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INTRODUCCION

Este trabajo tiene como finalidad presentar un estudio lo mas detallado posible sobre las
caracteristicas de Borrelin burgdorferi y 1a enfermedad que desencadena conocida como
enfermedad de Lyme.

Al igual que otras enfermedades causadas por espiroquetas, la enfermedad de Lyme
ocurre en estadios. Generalmente, inicia con una lesion roja en la piel, conocida como
eritema migrante acompaiada en la mayoria de los casos por malestar generalizado y fatiga,
Semanas o meses mas tarde, algunos pacicntes pucden desarrollar complicaciones cardiacas
y/o neurologicas como miocarditis y meningoencefalitis. Tiempo despucs algunos pacientes
pueden desan;yllar ataques intermitentes de artritis, los cuales pueden volverse cronicos
dando como resultado destruccion de hueso, cartilago y ) articulaciones grandes
particularmente de fa voditla.

Los principales vectores de Borrelia burgdorferi son garrapatas del género Ivodes:
Ixodes dammini, Ixodes pacificus, Ixodes ricinus, Ixodes persulcatus e Iodes ovatus. Sin
embargo, es posible que otros insectos hematdgenos como jejenes, mosquitos y pulgas
jueguen el papel de vectores biologicos.

La enfermedad de Lyme tiene una amplia distribucién cn cf mundo: Norteamérica,
Europa, Asia y Australia. En nuestro pais y en Latinoamérica no existen reportes de su
presencia y, aunque se ha observado que algunas garrapatas de la especie Ixodes dammini e
Ixodes pacificus parasitan a algunas aves que migran hacia el sur en inviemo, se tendrian
que estudiar con mds detenimiento algunos aspectos tales como, condiciones climaticas,
caracteristicas del agente vector, de los hospederos naturales y accidentales entre otros, para

pensar en la posibilidad de que el padecimiento pudiera estar presente o presentarse a futuro.



OBJETIVOS

Describir las caracteristicas morfologicas, quimicas y antigénicas asi como los

requerimientos nutricionales y de cultivo de Borrelia burgdorferi

Describir los signos y sintomas de la enfermedad de Lyme. Enumerar sus estadios y las

manifestaciones clinicas que se presentan en cada uno de elios.

Informar sobre las metodologias actuales que permiten identificar a Borrelia

burgdorferi.



1."CARACTERISTICAS GENERALES DEL AGENTE ETIOLOGICO

1.1 ANTECEDENTES

La historia de la enfermedad de Lyme se remonta al afio de 1909 en Europa, en donde
un médico sueco llamado Arvid Afzelius describio una expansion roja (rash) en la piel de
pacientes que habian sido picados por la garrapata Ixedes ricinus. Afzelius lamé ab rash,
eritema migrante. Afios mas tarde, en Viena se dio una descripcion mas detallada de otro
caso usando la designacion de eritema cronico migrante (ECM) (40, 95, 113).

En 1922, se describié un caso de meningopolineuritis en una mujer de 58 afios de edad.
Esta mujer presentaba un eritema alargado, dolor de ambos nervios isquiaticos, dolor de
nervios intercostales, dolor del plexo braguial derecho y atrofia del misculo deltoide
derecho, Todas estas molestias estuvieron precedidas por la picadura de una garrapata, Ain
cuando no se reconoci6 al eritema como migrante cronico, se presentd la descripcion clinica
de una manifestacion neuroldgica correspondiente a la enfermedad de Lyme. Continuando
con sus investigaciones, encontraron que la neuralgia que presentaban los pacientes
desaparecia después de que recibian tratamiento con novarsenobenzol, se supuso que la
garrapata transmitia un virus que causaba un nuevo trastorno al cual ellos denominaron
"paralysie par les tiques" (61).

En 1930, se reconocio la conexion entre el eritema migrante y la meningitis. Esta
observacion file confirmada por otras publicaciones a fines de 1940 (61).

A principios de la década de los 40's, se reportd en 26 pacientes meningitis linfocitica
cronica, neuropatia periférica y neuritis craneal. Sin embargo, no se habia observado la
relacion que habia con la picadura de la garrapata y el eritema migrante y se pensé que la
afeccion era de etiologia alérgica reumatica. Los bien descritos casos del inicio de esta
década representaron una entidad que mas tarde se emcontrd en mayores grupos de
pacientes que habian sido picados por una garrapata y que presentaban eritema migrante.

En 1951, se observd el efecto benéfico de la penicilina en pacientes con eritema

migrante y meningitis. Basindose en este hecho y con las observaciones que otros



investigadores habian realizado, de elementos que semejaban espiroquetas en secciones de
picl de pacientes con eritema migrante, se resumio que cl eritema migrante con o sin
meningitis lo causaba un agente infeccioso (una espiroqueta) con un comportamiento
alérgico y que era transmitida por una garrapata y probablemente por otros insectos.

En 1960, se sabe que otros investigadores, observaron que en muchos pacientes, el
dolor y ia lesion radicular iniciales ocurrian con frecuencia en el mismo segmento de piel
previamente picado por la garrapata. Asumieron que el agente etiolégico estaba migrando a
lo largo de los nervios y nodulos linfaticos perineurales hacia las raices de los nervios y el
sistema nervioso central (61).

Aunque en un principio se habia postulado una etiologia bacteriana para el sindrome
anteriormente descrito, a partir de 1960 fa mayoria de los neurdlogos europeos pensd que el
agente etiolégiéo era un arbovirus, basandose en el hecho, o mejor dicho en el conocimiento
de la etiologia viral de la encefalitis de Europa Central, (otro trastorno neurologico cuyo
agente vector también era una garrapata). Asi que no es de extradarse que todas las
investigaciones para identificar al agente causal estuvieran encaminadas a la bisqueda de un
virus. A pesar de esta nueva teoria sobre el agente causal, un dermatélogo de nombre
Weber, enterado de los efectos exitosos de la antibidticoterapia en el tratamiento del eritema
migrante y de la acrodermatitis cronica atrofica, continué postulando que el agente
etiologico era bacteriano y no viral (61).

Ademas del sindrome desciito para ese entonces y que mas tarde muchos autores
definieron con el nombre de sus investigadores, como meningopolineuritis Garin-Bujadoux-
Bannwarth (MPN-GBB) o sindrome de Bannwarth, se di6 a conocer otro trastorno
neurolégico que en Europa se considerd como entidad clinica, la acrodermatitis cronica
atréfica. En 1966 Hopt, influenciado por publicaciones previas sobre los sintomas
neurolégicos de la acrodermatitis cronica atréfica, examind a 92 pacientes que presentaban
dicho trastorno. Encontrd lesiones neuroldgicas debidas a neuropatias en 40 % de los

pacientes y con frecuencia observo deficiencias sensoriales. También encontré que algunos



de los pacientes respondian bien al tratamiento con antibidticos. Haciendo estudios
histologicos observd que las alteraciones morfologicas que se presentaban en algunas
biopsias de pacientes con acrodermatitis cronica atrofica eran casi idénticas a las alleraciones
encontradas en biopsias de pacientes con sindrome de Bannwarth. Todo lo anterior hablaba
de mecanismos patogénicos similares en ambos trastornos. Posteriormente, la acrodermatitis
cronica atrofica se consideré una manifestacion neuroldgica tardia de la enfermedad de
Lyme (61).

En 1973, se publicd un estudio retrospectivo y bien definido sobre la
meningopolineuritis. Estos autores definieron al trastorno como una enfermedad infecciosa
cOon curso cronico, transmitida por una garrapata, presentandose después de su picadura,
eritema, irritacion sensorial, dolor permanente, meningitis linfocitica con sintomas
meningeos ocasionales y poco severos y, en la mayoria de los casos, lesiones asimétricas
localizadas en el sistema nervioso periférico. Con frecuencia. los nervios crancales podian
estar afectados. También podian presentarse (y con mayor frecuencia) pardlisis facial
unilateral o bilateral. Asentaron que el curso de la enfermedad tardaba en la mayoria de los
cas0s algunos meses, y que solo excepcionalmente se daban casos con mielitis o encefalitis
(61).

En noviembre de 1975, esta enfermedad se reportd por primera vez en Estados Unidos,
en el pueblo de Lyme, Connecticut donde se habia diagnosticado artritis reumatoide a un
grupo de nifios y adultos. El caso era verdaderamente preocupante ya que la ocurrencia
normal de la artritis reumatoide juvenil habia aumentado 100 veces, observandose una
mayor incidencia en la poblacién infantil (39 casos) que en la adulta {12 casos). Temerosos
de que se tratara de una toxina ambiental o de una posible epidemia, se contactd a Allen
Steere, quien junto con sus colegas descubrieron que la enfermedad estaba limitada a 3
municipios del este de Connecticut: Old Lyme, Lyme y East Haddam. La artritis reumatoide
juvenil es un padecimiento raro que normalmente afecta a uno de cada 100,000 nifios, pero

en este caso tomando en cuenta fa poblacion total de los tres pueblos -en ese entonces de



12,000 habitantes- observaron que la ocurrencia normal habia aumentado 100 veces e
inclusive, en Old Lyme y en East Haddam la frecuencia de artritis en nifios fire 10,000 veces
ms alta de lo normal, es decir, uno de cada 10 nifios. También observaron que la mayoria
de los enfermos vivia cerca de la zona boscosa y solo pocos de ellos vivian en ef centro de
los pueblos (40).

Se concluy6 que esta no era una forma ordinaria de artritis reumatoide y a pesar de las
pocas pistas que se tenian para realizar las investigaciones, se pudieron hacer algunos

hallazgos importantes (40):

1. La enfermedad no era contagiosa. puesto que individuos pertenecientes a la misma
familia, a menudo contraian la enfermedad pero en diferentes aftos.

2. La mayoria de los casos presentaban los primeros sintomas durante los meses de
junio a septiembre (verano).

3. E1 25 % de los pacientes tuvieron un extraio salpullido en la piel (rash) una o varias

semanas antes del ataque violento de los sintomas similares a la artritis.

Las descripciones que dieron los pacientes de} rash eran casi idénticas: comenzaba
como una pequefia papula o hinchazon que gradualmente se iba extendiendo hasta formar
una especie de "tiro al blanco” de 10 a 50 centimetros de diametro. Por otro lado, el rash se
presentaba con mayor frecuencia en pecho, abdomen, espalda o gliteos lo que sugeria que
se trataba de un insecto o aracnido rastrero el cual transmitia la enfermedad. Sin embargo,
ninguno de los pacientes recordaba haber suffido picadura alguna. Steere denoming a la
enfermedad, artritis de Lyme o enfermedad de Lyme, por e} puebio en el cual se habia
observado por primera vez en Estados Unidos. De 1975 a 1976, se probaron sucros de
pacientes con la enfermedad de Lyme, tratando de encontrar la presencia de anticuerpos
especificos contra 38 garrapatas reconocidas como transmisoras de enfermedades y 178

anfépodos transmisores de virus, pero ninguna prueba di6 positiva (40).



Comtinuando con las investigaciones, se encontrd la informacion que describia los
hallazgos de Arvid Afzelius, es decir, la expansion roja en la piel de ciertos individuos a la
que tlamé eritema migrante y que para sorpresa de los investigadores estadounidenses era
muy simlar a} rash en forma de tiro al blanco que se habia observado en pacientes con la
enfermedad de Lyme. Con esta informacion se intuyo que tanto la enfermedad de Lyme
como el eritema migrante debian estar estrechamente relacionados teniendo modos similares
de transmision. Con el conocimiento del éxito obtenido por médicos europeos en el
tratamiento del eritema cronico migrante con peniciling, la probabitidad de que e agente
infeccioso fuera una bacieria en lugar de un virus era muy alta. Sin embargo, ¢! cultivo de
liquido de las articulaciones de pacientes con la enfermedad de Lyme no habia revelado
microorganismo alguno (40).

En ¢l afio de 1977 uno de los pacientes pudo remover intacta a la garrapata del sitio de
la picadura y 1a entregd para su identificacién. La garrapata apenas era mas grande que la
cabeza de un alfiler, de color obscuro y de cuerpo dure, por lo que facilmente podia
confundirse con alguna costra. Andrew Spielman fa identifico como fxodes danumini, Esta
especie estaba estrechamente velacionada con Ixodes ricinus, 1a garrapata responsable del
eritema migrante europeo. Sin embargo, habia que tener la certeza de que Ivordes dammini,
era verdaderamente el vector de la enfermedad de Lyme. Para tal fin, bidlogos de {a
Universidad de Yale colocaron trampas para animales en ambos lados del rio Connecticut,
de tal forma, que ademas de mapear su distribucién en {a naturaleza, se buscaba qué especies
de mamiferos eran los hospederos. Al término de las investigaciones, los resultados fueron
los siguientes: La garrapata del perro, Dermacentor variabilis, era igualmente comiin en
ambos lados del rio, pero Ivodes dammini era 12 veces mas abundante en su lado Este,
cerca de Lyme, Old Lyme y East Haddam (40).

Ya se conocia al agente transmisor, sin embargo el agente infeccioso conti}luaha

desconocide. Fracasaron cultivos sucesivos y observaciones microscapicas de los organos



internos de la garrapata ya que no revelaron la presencia de algun microorganismo
patdgeno.

En el otoilo de 1981, ocurrié un caso curioso: en la isla Sheller, ubicada al final de 1a
costa de Long Island, se reportdo un caso fatal de fiebre manchada de las Montafias
Rocallosas. El caso era curioso ya que se sabia que el vector normal de esta enfermedad.
Dermacentor variabilis, no se encontraba en otofio, por lo que el Departamento de Salud
del Estado de Nueva York envio un equipo de bidlogos a la isla para que recolectaran
garrapatas vivas. Sin embargo, las garrapatas recolectadas fueron de Ia especie adulta de
Ixodes dammini en lugar de Dermacentor variabilis, mismas que se enviaron para su
estudio a los laboratorios de las Montaiias Rocallosas en Hamilton Mont. El responsable de
dicho estudio fue Willy Burgdorfer, autoridad internacional en enfermedades transmitidas
por garrapatas (40).

Burgdorfer, desintegro el tracto gastrointestinal de las garrapatas y las observo al
microscopio de campo obscurc, para su sorpresa, encontrd ea el intestino abundantes
espiroquetas de forma irregular en lugar de las rickettsias causantes de la fiebre manchada de
las Montafias Rocallosas. El sabia que Ivodes dammini habia estado implicado como
probable vector de la enfermedad de Lyme, también sabia que las espiroguetas que observo
no eran el agente infeccioso de la fiebre mancliada. Asi que penso, que estas bacterias
podian ser las causantes de la enfermedad de Lyme (40). Alan G. Barbour, que en cse
entonces estaba en los Laboratorios de las Montafias Rocallosas, fue capaz de hacer crecer a
las espiroquetas en un cultivo puro, obteniendo una cantidad suficiente para su
experimentacion. Partiendo del hecho de que un individuo expuesto a un agente infeccioso
posee en su suero anticuerpos en contra de dicho agente -siendo esto un buen indicador de
la infeccion-, se enviaron a Burgdorfer muestras de sueros de pacientes con la enfermedad
de Lyme, quién buscd en las mismas anticuerpos contra las espiroquetas encontradas. Esta

vez las pruebas fueron positivas. Los sueros mostraron un titulo muy elevado de



anticuerpos, indicando que, en efecto, los pacientes habian sido infectados por la espiroqueta
(40).

Una prueba més directa de ta patogenicidad de la espiroqueta se llevd a cabo en
conejos. Consistia en colocar en la piel rasurada de conejos albinos, garrapatas de la especie
Ixodes dantmini infectadas con la espiroqueta, de esta manera se pudo observar como la
garrapata se alimentaba de la sangre de su hospedero. Después de algunas semanas

- aparecieron en ¢l sitio de la picadura lesiones similares af eritema migrante. La observacion
microscopica de estos segmentos de piel revelaba fa presencia de espiroquetas (40).

Para el verano de 1982, la espiroqueta se habia aislado de sangre, piel y liquido
cerebroespinal a partir de individuos que padecian la enfermedad. Esto lo realizaron
investigadores del Departamento de Salud det Estado de Nueva York (40). Posteriormente,
estudios hechos por Russel C. Johnson y cols en la Escuela de Medicina de fa Universidad
de Minnesots, ‘determinaron, en base al ADN de la espiroqueta, que se trataba de una
especie del género Borrelin. Y cn 1984, en honor a su descubridor Willy Burgdorter, se le

di6 a la espiroqueta el nombre de Borrelia burgdorferi (40).

1.2 TAXONOMIA

Hasta antes de la década de fos 80's, la taxonomia del agente etiologico de la
enfermedad de Lyme se desconocia. Sin embargo, gracias a las observaciones realizadas por
Burgdorfer en el microscopio de campo obscuro a partir de preparaciones de tracto
gastrointestinal del vector desintegrado (fxodes damimini), se sabia que se trataba de una
espiraqueta (40). A

De acuerdo al Manual de Bacteriologia Sistemitica de Bergey (60), el Orden
Spirachaetales contiene dos familias y cinco géneros, de los cuales son patogenos al

hombre: Treponenwa, Rorrelia y Leptospira. (Tabla 1.1).



TABLA 1.1; CLASIFICACION DE LAS ESPIROQUETAS

Orden Spirochaetales
Familia Spirachaetaceae
Género Cristispira
Spirochaeta
Treponema
Borrelia
Familia Leptospiraceae

Género  Leptospira

El agente etiologico de esta enfermedad se parece en sus caracteristicas morfologicas y
de crecimiento a los géneros Treponema y Borrelia; sin embargo, la forma definitiva de
identificar a un microorganismo y establecer su relacion con otro, es determinando las
similitudes entre los nucledtidos que constituyen et ADN (54). Para caracterizar a esta
espiroqueta Hyde y Johnson determinaron el % de moles Guanina-Citosina de especies
pertenecientes a los tres géneros del Orden Spirochaetales patogenos al hombre, asi como
su homologia del ADN (52).

Los resultados obtenidos (por Hyde y Johnson) s¢ muestran en la tabla 1.2. El % de
moles de Guanina-Citosina del agente etiologico aislado de diversas fuentes, estuvo en un
rango de 27.3 a 30.5 % lo que sugiere que son especies muy parecidas que poseen un
genoma pequefio. Por otro lado, los valores obtenidos para Borrelia hermsii, Borrelia
turicatae y Borrelia parkeri fueron de 28.0 a 30.5 %, muy similares a los anteriores pero
diferentes a los obtenidos para las especies de los géneros Leptospira y Treponema que

presentaron un rango de 35 a 53 % (52).



TABLA 1.2: CARACTERIZACION DEL ADN DE LAS ESPIROQUETAS ( 52).

