el paciente M44 que

fallecié por una neumonia aspirativa.
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4.4.- Correlaciones de variables clinicas y de laboratorio.

A continuacidn se analiza las caracteristicas del conjunto los pacientes segun
sus manifestaciones clinicas predominantes y las variables seroldgica, diferenciando
tres grupos clinicos segun presentasen una clinica predominantemente neuroldgica, o
general-articular y cutanea. Del total de 52 pacientes positivos mediante la prueba de
cribado EIA VIDAS, y que pudieron ser analizados mediante el Wb, encontramos que
18 resultaron positivos, representando el 34,6%. Para el total de pacientes remitidos al
laboratorio durante el periodo de estudio de 3 anos de duracién representa el 1,5%,
representando nuestra area, una zona de baja endemicidad. Respecto a los pacientes
“neurologicos” (tabla 4.23) llama la atencién la presencia de cuadros evolucionados
como es el paciente M16, que presentd un cuadro de encefalomielitis cronica, M11y
M20 que presentaron un sindrome cerebeloso cronico y M57 afecto de un cuadro de

Guillain-Barre.

Todos ellos procesos inveterados cumplieron el criterio mayor esencial de
diagndstico clinico, recidivantes que dificilmente se justifican con la presencia de ese
resultado IgM positivo en el Western blot habida cuenta de que IgG fue negativo. Si
bien, es un hecho reconocido, la persistencia de anticuerpos de clase IgM en el suero,
durante meses o afos después de un tratamiento o la resolucion espontanea de la
lesion, y no se relaciona con la actividad clinica de la infeccion (Hilton et al., 1997). Por
otro lado, la presencia de anticuerpos especificos frente a B. burgdorferi en el suero,
acompafiada de pleocitosis linfocitaria en el LCR dan soporte al diagndstico de
neuroborreliosis como criterio mayor esencial de diagndstico de laboratorio, si bien, la
deteccion de anticuerpos intratecales resultd negativa en la mayoria de los casos
analizados. La paciente M32, con clinica de esclerosis multiple, y que presentd un
resultado de VIDAS positivo en el LCR, no fue confirmado en el Wb que resultd

negativo.
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Tabla 4.23.- Pacientes con predominio de un cuadro clinico neuroldgico y resultados
de Wb mediante B. burgdorferi.

Otras - Wb
o . Clinica IFI Wb Bb.
Coadigo ma_nlfesta neurolégica IgM IFI IgG Bb. 19G
ciones IgM
M2 No Vértigo M- 1:512 N N
M6 Cefalea — prestesias M+ 1:1024 N N
Depresion
M9 Astenia Hemiparesia ~ M+ ~ 1:2048 P N
Anorexia,
M10  Irritabilidad CVCSTAlomieliti - m- - 1:256 N N
s cronica
Astenia S. cerebeloso M- 1:256 P N
M11 Anorexia ’ N
L.C.B. M- 1:4096 P
Cefalea Encefalomieliti M- 1:2048 P N
M16 Febricula & cronica M- 1:2048 P -
Astenia
M20 - S. cerebeloso M- 1:256 P N
M- 1:2048 N N
M22 - S. cerebeloso M- 1:512 N N
M- 1:4096 N N
M30 Cefalea Parestesias M- 1:4096 N N
- ) EM. M- 1:256 - N
Parestesias M- 1:1024 N N
M33 Astenia Parestesias M- 1:512 N N
M44 ) ELA. M- 1:4096 N N
Parestesias
Extrasistolia
y bloqueo
M47 auriculo- Demencia M- 1:512 N N
ventricular
de 2° grado
M48 Coriss Parestesias M- 1:4096 N N
M51 ) Demencia M- 1:1024 N N
Terrores
Cefalea . ,
M53  Fiebre Vestibulopatia M+ 1:2048 N N
... infecciosa
Leucocitosis
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Tabla 4.23.- Pacientes con predominio de un cuadro clinico neuroldgico y resultados
de Wb mediante B. burgdorferi.

Otras - Wb
o . Clinica IFI Wb Bb.
Cadigo ma_mfesta neurolégica IgM IFI IgG Bb. 19G
ciones IgM
Sd.
I M+ 1:1024 N
M57 I(Baunlg:nn- M57 M- 1:1024 P N
arre
Parestesias
M68 Cefalea Depresion M- 1:1024 P N
Terrores
M70 - Vértigo M- 1:128 N N
M72 - Meningitis M- 1512 N N
Convulsion

Fueron 20 los pacientes los analizados mediante Wb B. burgdorferi que
presentaron un claro predominio neuroldgico en sus manifestaciones clinicas. De estos,

5 obtuvieron resultado positivo para la IgM, siendo todos ellos negativos mediante IgG.

En los 17 pacientes analizados mediante Wb B. garinii (tabla 4.24), en 4 casos
obtuvimos un resultado positivo para esta prueba, en 2 se detectaron anticuerpos IgM
M41 y M68 y en otros 2 pacientes IgG (M1 y M39). De ellos, 6 pacientes presentaron
dos muestras diferentes confirmando el mismo resultado mediante el Western blot. En
un paciente (M44) obtuvimos un resultado incompleto frente a los antigenos de B.
garinii, pues no se pudo realizar la determinacion de IgM, que presentd un resultado

positivo para IgG, y siendo negativo frente a B. burgdorferi.

Del mismo modo en la tabla siguiente se analizan los resultados respecto al
cuadro clinico general y articular, mediante la inmunotransferencia de B. burgdorferiy
de B. garinii para anticuerpos de clases IgM e IgG, obteniendo los siguientes
resultados (Tablas 4.25).
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Tabla 4.24.- Pacientes con predominio de un cuadro clinico neuroldgico y

Codigo manifestacion

M1

M9

M16

M29

M30

M38

M39
M41
M42

M43

M44

M48

M52

M54

Otras

es

Cefalea
Malestar

Astenia

Anorexia

Cefalea
Febricula
Astenia

Febricula
Cefalea,
Depresion

Cefalea

Cefalea

No

No

Cefalea

resultados de Wb mediante B. garinii.

Clinica
neuroldgica

Crisis de
ausencia

Hemiparesia

Encefalomielitis
cronica

Vértigo central

Parestesias

Demencia
A.C.V.

Parestesias
Demencia

Apraxia

Parestesias

E.L.A.
Parestesias

Parestesias
D. central

A.C.V.