MICROORGANISMO Tm °C? % Mol G+C?
Espiroquetas aisladas de Ixodes dammini 81.8 305
Espiroquetas aisladas de Axodes ricinus 80.9 283
Espiroquetas aisladas de fluido

cerebroespinal humano 80.5 273
Borrelia hermsii- 81.8 30.5
Borrelia turicatae 81.5 298
Borrelia parkeri 80.8 28.0
Treponema denticolu ) 84.0 36.0
Treponema vincentii 88.5 46.8
Treponema scoliodontum 84.0 36.0
Treponema phagedenis 84.0 36.0
Treponema pallidum ( Nichols ) 83.5-91.0 35.0-53.0
Leptospira interrogans 84.0-86.0  35.0-40.0
Leptospira biflexa 853 39.0

' 2 Tm°C="remperatura a la cuat ¢l 50 % del ADN se encuentra desnaturalizado
b El % Motles G+C se calcul6 a partir de estudios de desnaturalizacion (érmica,
usando Ja formula: % Moles G+C=( Tm - 69.3 ) 2.44

El grado de relacion entre las espiroquetas en estudio, sugerido por la determinacion del
porcentaje de moles G + C, sc confirmé haciendo comparaciones en base a la homologia del
ADN. Se tomd como referencia el ADN radiactivo de espiroquetas aisladas a partir del
vector dxodes dammini, y se compard con espiroquetas aisladas de [xades ricinus, de
fluido cefaloraquideo y de tres especies del género Borrelia, obteniéndose los resultados

tabulados a continuacion (tabla 1.3) (52):




TABLA 1.3: HOMOLOG{A DEL ADN DEL AGENTE ETIOLOGICO DE LA
ENFERMEDAD DE LYME AISLADO DEL VECTOR Leades
demmini, CON OTRAS ESPECIES DEL ORDEN
SPIROCHAETALES ( 52 ).

MICROORGANISMO % HOMOLOGIA
( Relacion relativa de union )
Espiroquetas aisladas de

Ixodes dammini 100

Espiroquetas aistadas de

Ixades ricinus 100

Espiroquctas aisiadas de

fluido cerebroespinal

humarno 76

Borrelia hermnsii 59

Borrelia turicatae 46

Borrelia parkeri 3 !
Treponema phagedenis 2 j
Treponema denticola 2

Leptospira interrogans

serotipo hardjo 1

Leptospira biftexa

serotipo patoc 1

Brenner definio el término especie como "un grupo de cepas con 70 % o mas de
homologia en condiciones optimas, con 55 % o mas de homologia en condiciones no
optimas y con una estabilidad térmica de secuencias relacionadas de 6 °C de reasociacion de
ADN homologos" (96).

Tomando en cuenta esta definicion y basandose en los resultados obtenidos en la
determinacion del % de moles Guanina-Citocina v en los estudios de homologia del ADN,
Hyde y Jonnson (52) concluyeron que el agente etioldgico de la enfermedad de Lyme
constituia una nueva especie del género Borrelia. Los resultados de estos investigadores

concordaban con los obtenidos por Schmid y cols (96).
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Los analisis electroforéticos del ADN del agente etiologico de la enfermedad de Lyme v
de las tres especies norteamericanas del género Borrelia, revelaron la presencia de
plasmidos. EI ADN de las espiroquetas aisladas de Ixodes dammini posee dos plasmidos,
mientras que el de las espiroquetas aisladas de Ivodes ricinus y de liquido cefalorraquideo
humano solo tienen un plasmido (52. 54).

La enfermedad de Lyme en los Estados Unidos puede acompaiiarse de artritis, mientras
que en Europa los sintomas tienden a ser neuroldgicos; Johnson propone, basandose en el
hecho de que las espiroquetas aisladas de fos vectores Ixodes danumini e Ixodes ricinus son
genéticamente homologas, que las diferencias observadas en los sintomas pueden estar

mediadas por los plasmidos propios de estas espiroquetas (52).

1.3 MORFOLOGIA

Morfologicamente, las espiroquetas son microorganismos helicoidales que presentan de
4 2 30 vueltas (del inglés coils). Miden de.0.2 a 0.5 micras de diametro por § a 25 micras de
largo, estas medidas pueden variar dependiendo de la cepa o de los métodos de tincion
empleados (60).

Borrelia burgdorferi, el agente etiologico de la enfermedad de Lyme, mide 0.2 2 0.3
micras de diametro por 10 a 40 micras de largo. In vitro puede presentar diversas formas, la
conformacidn helicoidal de las células puede presentar ondulaciones no simétricas, es decir,
de diferente longitud, las células pueden estar enrolladas o entrelazadas unas con otras y
algunas veces pueden estar formando agregados (1). Todas las espiroquetas comparten las
siguientes caracteristicas morfologicas: Presentan una envoltura extema (o membrana
externa), un cilindro protoplasmico y flagelos pen'plris_micos o filamentos axiales (FIG. 1.1)

(58).



FIG. 1.1: a) Rep i6 Atica de una

1 | La linea p da vy ala
envoltura externa, La lfnca mids intensa. adyacente 4 la linea punteada delimita al cilindro profoplasmice. La
linca delgada representa los Nagelos peripldsmicos.

b) Diagrama de la cstructura celular de una cspiroqueta: EE = envoltura externa, FP ==
flagelo periplasmico, MC = b ilopldsmica, CP = capa de peptidoglicanos.

ENVOLTURA EXTERNA

Rodea al cilindro protoplésmico, es similar a la membrana externa de {as bacterias
Gram-negativas, es elastica y su integridad es indispensable para la viabilidad de la célula.
Cuando ésta se encuentra en condiciones adversas, por ejemplo en un medio hipotonico, la
envoltura externa se separa del cilindro protoplasmico con la formacion de una especie de
vejiga o ampolla y la célula adquiere una forma esférica; la envoltura externa de ésta dltima
puede solubilizarse ficilmente en concentraciones muy bajas de dodecil sulfato de sodio

(59).



La envoltura externa es resistente a la accion de la lisozima cuando se encuentra intacta,
si pierde su integridad, permite su paso al interior de la célula y [a enzima degradara la capa

peptidoglicana (6, 28, 54).

CILINDRO PROTOPLASMICO

Esta constituido por el contenido citoplasmico, por la membrana citopldsmica que rodea
a dicho contenido y por una capa de peptidoglicanos (pared celular) que a su vez rodea al
contenido y a la membrana citoplasmicos (FIG.1.1).

La capa de peptidoglicano es similar a la que presentan otras bacterias en su pared
celular. Dependiendo de la especie puede estar constituida por lisina, dcido diaminopimélico
u ornitina. El género Borrelia -y por consiguiente Borrelin burgdorferi- y el género
Treponema contienen en su capa peptidoglicana omitina, mientras que el género Leptospira

contiene acidosa g-diaminopimélico (6, 28, 54, 58).

FLAGELOS PERIPLASMICOS O FILAMENTOS AXIALES

Los flagelos periplasmicos se encuentran insertados entre la envoltura externa y el
cilindro protoplasmico (FIG.1.1) en el extremo terminal de la célula, los extremos libres de
los flagelos se extienden hacia ef polo opuesto de la célula envolviéndola, estas estructuras
son las responsables del movimiento caracteristico de las espiroquetas: girando sobre su
propio eje, por flexion de sus movimientos axiales (elongacion y contraccion) y hacia
adelante y hacia atras (también llamado movimiento de sacacorcho). En medios viscosos, las
espiroquetas pueden moverse con rapidez debido muy probablemente a la localizacién de los
flagelos, ya que se ha observado que bacterias con flagelos externos disminuyen
notablemente su velocidad en estas condiciones (28, 51, 54, 58).

El nimero de flagelos varia, dependiendo del género. Las especies patogenas del género
Treponema presentan tres, mientras que Jas no patogenas poseen un nimero variable de 1 a

8 flagelos. El género Borrelia presenta de 5 a 20 y [a especie Borrelia burgdorferi posee 7.
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Por dltimo, el género Leptospira posee fnicamente un flagelo. Debido a que estas
estructuras se traslapan, es dificit determinar con precision el numero de flagelos en cores
transversales, por lo que se recomienda enumerarlos en sus puntos de insercion (6, 28, 51,
54, 58).

La forma helicoidal de las espiroquetas varia dependiendo del género. Con anterioridad
existian reportes de que la especie Borrelia burgdorferi aislada en forma reciente del vector
Ixodes dammini presentaba una conformacion helicoidal en el sentido contrario a las
manecillas del reloj y, que después de cultivos sucesivos, dicha conformacién cambiaba
girando en el sentido de las manecillas del reloj. Sin embargo, .lohnéon v cals (54)
encontraron que la misma especie, pero aislada ahora de liquido cefalorraquideo humano,
conservaba su conformacion helicoidal en el sentido contrario a las manecillas del reloj ain
después de seis meses de cultivos sucesivos. Por su parte, Aberer y Duray (1) mencionaron
que cambios en las condiciones de cultivo, como por ejemplo alteraciones en el pH. pueden
causar la disociacion de la envoltura externa con el cilindro protoplasmico ocasionando
formacion de vejigas o ampollas y que en cultivos viejos, las células tienden a perder su

forma helicoidal hasta tornarse totalmente elongadas (1, 54).

1.3.1 CITOMORFOLOGIA DE Borrelia burgdorferi EN BASE A DIVERSOS
METODOS DE TINCION.

Borrelia burgdorferi, puede observarse mediante la ayuda de numerosas técnicas de
tincion. Sin embargo, no todas pueden aplicarse a la bisqueda de este microorganismo en
cortes de tejido. Aberer y Duray (1) realizaron una serie de estudios comparativos entre
varios métodos de tincion que pueden utilizarse para tal fin (1).

Los resultados de la tincion de Gram realizada a las cepas en estudio identificadas como
el agente etiologico de la enfermedad de Lyme, son una evidencia insuficiente para
clasificarlo como Gram-negativo ya que las células se tifien en forma incompleta o no se

tifien. La tincion con anilina de preparaciones de sangre periférica y de fluidos biologicos
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tales como orina, liquido ascitico, liquido pleural, sinovial, pericardial y liquido
cefalorraquideo, permite observar en forma nitida a las células y con sus contornos bien
definidos. Las tinciones de Wright, Wright-Giemsa, May-Griinwald y la tincion con eosina-
tiacina, también proporcionan buenos resultados. Los métodos fluorescentes e
inmunofluorescentes no son muy adecuados, ya que la fluorescencia que se produce se
extingue rapidamente (en segundos) por lo que se requiere el uso de microfotografias para

» poder lievar a cabo estudios citomorfoldgicos (tabla 1.4) (1).

TABLA 14: TINCIONES HISTOQUI'MICAS, CITOQUIMICAS Y
FLUOROCROMICAS DE DIVERSAS CEPAS DE Borrelia
burgdorferi (1)

) i CEPAS EMPLEADAS
METODODE TINCION  B31 FM323 BAPA SON DN MM
Wright 3 3 2 32 3
Giemsa 2 2 3 2 2 2
May-Griinwald 2 3 3 32 3
Gram 1* 0 0 1* 0 0
Eosina-tiacina 3 3 3 2 3 3
Tioflavina-T 1 0 2 11 2
Naranja de acridina 2 2 2 2 1 2
Auramina-rodamina 1 1 0 o 0 1

a El grado de tincidn se registré como sigue: 0. no hubo tincién: 1. tincién incomplela y
débil: 1*, reaccion Gram-negativa muy débil: 2, tincidn incompleta y débil: 3, buena
tincién.

b Cepas empleadas:

B31, ATCC 35210, cepa original aislada por primera vez en la isla de Sheller, Nueva York.
FM323. cepa aislada del ratdn de pata blanca Peromyscus leucopus en Wisconsin.

BAPA, aislado de Ixodes dammini en estadio de ninfa.

MM. cepa aislada de ratén por R, Johnsen, Universidad de Minnesota Mi |is.

P

SON y DN, California; C. Moody, Universidad dc Yale, New Haven Conn.

Los métodos de impregnacion argéntica probados permiten un estudio citomorfologico

detallado ya que producen reacciones mas francas que los métodos de tincion




inmunocitoquimicos, son adecuados para 13 ohservacion de Borrelin burgidorferi en cones
de tejido; sin embargo, definen mejor la estructura de células individuales que de células
agrupadas (1).

Las caracteristicas citomorfologicas de Borrelia burgdorferi, muestran un marcado
polimorfismo, hecho que dificulta su deteccion en biopsias y en fluidos biologicos si no se
cuenta con la experiencia necesaria. Enla FIG. 1.2, se muestran las diversas morfologias que
presenta Borrelia burgdorferi cepa B3} cultivada en el medio Barbour-Stocnner-Kelly
(medio BSK). Las formas que presenta esta cepa son muy variadas, desde la apariencia de
bacilos muy cortos y curvos similares a las vibriobacterias, hasta células muy largas que

muchas veces son el resultado de dos células unidas “cabeza con cabeza” (1)

A by
Tetinlnacién en N\ dn)dmlo vs0 kam

m’:‘":b%?;’m:: de codo bacilo unlpolar sobrepuestas

doble doble
. con curvatura en
extendida limitada log extremog en forma de gasa
moologia simhn : ) %i glf f pas de células
alreponema

formas onduladss mbs comunes

>

O it it
dos célutas unidas
colonla eﬂﬂmna de

"medusa"'spaghetil y

sibéndigas'. dos céluias

intersecténdose

FIG. 1.2 MORFOLOGIAS MAS COMUNES DE Borrelia burgdorfer] CEPA B31.
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Por lo que respecta a los métodos de tincidn inmunocitoquimicos, la intensidad de la
reaccion y el delineamiento de la morfologia celular dependen del método de fijacion, o
mejor dicho del fijador celular empleado, del tipo de anticuerpo (monoclonal o polictonal),
del tipo de antigeno (proteina de superficie o proteina flagelar) y de ta edad del cultivo.
Generalmente, las células fijadas con acetona se observan més hinchadas y las vejigas o
ampollas entre |a envoltura externa y el cilindro peripldsmico se observan mas prominentes
- que si la fijacion se hubiera hecho con metanol o formalina. Por otro lado, las preparaciones
‘ fijadas con metanol producen un decremento en la intensidad de la tincion y més aun si los
fijadores empleados son formalina y paraformaldehido. Sin embargo, con estos dos tiitimos,
el nimero de células que queda sobre el portaobjetos después de la fijacion es mayor que
con metanol o acetona. Los anticuerpos monoclonales dan reacciones menos intensas, ya
que éstos reaccionan con pocos o un solo determinante antigénico, mientras que los
anticuerpos policlonales reaccionan con muchos mas determinantes antigénicos produciendo
reacciones muy intensas y observindose la formacion de vejigas muy prominentes entre la
envoltura externa y el cilindro protoplasmico (1).

En las siguientes tablas, 1.5 y 1.6 se muestran las variaciones en la intensidad y en el
delineamiento de la morfologia celular dependiendo del fijador usado antes de la incubacion

con el anticuerpo en las técnicas inmunocitoquimicas.
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TABLA 1.5: TINCION DE Borrelia burgdorferi B3] CON DIFERENTES
ANTICUERPOS Y DISTINTOS TIPOS DE FIJADORES ( 1)

FIJADORES EMPLEADOS
ANTICUERFO  DILUCION DEL ACETONA METANOL  FORMALINA "2 ARAFORMATDEH DO
ANTICUERPO :
MONOCLONAL
Ho724 1:100 34 34 24 34
by
1604 1:50 12 23 12 13
{8) )
H6TS 1:50 2 12 12 12
(sb)
H3TS 1:50 34 34 4 34
(sb) (sb)
H3332 1:100 4 34 12 24
{b) (sb)
H6R3) 1:50 4 34 02 12
(xb) (shy
163 1:30 12 12 02 21
(hgy
Heg 1:50 23 23 12 12
(8) (hy
1614 1:50 33 3 23 23
(obg) (sh.g)
HOELl | 1:50 [ 0 ]
H10022 1:50 0 ] 0 0
POLICLONAL
Conejo W 1:50 34 34 3 4
(s) &)
Conejo B3 1:100 34 34 34 po )
® (s8) (8 [13)]
Humano 1:20 4 34 34 34
(&) 6] 8)
CONTROL
NEGATIVO PBS [} 0 [ o

El grado de tincidn se registeo en base a la siguientc escala:
0, no hubo tincién; 1, tincién incompleta y débil; 2, tincién completa y debil; 3, buena tincidn; 4, tingidn
intensa.
ABREVIATURAS: b, det inglés biebs vejiga o ampolla: g. granular: s.hinchados.
ANTICUERPOS EMPLEADOS:
H9724. H604, HETS: anticucrpos cspecificos contra la proteina de 41 K-Da (flagelina).
H3TS,H5332: anticuerpos especificos contra 1a proteina de superficie de 31 K-DA (Osp A).
H63, H68, H6831, H614: anticucrpos contra la proteina de superficie de 34 K-Da (Osp B).
$10022; contra la proteina de 38 K-Da.
H9E11: anticuerpo contra la proteina de 20 K-Da de B. hermsil,
W: cepa de B. burgdorferi aislada de fluido cerebroespinal par G. Stanek en Viena, Austria.
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TABLA 1.6: TINCION CON INMUNOPEROXIDASA DE TRES CEPAS AISLADAS
EN VIENA, Y FIJADAS CON FORMALINA ( | ).

ANTICUERPO CEPAS EMPIEADAS
-2 [iH] W
119273 23(g) 23¢g) 23¢5)
1604 02(g) 0 0.2
H6TS 0-2(8) 0 24
W3S ] o 0
113332 ] 0 0
16831 0 o 01
H6d 0 [ 0
Hés 0 0 02
H614 0 0 (2
HOEN 0 ] 4
CONTROL
NEGATIVO ¢ ° 0

El grado dc tincidn se registrd en base a la siguicnte escala: 0, no hube tincion; 1. tincidn incompleta y
débil; 2. tincién completa v débil: 3. bucna tincién: 4. tincién intensa.

CEPAS: H-1 y H-2, ambas aisladas de picl por C. Portschek. Viena. Anstria. La cepa WV fue aislada de
fluido cefalomaquideo; Viena, Austria.

ABREVIATURAS: g. granuiar: s. hinchadlo.

1.4 CARACTERISTICAS QUIMICAS Y ANTIGENICAS.

1.4.1 CARACTERISTICAS QUIMICAS.

En condiciones hipotdnicas, la cnvoltura externa de las células de Borreliv burgdorferi
se separa del cilindro protoplasmico dando lugar a la formacion de pequefias vejigas o
ampollas, adquiriendo posteriormente ia célula una forma esférica. Esta separacion tambien
puede ser causada por alteraciones en el pH del medio de cultivo (1. 54).

La formacion de estas vejigas es en forma més prominente, cuando las células se tratan
con acetona que cuando se tratan con metanol o formalina (1).

La envoltura externa de las células esféricas puede solubilizarse sin ningin problema en
bajas concentraciones de dodecil sulfato de sodio (54). Esta misma estructura protege a la
capa peptidoglicana de la accion de la lisozima cuando se encuentra integra (6, 28, 54).

El género Borrelin y, por lo tanto Borrelia burgdorferi, presenta una gran

susceptibilidad a los detergentes (8).
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142 CARACTERISTICAS ANTIGENICAS

El conocer las caracteristicas moleculares e imunolégicas de las proteinas antigénicas de
Borrelia burgdorferi permite: (7, 10, 33, 39, 102, 115, 120).

- Dilucidar la inmunopatogeénesis de la enfermedad f,l

- Seleccionar las cepas apropiadas, o los péptidos adecuados como vacunas

- Determinar cuales fungen como marcadores bioldgicos del microorganismo

- Desarrollar técnicas de diagnostico mas confiables

Sin embargo, para poder caracterizar a los microorganismos es necesario obtenerlos en
forma pura. Para este fin se pueden emplear la inmunoprecipitacion, la extraccion mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio (PAGE-SDS) y la clonacién
y expresion molecular. Siendo ésta tltima la més empleada (25).

El genoma de Borrelia burgdorferi se ha estudiado ampliamente y se ha observado que
estd cona\ituid(; por un cromosoma de aproximadamente 1,000 kilobases (kb), y de varios
plasmidos lincales y circulares cuyo tamao varia de 8.52 6.0 kb (102).

Muchos investigadores han realizado un examen detallado de las fracciones que
constituyen a este genoma, con el fin de localizar aquellos genes que codifican para los
antigenos especificos y serotipicos del microorganismo (9, 25, 37, 69, 90, 98, 103, 104).

Las técnicas de PAGE-SDS y de Westernblot con las numerosas bandas
inmunorreactivas obtenidas, han revelado que muchas estructuras celulares de Borrelia
burgdorferi son inmunogénicas. Estas técnicas han empleado sueros de humanos infectados
y de animales domésticos y salvajes. Las estructuras inmunogeénicas se han clasificado,
generalmente, en base a su peso molecular aproximado, el cual varia para el mismo antigeno
entre cepas diferentes (7, 10, 39, 120).

A continuacion se enlistan las proteinas celulares més frecuentemente observadas en los

modelos de bandas en PAGE-SDS y Westemn-blot:
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PROTEINA DE 20 A 23 kDa

Es especifica de la especie Borrelia burgdorferi. Wilske y cols (116) designaron a esta
proteina como Pc y reportaron que presentaba variacion antigénica, esto es, diferentes pesos
moleculares entre Jas cepas empleadas, ademads de que algunas no reaccionaban con el suero
especifico contra este antigeno. A causa de esta variacion, los investigadores citados no Ja
consideran como un marcador bioldgico del microorganismo, aunque al observar que
reaccionaba con un nimero significativo de sueros de pacientes con enfermedad de Lyme,
pensaron que en combinacion con otro antigeno podria ser de ayuda para mejorar la
especificidad de las pruebas de laboratorio.

En estudios posteriores, Simpson y cols (103) empleando la clonacion del genoma de
Borrelia burgdorferi en células de Escherichia coli, expresaron ef antigeno de 22 kDa al
cual designaron como P22-A y observaron que este antigeno se encontraba en el espacio
periplasmico junto a los flagelos pero sin ser parte de effos ni de la membrana externa e
interna de la espiroqueta, suponiendo que se trataba de una proteina periplasmica soluble.
Todas las cepas empleadas en el trabajo de estos investigadores (3 cepas europeas y 13
norteamericanas) mostraron variacion en el tamafio de! antigeno -de 20 a 23 kDa-. Sin
embargo, no consideraron a esto una variacion antigénica, ya que ef suero antj-P22-A
empleado, reacciond por igual con todos los antigenos P22-A de diferentes pesas
moleculares. Por otro lado, este antigeno no lo encontraron en otras especies de} género
Borrelia por lo que se considerd como marcador biologico potencial para identificar a los

aislamientos de Borrelia burgdorferi.

PROTEINAS DE LA SUPERFICIE EXTERNA (Osp) de 31y 34 kDa

Las proteinas de 31 y de 34 kDa, se designan como OspA y OspB, respectivamente y se
encuentran expuestas en la superficie de Ja célula bacteriana (10, 18, 102).

De acuerdo a estudios serologicos en pacientes con enfermedad de Lyme realizados por

Barbour (10}, Ia proteina OspA es la que presenta menor variabilidad que la proteina QspB
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en cuanto a peso molecular entre las cepas norteamericanas asi como menor variabilidad en
la reactividad con ‘anticuerpos monoclonales. También observaron que algunas cepas no
presentaron a la proteina OspB. En este punto, es importante tomar en cuenta que las cepas
pueden alterar la expresion de estas proteinas de superficie externa durante muchos pases in
vitro, esto es en cultivos viejos (18, 100).

Al contrario de lo que se esperaria, la mayoria de los pacientes no desarrolla
anticuerpos contra estas proteinas en forma temprana, sino durante los estadios tardios de la
enfermedad a pesar de que por su posicion anatomica en la céfula deberian ser las primeras
estructuras celulares que entraran en contacto con el sistema inmune del individuo afectado
(26).

Ambas proteinas son facitmente identificables en la fraccion de la envoltura externa
mediante PAGE-SDS, sin embargo, a causa de su proximidad entre ellas, con frecuencia
eluyen juntas cdmd un polipéptido doble, lo que ha dado lugar a que algunos investigadores
las designen como el complejo 31/34 kDa{26).

Estas proteinas, han sido clonadas, secuenciadas y caracterizadas; observandose que la
expresion de ambas esta controlada por un promotor simple que se localiza en un plasmido
lineal. De ambos antigenos, la proteina OspA es la que més se ha considerado para el
desarrollo de vacunas empledndose como modelo animal el ratén de patas blancas
Peromyscus leucopus. Un requisito para elaborar una vacuna contra cualquier
microorganismo, es que posea la capacidad de inducir una respuesta inmune fuerte que
conduzcea a la generacion de anticuerpos protectores. La proteina OspA cumple con este
criterio, al menos en el modelo del raton con enfermedad de Lyme (33, 102).

El hecho de que los pacientes enfermos desarrollen anticuerpos contra esta proteina,
durante los estadios tardios de la enfermedad de Lyme, sugeriria que es débilmente
inmunogénica, sin embargo, es posible que esto solo suceda cuando la proteina OspA se
introduce como una parte integral de las espiroquetas en una infeccion natural, pero al usar

la proteina recombinante (OspA e incluso OspB) o el péptido apropiado, podria aumentar
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considerablemente la inmunogenicidad y todavia més si se hace en conjunto con un régimen
adecuado y empleando un adyuvante (33, 102).

La proteina OspA también se ha empleado para serotipificar a Borrelia burgdorferi
mediante PAGE-SDS y Western-blot empleando un panel de anticuerpos monoclonales en
contra de los diferentes epitopes de esta proteina. Este trabajo fue realizado por Wilske y
cols (115). Ellos encontraron que 128 cepas de las 136 estudiadas presentaban la proteina
OspA y que eran reconocidas por un anticuerpo monoclonal que se unia al sitio antigénico
ubicado entre el aminodcido 102 y el aminoacido 111. También observaron que para los 7

serotipos que encontraron, la secuencia de aminoacidos era la misma,

PROTEINA DE 39 kDa

Esta protéina se identifico y designo como P39 por Simpson y cols, su gen fue clonado
en células de Escherichia coli. Aunque su funcion es desconocida, este antigeno es
especifico para Borrelia burgdorferi y se ha encontrado en cepas norteamericanas y en
cepas europeas, lo que lo convierte en un marcador biciégico importante de este
microorganismo. Por otro lado induce una respuesta inmune tanto en animales infectados en
forma natural y experimental como en humanos enfermos (104).

Dada su cercania con la proteina de 41 kDa, en ocasiones se ha confundido con ella. Sin
embargo, empleando los anticuerpos monoclonales H5332 (especifico para OspA), H5TS
(especifico para OspB) y H9724 (especifico para la flagelina, proteina de 41 kDa), [a banda
correspondiente al antigeno P39 puede distinguirse sin ningin problema. Por otro lado, no
se ha observado que presente reacciones cruzadas ni con Treponcma pallidum ni con

Borrelia hermsii (104).
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PROTEINA DE 41 kDa

Este antigeno es la proteina flagelar, altamente inmunogénica y que generalmente
despierta una respuesta inmune temprana, a pesar de que los flagelos de la espiroqueta se
encuentran totalmente inmersos en la envoltura externa. Este reconocimiento temprano de la
flagelina por los anticuerpos del hospedero, sugieren que de alguna manera, la envoltura
externa es dafiada o removida permitiendo su expresion y que sea reconocida como antigeno
(26).

El antigeno purificado, asi como fracciones enriquecidas del mismo, son de gran utilidad
en las técnicas serologicas para el diagnostico de la enfermedad de Lyme; sin embargo, este
antigeno muestra secuencias homologas de aminodcidos con otras espiroquetas y adn con
microorganismos de otros géneros bacterianos como Salmonella tiphimurium,
Escherichia coli, Serratia marcescens, Bacillus subtilis (26, 75, 77, 90, 120).

Robinson ¥ cols (90) y Schneider y cols (98) coinciden en que la region central de la
flagelina mejora sustancialmente el serodiagndstico de la enfermedad de Lyme. Los
hallazgos de estos investigadores también coinciden con los encontrados por Fikrig y cols
(34).

Schneider y cols sugieren excluir la secuencia de aminoicidos del 121 al 148 y del 255
al 280 ya que son los principales epitopes que causan reactividad cruzada sobretodo con la
especie Treponema pallidum. A continuacion, sc cnlistan las caracteristicas mas
importantes de la proteina flagelar de Borrelia burgdorferi y a secuencia de aminoacidos en

la cual se encuentran:

- Secuencia del aminoacido 44 al 68 Causa union inespecifica de las
inmunoglobulinas.
- Secuencia del aminoacido 121 al 148 Extremo N terminal, causa

reacciones cruzadas,
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- Secuencia del aminodcido 151 al 166 Epitope reconocido en sueros de
pacientes en ¢l estadio  y 11 de
la enfermedad de Lyme.

- Secuencia del aminoacido 205 al 226 Epitope especifico del género
Borrelia, reconocido en sueros
de pacientes en el estadio Il de la
enfermedad.

- Secuencia del aminoacido 208 al 224 Epitope reconocido por el
anticuerpo monoclonal de ratén
H9724.

- Secuencia del aminodcido 255 al 280 Extremo C terminal, causa

reactividad cruzada.

PROTEINA DE 60 kDa.

Esta proteina se conoce como el antigeno comun ya que se ha encontrado que muestra
epitopes similares con un amplio rango de bacterias, incluyendo a Pseudomonas y
Legionella spp. Por lo que este antigeno no aporta ningtin beneficio en el diagnéstico de la

enfermedad de Lyme (25, 45, 73, 120).

PROTEINA DE 75 kDa.

Caputa y cols (25) también han empleado la clonacion para expresar antigenos de
Borrelia burgdorferi en Escherichia coli. Detectaron una proteina de 110 kDa. que
reaccionaba con muestras de sueros humanos, de perros y de caballos con enfermedad de
Lyme. Posteriormente, procedieron a identificar la proteina de Borrelia burgdorferi que
correspondia con el antigeno clonado empleando un suero monoespecifico contra esta
proteina recombinante de 110 kDa. Sorpresivamente, el suero reconocio a la proteina de 75

kDa. en el lisado de células de Borrelia hurgdorferi. El por qué de esta diferencia de
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tamaﬂo‘no pudo ser determinado por Caputa y cols. Sin embargo, las evidencias de que
ambos antigenos son equivalentes se mencionan enseguida:

1) La capacidad del suero monoespecifico contra la proteina recombinante de 110 kDa.
para reconocer a la proteina de 75 kDa. de Borrelia burgdorferi.

2) Los sueros positivos de individuos con enfermedad de Lyme reaccionaron con el
antigeno de 110 kDa. y con el de 75 kDa.

En base a estos resultados, Caputa y cols consideran que la proteina recombinante de

110 kDa. tiene utilidad en el diagnostico de Ja enfermedad de Lyme.

PROTEINA DE 83 kDa,

Fue descrita por Greene y cols (37) como un marcador importante en el tercer estadio
de la enfermedad de Lyme y por Lefebvre y cols (69) como el principal antigeno que induce
una respuesta-ihmune en €l hospedero humano. Este antigeno es el que posee el mayor peso
molecular. Zéller y cols (120) sugieren que este componente tiene una funcién antigénica
similar a la de la proteina de 94 kDa. descrita por ellos y no excluyen la posibilidad de que
ambos antigenos sean los mismos y que se le hayan asignado diferentes pesos moleculares
debido a la preparacion de las muestras y/o a diferencias analiticas. Lefebvre y cols
identificaron al gen cromosomal que expresa a esta proteina y observaron que despierta una
respuesta temprana con anticuerpos clase IgM e IgG durante la enfermedad de Lyme y que

estos anticuerpos se mantienen durante periodos prolongados (69).
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1.5 REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES, CULTIVO E IDENTIFICACION

1.5.1 REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES .

Johnson y colaboradores ralizaron una serie de estudios comparativos entre B
burgdorferi y B. hermsii para conocer los requerimientos nutricionales de esta nueva
especie, causante de la enfermedad de Lyme. En estos estudios se evalud la incorporacion
celular de glucosa, acidos grasos y aminoacidos marcados radiactivamente (54).

Gracias a estos estudios, encontraron que ambos microorganismos incorporaban una
cantidad similar de glucosa, presentando radiactividad en todas las fracciones celulares (tabla
1.7) con lo que confirmaron el papel de Ja glucosa como fuente principal de carbono. Por lo
que respecta a los acidos grasos, éstos se incorporaron casi totalmente (93 - 98 %) a los
lipidos celulares sin sufrir alteracién alguna. lo que sugiel;e que B. burgdorferi no es capaz
de degradar a estos compuestos; la radiactividad solo se presentd en las fracciones lipidicas
de fas células (tabla 1.7). En cuanto a los aminoacidos, se observd que éstos no sirven como
fuente de energia a estas especies, ya gue el 70 - 100 % de los estudiados se incorporaron a
la proteina celular y poco o ningiin porcentaje de radiactividad estuvo presente en la fraccion

lipidica o en la fraccion de los dcidos nucleicos (tabla 1.7) (54).
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TABLA 1: Incorporacién de varios sutratos por Borrelia burgdorferi y Borrella hermssi (58).
Di de en : % total de células
Borrella __ burgdorfer! Borrella__ hermssi
Compuestos Fracc. Ac. nu-  Fraccién  Fracc. Ac. nu- Residuo Fracc, Ac.nu-  Fraceion  Fracc. Ac. nu- Residuo
Radiactivos  cleicos solu- lipidica cleicos solu- (proteina)  cleicos solu- lipidica cleicos solu- (protefna)
ble en frio ble en caliente ble en frio ble en caliente
Glucosa 9.60 85.10 2210 420 260 74.80 20.70 1.80
Ac. miristico 2.80 95.40 0.10 1.80 0.20 98.10 0.10 1.70
Ac. palmitico 4.80 92,60 0.80 1.0 0.20 92.70 0.10 7.00
Alanina 11.50 7.90 0.00 80.60 0.00 0.00 0.00 100.00
Arginina 2.40 0.00 14.00 83.60 8.80 0.60 0.00 90.60
Ac. aspartico 0.00 3.9 0.00 96.10 2260 0.00 0.00 77.40
Ac. glutamico 0.00 0.00 2.40 87.60 23.40 0.00 0.00 76.60
Glicina 5.30 0.00 1210 82.60 0.50 0.00 0.00 99.50
Isoleucina 0.00 0.00 0.00 100.00 0.00 0.00 0.00 100.00
Leucina 11.10 0.00 0.00 88.80 0.00 0.00 0.00 100.00
Lisina 0.00 0.00 4.00 96.00 1.80 0.00 0.00 98.20
Fenilalanina 280 3.60 2.80 80.70 0.00 0.00 0.00 100.00
Profina 0.00 0.00 0.00 100.00 0.00 0.00 0.00 100.00
Serina 4.50 0.00 0.00 95.50 0.60 0.00 0.00 99.40
Treonina 6.20 0.00 0.00 93.80 2,00 0.00 0.00 98.00
Tirosina 240 9.20 0.00 88.40 1.50 1.80 0.00 96.70
Valina 0.00 0.00 0.00 100.00 4.50 0.00 250 93.10




La utilizacion de la glucosa como fuente principal de energia en lugar de los
aminoacidos, se confirmo al analizar los productos metabdlicos finales de estas dos especies.
B. burgdorferi y B. hermsii son homofermentativos, teniendo como producto metabolico

final dcido lactico (54).

Productos metabélicos finafes, principales de las espiroquetas { 54 ).

Borrelia hermsii Acido lactico
Borrefia burgdorferi Acido lactico
Treponema Heterofermentativo
Leptospira Acido acético

Por lo que se refiere a los requerimientos de oxigeno, las dos especies estudiadas son
microaerdfilas. E!l metronidezol es unma droga que inhibe el crecimiento de los
microorganismos anaerobios, si se agrega a cultivos de microorganismos acrobios, ef
crecimiento de éstos no se vera afectado. Borrelia burgdorferi resiste concentraciones de
esta droga de hasta 100 microgramos por mililitro (54), lo cual muestra su condicion

microaerofitica,

SENSIBILIDAD AL METRONIDAZOL ( 100 MICROGRAMOS POR MILILITRO )
DE LAS ESPIROQUETAS (54 ).

MICROORGANISMO CRECIMIENTO METABOLISMO
Leptospira interrogans

serotipo canicola + Microaerofilo
Treponema denticola - Anaerobio
Borrelia hermsii + Microaerofilo
Borrelia burgdorferi + Microaerdfilo

Borrelia burgdorferi, carece de la enzima que degrada al peroxido de hidrogeno, la
catatasa, Esto explica porque esta especie aislada de fluido cefalorraquideo humano es

rapidamente destruida por los neutrofilos polimorforucleares de pacientes con enfermedad
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granulomatosa cronica, ya que al producir peroxido de hidrdgeno destruye a los
microorganismos catalasa negativa.
En la tabla 1.8, se resumen las caracteristicas fenotipicas de los géneros Borrelia,

Treponema y Leptospira, en especial de Borrelia burgdorferi (54)

TABLA 1.8: Caracteristicas fenotipicas de las espiroquetas

B. burgdotferi Borrelia Treponema Leptospira
Didmetro celular 0.18-0.25 pm 0.2-0.5 um 0.1-0.4 pm 0.1 ym
Largo +30pum 3.20 pm 5.20 um 4-20 prm
No. de Nlagelos
periplismicos 7 15-20 18 1
Sobreposicion de
Hagelos periplismicos presnte presenle presents presente
Tubos citoplismicos ausentes ausenies presenles peeseites
Diamino amincdcido
presenme en fa capa
peplidoglicana omitina omilina omitina @, e.dcido

disminopimilico
Condiciones
conservar 1a forma
esférica hipotonicidad hipotonicidad hipotonicidad hi icidad
Requesimientos R
&0 microserdfilos microaerdfilos anaerohio acrobio
Fuente principal
de carbana v energls carbohidratos carbohidralos carbohidratos dcidos grasos
yio aminodcidos de cadena larga
Requerimientos de
ic. grasos &
cadena larga presente presente presente presente
Capacidad para
degraday dc. grasos
de cadena large ausente ausente presenitc presente
metabolitos finales de lictica 4e. lictico varios dc, acético
1.5.2. CULTIVO

El cultivo in vitro de las muestras aisladas a partir del agente vector, de hospederos
vertebrados y del hombre, ha permitido conocer a esta nueva especie del género Borrelia. El
desarrollo de este microorganismo en medios de cultivo, es el resultado de un trabajo arduo
de diversos investigadores que han aportado sus hallazgos y observaciones para lograr su

crecimiento optimo (8, 24, 63).
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El primer intento para cultivar espiroquetas patogenas se atribuye a Noguchi. El medio
que empled para cultivar especies del género Borrelia tenia como base liquido ascitico
humano fibre de bilis, ademas de un alto contenido proteico. En este medio de cultivo se
podia producir una red de fibrina cuande la muestra era sangre citratada. Gracias a los
trabajos de Noguchi se conocid fa gran susceptibilidad del género Borrelia hacia los
detergentes y la necesidad de albiimina asi como de un agente espesante como la gelatina en
los medios de cultivo empleados para el crecimiento de estos microorganismos (8).