IFI
IgM

M+

M+

IFI
IgG

1:102
4
1:204
8
1:204
8
1:204
8
1:102
4
1:409
6
1:409
6

1:512

1:256
1:512
1:256
1:102
4
1:409
6
1:409
6
1:512
1:409
6

Wb Bg. Wb Bg.

IgM

=2

2 v =2 2

N

N

IgG

P

=2

2 2 ©vu =2

N

N

ELA: Esclerosis lateral amiotrofica; ACV: Accidente cerebro-vascular; D. central:

Desmielinizacion central.
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Tabla 4.25.- Pacientes con predominio de un cuadro clinico general-articular y
resultados de Wb mediante B. burgdorferi.

Codigo

M57

M65

M68

M72

M12

M17

M19

M34

M61

M63

M64

M66

M67

M69

Clinica articular Clinica general

Astenia
Febricula
Cefalea

Cefalea

Artralgias
Mialgias

Artralgias

Artralgias

Artralgias

Sd. Guillain-Barré

Parestesias

Parestesias
Depresion
Terrores
Meningitis

Convulsion

Ansiedad
Depresion
Cefalea
Febricula
Astenia

Cefalea

Astenia
Cefalea
Fiebre
Astenia
Depresion
Ansiedad
Depresion
Astenia
Cefalea
Depresion
Astenia
Cefalea
Depresion

Cefalea
Depresion

IFI
IgM

=

=

=

M+

=

IFI IgG

1:1024
1:1024

1:1024

1:1024

1:512

1:512

1:2048

1:256

1:512

1:512

1:2048

1:512

1:512

1512

1:2048

'}
b

Wb Bb. Bb
IgM 5
Ig
G
N N
N N
N N
P N
N N
N N
P N
P N
N N
P N
N N
N N
N N
N N
N N
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Seguidamente se analiza el grupo de pacientes con predominio de la clinica
general y articular y los resultados de la inmunotransferencia frente a Borrelia garinii
(Tabla 4.26). Fueron 17 los pacientes analizados mediante la prueba de Wb, del grupo
que presentd clinica general y articular; obteniendo 6 un resultado positivo (3 para
anticuerpos de clase IgM con antigenos de B. burgdorferi; uno de B. gariniiy dos para
anticuerpos 1gG mediante B. garinij).

La sintomatologia mas frecuente fue la cefalea (presente en 10 pacientes),
depresion (presente en 9 pacientes) y la astenia (presente en 7 pacientes). Diez
pacientes presentaron 2 6 3 sintomas, predominando las asociaciones cefalea-
depresion y cefalea-astenia-depresion. Encontramos que 7 pacientes mostraron

sintomatologia artalgica asociada.

Tabla 4.26.- Pacientes con predominio de un cuadro clinico general- articular y
resultados de Wb mediante B. garinir.

Codig Clinica Clinica IFI IaM IFI Wb Bb. Wb Bb.
o articular general 9 IgG IgM IgG
M4  Artralgias Febricula M+ 1:1024 N P
Malestar

M24 No Ciclotimia M- 1:512 N N

M36 No Cefalea M+ 1:2048 N N

M46 Artralgias Cefalea M- 1:1024 N N

Debilidad Astenia

M58  No CEiElEE M- 1:2256 N N
Depresion

M61 No Astenia M- 1:512 P N
Depresion

M69 Artralgias Cefalea M- 1:2048 N P

Depresion
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Del mismo modo en la tabla siguiente se analizan los resultados respecto al
cuadro cutaneo en la tabla 4.27. Fueron 7 los pacientes estudiado, de ellos, sélo 2
positivizaron el resultado de la prueba Wb. El paciente M8 afecto de un L.C.B. y una
morfea, presentd IgM positivo frente a los antigenos de B. burgdorferi y el paciente
M18 afecto de morfea y esclerosis, positivizo frente a los antigenos de B. garinii. El
paciente M21, que presentd un EM no presentd el antecedente de picadura de
garrapata en la misma localizacion, y su prueba confirmatoria resulté negativa, fue
considerado por los dermatélogos como enfermedad de Lyme por la presencia de

lesién patognomonica y criterio mayor de diagndstico clinico.

Tabla 4.27.- Pacientes con predominio de un cuadro clinico cutaneo y resultados
de Wb mediante B. burgdorferi y B. garinii (muestras M18 M28).

o Otras
Cadig . . Otras IFI Wb Wb
o mamfesstacmne clinicas IFI IgM I9G IgM  IgM
Fiebre Exantem
M5 a M+ 1:2048 N N
Malestar
. Morfea )
M8  Astenia L.C.B. M- 1:1024 P N
mig Ansiedad Eritema v 14006 N N
Depresion polimorfo
M18 Astenia Morfea v 4156 N p
Esclerosis
M21 No E.C.M. M- 1:256 N N
mog ACV: Dantem - 11024 N N
M37 No M- 1:1024 N N

ACA: Acrodermatitis cronica atrdfica. LCB: Linfocitoma cutaneo benigno; ACV:
Accidente cerebro-vascular; ECM: Eritema crénico migrans. ACA: Acrodermatitis
cronica atrdfica. LCB: Linfocitoma cutaneo benigno; ACV: Accidente cerebro-
vascular.
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5.1.- Sobre la presencia de Borrelia burgdorferi sensu lato en garrapatas
estudiadas.

La borreliosis de Lyme, ocurre tras la picadura de especies de garrapatas de
piel dura pertenecientes al género Ixodes, infectadas por Borrelia burgdorferi sl. por
contacto con diversos animales que actlan como reservorio en su fase de
espiroquetemia. Los vectores pertenecen a las especies Ixodes scapularis (LI
dammini), Ixodes pacificus, Ixodes persulcatus e Ixodes ricinus, este ultimo el vector

principal de la enfermedad en Europa occidental, se han relacionado con la infeccién.

La importancia de otros vectores ha sido sugerida por la ausencia de una clara
correlacion entre la distribucién geografica conocida de Ixodes ricinus y algunos casos
informados de borreliosis de Lyme (Oteo et al, 1995), junto a la importante
variabilidad demostrada en el porcentaje de garrapatas infectadas por Borrelia
burgdorferi en diferentes regiones. Por otra parte, los distintos reservorios animales
reconocidos no estan presentes en todas las areas donde se diagnostican casos de la
enfermedad, por lo que se ha planteado la participacion de otros hospedadores
(LoGiudice et al., 2003).