En 1922 Kligler y Robertson realizaron una extensa investigacion sobre el cultivo de
Borrelia, definiendo las condiciones para hacer crecer y mantener a estos microorganismos
en medios de cultivo derivados de! medio de Noguchi. Estos investigadores, encontraron
que el suero de conejo o de caballo, aun diluido podia sustituir al liquido ascitico humano,
produciéndose un crecimiento efectivo a un pH entre 7 y 8. Para estabilizar el pH.
adicionaron agua peptonada o albiimina de huevo como amortiguador. Asimismo.
identificaron al género Borrelia como aerobio notando que era muy importante mantener
constante la concentracion de CO, en €l medio (8).

A pesar de estos intentos infructuosos y de otros muchos para propagar continuamente
al género Borrelia durante la siguiente mitad del siglo, hasta la década de los 70's Kelly
reportd la propagacion satisfactoria de Borrelia hermsii durante muchos subcultivos. El
medio de Kelly tenia algunos de los componentes de las formulas anteriores, un sistema
amortiguador adecuado, otras sales, glucosa, gelatina, bicarbonato de sodio, piruvato y lo
que Barbour considerd es el ingrediente critico: Ja N-acetil glucosamina, el "bloque
constructor” de la capa peptidoglicana bacteriana (8).

Aunque ¢l medio de cultivo de Kelly resultd conveniente para propagar cientos de
generaciones de Borrelia, Stoenner notd que este medio no podia mantener el crecimiento
de indculos de sangre conteniendo menos de 800 espiroquetas, por lo que enriquecio la
formula bésica del medio de Kelly para que, a partir de una célula de Borrelia virulenta se

prddujera una poblacion grande. Este medio contenia extracto de levadura, neopeptona,
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albimina sérica bovina (Fraccion V), N-2-hidroxietilpiperacina-N-2-acido-etano sulfénico,
ghicosa, citrato de sodio, N-acetilglucosamina y bicarbonato de sodio, asi como vitaminas y
ciertos factores de crecimiento (8)

En 1981, Barbour sembré en el medio fortificado de Kelly (modificado por Stoenner)
una mezcla de muestras de tracto gastrointestinal de Ixodes dammini recolectadas en la Ista
Sheller, Nueva Ygrk. Después de 6 dias de incubacion a 35 °C observo el crecimiento de
espiroquetas similares a Borrelia. En un intento por mejorar y facilitar la produccion del
medio de cultivo, Barbour le hizo algunos cambios hasta llegar a la formula del medio que
ahora se denomina Medio de Barbour-Stoenner-Kelly (BSK) modificado © medio BSK II
(®).

La cepa aislada se designo como cepa B31 (ATCC 35210) (1, 8). Cuando se sembro en
¢l medio BSK 1 con 0.8 % de agarosa, se observé un crecimiento sobre la superficie que
semejaba una ¢dpa de césped asi como un crecimiento en el interior del medio (8). Barbour
observd que la temperatura éptima de crecimiento se encontraba en el rango de 30 a 37 °C.
Cuando los medios de cultivo se incubaron a 39 °C, se observé un crecimiento pobre de
apariencia filamentosa. A temperaturas de 40 °C o mayores no se observé crecimiento. En el
medio de cultivo BSK liquido, durante el aislamiento inicial y en pases tempranos se
formaron agregados grandes, los cuales volvian a formarse atin después de su dispersion con
ayuda de un vortex o simplemente pipeteando (8).

Si bien Barbour describié el crecimiento de B. burgdorferi en forma de una capa de
césped en medio BSK solido con 0.8 % de agarosa, no reporté la formacién de colonias.
Kurtii y colaboradores disefiaron un sistema de cultivo que permitio el crecimiento de
colonias. El hecho de que el crecimiento de Borrelia burgdorferi no hubiera logrado la
produccion de colonias discretas, sugeria que podia necesitar de un medio mas firme que
restringiera sus movimientos; por otro lado, hay que considerar que esta especie requiere de
condiciones microaerdfilas para su crecimiento. Kurtii y cols hicieron frente a estos

problemas doblando la concentracion de gelatina en el medio BSK e incrementando la
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concentracion de agarosa de 0.8 % a 1.3 % y para proveer la atmosfera adecuada, las placas
de cultivo se incubaron en un recipiente con vela para proporcionar una atmosfera himeda
con reduccion de oxigeno e incrementando el dioxido de carboro (63).

Al cabo de dos semanas de incubacion, €l crecimiento de las colonias fue visible, pero
fueron necesarias de 3 a 4 semanas para poder determinar su nimero y evaluar su
morfologia. Kurtii y cols inocularon en las cajas de Petri con medio BSK las cepas B31 y
297. La primera desarroll dos tipos de colonias: unas eran pequefias, compactas, con un
diametro promedio de 0.43 = 0.03 mm y su crecimicnto estuvo restringido a la superficie del
medio de cultivo. Los bordes de estas colonias fueron nitidos y bien definidos, no se
observaron células aisladas en la superficie del medio. El otro tipo de colonias fueron
grandes y difusas, con un didmetro de 1.8 + 0.57 mm, estas colonias penetraban en el medio
con una profundidad promedio de 0.60 £ 0.24 mm (63).

Las colonias formadas por la cepa 297 presentaron mayor variedad en cuanto a
morfologia, sin embargo, fueron mas notorios dos tipos de colonias: unas difusas con o sin
centro elevado, rodeado por un anillo difuso de espiroquetas;, y otras que comprendian
numerosos agregados de espiroquetas (tipo granular) (63).

Es intefesame mencionar el estudio realizado por Callister y cols, el cual consistio en
agregar al medio BSK modificado diversos lotes de albimina sérica bovina (fraccion V)
encontrando que este componente es un factor significativo que afecta la capacidad de
Borrelia burgdorferi para crecer cuando el numero de células presentes en el indculo es
muy pequefio, asi como las caracteristicas morfoldgicas de la especie, tales como tamafio,

grosor, largo, movilidad, etc. (24).
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2. PATOGENESIS DE LA ENFERMEDAD DE LYME

2.1, CICLO DE TRANSMISION

El ciclo de vida del vector de B. burgdorferi, dura normalmente dos afios. El ciclo
inicia cuando los huevecillos son depositados -se desconoce en que sitio- en primavera,
semanas mas tarde emergen las larvas de vida libre las cuales poseen 6 patas largas, estas
larvas son tan pequefias que no es posible observarlas a simple vista. Las larvas se alimentan
de la sengre del hospedero -que generalmente es un mamifero pequefio- por un periodo de
dos dias para, posteriormente, entrar en una etapa de "descanso” que coincide con €l inicio
del clima frio en otofio (40).

Al llegar la primavera, las larvas sufren un cambio morfologico y entran a un segundo
estadio inmaduro llamado estadio de ninfa. La ninfa presenta 8 patas, y también se alimenta
durante el verano de la sangre de ratones o de mamiferos més grandes como perros, venados
0 seres humano;.

Al final del verano las ninfas cambian'morfolégicamente y entran al estadio adulto. Las
garrapatas adultas se encuentran en la maleza y facilmente pueden adherirse a una gran
variedad de mamiferos, generalmente grandes, en donde ocurre el apareamiento. El macho
muere en un tiempo muy corto (despuds de que ha ocurrido el apareamiento), mientras que
[a hembra sobrevive hasta que termina el invierno, para de esta manera poder obtener los
nutrimentos necesarios para el desarrollo de los huevecillos.

Como ya se ha mencionado en pirrafos anteriores, ain se desconoce el sitio en el cual

son depositados los huevecillos y el ciclo completo se repite (fig. 2.1) (40).
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FIGURA 2.1 CICLO DE TRANSMISION
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En estudios realizados en garrapatas de las especies Ivades ricinus, Ixodes pacificus e
Ixodes dammini, se ha observado que las espiroquetas permanecen cn el tracto
gastrointestinal -en forma masiva- y sélo un pequefio porcentaje presenta infecciones
sistémicas, ya que la hemolinfa de las garrapatas del género Ixodes no es un medio 6ptimo
para que las espiroquetas se reproduzcan (21, 23).

Una vez que la garrapata parasita a su hospedero, parece ser que la transmision de las
espiroquetas se demora hasta que éstas empiezan a diseminarse del tracto gastrointestinal y
aleanzan las glandulas salivales, Tratando con mds detenimiento este proceso, las
espircquetas sufren una multiplicacion intensiva para luego penetrar a la pared gastrica y por
via hemolinfatica invadir varios tejidos incluyendo aquéllos de las glandulas salivales. Esto se
demostrd con dos experimentos: ’

a) Al analizar la saliva de garrapatas que se alimentaron de su hospedero, no se detecté
a Borrelia burgdorferi sino hasta tres dias después de iniciada la picadura al hospedero.

b) Con garrapatas infectadas que parasitaban a un grupo de 6 hamsters y 8 ratones de
patas blancas, cuando se les permitio a éstas alimentarse solo por 24 horas Gnicamente un
himster y ningtin raton resultaron infectados. Al dejar que las garrapatas se alimentaran
durante 48 horas, se observo que se infectaron S de los 6 hamsters y todos los ratones.

Estos hallazgos sugieren que una pronta remocion de la garrapata disminuye el riesgo
de que los humanos contraigan la enfermedad (2, 20).

No hay duda de que durante et proceso de alimentacion de la garrapata, las espiroquetas
se transmiten via saliva. Sin embargo, Bﬁrgdorfer considera que la transmision también
podria ocurrir por la regurgitacion de! contenido gastrico infectado y que no se debe excluir
la posibitidad de ta transmision a través de la materia fecal contaminada (21, 23).

A pesar de que en la epidermis, ganglio central, glandulas salivales, ovarios y tejido
conectivo alrededor de los tabulos de Malpighian y de la traquea se presentan infecciones
moderadas a leves en un bajo porcentaje de las garrapatas, en algunas hembras el nimero de

espiroquetas se incrementa en el ovario, especialmente en aquéllas que no han depositado
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huevecillos o que han depositado una cantidad muy pequeiia. En estos casos las espiroquetas
invaden los tejidos de soporte del ovario asi como a los oocitos; aqui, las espiroquetas
destruyen la fosfoproteina de la yema -ovovitelina- afectando la formacion de la cascara qt;e
protege al huevecillo. Es por eso que estos huevecillos tan infectados no maduran y el
niimero que normalmente deposita la hembra se ve afectado (23).

No hay que pasar por alto la transmision transovarica, existen estudios que indican que
ésta se registro en 4 de 5 hembras de la especie Ivodes dammini infectadas
experimentalmente.

También se ha reportado en las especies Ixodes pacificus e Ixodes ricinus (21, 24,

106).

AGENTES VECTORES DE LA ENFERMEDAD DE LYME

Los princi‘pales vectores de la enfermedad- de Lyme son las garrapatas del género
Ixades: Ixodes dammini, Ixodes scapuinn's, Ixodes pacificus, Ixodes dentatus, Ixodes
ricinus, Ixaaes persulcatus e Ixodes ovatus (2, 4, 23). Sin embargo, en otras especies de

garrapatas y piojos también se ha detectado a Borrelia burgdorferi. Estas son (3, 4, 23):

En Estados Unidos

Amblyomma americanum (garrapata en forma de estrella)
Dermacentor variabilis (garrapata que parasita al perro)
Dermacentor parumapertus (garrapata que parasita al conejo)
Haemaphysalis leporispalustris (garrapata que parasita al conejo)
Dermacentor albipictus (garrapata de invierno)

Ixodes neotomae (garrapata del raton Neotoma cinereo)
Rhipicephalus sanguineus ' (garrapata del perro)

Ornithodoros coriaceus (garrapata de la familia Argasidae)
Orchopeas leucopus (piojo de! ratén de patas blancas)
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Cuterebra fontinella (insecto diptero que parasita al raton de

patas blancas)

En Europa
Argas reflexus (garrapatas de la familia Argasidae
asociadas comunmente con los piojos,
ocasionalimente se alimenta en humanos.
Se considerd el agente transmisor en

un brote al norte de Italia)

Como puede verse, no se debe pasar por alto que varias especies de garrapatas
comparten al mismo hospedero, También hay la posibilidad de que otros insectos
hematdfagos como jejenes, mosquitos y pulgns jueguen un papel como vectores biologicos,
por fo que deben tomarse en consideracion en la epidemiologia de la enfermedad de Lyme.
Por ejemplo, un caso de eritema migrante ocurrido en Suecia se atribuyd a la picadura de un
mosquito, y en los casos ocurridos en Australia, se cree que otros vectores diferentes al

género Ivodes podian ser los causantes (4, 21, 23, 95).

HOSPEDEROS DEL VECTOR

Una gran variedad de animales suelen servir como hospederos a las garrapatas en su
estadio inmaduro y adulto, desde animales salvajes, domésticos y aves, hasta incluso el
hombre (4, 23, 106). Aunque en todos los estadios de vida de la garrapata se alimenta en
una gran variedad de especies de mamiferos y aves, cada uno de €stos tiene preferencia
especifica por su hospedero. Asi, el estadio post-embrionario prefiere alimentarse de
hospederos de tamafio grande. Las larvas que abundan a fines de verano y principios del
invierno se alimentan principalmente de roedores pequefios, particularmente el raton de

patas blancas. El estadio de ninfa, muy numeroso en primavera y verano, prefiere
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alimentarse de mamiferos de tamafio mediano como mapaches y ardillas, pero también se
alimentan del ratén de patas blancas. Las garrapatas de estadio adulto prefieren mamiferos
grandes principalmente el venado de cola blanca durante el otofio, principios de invierno y
primavera. Sin embargo, se ha reportado que todos los estadios se alimentan de este animal
durante el periodo de su actividad. Ademas, se ha observado que todos los estadios se

alimentan en el hombre (19).

Los hospederos mds frecuentes en Estados Unidos son:

- Especies de roedores

Ratén de patas blancas Peramyscus leucopus
Raton de pradera Microtus pennsilvanicus
Ardilia lisada Tamias striatus

Ardilla gris Sciurus carolinensis
Ratones saltadores de campo : Napacozapus insignis

- Especies de conejos

Congjo de cola negra Lepus californicus

Conejo de campo Sylvilagus bachmani
Conejo cola de algodon Sylvilagus audubonii
Conejo cola de algodon del este Sylvilagus floridanus

- Especies de venados

Venado de cola bianca Odocoileus virginianus
Venado de cola negra Odocoileus hemionus columbi
Venado durmiente Dama dama

Venado axis Axis axis
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- Otros

Zarigileya Didelphis virginiana
Mapache Procyon lator
Musarafia cola corta Blarina brevicauda
- Animales domésticos

Ganado vacuno Bos taurus

Caballo Equus caballus
Perro Canus familiaris
Gato Felis catus

En Europa

Ratén de campo cola larga Apodemus sylvaticus
Raton de campo cuello amarillo Apodemus gloreolus

Raton de campo Clethrionomys glareolus

Por lo due respecta a las aves, en un estudio realizado por Anderson y Magnarelli (4),

las especies que se encontraron parasitadas fueron las siguientes:

Gorrion de pantano Melospiza georgiana
Petirrojo americano Turdus migratorius
Cianocita Cyanocitta cristata

Reyezuelo de casa

Troglodytes aedon

Péjaro-gato Dumetella carolinensis
Gorrion pequefio Spizella passerina
Pinzén de cola larga roja Pipilo erythrophthalmus
Cardenal del norte Cardinalis cardinalis

‘Pajam vaca de cabeza café
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Platicador pecho amarillo Icteria virens

Péjaro garganta amarilla Geothlypis trichas
Tordo de agua del norte Seiurus noveboracensis
Curruca de pino Dendroica pinus

Tordo de espalda aceitunada Catharus usulotus
Pajaro de cabeza y pecho negro Parus atricapillus

Ave de pecho blanco Sitta carolinensis
Tordo ermitafio Catharus guttatus
Tordo de agua de Louisiana Seiurus motacilla
Quiscal comiln Quiscalus quiscula
Picoduro de pecho rosa Pheucticus ludovicianus
Pinzon pirpura Carpodacus purpureus

El raton de patas blancas (Peromyscus leucopus) no unicamente es ¢l hospedero
preferido de la garrapata en sus estadios inmaduros, particularmente de la larva de Ivodes
dammini, también es un importante reservorio de la espirogueta, ya que este raton soporta
ataques repetidos de la garrapata. Estudios hechos en este animalito han revelado que
elimina espiroquetas a través de la orina siendo ésta una posible fuente de transmision de
Borrelia burgdorferi a las poblaciones de ratones (21).

Por lo que respecta al venado, éste sirve de hospedero a las garrapatas de las especies
Ixodes dammini, Ixodes pacificus, Ixodes scapularis ¢ Ixodes ricinus en sus tres estadios
parasitarios. La abundancia del venado es la responsable, a su vez, de la abundancia del
vector (21, 117).

Por lo que respecta a las aves, su importancia como hospederos radica en que pueden
transportar al vector y al agente etiologico distancias considerables, ya que dentro de las
aves estudiadas por Anderson y Magnerelli (4) ademas de anidar en la zona en la que fueron

capturadas migran hacia el sur en invierno.



Borrelia burgdorferi, no parece afectar la salud de los animales silvestres, sin embargo,
en perros, vacas y caballos se ha reportado que causa manifestaciones artriticas, cojera, e
inflamacion de las articulaciones (6). Otros animales que han mostrado ser susceptibles a
este agente etiologico son el ratdn de patas blancas, el conejo blanco de Nueva Zelanda, los
hamsters y ciertas lineas genéticas de ratas, por lo que son de gran ayuda en la realizacion de

estudtos relacionados con la patogenicidad de este microorganismo (12, 22, 59).

DISTRIBUCION GEOGRAFICA

La enfermedad de Lyme se ha reportado en Norteamérica, Europa, Asia y Australia (2,
23, 35, 56, 81, 95). En Estados Unidos, la mayoria de los casos reportados son de la costa
noreste, sin embargo, se han encontrado otros brotes -mayores o menores- en diferentes
areas del pais. Para 1984, la distribucion conocida de la enfermedad de Lyme abarcaba 15
estados. Con el paso de los afios, las dreas endémicas continuaron expandiéndose y es muy
posible que esto se haya dado como resultado de un mejor reconocimiento de la enfermedad
de Lyme por parte de los médicos (43).

En Europa, el eritema migrante se ha reportado en todos los paises escandinavos, en
Inglaterra, léscocia, los paises del oeste, y los del este con excepcion de Grecia (95).
En Asia, la enfermedad de Lyme se ha reportado en Rusia, China y Japén (23, 35, 81, 95).
En Australia se reportd en Hunter Valley al rorte de Sydney (95).