Basandonos en estos antecedentes, estimamos la posibilidad de que los
artrépodos ixddidos de nuestro medio, definido como monte bajo Mediterraneo con
zonas de pasto y de cultivo, pudieran actuar como intermediarios a partir de

diferentes especies de mamiferos y de aves.

En las dreas geogréficas de la provincia de Valencia estudiadas, no ha sido
posible encontrar Ixodes ricinus pero si otras especies de garrapatas ixddidas, similares
a las descritas en otros paises de la cuenca mediterranea (El Kammah et a/, 2001). En
nuestro trabajo observamos que el género Rhjpicephalus spp. fue el mas comun
(44,6%), representando las especies de Boophilus spp. Yy Haemaphysalis spp.
aproximadamente un 20% de las garrapatas obtenidas. La presencia de especies de
los géneros Dermacentor spp. y Hyalomma spp. se determiné con menor frecuencia.
Los especimenes se obtuvieron en relacion con diversos tipos de matorrales y con
distintas especies animales que cohabitaban dichas areas. En la mayoria de los casos,
una misma especie de garrapata se aisl6 en diferentes lugares excepto los ejemplares

de Boophilus annulatus que se obtuvieron exclusivamente a partir de équidos, aunque
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se hallan descrito otras especies de Boophilus que parasitan igualmente caballos y
ovejas (Frazzon et al., 2000; Battsetseg et a/., 2002).

Sélo cultivamos garrapatas adultas, por disponer de una mayor diversidad de
ejemplares, por la facilidad para su clasificaciéon taxondmica y por haberse descrito una
mayor prevalencia de garrapatas infectadas. Aunque se conoce la presencia de 5.
burgdortferi en todos los estadios evolutivos de los ixddidos, se considera que la mayor
tasa de espiroquetas en estos vectores se relaciona con la frecuencia de contactos con
los animales que actian como reservorio, siendo por ello menor en las larvas y las
ninfas (Kahl et al, 1998; Gray et al., 1998; Stanczak et al, 1999). Por otra parte, la
transmision transovarica de Borrelia spp., se ha descrito en baja frecuencia (1%) para
el género Ixodes, no habiéndose demostrado en otros géneros ixodoideos por lo que
asumimos que las probabilidades de albergar B. burgdorferi eran inferiores en larvas y
ninfas de las especies obtenidas (Humair et al, 2000). Respecto a la distinta
distribucién por sexos, se ha determinado una mayor prevalencia en las hembras
(15%) pero sélo ligeramente superior al porcentaje de machos infectados (12%)
(Stanczak et al., 1999).

Respecto a los procedimientos de estudio microbioldgico empleados para el
hallazgo y la identificacion de aislados de B. burdorferi en las garrapatas, consideramos
que se han desarrollado los métodos disponibles adecuados, desde la vision mediante
microscopia Optica o de contraste de fase, y el cultivo en medio selectivo, hasta la
deteccion de ADN especifico mediante métodos moleculares. En algunos ejemplares,
también se realizd estudio anatomo-patoldgico, si bien la complejidad de dicho estudio
limitd su aplicacion en la totalidad de la poblacién de garrapatas. Los diferentes
métodos fueron aplicados en las condiciones referidas por diversos autores, tanto para
los macerados como para las muestras obtenidas tras diseccion (Misonne et a/., 1998;
Dr. Anda, comunicacién personal). Aunque se han sugerido otros métodos, como la
inmunofluorescencia directa sobre las garrapatas, tan sensible como los métodos de
amplificacion de ADN (Kalh et al, 1998), consideramos que la evaluacién de las
muestras ha sido suficientemente exhaustiva, incluyendo la deteccién mediante PCR.
Por otra parte, algunos autores consideran que la mera observacion microscopica
mediante campo oscuro posee una elevada sensibilidad (Stepanova-Tresova et al,
2000; Nefedova et al, 2001; Costa et al, 2002).
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Somos conscientes de las numerosas limitaciones que presenta la deteccién de
espiroquetas en los vectores. Durante los primeros cultivos realizados a partir de
macerados de garrapatas, observamos una gran contaminacion de las muestras, a
pesar de los lavados sucesivos realizados previamente con diferentes diluciones
alcohdlicas. Como consecuencia, decidimos adicionar al medio de cultivo BSK II
diversos antibidticos y antifungicos tales como rifampicina, ciprofloxacino y 5-
fluorocitosina (Dr. Anda, comunicacion personal) consiguiendo obtener unos cultivos
libres de contaminacién. Por el contrario, cuando el material utilizado para la siembra
procedi6 de las disecciones acarinas (formado por las glandulas salivares e intestinos
medios), todos los cultivos se mantuvieron libres de contaminacién, considerandose en
la actualidad este método de eleccion para muchos autores. No obstante, debemos
sefialar que la presencia de otros microorganismos en el medio de cultivo no impidio la
viabilidad de la cepa control de B. burgdorferiB31 que, contaminada por diferente flora

microbiana, se mantuvo en todos los subcultivos realizados.

Aunque las condiciones de cultivo para este microorganismo son aun hoy
controvertidas, al no demostrarse diferencias significativas en el crecimiento de
Borrelia spp en condiciones de microaerofilia o atmosfera de CO2, consideramos mas
adecuada la incubacion en estufa a 37°C en atmodsfera de microaerofilia, siendo estos
parametros los mas frecuentemente referidos en la bibliografia (Burgdorfer et al,
1982; Spielman et al., 1984; Heroldova et al., 1989; Dolan et al., 1998).

A pesar de que Burgdorfer et al (1982) no refieren que sea necesario el
control del crecimiento de las siembras tras haber realizado los cultivos secundarios
semanales (por presentar el maximo crecimiento a los 4-6 dias) nosotros realizamos
estos controles en todos los viales de cultivo de manera rigurosa, y muy a nuestro
pesar, podemos asegurar una ausencia de crecimiento de estructuras compatibles con
Borrelia spp. u otra espiroqueta relacionada en las muestras de garrapatas. Respecto al
tiempo de incubacién, se mantuvieron los recomendados por la mayoria de los autores,
si bien se ha referido el cultivo positivo de muestras de biopsias cutdneas
procedentes de animales (cérvidos) a los 160 dias de cultivo en BSK II (Pichon et al.,
2000).