La distribucién geografica del género Ixodes en Estados Unidos, Europa y Asia es la

siguiente:

ESTADOS UNIDOS
L dammini Noreste: Nueva York (5, 42, 118),
Massachusetts (95, 106), Connecticut (74),
- Nueva Jersey (20, 99), Virginia (95).
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Medio-oeste: Minnesota (85), Wisconsin

(29).
I scapularis Sureste: Georgia (95).
I pacificus Qeste: California, Nevada, Oregon (18, 95).
I dentatus Este; Carolina del norte (95).
EUROPA y ASIA
1 ricinus Toda Europa hasta el ceste de Asia (2).
L persulcatus Este de Europa y Asia (China y Japon)
(2, 35, 81).
L ovatus Asia (Japon) (35, 56, 81).

Por lo que }especta a la presencia del agente vector de Borrelia burgdorferl en la
Republica Mexicana, existen datos recopilal.dos por la Dra. Hofmann (50) de que las especies
Ixodes pacificus, Ixodes scapularis y otras especies de garrapatas que se ha observado
también son vectores biolégicos de las espiroquetas en Estados Unidos, se encuentran
presentes en México.

Ixodes pacificus se reportd en México desde 1943 en la peninsula de Baja California y
se conocia con el nombre cientifico de Ixodes ricinus californicus. Esta garrapata se aislo
principalmente de conejos y ratoﬁes de campo. Ixodes scapularis se reportd por primera vez
en 1821, su presencia se ha detectado en el estado de Tamaulipas sobre perros y ganado
vacuno; y en el estado de Jalisco sobre ganado vacuno (50).

A continuacion se presenta en forma de tabla a las especies de garrapatas (no del género
Ixodes) que en Estados Unidos son vectores de Borrelia burgdorferi y que se ha detectado

su presencia en México (50):



ESPECIE

Amblyomma americanum

Dermacentor albipictus

Der

parumapert

Dermacentor variabilis

Haemaphysalis

leporispalustri

LOCALIDAD

En ¢l noroeste de la Republica
Mexicana,

Aguascalientes, Campeche,
Coahuila, Durango, Guerrero,
Hidalgo, Michoacin, Puebla,
Tabasco, Veracruz y Yucatén,
Regiones aridas del norte de
México, en la Comarca

Lagunera y en la peninsula de

Baja California.
Chiapas, Guanajuato,
Hidalgo, Edo. Meéxico,

Oaxaca, Puebla, San Luis
Potosi, Sonora, Tamaulipas,
Tlaxcala y Yucatan.

Durango, Hidalgo, Nuevo
Ledn, Puebla, Tamaulipas y

Veracruz.
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HUESPED
Ganado vacuno, caballos
y perros.
Ganado  vacuno y

caballar,

Congjos y liebres.

Conejos, Ganado vacuno,

venados.

Conejos y  liebres.
Aunque es propia de
estas especies, es muy
frecuente encontrarla en
aves @ quienes llega a
invadir con abundancia
sorprendente siendo este
hecho una herramienta
muy poderosa para su

diseminacion



Ornithodorus coriaceus

Rhipicephalus sanguineus

Zona caliente y templada del
Pacifico desde  California

hasta Chiapas.

Peninsula de Baja California,
Chiapas, Chihuahua,
Coahuila, Colima, Durango,
Guerrero, Michoacén,

Morelos, Nayarit, Nuevo

Ledn, Oaxaca, San Luis

Potosi, Sinaloa, Sonora,
Tamaulipas, Veracruz y
Zacatecas.

Pequefios roedores y

otros mamiferos
silvestres como venados.
Ocasionalmente el
hombre.

Perros, ganado vacuno y
caballar, cuyos, conejos,
gatos y ocasionalmente el

hombre.

. Sin embargo, en México -hasta donde se ha investigado en el presente trabajo- no se ha

realizado ningin estudio para determinar la ausencia o presencia de Borrelia burgdorferi y

por consiguiente de {a enfermedad de Lyme.

Refiriéndonos el resto de América Latina, Need y Escamilla (84) realizaron un estudio

serologico en Peri. Obtuvieron muestras de suero de un grupo de 216 individuos todos ellos

mayores de 10 afios y dedicados a las labores del campo y las analizaron por el método de

ELISA para detectar la posible presencia de anticuerpos contra Borrelia burgdorferi, ya

que habian observado que dos especies de garrapatas existentes en ¢se pais (Ixodes affinis ¢

Ixodes pararicinus) podian ser considerados vectores potenciales de esta espiroqueta.

Aunque los resultados que obtuvieron no fileron concluyentes (solo a dos pacientes se les

detecto anticuerpos contra Borrelia Burgdorferi) la importancia de este estudio radica en

presentar la primera posible evidencia dela enfermedad de Lyme en este pais sudamericano.
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Cualquier individuo que viva o visite dreas en donde la enfermedad sea endémica es
susceptible a adquirirla, no importa sexo o edad. Sin embargo, se ha observado una mayor
incidencia en nifios debido a que éstos pasan mayor tiempo jugando en areas boscosas.
También se ha visto que personas que poseen animales domésticos como perros, vacas,
caballos, etc. presentan mayor riesgo de contraer la enfermedad ya que pueden suffir la
picadura de la garrapata al encontrarse ésta en el pelaje de los animales domésticos (40). La
transmision horizontal, esto es, Ia transmision de persona a persona, no ha sido reportada,
sin embargo la transmisién transplacentaria si se ha reportado causando graves dafios en el

feto (80).

2.2, CUADRO CLINICO

2.2.1 PRIMER ESTADIO DE LA ENFERMEDAD O ESTADIO AGUDO

Clinicamente, 1a enfermedad de Lyme puede dividirse en tres estadios. El primer estadio
se caracteriza por la aparicidn de una lesion dérmica conocida como eritema migrante en el
60 % de fos pacientes y que frecuentemente se acompaila de fatiga intensa, dolor muscular,

fiebre, calosfrios, dolor de cabeza y espalda (13, 17, 36, 40).

ALTERACIONES CUTANEAS

El eritema migrante es el sello distintivo de la enfermedad de Lyme, aunque su cuadro
clinico varia considerablemente. La lesion inicia con la formacién de maculas rojas, las
cuales pueden llegar a ser papulares antes de que se expandan en forma concéntrica (17, 78).

La lesion expandida puede presentar diversas tonalidades rojas, o bien, presentar vna
mécula roja en el centro rodeada de piel "aparentemente” sana, que a su vez se encuentra
rodeada por otra banda roja semejando una configuracion anular o de “tiro al blanco". Las
lesiones en forma concéntrica son las predominantes aunque también se han observado en
algunos pacientes fesiones en forma triangular u oval. En otros pacientes se han encontrado

lesiones de color azul-rojizo en las extremidades inferiores, En algunos casos, la parie
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central del eritema puede ser claro, aunque lo tipico es que sea eritematosa -como lo indica
el nombre de la lesion- y ademés edematoso, vesicular, o con formacion de una costra.
Generalmente es indolora o asintomética, aunque en algunos pacientes se ha reportado
prurito y/o dolor (17).

El tamafio de la lesion, su tiempo de aparicion después de la picadura del vector, asi
como su persistencia, son variables. El diametro del eritrema fluctba entre 10 a 15 cm su
tiempo de aparicién tarda de 1 a 14 dias y su persistencia es de 3 a 32 dias ya que el eritema
se resuelve espontaneamente -0 con tratamiento- por lo que el nombre apropiado para la
lesion es eritema migrante y no eritema cronico migrante, como lo nombran en algunos
casos (13, 17, 32, 40).

El eritema migrante puede aparecer como una lesion solitaria, pero en el 25 a 50 % de
los casos se desarrollan lesiones secundarias o multiples en diversas regiones del cuerpo,
estas lesiones carecen de la papula roja central caracteristica. Este hecho muy probablemente
refleja la propagacion de las espiroquefas a través del torrente sanguineo y no que se
presenten picaduras adicionales de garrapatas (17, 40).

Cuando el eritema migrante aparece solo o combinado con sintomas menores, la
enfermedad de Lyme se considera localizada. Si por el contgario, el eritema migrante se
presenta acompafiado por signos extracutineos y sintomas de mayor intensidad, o si
aparecen lesiones multiples, la enfermedad de Lyme se considera diseminada. E! que la
enfermedad sea en su inicio localizada o diseminada, repercute en la respuesta del paciente

hacia el tratamiento (17).



CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS DEL ERITEMA MIGRANTE

Las caracteristicas fisiologicas del eritema migrante varian dependiendo de su apariencia
clinica, asi como del sitio seleccionado para la biopsia, es decir, si se toma de la porcion
central o de la porcion periférica de la lesion (17, 32).

En el eritema migrante se han observado 3 modelos histologicos. El mas comiin es un
infiltrado intersticial superficial y perivascular profundo constituido en su mayoria por
linfocitos, aunque también contiene células plasmaticas. Este modelo se observd en el 61 %
de las biopsias observadas de un total de 18 muestras estudiadas (17).

El segundo modelo consiste en un infiltrado lfinfocitico intersticial superficial y
perivascular profundo, con eosindfilos, pero carente de células plasmaticas. Este modelo se
encontrd en el 28 % de las biopsias estudiadas, todas ellas a excepcion de una, se tomaron
del centro de 1;1 lesion. Este modelo histologico es indistinguible del que se presenta cuando
ocurre una picadura por artrépodo.

El tercer modelo es un infiltrado linfocitico superficial v perivascular profundo, carente
de eosindfilos y células plasmaticas y se encontrd en el 11 % de las biopsias (17).
También se ha observado que el infiltrado linfocitico puede contener macrofagos, leucocitos
polimoffonucleares y células mastoides -cebadas- dispersas (32).

Borrelia burgdorferi puede demostrarse histologicamente por tincién argéntica de la
dermis, epidermis, o de ambas. Se encuentran con mayor frecuencia en los bordes de lz
lesion y en las biopsias que presentan células plasmaticas.

Los signos y sintomas que ocurren, o mejor dicho, que acompafian al eritema migrante,
tales como linfadenopatia, esplenomegalia leve, orquitis, fiebre y conjuntivitis, pueden
presentarse todos o ninguno. Algunos pacientes pueden presentar mialgia, similar a fa que se
presenta en una gripe. Los escalosfrios y la fiebre pueden deberse probablemente a la

espiroquetemia y a la respuesta inmune humoral como liberacion de interferon (17, 32).
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2.2.2 SEGUNDO ESTADIO 0 ESTADIO SUBAGUDO

El sello caracteristico del segundo estadio de la enfermedad de Lyme, son las
complicaciones del sistema nervioso y el dolor muscular, Aproximadamente el 5 % de los
pacientes desarrolla anormalidades cardiacas que duran de 6 dias a 6 semanas. Estos
pacientes experimentan palpitaciones, vértigo, respiracion entrecortada asociada con
impulsos eléctricos irregulares del corazén; algunos de estos pacientes pueden requerir de

marcapasos temporales. Cabe hacer notar que este segundo estadio no siempre se presenta

(32, 40, 41).

ALTERACIONES QUE SE PRESENTAN EN EL SISTEMA NERVIOSO EN LA

ENFERMEDAD DE LYME

Para poder explicar mejor los dafios neurologicos de la enfermedad de Lyme, se han
dividido segr-al sistema que afectan, es decir, los que afectan al sistema nervioso periférico,
los que afectan al sistema nervioso central y las neuropatias craneales. Esta division es

meramente para facilitar la explicacion de como se ve afectado el sistema nervioso (36, 41).

ALTERACIONES DEL SISTEMA NERVIOSO PERIFERICO

La severidad del daflo en el sistema nervioso periférico varia ampliamente. Los primeros
reportes que se tienen, describen una neuropatia periférica aguda, frecuentemente dolorosa,
pero sélo con anormatidades sensoriales leves con predominio de anormalidades motoras.
Estudios patologicos y neurofisioldgicos han demostrado lesiones claras de los nervios
sensortales en muchos de estos pacientes, lo que sugiere que el dafio no se limita solamente
a las raices nerviosas (radiculitis). En algunos pacientes, las lesiones nerviosas pueden ser
mas diseminadas y pueden presentar debilidad motora generalizada. Por otro lado, se han
reportado casos en los que se presenta un sindrome similar al de Guillain-Barre, el cual es un

proceso inflamatorio agudo que principia con la desmielinizacion de nervios periféricos. Sin
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embargo, como estos casos han sido muy pocos, falta determinar si es una causa de la
infeccion o solo una coincidencia (36, 41).

Aungque en este estudio se consideraran a las neuropatias craneales en forma separada,
no esta demés recordar que algunos nervios craneales (o pares craneales), particularmente el
séptimo, poseen segmentos periféricos largos pudiendo tomar parte en cualquier neuropatia
periférica. Estudios neurofisioldgicos realizados a un niimero considerable de pacientes, han
demostrado que aquéllos que presentan paralisis de Bell, radiculoneuritis (o radiculitis) local,
neuritis braquial o neuropatias diseminadas, padecen de anormalidades similares en la
conduccion motora y sensorial. Ademas, todos presentan anormalidades generalizadas de los
nervios periféricos y solo difieren en el sitio en el cual el dafio es mas severo y mas aparente.
Este cuadro es muy comun en pacientes que no se han tratado y que han estado entermos
algunos aflos. La frecuencia de estos casos es de un 25 a 33 % y repercute en cuadros mas
agudos, no solo en apariencia neurofisiologica, sino también en su neuropatologia y en la

respuesta favorable a 1a terapia antimicrobiana (41).

ALTERACIONES DE LOS NERVIOS CRANEALES

Es ampliamente sabido que las anormalidades en los pares craneales, particularmente Ia
parélisis de Bell, ocurre con mucha frecuencia en la enfermedad de Lyme. Las anormalidades
de los pares craneales estin acompafiadas por pleocitosis (aumento de células,
particularmente linfocitos) de liquido cerebroespinal, sugiriendo la participacion del espacio
subaracnoideo, Algunos de los reportes que describen neuropatias crancales no se han

demostrado satisfactoriamente por lo que deben tomarse con mucha precaucion (41):
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PARES CRANEALES

1. Nervio olfativo: s¢ han descrito anormalidades o ausencia del sentido del olfato en
algunos pacientes, sin embargo, no hay publicaciones que demuestren satisfactoriamente
estas deficiencias.

I1. Nervio optico: Existen muchos reportes que describen pacientes con enfermedad de

Lyme que presentan neuritis ptica. Sin embargo, ain no se sabe si esta asociacion es real o

solo rep dos enfermedades diferentes que padece el mismo individuo.

1L, IV., VL Nervio ocular motor, nervio patético, nervio ocular externo: En algunos
pacientes con enfermedad de Lyme que presentan meningitis, se ha reportado parélisis del
musculo extraocular, este hecho aparece con cierta frecuencia y es patofisiologicamente
razonable, por lo que puede ser vilido.

V. Nervio trigémino: Entre los pacientes con infeccion del sistema nervioso con
Borrelia burgdorferi, se han descrito un nimero significativo de casos con entumecimiento
(o paralisis facial), dolor facial atipico y parestesia. Esta asociacion esté bien establecida (36,
40, 41).

VI Nervio facial: La pardlisis de Bell, ocurre hasta en un 10 % de los pacientes con
infeccién aiseminada por Borrelia burgdorferi. Esto ocurre frecuentemente en el marco de
una meningitis causada por dicho agente etiologico. La enfermedad de Lyme, es una de las
pocas enfermedades .-junto con sarcoidosis, sindrome de Guillain-Barre y meningitis bacilar-
que puede producir paralisis facial bilateral (36, 40, 41).

VI Nervio auditivo: Recientemente se han descrito casos de pacientes con infeccién
definida por Borrelia burgdorferi en el sisterma nervioso, que presentan pérdidas del sentido
del oido o vértigo. En algunos casos -pocos- se ha demostrado mejoria con la terapia
antimicrobiana.

IX a XII Nervio glosofaringeo, nervio vago o neumogéstrico, nervio espinal, nervio
hipogloso mayor: Los casos reportados de anormalidades de estos nervios craneales son

muy pocosy no estan bien fundamentados.
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ALTERACIONES DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Desde que se describid el caso de un pacieate con meningopolineuritis, la meningitis
aséptica se ha reconocido como una parte importante del sindrome clinico asociado con la
infeccion por Borrelia burgdorferi, esta meningitis es generalmente indistinguible de
cualquier otra de tipo aséptico. En estos casos, el liquido cerebroespinal presenta pleocitosis
(algunos cientos de linfocitos) y una elevacion en la concentracion de proteinas y glucosa
(41).

Algunos autores han enfatizado la posible participacién de los nervios craneales y los
nervios periféricos en este espectro clinico a través de! espacio subaracnoideo, como ya se
mencioné anteriormente. Sin embargo, en estudios recientes no queda claro si el cerebro o el
parén‘quima del cordon espinal estin involucrados directamente o no. Por otro lado, algunos
reportes de in\}estigadores europeos y estadounidenses han demostrado lesiones localizadas
del sistema nervioso central en pacientes que no s6lo han tenido historia clinica que indique
eritema migrante, sino también una clara evidencia -a nivel de laboratorio- de la infeccién del
sistema nervioso central (41).

El diagndstico de laboratorio de Borrelia burgdorferi, en general es dificil. Sin
embargo, en pacientes que presentan infecciones del sistema nervioso central y que ain no
han recibido tratamiento, es posible hacer un diagndstico razonablemente confiable. ;Como
es esto posible? En muchas infecciones del sistema nervioso central -por ejemplo,
Toxoplasmosis, Herpes simple, HIV- se ha demostrado evidencia de sintesis de anticuerpos
especificos. Estos se detectan midiendo la proporcion de inmunoglobulina en liquido
cerebroespinal y en suero especifico para el microorganismo en cuestion (41).

El sistema nervioso puede estar involucrado en todos los estadios clinicos de la
enfermedad de Lyme. Los dolores de cabeza agudos, asi como el dolor de cuello pueden

deberse a la irritacion de las meninges (41).
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ALTERACIONES MUSCULARES EN LA ENFERMEDAD DE LYME
Por lo que respecta a las afecciones musculares, Steere reportd en un estudio realizado
a 55 pacientes con enfermedad de Lyme que no habian recibido tratamiento con antibiéticos,
que el 20 % (11 pacientes) no desarrollé las manifestaciones caracteristicas de la
enfermedad, pero el 80 % restante (44 pacientes) desasrollaron uno de los siguientes tres
modelos, o los 3, pero a diferente tiempo:
a) 50 % presenté dolor intermitente y localizado del sistema mirsculo-esquelético.
b) 60 % desarrollé artritis transitoria.
¢) 10 % desarrollé artritis cronica.
El dolor muscular intermitente localizado se presenta en el intervalo intermedio entre la
fase temprana y la fase tardia de la enfermedad (57, 111).
En 1986, se reporté un caso de meningopolineuritis acompafiado de miositis localizada.
El paciente ﬁr’é'senté parélisis facial bilateral, dolor, debilidad y atrofia de los milsculos
proximos a las extremidades superiores.” Se cncontraron elevados los niveles de creatin-
cinasa y al estudiar una biopsia de misculo, se observaron signos tipicos de miositis
localizada, ademas se confirmd la presencia de Borrelia burgdorferi serolégicamente (57).
Resumiendo, las afecciones musculares en este estadio pueden incluir mialgia y artralgia

sin que haya evidencia de inflamacion (13).