Para la realizacion de los estudios moleculares se emplearon los métodos de

extraccion de ADN referidos en la bibliografia. El método de ebullicién (Misonne et aj,
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1998), que resulta sencillo, rapido y econdémico, solo fue utilizado en algunos lotes
dada la importante turbidez que se obtenia, considerando muy probable la presencia
de inhibidores de la reaccién de amplificacion. Respecto al método fenol-cloroformo, se
introdujeron diversas modificaciones como la realizacion de una doble extraccion y el
paso por columnas de purificacion de ADN, a fin de eliminar restos de material
microbiano u otros inhibidores presentes en las muestras. Del mismo modo, se utilizd
un numero variable de garrapatas en los lotes (de 3 a 30 individuos) en funcién del
distinto tamafio de los ejemplares, si bien se refiere rentabilidad utilizando tanto el
macerado de una Unica garrapata (Spyridaki, 2002) como con un nimero superior a 10
individuos (Favia et al/, 2001; Stanczak et al/,, 2002).

Para la deteccién de ADN especifico de B. burgdorferi en las garrapatas se
seleccionaron dos tipos de nested PCR basadas en la amplificacion de secuencias
concretas de los genes que codifican la lipoproteina OspA (Guttman et 4/, 1996) y la
flagelina (Lebech et al, 1995). La lipoproteina externa de superficie se expresa
exclusivamente en aislados procedentes de vectores, mientras que la flagelina
(proteina de 41 kDa) constituye un elemento comun a distintas especies de Borreliay
otras espiroquetas. Nuestro resultado fue constantemente negativo, independiente del
método empleado y de las condiciones del ensayo. Sin embargo, para la interpretacion
precisa de este resultado negativo debe tenerse en cuenta que en nuestro estudio se
incluyeron controles internos de ADN procedente de la cepa control B31, como
proponen Lebech et al. (1993). El resultado de la amplificacion de dichas muestras fue
igualmente negativo, por lo que consideramos que, y pese a las modificaciones
introducidas en los métodos de extraccion de ADN, se mantuvo la presencia de
inhibidores de la reaccion de distinta naturaleza, probablemente restos de queratina o
bilirrubina procedente de la sangre total contenida en los ejemplares lisados. La
presencia de dichas inhibiciones no han sido referidas por otros autores que utilizan

métodos de maceracion simple.
5.2.- Respecto al diagndstico microbioldgico de borreliosis de Lyme.

Como se ha sefalado, durante el periodo de estudio las solicitudes al
laboratorio de diagndstico microbioldgico de la enfermedad fue progresivamente

disminuyendo, pasando de 494 muestras analizadas en el afio 1996 a 221 muestras en

el afo 1999. Sin embargo, el porcentaje relativo de muestras con resultado positivo
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mediante la prueba de cribado enzimoinmunoanalisis (EIA VIDAS) se mantuvo
uniforme (5,6% en los afios 1996/97 y 5,2% en los afios 1998/99). Desconocemos las
razones de la disminucion del nimero de muestras remitidas, pero consideramos que
el similar porcentaje de resultados positivos revela una adecuada y mejor indicacion de
las solicitudes por los diferentes especialistas (dermatoélogos, neurdlogos, internistas)
relacionados con las formas clinicas de presentacion de la enfermedad. Consideramos
que el niumero de peticiones efectuadas en nuestro hospital es comparable a las
recibidas en otros servicios de Microbiologia de la Comunidad Valenciana, variando si el
porcentaje de resultados positivos posiblemente en funcion del método de cribado

utilizado (Dr. Muioz, comunicacion personal).

En nuestro estudio se analizaron preferentemente muestras de suero,
proporcionando el método de cribado un 5,4% de resultados positivos, en el rango de
frecuencias referidas en nuestro pais, comprendido entre el 0,3% y 14,8% y préximos
a los descritos en areas como La Rioja, Sevilla o Guadalajara (Lopez Prieto et a/., 1989;
Oteo Revuelta et a/, 1990 y 1994; Tamayo et al., 1990; Caride et al., 1995; Saz et al.,
1995). En general, se acepta que en una poblacion de riesgo los valores son muy
superiores a los encontrados en la poblacidon general (Smith et a., 1991; Oteo Revuelta
et al., 1994; Ferrero et al, 1991; Elias et al, 1991; Robertson et al., 1998 Hristea et
al., 2001); si bien es comun la coexistencia de focos de baja y alta prevalencia en un
area concreta, en relacion con las distintas caracteristicas ecoldgicas presentes en una
misma zona. Respecto al porcentaje de positividad encontrado en otros lugares del
mundo, encontramos que la seroprevalencia de anticuerpos especificos frente a
Borrelia burgdorferi, se encuentra entre unos valores extremos amplios (1,8%-
19,68%) siendo comiUnmente superior a la nuestra (Kuiper, et a/, 1.991; Pan et al.,
1991; Hassler et al, 1992; Satanchi et al, 1993; Anaud; et al., 1993; Cristofolin, et
al, 1993; Treml et al, 1994). Respecto al método de cribado mediante el sistema EIA
VIDAS, descartadas las muestras con una reactividad cruzada, encontramos 14
muestras con un resultado dudoso (20,5%) y 54 muestras un resultado positivo
(77,9%). En el grupo formado por los donantes sanos encontramos un resultado
dudoso mediante el sistema VIDAS en un 8% Yy ningun resultado positivo. Otros
estudios mas amplios con grupos de poblacién sana revelan un porcentaje de
positividad mediante ELISA entre el 3,7% y un 16,5%, si bien la prueba de
confirmacion muestra un resultado positivo en menos del 0,25% de los mismos

(Stamouli et al., 2000).Sélo en algunos pacientes con sintomas meningeos y centrales
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dispusimos ademas de muestra de LCR. De los 29 liquidos cefalorraquideos analizados
mediante EIA, sélo encontramos uno con resultado positivo (3,4%) procedente de una
paciente que presentaba reactividad luética cruzada mediante FTA-abs y siendo
reiteradamente negativas las demas pruebas seroldgicas luéticas. Esta paciente no fue
diagnosticada de sifilis, al ser negativo el resultado de MHA-TP siguiendo el criterio de
Rath et al. (1994). A pesar del reducido nimero de sueros y LCR procedentes de un
mismo paciente, confirmamos la ausencia de correlacion de resultados obtenidos
mediante enzimoinmunoanalisis, que se corresponde con lo descrito por otros autores
(Kaiser et al., 2000).