ALTERACIONES CARDIACAS
Aproximadamente, del 8 al 10 % de todos los casos de la enfermedad de Lyme
desarrollan anormalidades cardiacas, las cuales generalmente son leves y transitorias. La
aobstruccion auriculo-ventricular es la caracteristica mas comdn, pudiendo experimentar los
pacientes sincope, vértigo, dolor de pecho y fatiga. La miopericarditis, la disfuncién leve del
" ventriculo izquierdo y la cardiomegalia, se han réponado en contadas ocasiones en pacientes

adultos, sin embargo, también pueden ocurrir en nifios (13).
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2.2.3 TERCER ESTADIO O ESTADIO CRONICO

Las manifestaciones tardias de la enfermedad de Lyme se presentan algunos mieses
después de que ocurrio la picadura de la garrapata y de que inici6 e} eritema migrante. Se ha
observado que los pacientes con enfermedad de Lyme que no reciben ningin tratamiento
médico desarrollan problemas en las articulaciones, caracteristicas del padecimiento
conocido como artritis reumatoide (13, 40, 111, 112),

La rodilla es la articulacion que con mayor frecuencia se ve afectada, sin émbargo, el
codo, el hombro, el tobillo, la cadera y 1a articulacidn temporal-mandibular también pueden
estar involucradas. Los ataques de antritis son recurrentes pudiendo tener una duracion de
dias o semanas -en promedio una semana- (13, 111).

Estudios Irealizados por Steere y cols (111), muestran que los pacientes pueden
presentar ataques recurrentes de artritis durante muchos aflos; sin embargo, a ultimas fechas
se ha observado que el nimero total de pacientes con esta caracteristica ha decrecido entre
un 10 a un 20 % cada afio y que la frecuencia y duracién de los ataques igualmente tiende a
ser menor.

Una pregunta interesante que podria surgir a partir del parrafo anterior es la siguiente:
{Qué factores intervienen o juegan un pape! importante en los ataques recurrentes de
artritis?. En primera instancia, se bodria pensar que el estrés emocional o un trauma en la
articulacion afectada pueden precipitar los sintomas artriticos, probablemente porque estas
situaciones alteraron la inmunorregulacion en favor del agente causal. Por otro lado, Steere
y cols consideran que la reinfeccion no es un factor participante ya que no se ha tenido
conocimiento de pacientes con enfermedad de Lyme que cursen el tercer estadio, es decir,
que presenten sintomas antriticos y que hayan desarrollado una nueva lesion dérmica
(eritema migrante) a causa de una nueva picadura del agente vector. Cabe hacer notar que
algunos individuos desarrollan lesiones secundarias en fa piel, no porque sufran nuevas
picaduras por parte de la garrapata, sino debido a la diseminacion del agente etiologico en su

orémismo (17, 111).
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Si la reinfeccion fuera un factor participante, deberian de presentarse modelos
estacionarios de recurrencia. Sir: embargo, los ataques de artritis pueden ocurrir en cualquier
¢época del afio (111).

Haciendo una comparacion, la mayoria de las espiroquetas del género Borrelia causan
fiebres recurrentes -por ejemplo Borrelia hermsii- y, en el caso de Borrelia burgdorferi, se
presentan cuadros de artritis recurrente. En el caso de las fiebres recurrentes se piensa que
son el resultado de la variacion antigénica de las proteinas presentes en la membrana externa
de la espiroqueta y €s muy probable que ocurra la misma situacion en el caso de la artritis
recurrente causada por Borrelia burgdorferi (111).

Aproximadamente el 10 % de los pacientes con enfermedad de Lyme en el tercer
estadio, puede desarrollar una artritis cronica con caracteristicas clinicas similares a las de la
artritis reumatoide, pudiendo observarse erosion det cartilago y hueso. Todos estos sintomas
son causados 'pbr un nitmero muy bajo de espiroquetas en el hospedero (105).

La patogénesis de la artritis cronica én la enfermedad de Lyme, continiia estudiandose
Existen varias teorias que tratan de explicarla, algunas involucran al sistema inmune y otras,
ademis, a factores asociados con el hospedero como la susceptibilidad genética (36, 40, 48)

La primera teoria sostiene que en las articulaciones de los individuos que padecen la
enfermedad de Lyme, se acumulan complejos inmunes, probablemente formados en esos
sitios en respuesta a antigenos espiroquetales. Estudios realizados por Hardin y col
proporcionan evidencia de que estos complejos inmunes tienen un papel activo en la
patofisiologia de las manifestaciones artriticas de la enfermedad. Piensan que conforme se
incrementa fa concentracién de dichos complejos, la artritis se vuelve crénica, ademés de
que se necesita que las espiroquetas permanezcan viables. Los complejos inmunes aumentan
considerablemente la quimiotaxis de neutrdfilos, los cuales, ya en el sitio preciso
-articutacioén-, liberan una variedad de enzimas que atacan a los complejos antigeno-
anticuerpo. De acuerdo con esta hipotesis, estas enzimas liberadas no solo atacan a dichos

complejos inmunes, sino también a las articulaciones provocando la erosion del hueso y el
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tejido cartilaginoso, produciéndose los sintomas similares a la artritis (14, 15. 32, 36, 40, 48.
105, 111).

Habitch y cols sugieren una segunda hipotesis en la que sostienen que los efectos
patolégicos de las espiroquetas no solo estin asociados a las enzimas que segregan los
neutrdfilos, sino que también se deben a un mediador de |2 respuesta inmune, la interleucina
1{IL-1) (36, 40).

La IL-1 es uma proteina con un peso molecular promedio de 17,000 daltones,
sintetizada principalmente por los macrofagos. Es un regulador de la respuesta inmune del
cuerpo y actia como el director molecular de los mecanismos de defensa no especificos
contra una gran variedad de agentes ambientales. Asimismo, coordina la reaccion del cuerpo
contra una infeccién bacteriana o algin trauma, regulando el principio de la fiebre. la
liberacion de los neutrofilos de la medula 6sea y la proliferacion de fibroblastos (40).

Uno de los estimulos mas poderosos para la liberacion de 1L-1 es un lipopolisacarido
complejo constituido por moléculas de azicares y lipidos y que forma parte de la envoltura
externa de la pared celular de todas las bacterias Gram-negativas. A pesar de lo expuesto
por Aberer y Duray (1), de que no hay una evidencia suficiente para clasificar a Borrelia
burgdorferi como Gram negativa por tefiirse en forma incompleta, Habitch v cols
supusieron que esta espiroqueta podia contener en su envoltura externa un lipopolisacarido,
gue disparara la liberacion de IL-1 y ésta, a su vez, ejercer efectos locales y sistémicos
severos en el cuerpo humano (36, 40).

Estos investigadores se dieron a la tarea de demostrar que la pared celular de Borrelia
burgdorferi verdaderamente contenia dicho polisacarido. Una vez comprobada su presencia
aplicaron un método quimico de extraccion para obtenerlo puro y asi poder probar su teoria.
Se corrieron dos series de experimentos, en la primera se inoculd a humanos y conejos con
el lipopolisacarido purificado, los resultados obtenidos fueron notables: los conejos a los que

se les inoculd en forma intravenosa desarrollaron cuadros febriles a las pocas horas, y los
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conejos y humanos a los que se les inoculd intradérmicamente, desarrollaron un rash similar
al eritema migrante (40).

En la segunda serie de experimentos, se deseaba observar la respuesta de los
macrofagos humanos (sintesis de IL-1) en contra de Borrelia burgdorferi tanto in vive
como in vitro. Ambos tipos de células se cultivaron juntas y se encontro que los macréfagos
segregaban grandes cantidades de IL-1 en presencia de la espiroqueta, cuando observaron
biopsias de piel de conejo a los cuales se les habia inoculado en forma intradérmica IL-1,
células de B. burgdorferi o el lipopolisacérido, todos ellos fueron capaces de inducir una
respuesta inflamatoria aguda en la piel. Las lesiones en la piel y Ia fiebre son causadas por la
liberacion de TL-1 (40).

Habitch y cols creen que [a liberacion de IL-1 es en respuesta a B. burgdorferi que es
directamente responsable de los sintomas artriticos caracteristicos del tercer estadio de la
enfermedad de Lyme. Cuando se cultivan células sinoviales -provenientes del forro intemo
de la rétula- en presencia de IL-1, este’inmunorregulador estimula la produccién de dos
sustancias: la colagenasa y la prostaglandina E2, las cuales contribuyen a que se desarrollen
los sintomas artriticos.

La colagenasa, como su nombre lo indica, degrada al colageno, componente primario
del tejido conectivo en las articulaciones. Esta degradacion conduce a un modelo de erosion
muy similar al visto en casos cronicos de la enfermedad de Lyme. La prostaglandina E2
produce el dolor caracteristico de la artritis. Asi, al final de los experimentos realizados,
Habitch y cols demostraron que las células sinoviales de pacientes con enfermedad de Lyme
liberan IL-1 cuando dichas células se exponen al microorganismo o al lipopolisacarido

extraido de la envoltura externa de Borrelia burgdorferi (40).



DIAGRAMA EXPLICATIVO DEL PAPEL QUE JUEGA LA INTERLEUCINA 1 (IL-} yENLA
PATOGENESIS DE LA ENFERMEDAD DE LYME
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Algunos pacientes con enfermedad de Lyme presentan la reaccion de Jarisch-
Henxhelmer (fendmeno que se presenta inmediatamente después de la antibidticoterapia,
manifestado como una exacerbacion temporal de los sintomas). Se observd por primera vez
en pacientes con sifilis tratados con ungiientos que contenian mercurio, en el siglo XVI. La
reaccion de Jarisch-Herxhelmer también se presenta en otras enfermedades causadas por
espiroquetas como la fiebre recurrente. En el caso de los pacientes con enfermedad de Lyme
esta reaccién concuerda con Ia teoria de Habitch y cols, la cual sostiene que con antibioticos

se destruyen un gran nimero de espiroquetas liberandose grandes cantidades de
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lipopolisacérido al torrente sanguineo con la consecuente exacerbacion en la produccién de
IL-1 (40).

También se pensd que una endotoxina era la causante de la ficbre y otros sintomas
sistémicos comunmente observados en la enfermedad de Lyme, por lo que Schmid y cols se
dieron a la tarea de buscar la presencia de esta posible endotoxina en muestras de sangre, sin
embargo, fracasaron en su intento ya que no se detectd ninguna endotoxina o sustancia
similar en dichas muestras de sangre (97).

Por otro lado, las similitudes histopatoldgicas de la artritis de Lyme con otras
enfermedades reumdticas, puede ser el resultado de una respuesta inmune patoldgica en
personas genéticamente susceptibles. Los resultados de las investigaciones preliminares para
determinar la presencia de alelos en el locus D del complejo principal de histocompatibilidad
clase 11, asociados a la autoinmunidad en pacientes con artritis de Lyme cronice, sugieren la
existencia de uha fuerte relacion de esta forma prolongada de la enfermedad con un patron
inmunogenético susceptible (36, 108).

Recientemente se han estudiado perfiles genéticos de 130 pacientes que presentaban
diversas manifestaciones de la enfermedad de Lyme y se encontré una correlacion
notablemente significativa entre la cronicidad de la artritis y la presencia de los alelos HLA-
DR4 y HLA-DR2. Por otro lado, se asocié la presencia del alelo HLA-DR4 con una falta de

respuiesta al tratamiento con antibidticos (108).

2.3 COMPLICACIONES

Las infecciones microbianas durante el embarazo pueden provocar aborto, muerte fetal
intrauterina, parto prematuro, retardo en el crecimiento intrauterino, malformaciones y/o
disturbios funcionales en el neonato. Entre los agentes bacterianos que se sabe causan
malformaciones congeénitas, las espiroquetas, particularmente la especic Treponema
pallidum esta asociada con algunos problemas mencionados como son: aborto, muerte fetal

intrautering, y malformaciones congénitas. Por lo que toca al género Borrelia y Leptospira
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ambos pueden transmitirse de madre a hijo a través de la placenta habiendo un elevado
riesgo de pérdida fetal; sin embargo, en ninguno de estos dos géneros se han reportado
defectos congénitos (71, 80).

En base a estudios clinicos y autopsias, la enfermedad de Lyme gestacional se ha
asociado a varios problemas médicos incluyendo muerte fetal, hidrocefalia, anomalias
cardiovasculares, ansiedad respiratoria en el neonato, hiperbilirrubinema, retardo del
crecimiento intrauterino y toxemia. Si cualquiera o todas estas asociaciones son coincidencia
o casualidad todavia deben hacerse mas investigaciones para esclarecer este hecho (71, 80).

A continuacion se persenta una revision de estudios epidemiologicos, serologicos y
patologicos de casos de enfermedad de.Lyme activa en mujeres embarazadas que se han

asociado a consecuencias adversas durante ¢l embarazo.

ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS

Markowitz y cols realizaron un estudic epidemioldgico con mujeres embarazadas que
tenian la enfermedad de Lyme, con el fin de detectar algin efecto adverso en el feto. El
estudio se realizo durante 9 afios (1976-1984), en 19 pacientes cuyas edades fluctuaban
entre los 21 y 37 afios. Los sintomas presentados por las pacientes, si recibieron o no
antibioticoterapia y si hubo o no complicaciones en el embarazo se resume en la siguiente

tabla 2.1 (80).

63



TABLA 2.1: COMPLICACIONES DURANTE EL EMBARAZO DE MUSERES CON ENFERMEDAD DE LYME
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En la tabla anterior se puede observar que solo 5 pacientes (26 %) presentaron

complicaciones en el embarazo no importando el trimestre de gestacion en el cual inicié la

enfermedad. De estos casos, s6lo 3 recibieron tratamiento con antibioticos (80).

Durante el estudio, ninguno de los infantes presenté defectos congénitos del corazon,

sin embargo, dado el tamafio de la poblacion en estudio, la posibilidad de observarlos estuvo

limitada.




Por otro lado, no se observaron dos complicaciones iguales sobre el feto, ni tampoco
pudo comprobarse una relacion entre la enfermedad de Lyme cursada por la madre y las
complicaciones presentadas por el feto, observando que ninguna de las anormalidades
detectadas estuvo asociada con otra etiologia (80).

Finalmente, Markowitz y colaboradores ralizaron una evaluacion serologica en sangre
obtenida del cordon umbilical de 5 infantes clinicamente sanos y ninguno de ellos mostsé
evidencia de anticuerpos en contra de B, burgderferi, por lo que concluyeron, basandose en
la seronegatividad de estos casos, que no habia evidencia de infeccién oculta. Sin embargo,
Mac Donald sostiene que un solo resultado seronegativo no excluye la posibilidad de que se
tenga la enfermedad de Lyme, ya que se ha reportado seronegatividad en ciertos pacientes
con enfermedad crénica (71, 80).

La sangrle obtenida del cordon umbilical de un sexto infante fue seropositiva para
anticuerpos contra Borrelia burgdorferi, pero 7 meses mds tarde fue seronegativa.

Markowitz y cols piensan que esto se debid muy probablemente a una transferencia
pasiva de anticuerpos maternos de la clase IgG (80). Mac Donald objeta esta suposicion y
dice que la serologia del infante pudo convertirse a un estado de seronegatividad debido al

tratamiento con antibidticos (71).

ESTUDIOS SEROLOGICOS

Se realizd un estudio seroldgico en infantes recién nacidos para determinar si las
diferencias clinicas y seroldgicas podrian detectarse en bebés cuyas madres habian residido
en dreas endémicas a diferencia de aquéllos cuyas madres no lo habian hecho. El estudio se
realizé con 421 infantes, de los cuales 255 pertenecian a dreas endémicas y 166 a areas no
endémicas; en el primer caso, slo al 10.2 % se le pudieron detectar algunos anticuerpos
contra el agente etiologico y en el segundo, sélo el 2.4 % de los infantes mostsd anticuerpos
detectables. Entre uno y otro grupo, las malformaciones congénitas observadas no fueron

significativamente diferentes, sin embargo, el bajo peso al nacer y la ictericia se observaron
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con mas frecuencia en bebés de areas endémicas. Debido a que en este estudio sélo se
incluyeron infantes recién nacidos vivos, no fue posible asociar anomalias congénitas

asociadas a aborto o a muerte fetal intrauterina (71).

ESTUDIOS PATOLOGICOS

Por o que respecta a estudios patolégicos, Schlesinger y cols reportaron en 1985, que el
agente etiologico de la enfermedad de Lyme podia transmitirse verticalmente al feto.
Identificaron mediante técnicas de impregnacion argéntica fragmentos de la espiroqueta en
cortes histologicos de bazo, rifion y médula dsea obtenidas de la autopsia de un neonato
quién murid a tas 39 horas de haber nacido debido a una falla cardiaca secundaria. Sin
embargo, dichos investigadores no pudieron encontrar a Borrelia burgdorferi en el
miocardio hasta que se emplearon técnicas inmunohistoquimicas (94).

En otroéiestudios, Mac Donald reportd cuatro casos adicionales de transmision
matemo-fetal de B. burgdorferi con anomalias cardiacas en tres de los fetos. Las
espiroquetas se observaron por microscopia de campo obscuro en cortes histologicos de
higado, de otros varios tejidos y de placenta (71).

Por otro lado, también se describio transmision transplacentaria de B. bargdorferi
seguida de muerte neonatal en un caso en Alemania, Las espiroquetas se encontraron en
cerebro e higado del neonato cuando se realizo la autopsia, En este caso, la madre se tratd
con penicilina inmediatamente después de que aparecio el eritema tnigrante en el segundo
trimestre de su embarazo. Un caso mas de muerte neonatal fue reportado en [987; la muerte
de este recién nacido se debit a una trombosis aortica. El agente etiologico de la enfermedad
se aisld del cerebro del neonato (71).

En las autopsias realizadas en algunos casos de enfermedad de Lyme gestacional, se ha
encontrado al agente etiologico en el tejido fetal o placentario. Sin embargo, los estudios
Tutinarios del tejido, esto es con técnicas que emplean microscopio ordinario como la técnica v

con eosina y hematoxilina, no proporcionan ninguna pista de que la infeccion se haya
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extendido al feto, ya que en ninguna autopsia realizada hasta el momento se ha observado
inflamacién de los tejidos fetales que contienen a la espiroqueta; por otro lado cabe
mencionar que se requiere de gran habilidad y paciencia para identificar a las espiroquetas en
los tejidos (71).

Las técnicas serologicas son una herramienta poco satisfactoria durante el embarazo
para determinar la infeccion matema, ya que se presenta una marcada tendencia hacia la
seronegatividad. Por lo que respecta al eritema migrante, el signo patognomanico de la
enfermedad es una herramienta muy explotada por los epidemiologos para diagnosticar la
enfermedad en su estadio temprano, Sin embargo, la mitad de los pacientes nunca
desarrollan la lesion del eritema migrante y aunque asi fuera, en el caso de una paciente
embarazada, esto no indica si la espiroqueta permanecera localizada en la piel o si pasara a
torrente sanguineo representando una amenaza para el feto, ya que no hay una proteccion o
barrera transplacentaria que proteja al feto de la espiroqueta una vez que el microorganismo

haya llegado al torrente sanguineo materno (71,80).