Del conjunto de muestras analizadas, sélo 9 de ellas presentaron un titulo
positivo mediante IFI IgM, tres de ellas con un resultado de EIA VIDAS dudoso.
Entendemos que el estudio de borreliosis de Lyme se solicita de modo tardio, por lo
que es compatible el bajo nimero de muestras con resultado positivo para IgM. No
obstante, en ninguno de los pacientes con IgM positiva se indicaron sintomas o signos
clinicos de enfermedad precoz (Brown et al, 1999; Criterios de la FDA, 1999).
Entendemos que la interpretacion de este resultado es extremadamente compleja ya
que debe considerarse la posibilidad de reinfeccion (Edlow et a/., 2002) la persistencia
de titulos positivos durante afios (Aberer et al, 1999) y la inespecificidad de dicho
resultado dada la ausencia de correlacion encontrada con la prueba confirmatoria con
antigenos de B. burgdorferi (Dzierzecka et al., 2002). Ademas, se ha referido que la
deteccion de IgM especifica puede tener un valor limitado en poblaciones de bajo

riesgo o en pacientes con clinica atipica (Porwancher, 1999).

En nuestro estudio, encontramos que la prueba de IFI IgG mostrd una buena
correlacion con la prueba de cribado EIA del sistema VIDAS, ya que la mayoria de las
muestras con VIDAS positivo o dudoso mostraron un titulo positivo para dicha
inmunofluorescencia, hallando sélo 2 muestras con un resultado inferior al “exigente’
punto de corte establecido de 1/256. Con respecto a la determinacién de este titulo de
corte resefar que otros autores consideran la dilucidon mayor o igual a 1:128 como
significativa (Oteo et al, 1990-1994; Rojo-Vazquez et al, 1996), pero estimamos
incrementar una dilucidon a fin de aumentar la especificidad y basandonos en un
estudio previo (Fraile, 1993). En el conjunto de muestras analizadas, y aunque se

observd un amplio rango de titulaciones positivas, la observacién mas frecuente fue un
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titulo IFI IgG 1:512, incluso dentro del grupo de las muestras con un resultado dudoso
mediante EIA, donde obtuvimos igualmente titulaciones altas y una Unica muestra con

un titulo inferior al punto de corte.

Respecto a la prueba confirmatoria mediante inmunotransferencia con los
antigenos de B. burgdorferi, debemos sefialar que determinamos un resultado positivo
para IgM en 12 muestras (25%). Entre las muestras negativas observamos una
elevada frecuencia de ausencia de bandas reactivas (16 muestras) y una variable
reactividad frente a bandas no significativas segun los criterios de positividad de la
prueba. Trebejo et al. (1999). En un estudio comparativo de dos métodos de
inmunotransferencia realizado en una zona endémica americana, apuntaron la
posibilidad de aumentar la sensibilidad de la misma modificando los criterios
recomendados, dandole gran valor a la presencia de anticuerpos frente a proteinas de
bajo peso molecular (34 kDa y 31-30 kDa) por observar que fueron pobremente
expresadas en los cuadros iniciales de borreliosis. En nuestro medio, esta observacién
no se cumplid pues resultd menor nuestra reactividad frente a esas bandas,
encontrando sdlo 5 muestras reactivas frente a la proteina 34 kDa y una frente a la
proteina 30-31 kDa.

Menor numero de resultados IgM positivos se obtuvieron mediante la
inmunotransferencia con antigenos de B. garinij, ya que solo en 3 pacientes de los 31
sueros estudiados cumplieron los criterios de positividad de la prueba (8,1%).
Predominé la ausencia de bandas como resultado de la misma, existiendo un reducido
numero de muestras con reactividad frente alguno de los antigenos. En dos muestras
que resultaron positivas mediante ambos métodos de confirmacion (B. Burgdorferiy B.

garinif) se identificd reactividad frente a las mismas bandas.

De las 50 muestras analizadas mediante inmunotransferencia con antigenos de
B. burgdorferi para IgG, ninguna resultd positiva segun los criterios expresados por el
laboratorio fabricante (la presencia de 5 bandas de entre las bandas siguientes 18, 23,
28, 30, 39, 41, 45, 58, 66 y 93 kDa). Estos resultados nos permiten plantear que
dichos criterios puedan no tener una rentabilidad diagnostica adecuada en nuestro
medio, en base al resultado obtenido en las pruebas de EIA e IFI y las caracteristicas
clinicas conocidas de la poblacidon de pacientes seleccionada. No debe obviarse el

estudio de reactividad cruzada realizado previamente en todas las muestras. En
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nuestro estudio encontramos una alta presencia de anticuerpos IgG especificos para
las proteinas de 41kDa (flagelina) y 45 kDa.

Menor nimero de muestras (28) fue analizada frente a B. garinij, encontrando
que cuatro de ellas (14,2%) cumplieron los criterios de positividad expresados en el
método comercial, siendo el resto negativas pero presentando un numero variable
entre 1 y 6 bandas reactivas, observandose con mayor frecuencia el reconocimiento de
las proteinas de 75, 32 y 41 kDa.

Sobre la correlacion entre las pruebas de EIA e inmunotransferencia para
anticuerpos IgM y B. burgdorferi, estimamos como verdaderos positivos al 4% de las
muestras (9/39), resultando seroldgicamente un 75% de falsos positivos, siendo los
respectivos porcentajes con antigenos de B. garinii significativamente superiores (9,6%
de verdaderos positivos y 90,3% de falsos positivos). En el caso de la correlacién
entre el resultado proporcionado por el método VIDAS y el resultado de la
inmunotransferencia para IgG encontramos que el 97,6% de las muestras analizadas
frente a los antigenos de B. burgdorferi tuvieron un resultado falso positivo. En el caso
de la reactividad frente a B. garinii, el 10% (2/20) de la muestras fueron consideradas

como verdaderos positivos.

Respecto a la correlacion entre las pruebas de IFI e inmunotransferencia
debemos sefalar que solo en una muestra (M9) de las 6 con un resultado positivo
mediante la IFI IgM pudo considerarse como un resultado verdadero positivo por su
reactividad mediante la prueba Wb IgM para los antigenos de B. burgdorferi. La
dificultad de una adecuada interpretacién queda subrayada al considerar los resultados
obtenidos con dos muestras diferidas del paciente M57. Asi, la muestra 57a resulto
positiva para la IFI IgM con Wb IgM negativo (falso positivo), mientras que la muestra
del mismo paciente M57b, siendo negativa mediante IFI IgM, proporciond un resultado
positivo mediante Wb para dicha inmunoglobulina (falso negativo). Una ausencia de
correlacion entre ambas pruebas se observd cuando se emplearon antigenos de B.
garinif, ya que en 3 de las 37 muestras analizadas que se interpretd un perfil de
bandas positivo ninguna tuvo un resultado previo de IFI IgM positivo (falsos
negativos). Para el resultado de Wb mediante IgG con los antigenos de B. burgdorferi
en el 98% de las muestras se determind un perfil indefinido, por tanto considerandose

falsos positivos, y solo una muestra (M70), resultd negativa al ser analizada mediante
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ambos métodos (verdaderos negativos para Wb de Bb IgG). Por ultimo, con los
antigenos de B. garinii, sélo en 4 muestras pudimos interpretar un resultado

verdadero positivo.

Para definir correctamente el resultado seroldgico obtenido, se realizaron
diferentes estudios seroldgicos frente a patdgenos que plantean una probable
reactividad cruzada. Por ello, el andlisis seroldgico de las muestras seleccionadas
incluyé sifilis (Magnarelli et al., 1990); infeccion por VIH, fiebre Q y fiebre botonosa
mediterranea (Oteo et al, 1993); brucelosis; asi como infeccién por citomegalovirus y
virus de Epstein-Barr (Magnarelli et al.,, 1987; Adler et al, 1996). De las 80 muestras
reactivas mediante el sistema VIDAS, se determiné reactividad luética en 12 de ellas,
siendo las pruebas treponémicas y no treponémicas negativas en el resto, excepto en
dos muestras (M11b y M23) donde se observd reactividad reiteradamente positiva
mediante la prueba FTA-abs pero sin establecerse un diagndstico de infeccidn luética.
Del mismo modo, 4 muestras fueron reactivas frente a virus de Epstein-Barr, por lo
que dos de ellas fueron retiradas del estudio (pertenecian al grupo de muestras con
reactividad luética) mientras que las otras dos muestras no se retiraron al considerarse
que los resultados seroldgicos y las caracteristicas clinicas se correspondian en mayor
medida a una sospecha de borreliosis de Lyme que a una infeccidén por dicho virus. El
resto de las pruebas de reactividad cruzada mostré un resultado negativo. No se
realizd un estudio de respuesta seroldgica frente a leptospirosis, pese a encontrarnos
en una zona endémica, ya que diversos autores encuentran que la reactividad cruzada,
aunque posible en teoria, en la practica resulta minima (Artero et al, 1991;
Magnarelli et al., 1996). No pudimos descartar Babesia microti; ya que no dispusimos
de los medios para la realizacion de extensiones y tincion de muestras de sangre total
(Krause et al., 1996; Mitchell et al, 1996) ni los métodos seroldgicos pertinentes. En
este sentido conocemos que titulos bajos de anticuerpos frente a Babesia microti,
Ehrlichiosis chaffeensis'y Ehrlichiosis equii se han determinado en pacientes afectos
de borreliosis de Lyme pero su significado sigue siendo controvertido (Gray et al,
2002). Ambas entidades pueden ser similares clinicamente, si bien las infecciones por
Babesia microti afectan preferentemente a pacientes aesplénicos, inmunodeprimidos y
de edad avanzada (Krause et al, 2002). Debe destacarse que algunos estudios de
seroprevalencia frente a Babesia microti en personas con antecedente de picadura por

garrapata, revelan un 5,4% de resultados positivos, siendo inferior (1,7%) en
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pacientes con serologia positiva para borreliosis de Lyme y en sujetos sanos (Hunfeld
et al., 1998 y 2002).

Sélo planteamos la realizacion de cultivos y nested PCR en las muestras
seleccionadas, debido a la baja o nula rentabilidad de dichas pruebas en suero (Lebech
et al. 1995).

5.3.- Sobre el perfil clinico de los pacientes estudiados.

De los 56 pacientes seleccionados, tras descartarse aquellos con un resultado
positivo en las pruebas de reactividad cruzada, el grupo mas numeroso procedié del
servicio de Neurologia (39 pacientes; 69,6%), constituyendo, como esperabamos, mas
de la mitad de las muestras reactivas dado el predominio de manifestaciones
neuroldgicas que se asocian a los cuadros borreliosis de Lyme en Europa. El resto de
muestras procedieron de distintos servicios, destacando por su baja frecuencia las

muestras procedentes de Dermatologia (10,7%).

Clinicamente, la borreliosis de Lyme se presenta con un variable y complejo
cuadro clinico. Nadelman (1998) refiere que durante un estadio precoz, pueden
aparecer sintomas generales como son fatiga, mialgia, artralgias, cefalea y escalofrios;
siendo los signos mas frecuentes la linfadenopatia regional y la fiebre. Todos estos
sintomas y signos clinicos, fueron incluidos como criterios clinicos de borreliosis por
parte de los CDC en 1993, ademas del eritema migrans, las palpitaciones y parestesias,
los cambios visuales y el sindrome de fatiga crénica (Holmes et al,, 1994). El grupo de
trabajo para la borreliosis de Lyme en Espafia (Oteo et a/., 1995) incluyé como signos
clinicos diagndsticos de la enfermedad la presencia de acrodermitis crénica atréfica

(ACA) o de linfocitoma cutaneo benigno (LCB).