COMPLICACIONES OFTALMOLOGICAS

Hasta antes de 1982 no se habia reportade ninguna manifestacion oftalmoldgica, salvo
conjuntivitis. Sin embargo, Steere y cols reportaron el caso de una paciente que & las cuatro
semanas de habérsele presentado ¢! critema migrante en la piel, desarrollo iritis unilateral
seguida de panoftalmitis. Con el transcurso del tiempo, la paciente fure perdiendo agudeza
visual y al intervenirla quirargicamente y extraer liquido vitreo purulento, en éste se pudo
observar a través del microscopio de campo obscuro, la presencia de espiroquetas
morfolégicamente compatibles con el agente etiologico de la enfermedad de Lyme. A pesar
del tratamiiento con antibioticos, la espiroqueta sobrevivié v la paciente perdio totalmente la
visién en ese ojo. Estudios posteriores, proporcionaron evidencia adicional de que el agente

etiolégico de esta enfermedad puede propagarse a los ojos. Estos estudios consistieron en
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inocular intraperitonealmente a Borrelia burgdorferi de fluido espinal humano en 20

hamsters, al final del estudio, se aislo al microorganismo de los ojos de 9 de éstos (107).

2.4 PREVENCION Y TRATAMIENTO
2.4.1 PREVENCION
Los principales métodos para reducir ta incidencia de las enfermedades transmitidas por
la picadura de garrapatas se dividen en 4 categorias:
1) Proteccion personal,
2)) Control biologico,
3 ) Modificaciones en el medio y control fisico

4 ) Control quimico (2, 13).

1. PROTECCION PERSONAL

Debido a que tos vectores primarios de la enfermedad de Lyme se encuentran
ampliamente distribuidos y no estan concentrados en un habitat en particular -areas rurales y
suburbanas-, Jos esfuerzos realizados por el individuo para prevenir la picadura, localizar y
remover a la garrapata de dicho sitio, pueden ser las medidas mas efectivas que deben

tomarse para reducir el riesgo de contraer esta enfermedad (2, 13).

1.1 REPELENTES

Los repelentes aplicados sobre la ropa y en aquellos sitios donde ésta hace contacto con
la piel como tobillos, cintura, cuello y muiiecas, ayudan a prevenir picaduras por garrapatas.
Existen compuestos que no matan al insecto y sélo lo repele cuando se aplican en la ropa.
Estos compuestos son N, N-dietil-m-tolbutamina, la indalona (butil-3,4-dihidro-2,2-dimetil-
4-0x0 2H piran-6 carboxilato), dimetilfialato, etilhexanediol, el dimetilcarbamato, el

bencilbenzoato y el M-1960 que contiene 2-butil-2-etil-1,2-propanodiol-N-butilacetanilida-
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bencilacetato. Estos compuestos oftecen una proteccion de varias semanas ain después de
que las prendas de vestir se laven, con excepcion de los 4 primeros (2).

Las prendas pueden impregnarse con una emulsion o solucion del repelente o mediante
un atomizador, pero debido a su aspecto grasoso, al olor poco agradable de la mayoria de
estos compuestos y a la disminucion de la permeabilidad al aire cuando se tratan las prendas
con los repelentes, 5u uso esta limitado (2).

Combinar e uso de los repelentes con otras medidas personales brinda una mayor
proteccion. Por ejemplo, usar prendas de vestir de una sola pieza con cierre 4l frente y con
resorte en los tobillos y los puiios, impiden que la garrapata trepe facilmente y llegue a la
piel. Por otro fado, es conveniente el uso de colores claros ya que de esta manera las
garrapatas seran mas facilmente observables. Ademas, se recomienda el uso de ropas hechas
de tejido liso y muy cerrado en lugar de aquéllas que se hacen de telas asperas, ya que de
esta manera es menos probable que las garrapatas permanezcan adheridas a la ropa (2).

Dado que cualquier persona que viva o visite un 4rea en donde la enfermedad de Lyme
sea endémica es susceptible de contraerla, se recomienda llevar a cabo estas medidas de

seguridad para una proteccion adecuada (40).

1.2 PICADURA DE LA GARRAPATA Y COMO REMOVERLA DE LA PIEL
" ¢ Como remover a la garrapata de! sitio de la picadura ? Antes de responder cste punto
se explicard brevemente la anatomia del agente vector y del mecanismo mediante el cual se
adhieren a la piel del hospedero.
La garrapata adulta presenta 4 pares de patas largas y segmentadas provistas de clavas
o tenazas y de unos cojincillos adhesivos que le permiten asirse a su hospedero mientras se
alimenta de él. La cabeza, consiste de un craneo pequefio el cual esta provisto de unas
estructuras largas que semejan trompas prensiles -como la de los elefantes- llamadas
hipostomas. De cada lado de la cabeza presenta dos papilas sensoriales. Con los hipostomas,

la 'gmapata taladra la piel hasta llegar a los capilares, asimismo secreta una sustancia
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cementante, la cual es una mezcla de proteinas y lipidos que le permiten un mejor anclaje
sobre [a piel del hospedero. Las papilas sensoriales, estan recubiertas de vellosidades y de
otros receptores que le permiten a la garrapata localizar a una victima de sangre caliente (2,
40).

Las garrapatas pueden quitarse del sitio de la picadura con la ayuda de unos forceps o
pinzas, con movimiento seguro y ﬁrme, ya que las estructuras de la garrapata son largas y
con frecuencia se rompen durante el desprendimiento. Una vez desprendida la garrapata,
debera aplicarse un antiséptico en el sitio de la picadura. Es recomendable que las personas
revisen periodicamente la piel de sus cuerpos después de visitar un area infestada de
garrapatas, para que, en caso de picadura, las desprendan répidamente del sitio ya que esto
disminuye el riesgo de infeccién. La garrapata en ‘ol estadio de ninfa, se alimenta de su
hospedero durante 4 a 7 dias y la garrapata adulta durante 8 a 11 dias. Aparentemente, las
espiroquetas se ‘tmﬁsﬁeren al hospedero humano por salivacion, sin embargo, es posible que
puedan ser inyectadas por regurgitacién del contenido gastrointestinal. Es muy probable que
las ninfas, transmitan a las espiroquetas después de mas de 48 horas de que se estén
alimentando de su hospedero. Sin embargo, se han visto casos en los cuales la infeccion del

hospedero resulta después de 24 horas o menos de que es parasitado por la garrapata (2).

1.3 EVITAR VISITAR AREAS INFESTADAS POR GARRAPATAS

Los individuos pueden reducir el riesgo de adquirr la enfermedad de Lyme,
simplemente evitando visitar dreas inféstadas de garrapatas del género Ivodes durante
aquellas épocas del affo cuando abundan en su estadio de ninfas. Cabe mencionar que en
todos los estadios de su ciclo de vida las garrapatas s alimentan de animales de sangre
caliente y del hombre, sin embargo, en el estadio de ninfa es en el que se trasmite el agente
etiologico de la enfermedad de Lyme. E! periodo estacional en el que abundan es de mayo 2
mediados de julio, Si el visitar estas areas es inevitable, uno puede reducir el riesgo

absteniéndose de sentarse o acostarse sobre la hierba. Es importante también tener un
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cuidado escrupuloso con los animales domésticos ya que éstos pueden introducir

pasivamente a la garrapata dentro de las casas (2).

2. CONTROL BIOLOGICO

Existen dos especies de avispas: Hunterellus hookery e Ixodiphagus hirtus, que
acthan como parésitos naturales de Ivodes ricinus e Ixodes persulcatus. Estas avispas
durante su estado larvario se alimentan de las ninfas de las garrapatas (66). En Estados
Unidos se ha introducido a la especie Hunterellus hookery, en éreas en donde Ixodes
dammini abunda obteniéndose buenos resultados. Sin embargo, a pesar de estos esfuerzos

la poblacion de garrapatas permanece abundante (8).

3. MODIFICACIONES EN EL MEDIO AMBIENTE Y CONTROL FISICO

Ocasionalmente, alterar e! medio ambiente de las garrapatas ha reducido
significativamente su poblacion y con el tiempo tal vez se consiga su erradicacion. Sin
embargo, algunos cambios en el medio ambiente pueden incrementar ef riesgo de la picadura

por estas garrapatas y, por ende, de contraer la enfermedad (2).

3.1 ALTERACION DE LA VEGETACION

Un incendio controlado puede ser de gran utilidad para destruir a las garrapatas activas,
con lo cual se reduce la abundancia de los hospederos -de preferencia de las garrapatas del
género Ixodes- creando un habitat inhéspito para los huevecillos y demas estadios del vector
primario de la enfermedad de Lyme, ya que las garrapatas del género Ivades requieren de
una cierta humedad relativa, si la vegetacion se remueve drasticamente, como es en €l caso
de un incendio, ¢! microclima cercano al suelo puede ilegar a ser tan seco que impida la
supervivencia de las garrapatas.

Sin embargo, los efectos sobre la poblacion de garrapatas debido a alteraciones en la

vegetacion, pueden llegar a ser complejos. Quemar a finales de la primavera asegura la
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destruccion de las gamrapatas en su estadio de ninfas y reduce el riesgo de la picadura. No
obstante, el incendiar suelos forestales es una medida de doble filo que debe llevarse a cabo
concienzudamente, ya que se les despoja de materia organica necesaria ocasionanado un
desequilibrio ecolégico (2).

Otra medida que podria ponerse en préctica es la de mantener recortado el césped para,
de esta manera, reducir el nimero de garrapatas; sin embargo, en zonas infestadas, esta
medida preventiva es de poca o de ninguna ayuda. También se recomienda mantener los
basureros lejos de las casas ya que en donde hay basura, ésta siempre atraera a los roedores
y éstos son hospederos de la garrapata. Asimismo, se aconseja no tener cerca de la casa los
bebederos y comederos de las aves ya que éstas también son hospederos de las garrapatas
2,4).

3.2 IMPEDIR EL ACCESO DE LAS GARRAPATAS A SUS HOSPEDEROS

En algunSs casos, las garrapatas se han controlado impidiendo su acceso a los
hospederos. §COmo se logra esto? evitando la entrada de los animales, por ejemplo, ovejas,
venados, etc., a las zonas infestadas. De esta manera las garrapatas no tendran sobre quién
alimentarse y moririn de inanicion o desecacion. Esto se hizo con un rebafio de ovejas en
Europa, las cuales eran hospederos importantes de la garrapata Ixodes ricinus, el rebaio fue
rotado en varios pastos durante extensos periodos, observandose que las garrapatas en las

zonas infestadas, disminuyeron cuando fueron privadas de sus hospederos esenciales (2).

4 CONTROL QUIMICO

Los acaricidas son ampliamente usados para tratar animales -domésticos y salvajes-
infestados de garrapatas. También pueden ser aplicados a la vegetacion, al suelo, a las cosas,
o a las madrigueras de los animales. Los animales domésticos pueden ser bafiados, o bien
aplicarles el acaricida con un atomizador o ponerles un collar impregnado. En el caso de los
animales silvestres como roedores, se les puede dejar a su alcance material tratado con

acaricidas para que construyan sus nidos. Este método se ha distribuido ampliamente entre
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la gente del campo, la aplicacion de acaricidas residuales para el control de las garrapatas,
puede ser efectivo y practico cuando se aplica a éreas pequefias frecuentadas por humanos,
pero es bastante costosa cuando se aplica a areas muy grandes, por ejemplo, forestales, en

estos casos se prefiere aplicarlo por via aérea (2).

2.4.2 TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD DE LYME

El eritema migrante descrito inicialmente en Europa fue tratado con penicilina en forma
efectiva a fines de 1940 y principios de 1950. Posteriormente, se reportd en Estados Unidos
que tanto éste como sus secuelas asociadas podian prevenirse o aliviarse por tratamientos
con antibioticos como la penicilina y la tetraciclina (55, 109 ).

Respecto a los medicamentos para el tratamiento de la enfermedad de Lyme, los
adelantos han’ sido muy lentos debido, en parte, a que la evaluacion in vitra de los
antibidticos no habia sido posible ya que ‘el agente etioldgico se aistd hasta 1982 y los
estudios realizados antes de esta fecha generalmente habian sido empiricos. Sin embargo, a
la fecha, los estudios de susceptibilidad de Borrelia burgdorferi in vitro, frente a los
antibidticos, se han visto limitados en parte por la falta de métodos estandarizados, El no
tener controladas las condiciones de la prueba como las concentraciones del inoculo y las
determinaciones del punto final, producen un amplio rango de resultados y en consecuencia
de variaciones, para cada uno de los antibioticos probados (30, 70).

Sin embargo, a pesar de esta amplia variacion, es claro que este microorganismo es muy
susceptible a la eritromicina, azitromicina, claritromicina, ceftriaxona y cefotaxime;
medianamente susceptible a la tetraciclina, doxiciclina, ampicilina y penicilina G; y resisteate
a los aminoglicosidos, rifampin, trimetoprim-sulfametoxazol y ciprofloxacin. Cabe hacer
notar que, a pes;ir de que la eritromicina posee una alta eficacia in vitro, la presentada in
vivo es muy pobre, esto también se ha observado en microorganismos del género Legionella

y alin se desconocen sus causas (30, 55).
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» De 1980 a 1981, Steere y cols realizaron estudios con 108 pacientes en la etapa
temprana de la enfermedad, los dividieron en tres grupos, mismos que estaban constituidos
por individuos con edades similares, igual proporcion de hombres y de mujeres, y todos ellos
habian iniciado la terapia nueve o diez dias después de que principiara la enfermedad (109 ).

A cada grupo de pacientes se le asignd un tratamiento al azar con los siguientes
antibiéticos: fenoximetilpenicilina, tetraciclina o eritromicina. En todos los casos la dosis fue
de 250 mg cuatro veces al dia durante un periodo de diez dias. Steere y cols observaron que
el 14 % de los pacientes, generalmente quienes cursaban con una enfermedad mas severa,
presentaron una intensificacién de los sintomas durante las primeras 24 horas posteriores al
inicio de! tratamiento debido posiblemente a la muerte de un mayor nimero de
microorganismos (reaccion de Jarisch-Herxhelmer) y que ocurria con mayor frecuencia en
los pacientes tratados con penicilina y tetraciclina que en aquéllos a quienes se les habia
administrado efitromicina. En cuanto al tiempo en el cual se resolvieron las complicaciones
asociadas, se observo que en los pacientes tratados con penicilina fue significativamente més
corto, esto es, 5.4 dias con respecto a aguellos pacientes tratados con tetraciclina y
eritromicina, en donde el tiempo de resolucion fue de 5.7 y 9.2 dias, respectivamente.

También se encontré que el porcentaje de pacientes que requirieron de un tratamiento
posterior , es decir, 10 dias més con antibidtico, fue mayor en el grupo al cual se le habia
administrado eritromicina, en un 17 %. En el grupo de pacientes que fue tratado con
penicilina el porcentaje que requirid de un retratamiento fue del 5 % y para el grupo tratado
con tetraciclina fue de 8 %.

En la siguiente tabla (2.2) se resumen lbs antibioticos empleados por Steere y cols en su

estudio, asi como las dosis empleadas y el tiempo que durd el tratamiento.
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Tabla 2.2° TERAPIA ANTIMICROBIANA EN ADULTOS ( 109 ).

ANTIBIOTICO DOSIS DURACION EN DiAS*

Tetraciclina 250 mg gid 10 dias
Fenoximetilpenicilina 500 mg qid 10 dias

Eritromicina 250 mg qid 10 dias

* La duracién de la terapia en algunos casos con sintomas persistentes o recurrentes. fue de 10 dias mas.
qid cuatro veces al dia. { quater in die )

De acuerdo con las observaciones de Steere y cols, la tetraciclina se considerd la droga
de eleccion y la que menor eficacia tuvo fue la eritromicina. A pesar de la antibioticoterapia,
un nimero significativo de pacientes -aproximadamente ¢l 50 %- desarroilaron
complicaciones tardias menores como paralisis facial, taquiarritmias, fatiga, letargo, ataques
cortos de artritis y artralgias, dolores musculares, dolor de cabeza, independientemente del
antibiotico administrado.

Luft y cols realizaron un estudio con un grupo de pacientes con eritema migrante. De
este grupo, los pacientes que no presentaban sintomas sistémicos o bien éstos eran leves,
respondieron satisfectoriamente al tratamiento con fenoximetilpenicilina oral en dosis de 230
a 500 mg cuatro veces al dia durante 14 a 21 dias. Sin embargo. 4 % de los pacientes con
eritema migrante y sintomas moderados a severos como fiebre. dolor muscular marcado.
dolor de cabeza y fatiga, a pesar de recibir el mismo tratamiento no respondieron a ia terapia
inicial, la enfermedad continud progresando y requirieron de tratamiento posterior.

A otro grupo de pacientes similar al anterior con eritema migrante y sintomas
sistémicos, sc le administrd 500 mg de probenecid con cada dosis de penicilina y se observd
que s6lo uno de los pacientes requiri6 un refuerzo y alargamiento del tratamiento. Esto se
semeja a la sifilis, en donde se requiere mantener niveles sostenidos del antibiotico y que éste
esté por encima del nivel necesario para matar a los microorganismos, lo cual se logra con el

prober_lecid (70).
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Aungque existen fracasos bien documentados en el tratamiento de la enfermedad de
Lyme con bajas dosis orales de tetraciclina y penicilina, esta claramente establecido que
estos dos antibi6ticos tienen eficacia en el tratamiento de Ia infeccion, siempre y cuando los
pacientes presenten infeccién focal y sin complicaciones. Es por eso que es muy importante
tener un gran cuidado en los estudios del tratamiento temprano de la enfermedad, no
olvidando que Borrelia burgdorferi puede diseminarse por via hematogena. Puede darse el
caso de pacientes con eritema migrante y una infeccion no aparente del sistema nervioso
central (SNC). Si estos pacientes se tratan con bajas dosis de antibiotico, la infeccion del
SNC no se elimina, volviéndose posteriormente cronica {17, 40, 70).

Tomando como guia, algunos hallazgos de la sensibilidad in vitro a aigunos
antibidticos, se ha observado que la amoxicilina en dosis de 500 a 1,000 mg tres veces al dia
en combinacién con 500 mg de probenecid igualmente tres veces al dia; la doxiciclina en
dosis de 100 mi; dos o tres veces al dia y la minociclina 100 mg dos veces al dia, parecen ser
elecciones razonables, ya que proveen niveles adecuados en suero y producen mejores
niveles en tejidos que bajas dosis orales de penicilina y tetraciclina (70).

Por lo que respecta al tratamiento en el caso de los nifios, a continuacion se resumen en
una tabla (tabla 2.3), los antibidticos, las dosis y la duracion para nifios menores y mayores

de 12 afios, de acuerdo a Belani y Rigelmann (13).