Si bien se considera que la prevalencia de la enfermedad es similar en ambos
sexos, presentandose a cualquier edad pero con una distribucién bimodal en nifios y
adultos jovenes (Nadelman et a/, 1998) en nuestro estudio, observamos un ligero
predominio en el varon (57,1%) respecto a la mujer (42,8%) siendo el intervalo de
edad mas frecuente el comprendido entre los 35-44 anos, con 17 pacientes (32,6%) si
bien en, nuestra poblacién no observamos una distribucién bimodal por no haberse

remitido ninguna muestra pediatrica a estudio.
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El eritema migrans, el signo mas frecuente de la enfermedad (60%) presente
como Unica manifestacion en el 40%. La radiculopatia, es la segunda manifestacion
mas frecuente, estando como Unica manifestacion de borreliosis de Lyme en el 22%
de los casos. LCB y ACA, fueron raros, y no se presentd ninguna carditis. Hubo una
evidencia seroldgica en el 75% con una directa correlacion en el 7.5%. Concluyen
que las manifestaciones clinicas fueron similares a las encontradas en otras partes de
Europa, pero difiere de la clinica encontrada en pacientes americanos. Hechos que
difieren con lo presentado en nuestro estudio observar que, del total de 56 pacientes,
un cuadro general se presentd en 33 muestras (58,9%) siendo la cefalea (19) la
astenia (139) y la depresion (12) de claro predominio; y por el cuadro neuroldgico con,
igual frecuencia que el anterior, predominando el cuadro central (13), y las parestesias
en 11 pacientes. En los hombres se observd un ligero predominio en la presentacién de
sintomatologia clinica (78,9%) frente a las mujeres (68,4%) siendo predominante en
los varones la clinica general (18/16) y neuroldgica (19/14) como se describe en la
bibliografia, que el cuadro clinico mas frecuentemente encontrado en Europa es el
neuroldgico (Ackerman et al., 1985; Garcia-Monco et al., 1989), y no asi para el
cuadro cutaneo que con predominio en las mujeres (55,5) y el articular en el que se
dio con igual frecuencia en hombres que en mujeres, (50%) ya que en 7 pacientes se
presentaron artralgias erraticas (12,5%) resaltar el hecho de que ningun paciente fue
diagnosticado de artritis franca, que resulta mas prevalente en pacientes americanos.
Llama la atencidon, que en la paciente (M21) diagnosticada en el servicio de
Dermatologia, de ECM, y sin referir ninguna otra sintomatologia asociada, que
presentara un resultado dudoso en el test de cribado mediante el sistema VIDAS,
siendo el de la prueba de IFI IgM negativa; para IgG tuvo un titulo bajo (1:256) para
la inmunotransferencia mediante B. burgdorferi para IgM e IgG, no presentd bandas
reactivas. Diversos autores, coinciden en afirmar que el diagndstico del eritema
migrans, es clinico ya que en esta fase de la enfermedad las pruebas seroldgicas
pueden dar falsos positivos y falsos negativos, y debe interpretarse en el contexto

epidemioldgico de la enfermedad (Nowakowsk et a/., 2001; Edlow et al., 2002).

La acrodermatitis cronica atrdfica es una lesidon cutanea tardia en el 80% de los
pacientes (van Dam et al, 1993) asociada exclusivamente a infeccion por Borrelia
arzelii (Eberst et al., 1977) siendo frecuente en Europa y excepcional en los EE.UU.
La paciente M37 presento dicha la lesion cutanea asociada a granulomas anulares, vy si

bien no dispusimos de métodos de diagndstico especificos para B. afzelij, encontramos
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un resultado positivo mediante EIA, con IFI IgM negativa y un titulo de 1:1024 para
IFI IgG, siendo negativas las pruebas confirmatorias con antigenos B. garinii.

El linfocitoma cutaneo benigno o linfocitoma borreliano (Grosshans, 1980) es
considerado como una forma poco comun de borreliosis precoz. Se ha observado en
pacientes europeos habiéndose demostrado su etiologia borreliana en diversas
ocasiones mediante aislamiento de la lesion (Hovmark et al., 1986) y amplificacion de
ADN especifico (PCR) (Abele et al, 1990; Gissler et al, 2002). También se ha
relacionado la existencia de pacientes con morfea y titulos elevados de anticuerpos
frente a B. burgdorferi (Hercogova, 2002). En el presente trabajo estudiamos un
paciente (M8) con unas lesiones definidas como morfea asociada a linfocitoma cutaneo
benigno. Con unos resultados seroldgicos indeterminados, pudo demostrarse una
reactividad positiva mediante inmunotransferencia para anticuerpos IgM pero con
escasa bandas reactivas para IgG. En los Ultimos afios, esta lesion cutanea ha
demostrado gran interés al demostrarse casos de pacientes con morfea y titulos

elevados de anticuerpos frente a B. burgdorferi (Aberer, 1985).

Otro paciente con LCB presento reiteradamente un resultado positivo mediante
la prueba de FTA-abs, no siendo considerado un paciente sifilitico al encontrarse
negativas el resto de pruebas luéticas. Con dos muestras diferidas un afo,
determinamos un titulo IFI IgM negativo en ambas y un titulo creciente para IgG
(1:512 y 1:4096 respectivamente) presentando un resultado positivo en la prueba
confirmatoria con antigenos de B. burgdorferi para IgM en ambas muestras, y negativo
para IgG (proteinas de 66, 45 y 41 kDa). Excepcionalmente, se remitié una muestra de
LCR al laboratorio de referencia de Majadahonda (Madrid) informandonos de un

resultado positivo mediante PCR para B. burgdorferi.

Hemos encontrado pacientes con diversos cuadros neuroldgicos no filiados que
respondieron a una pauta de tratamiento antibiotico. Asi, un paciente diagnosticado de
encefelomielitis cronica (M10) acompafiado de astenia y anorexia de larga evolucion,
presento resultados seroldgicos negativos en las prueba de confirmacién, tanto para
IgM (bandas 66, 58 y 39 kDa) como IgG (bandas 45, 41 y 34 kDa), siendo igualmente
negativa la prueba IFI IgM y determinandose un titulo de 1:256 mediante IFI IgG. El
paciente mejord clinicamente, tras un tratamiento antibidtico con ceftriaxona 2 gr/d

durante 20 dias. La paciente M16, con similar diagnostico de encefelomielitis crdnica,
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con astenia, febricula y cefalea persistentes, presentd un resultado dudoso mediante
EIA en dos muestras diferidas un afio, con titulos negativos para la IFI IgM, pero con
igual titulo de 1:2048 para IFI IgG. La prueba de inmunotransferencia con antigenos
de B. burgdorferi para anticuerpos de clase IgM result6é positiva (bandas 93, 63, 45,
41D, 39, 23 kDa) pero negativa para IgG (bandas 45, 41 y 39 débil kDa). Dispusimos
de una Unica muestra de LCR que resulté negativa. Sin embargo, la paciente mejoro
clinicamente y remitieron los titulos, tras el tratamiento durante diez dias con
doxiciclina (100 mgr/d) y ciprofloxacino (500 mgr/d). La paciente presentd una
serologia positiva para VEB con titulos positivos para IgM e IgG, pero se considerd su
no retirada del estudio en base a la respuesta al tratamiento antibidtico. Si bien se ha
referido que la presencia de anticuerpos especificos en LCR es necesario para
establecer el diagndstico definitivo de neuroborreliosis, su ausencia no descarta
necesariamente el diagndstico, (Issakainen et a/., 1996; Kaiser et a/., 2000). Llama la
atencidon que en 3 muestras de pacientes con un diagndstico clinico y bioquimico en el
LCR de neuroborreliosis, resultaron negativas mediante la prueba confirmatoria para
anticuerpos de clase IgG, presentando reactividad a diversos antigenos tanto de B.
burgdorferi como de B. garinii. Otro paciente (M57) diagnosticado de sindrome de
Guillain-Barre, mostro un resultado positivo mediante EIA en dos muestras diferidas un
afo, con titulo positivo para IFI IgM en la primera muestra remitida y negativo en la
segunda, y con igual titulo de 1:1024 para IFI IgG en ambas determinaciones. La
prueba de confirmacidn con antigenos de B. burgdorferi presento un resultado
negativo para IgM sin bandas reactivas en la primera muestra y un resultado positivo
en la segunda (bandas 60, 41, 34, 23 kDa) considerandose negativas ambas muestras

analizadas para anticuerpos de clase IgG pese a la presencia de diversas bandas.

Destacamos el hallazgo de un paciente de 75 afios (M51) afectado de cefalea
persistente y demencia acompafada de sintomas de moria, terrores nocturnos,
alucinaciones visuales y delirio de confabulacion paranoide de 8 afos de evolucion, que
tras haberse descartado la existencia de un accidente cerebro-vascular, revirtid de
manera espectacular con tratamiento antibidtico (ceftriaxona 2 gr/d durante 20 dias).
El estudio seroldgico reveld una IFI IgM negativa, con un titulo de 1:1024 para IFI IgG.
La prueba de confirmacion con antigenos de B. burgdorferi mostrd un resultado tanto
para anticuerpos de clase IgM (sin bandas) como IgG (bandas 66, 58, 23 kDa). Segun

refieren diversos autores, en la fase de neuroborreliosis se desarrollan frecuentemente
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cuadros neuropsiquiatricos clinicamente inespecificos, con cambios de personalidad,
disfuncion intelectual de intensidad muy variable, anorexia nerviosa y fatiga, que es
constante y predominante durante todo el curso de la enfermedad (Halperin et al.,
1986; Reik et al, 1986; Garcia-Moreno et al, 1997). Como sefalan Dupuis et al.
(1988), la demencia podria ser otra forma de presentacion de una infeccion crdnica por
Borrelia burgdorferi , aunque este aspecto es controvertido. En 1995, Waniek et al. Y
posteriormente McDonald et a/. (1986) demostraron la presencia de B. burgdorferi en
el cortex cerebral en pacientes que fallecieron por enfermedad de Alzheimer o con
demencia no filiada. Por otra parte, Carlsson et al (1987) han referido un caso de

demencia progresiva con pleocitosis, serologia positiva y respuesta a los antibidticos.

Diversos autores (Ackerman et a/., 1985; Garcia-Monco et al., 1989), describen
la presencia de lesiones focales desmielinizantes del sistema nervioso central que
constituyen la base del cuadro de neuroborreliosis o encefalomielitis borreliana. Se
presenta de modo muy heterogéneo, con alteraciones sensitivas, disartria, disfuncion
urinaria, crisis epilépticas, y trastornos psicoldgicos en diferentes combinaciones, que
plantean un importante problema de diagndstico diferencial con la esclerosis multiple
(Midgard et al, 1987). En nuestro estudio, el paciente M52 presentd una
desmielinizacion central con artralgias erraticas en pequefias articulaciones.
Seleccionado por presentar un resultado positivo mediante EIA, la determinacion de
anticuerpos de clase IgM resultd negativa tanto mediante inmunofluorescencia como
mediante inmunotransferencia. El titulo IFI IgG fue de 1:512, pero no se encontraron

bandas reactivas en la prueba confirmatoria para dichos anticuerpos.
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6.-Conclusiones
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El andlisis de los resultados anteriormente descritos han permitido extraer las

siguientes conclusiones:

1. La coleccion e identificacion de garrapatas ixddidas procedentes de diferentes
areas de la provincia de Valencia, ha revelado la existencia de cinco géneros, con
siete especies distintas. Ninguno de ellos, clasificado como Ixodes ricinus,

reconocido principal vector de la borreliosis de Lyme.

2. En ninguna de las garrapatas estudiadas se ha identificado una espiroqueta
compatible con Borrelia burdorferi sl. u otra especie de Borrelia asociada a un

cuadro de borreliosis de Lyme.

3. Consideramos que el método mas adecuado para el estudio microbioldgico en los
ixddidos, es la diseccion de las garrapatas con extraccion de sus estructuras
glandulares e intestinos medios. El uso de ejemplares macerados para deteccion
por métodos moleculares es desaconsejado por la probable inhibicion de Ila

amplificacion del ADN especifico.

4. El método de enzimoinmunoanalisis como prueba de cribado, selecciona una
poblacién de pacientes con caracteristicas clinicas muy variables, pero también un
grupo de pacientes con manifestaciones caracteristicas y con una concreta
evolucidn clinica, que sustentan la existencia de casos probables de borreliosis de
Lyme.

5. La titulacion de los anticuerpos especificos de clase IgM e IgG mediante
inmunofluorescencia y los criterios establecidos para la interpretacion de las
pruebas confirmatorias de inmunotransferencia con antigenos de B. burgdorferi y
B. garinij, se muestran escasamente rentables en nuestro medio, ya que no
permiten confirmar ni descartar la existencia de la enfermedad en el grupo de

pacientes estudiados.
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Todo lo cual nos permite considerar la necesidad de un mejor estudio
epidemiolégico y clinico de los casos sospechosos de borreliosis de Lyme, y
particularmente el desarrollo de criterios de diagndstico microbioldgico que se adecuen
al perfil de la enfermedad en nuestra area.
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