16



TABLA 2.3: TERAPIA ANTIMICROBIANA EN NINOS (13),

DOSIS
ANTIBIOTICO < 12 aflos > 12 aflos DURACION EN DiAS
ESTADIO!
Amoxicilina PO 40 mg/ Kg/ dia tid 500 mg tid 14
Penicilina PO 50 mg/ Kg/ dia tid 500 mg tid 14
Eritromicina PO 40 mg/ Kg/ dia tid 250 mg gid 21
Tetraciclina PO e 250 mg qid 14
Doxiciclina PO o— . 100 mg bid 4
ESTADIOS 1 Y I
Cefiriaxona 100 mg/ Kg/ dia 2mg/dla 14-3
M/IV q.126q.24h qJ26q.24h
Penicilina G 100,000-250.000 U/ 20,000,000 / U/ dia 14-21
Kg/dla qih-g6h
qi-q6h
*Amoxicilina PO 50 mpg/ Kg /dia tid 500 mg tid 30
més probenicid | 40 mg/ Kg/ dia tid 500 mg tid
*Doxiciclina PO - 100 mg bid 30

¢ De acuerdo a anotaciones de los autores, para la artritis cronica y las manifestaciones cutineas de la enfermedad de
Lyme, !a terapia parenteral puede ser continuada por una terapia oral prolongada si los sintomas persisten.
PO (en recelas médicas) por la boca. Del latin per as
bid dos veces al dia, bis In die
tid tres veces al dia, fer in die
qid cuatro veces al dia, guater in die
q. cada, guaque
M intramuscular
IV intravenosa

En las manifestaciones tardias de la cnfermedad o en algunos casos de recurrencia
después de la antibioticoterapia oral, se ha observado que la administracion parenteral del
antibiotico y en dosis elevadas es mas eficaz (13, 70, 109).

Belani y Rigelmann sostienen que la ceftriaxona se ha colocado como la droga de
eleccion para las manifestaciones tardias de la enfermedad debido a su actividad in vitro ¢
in vivo contra Borrelia burgdorferi y a su buena penetracion en el SNC y en el liquido
sinovial (13).

En otro estudio realizado por Steere y cols, pero ahora con un grupo de 12 pacientes

con manifestaciones neurologicas de la enfermedad de Lyme, les suministro a dichos
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pacientes penicilina de 20,000,000 U por via intravenosa en dosis divididas, observando que
el dolor de cabeza y el entumecimiento de cuello, asi como el dolor radicular, empezaron a
cesar al segundo dia de la terapia y en la mayoria de los casos desaparecieron a los 7 0 10
dias de tratamiento. Sin embargo, al igual que con su grupo de pacientes con enfermedad de
Lyme en etapa temprana, 3 de los 12 pacientes continuaron presentando con cierta
frecuencia artralgias, dolor muscular y fatigas (110).

Como parte de! estudio, compararon su grupo de 12 pacientes con un segundo grupo
de 15 pacientes al cual solo se le habia administrado prednisona y observaron que la
duracion de los sintomas meningeos fue_significativamente mas corto en los pacientes
tratados con prednisona -una semana-, que en los tratados con penicilina -29 semanas-.
También observaron que en ambos grupos se requirio de un promedio de 7 a 8 semanas para
restablecer completamente las deficiencias motoras (110).

A pesar de los hallazgos encontrados, se han reportado casos en los cuales la infeccion
aguda del SNC progres6 a pesar de la terapia con penicilina. Estos casos en realidad son
raros, ya que se ha observado que la meningitis y la meningoencefalitis causada por B.
burgdorferi, responde muy bien a dosis elevadas de penicilina. Por lo que respecta a a
meningopoliheuritis y el sindrome de Bannwarth, éstos no responden bien a este mismo
tratamiento y con frecuencia los pacientes padecen secuelas por largo tiempo (70).

) Estudios subsecuentes de Luft y Dattwyler sobre la eficacia de la penicilina y la
ceftriaxona revelan que aproximadamente el 50 % de los pacientes tratados con penicilina
continuaron con ataques de artritis, y que 3 de los 4 con neuropatias resolvieron
favorablemente; ademds, uno de los pacientes con bloqueo completo del corazon resolvié su
defecto de conduccion cardiaca, pero 2 meses mas tarde desarrollé artritis. Por lo que
respecta a los pacientes que recibieron el tratamiento con cefiriaxona, ninguno presentd
evidencia de que persistiera enfermedad activa y sélamente uno de los pacientes continué

con periodos ininterrumpidos de fatiga y dificultad en la memoria (70).
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Todas las recomendaciones respecto a la terapia, hasta el momento son tentativas, ya
que el comportamiento de los antibidticos en los pacientes es muy diferente. Algunos
pueden sanar completamente con penicilina, pero otros no reporian ninguna mejoria con
dicho antibiotico. Por otro lado cabe recordar que, por lo que respecta a los estudios de
sensibilidad in vifre, tampoco hay nada definitivo o concluyente a la fecha. Es recomendable
que estos estudios in vifre se estandaricen y uniformicen para obtener resultados mas
comparables y precisos. Por otro lado, también se recomienda que los estudios con grupos
de pacientes que presentan la enfermedad, tengan seguimiento a largo plazo para de esta

manera, definir terapias optimas (30, 55, 70).
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3. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

El diagnostice convencional se enfoca a la deteccion y discriminacion de analites en
muestras clinicas para ayudar a determinar la condicion de un paciente. Estos analitos
pueden ser componentes quimicos de la sangre y otros fluidos corporales, componentes
celulares, microorganismos infecciosos, proteinas, etc. E! diagnostico de la enfermedad de
Lyme se basa principalmente en criterios clinicos y en los resultados de las pruebas
seroldgicas. Sin embargo, las manifestaciones clinicas de la enfermedad en algunas ocasiones
pueden estar ausentes, o bien ser dificiles de discernir. Por lo que respecta a las pruebas
serolégicas de rutina, con frecuencia emiten resultados confusos debido a una falta de
sensibilidad en la etapa temprana de la infeccion, esto se debe a que la mayoria de los
pacientes presenta una respuesta inmunologica tardia y pobre. Ademas, también se presentan
resultados falsos positivos causados por reacciones cruzadas entre los anticuerpos
producidos por el hospedero durante otras enfermedades infecciosas o inflamatorias, contra
algunos antigenos de Borrelia burgdorferi. Por otro lado, igualmente se "han observado
muchas variaciones en los resultados inter e intralaboratorios (64, 79, 86, 101).

Fl diagnostico de las enfermedades bacterianas depende del cultivo del agente
etiolégico, sin embargo, el aislamiento de Borrelia burgdorferi a partir de sangre, del
liquido de las articulaciones, de fluido cefalorraquideo o de tejidos es muy dificil, ademas de
que pueden requerirse desde semanas hasta meses de incubacidn antes de que pueda
detectarse el crecimiento. Esto puede deberse a que la cantidad de microorganismos en el
individuo infectado es muy pequefia , ademds de que es muy posible que influya la calidad y
la cantidad de la muestra. Por lo anterior, se puede ver que el cultivo del microorganismo no
es el método de eleccion para diagnosticar la enfermedad de Lyme. Sin embargo, el cultivo
de biopsias de piel puede indicarse en algunos casos atipicos y para el control de la terapia,
va que se ha observado que en pacientes con eritema migrante agudo, los microorganismos

pueden cultivarse en un 60 - 70 % de los casos (8, 63, 64, 86, 101).
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Por lo que respecta al estudio histologico de biopsias de piel, éstas muestran muy pocos
microorganismos y con marcado polimorfismo, ain cuando se usen métodos
inmunohistoquimicos (64).

Existen varios métodos que pueden emplearse para el diagnostico de la enfermedad de
Lyme. Estos se presentan a continuacion divididos en dos grupos: métodos microbiologicos
y métodos inmunologicos. De todos ellos se dara una breve descripeion, mencionando

ventajas y desventajas.

3.1 DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

3.1.1 CULTIVO DE. MICROORGANISMOS

Los medios de cuitivo como ya se ha mencionado, no constituyven una opcion prictica
para el diagnc";stico de esta enfermedad. En Estados Unidos se ha demostrado que el
aislamiento de Borrelia burgdorferi a partir de sangre, de fluido de las articulaciones. de
liguido cefalorraquideo y de tejido, es muy dificil a pesar del hecho de que el
microorganismo puede crecer en ciertos medios de cultivo. Por otro lado, se requieren de
muchas semanas de incubacion antes de que pueda detectarse algun crecimiento, esto hace
pensar que el nimero de microorganismos presentes en Jos individuos es muy bajo (8, 24,
63). Sin embargo, a pesar de lo expuesto anteriormente, el cultivo de biopsias de piel tiene
aplicacion en algunos casos atipicos y en el control de la terapia (64).

Para cultivar a} microorganismo a partir de una seccion de piel, en primer Jugar se debe
desinfectar la superficie de la cual se tomara la muestra. Posteriormente se aplica anestesia
local -lidocaina al 1 % y epineffina 1:100,000-. Posteriormente se toma Ja biopsia de
aproximadamente 2 mm de una posible lesion primaria de eritema migrante, se coloca en
0.5 ml de medio BSK incompleto -sin suero y sin gelatina- hasta el momento en que se
procese. La muestra se transfiere a otro tubo que contiene perlas de vidrio pequefias, se
adiciona 0.4 ml de medio BSK incompleto fresco y se somete a un aparato especial para

disgregar la biopsia. Una vez concluido este paso, se toma 0.1 ml de la suspension y se
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transfiere a un tubo con tapon de rosca que contiene 6 ml de medio BSK completo (VER
ANEXO ). El tubo se cierra perfectamente y se incuba a 33 °C (101).

Los cultivos se examinan a las 2 semanas de incubacion y todas las muestras continian
incubdndose al menos durante 8 semanas. Posteriormente, se realiza }a busqueda de
espiroquetas en 10 pl de cultivo mediante microscopia de fluorescencia, o de alguna oira

técnica microscopica (101).

3.1.2 TECNICAS MICROSCOPICAS PARA LA BUSQUEDA DE Borrelia
burgdorferi EN FLUIDOS BIOLOGICOS Y TEJIDOS.

El reconocimiento microscopico de Borreliu burgdorferi en fluidos bioldgicos y tejidos
es dificil y todo un reto, como ya se ha mencionado, a causa del bajo nimero de
microorganismos presentes en fos individuos infectados, a la aparente escasez de colonias en
los tejidos y a-las diferencias tan marcadas de morfologia y tamafio entre uno y otro
microorganismo. En Ja biopsia de tejidos se tiene otro inconveniente y ¢s el de que si no se
cuenta con la experiencia necesasia es dificil detectar a una espiroqueta entre fibras de
colageno (1).

A continuacion se mencionaran aigunas de las técnicas que se han empleado para

detectar al agente causal de la enfermedad de Lyme.

TINCION DE GRAM

Como se sabe, la tincion de Gram se basa en las diferencias en la composicion de la
pared celular de microorganismos procariontes. Para el caso especifico de Borrelia
burgdorferi, 1a tincion de Gram no ha dado buenos resultados. Las bacterias se tifien en
forma incompleta y solo en dos cepas se ha reportado una tincion de Gram negativa débil,
por lo que esta reaccion se ha considerado evidencia insuficiente de que las espiroquetas

sean Gram negativas (1).

82



TINCION DE WRIGHT

La muestra se fija al portaobjetos con metanol. Posteriormente se adiciona el colorante
de Wright y se deja actuar durante un minuto, Se adiciona amortiguador de fosfato de sodio
diluido y se deja reaccionar hasta que en la superficie del portaobjetos se observe un brillo
metdlico por lo menos durante 3 minutos. Se enjuaga con agua destilada. Se monta con
Permount (resina sintética de indice de refraccion 1.544) y se cubre con un cubreobjetos.
Esta tincion proporciona buenos resultados, se produce un color azul-rosa comparable al
que se obtiene con la tincion de Giemsa, ademas de que ofrece la ventaja de ser un

procedimiento sencillo (1).

TINCION DE MAY-GRUNWALD

Esta técnica es una modificacién de la tincién de Giemsa y tiene la particularidad de
producir un matiz metacromatico en ciertas estructuras de parasitos optimizando la
visibilidad microscopica. El procedimiento que a continuacion se describe logra una mejor
metacromasia. Se prepara la solucion de trabajo del colorante de Jenner en el momento de
su uso, a partir de una solucion patron que contiene 1 g de colorante de Jenner disuelto en
400 ml de metanol absoluto. De esta solucién se toman 30 ml y se combinan con 30 ml de
agua bidestilada. El primer paso de la tincion es una deshidratacion en dos cambios de
metanol absoluto, se aplica €l colorante de Jenner durante 6 minutos. Después se aplica
colorante de Giemsa y se deja actuar 45 minutos. Se lava con abundante agua bidestilada.
Una vez lavado el portaobjetos se sumerge en dcido acético al 1 % para diferenciar et color.
Se lava con abundante agua bidestilada y se deshidrata con alcohol a diferentes
concentraciones, se clarifica con xileno y se monta con Permount. Esta tincion produce un
color azul-verde metacromatico y con frecuencia ofrece detalles nitidos de la espiroqueta

.
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Las tinciones de Wright, Wright-Giemsa y May-Griinwald, son suboptimas para usarlas
en forma rutinaria en secciones de tejido, debido a que el entorno se tifie densamente, lo que
hace a las espiroquetas indiscernibles del tejido. Sin embargo, estas técnicas tienen potenéial
para usarse en la busqueda de las espiroquetas en fluidos biologicos como fluido sinovial,
liquido pericardial, liquido pleural, liquido cefalorraquideo y orina. Estos colorantes son
faciles de preparar, su costo es bajo, son estables quimicamente. Sin embargo, para

confirmar resultados se recomienda el uso de anticuerpos monoclonales (1).

TINCION CON FLUOROCROMOS

Los detalles de la morfologia de las espiroquetas no pueden evaluarse adecuadamente
por ninguna de las tinciones con fluorocromos, ya que ¢l fenomeno de fluorescencia se
extingue rdpidamente. La técnica con auramina-rodamina es la que produce una
fluorescencia nfis duradera y, como se sabe, es muy usada en la busqueda del bacilo de la
tuberculosis, sin embargo en el caso de Borrelia burgdorferi 1a mayoria de las veces el
resultado es negativo. La reaccion con naranja de acridina produce una reaccion més intensa

().

TECNICA NARANJA DE ACRIDINA

Para realizarla, hay que fijar las muestras con éter-alcohol durante 30 minutos. Hidratar
con una serie de concentraciones de alcohol -70 %, 50 %, 40 %, 10 %- hasta llegar a agua
bidestilada. Las muestras se sumergen en écido acético al 1 % durante 6 segundos, se lavan
dos veces con agua bidestilada; posteriormente se sumergen ¢n naranja de acridina al 1 %
preparada con amortiguador de fosfatos a pH 6.0 durante 3 minutos, se lavan con

amortiguador de fosfatos y se observan al microscopio de fluorescencia (1).
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METODO DE IMPREGNACION ARGENTICA

Por lo que respecta a los métodos de impregnacion argéntica, todos ellos tifien a las
espiroquetas en forma completa, permitiendo un estudio detallado de la citomorfologia de
Borrelia burgdorferi. Los métodos empleados con mas frecuencia son la tincién de Dieterle
y la de Bosma-Steiner. En esencia, estas dos técnicas son muy similares, con la diferencia de
que la segunda incorpora la incubacion con una enzima -amilasa-, la cual se ha reportado

que confiere la ventaja de delinear un mayor niimero de espiroquetas en cortes de tejido (1).

METODO DE DIETERLE

Para realizarlo se requiere sumergir las muestras en una caja de coplin que conticne
solucion de nitrato de plata al 1 %. Se incuban durante un minuto, después se vuelven a
incubar, per6 ahora con nitrato de plata caliente durante 5 minutos. Se lavan
abundantemente con agua bidestilada. Posteriormente se sumergen en solucion reveladora
precalentada en microondas durante 30 segundos, se dejan reaccionar aproximadamente 3 a

4 minutos. Se sumergen en alcohol al 95 % se clarifica con xileno y se montan en Permount

).

METODOS INMUNOCITOQUIMICOS

Las técnicas inmunocitoquimicas tienen la ventaja de definir en forma mas clara células
aglutinadas. Por otro lado, se ha observado que las caracteristicas estructurales varian
mucho dependiendo de las condiciones de la inmunotincion, esto es, el tipo de fijador
empleado, el tipo de anticuerpos empleados -monoclonal, policlonal- asi como det tipo de
antigenos -esto es flagelina o las proteinas de superficie de la membrana- (1).

La técnica inmunocitoquimica mas empleada es la de inmunofluorescencia indirecta la
cual consiste en fijar un corte de tejido sobre un portaobjetos, al cual posteriormente se le
afiaden anticuerpos marcados con un fluorocromo especifico (el mas utilizado: isotiocianato

de fluoresceina) contra el antigeno buscado. Se deja reaccionar el tiempo y la temperatura
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adecuada, dependiendo del fluorocromo afiadido para permitir que se lleve a cabo la
reaccion antigeno-anticuerpo, después de lavar el portaobjetos varias veces para eliminar
todo aquello que no reacciond. Las muestras se leen con ayuda de un microscopio de
fluorescencia. Esta técnica da una mejor definicion de formas aglutinadas -o mejor dicho- de
agregados de células, que las técnicas de impregnacion argéntica (1).

Las técnicas de tincion con nitrato de plata, naranja de acridina y los métodos de
inmunofluorescencia indirecta combinados con el uso de anticuerpos monoclonales, son
procedimientos adecuados para detectar a Borrelia burgdorferi; sin embargo, en tejidos
humanos y en otros fluidos bioldgicos, Ia principal desventaja de estos métodos es el tiempo
requerido para la bisqueda del microorganismo, no hay que olvidar que su niimero es escaso
en estas muestras, lo que hace improbable que una espiroqueta se encuentre ripidamente en
tejidos tefiidos. Por otro lado, estas técnicas estan sujetas a la habilidad del individuo que

examine las preparaciones y a su experiencia (1, 72).

3.2 DIAGNOSTICO INMUNOLOGICO

Las pruebas inmunologicas son consideradas por muchos investigadores y médicos
como las pruebas de eleccion para el diagnéstico y estimacion de la prevalencia de la
enfermedad de Lyme (39, 72, 76, 114).

Aunque la mayoria de estos anélisis se han flevado a cabo para detectar anticuerpos en
suero, también se han detectado inmunoglobulinas contra Berrelia burgdorferi en muestras
de liquido cefalorraquideo y de orina. En Europa, a los pacientes con posible enfermedad de
Lyme que presentan trastornos neuroldgicos se les toman muestras tanto de sangre como de
liquido cefalorraquideo; en Estados Unidos esta practica permanece limitada ya que las
manifestaciones ncurologicas son muy poco frecuentes entre su poblacion. Por lo que
respecta a las muestras de orina, esta bien establecido que Borrelia burgdorferi puede

infiltrarse a los rifiones y ser excretada en la orina, para detectarla se han aplicado técnicas



inmunoenzimaticas modificadas' (ELISA) y se han estado desarrollando pruebas mas
sensibles que sean capaces de detectar al microorganismo (53, 72).

No importa el método usado, la mayoria de las pruebas inmunoldgicas no pueden
detectar a los anticuerpos de la clase IgM contra Borrelia burgdorferi durante el estadio
inicial de la infeccion, ya que la respuesta especifica alcanza su pico méaxino entre 3 a 6
semanas después del inicio de la enfermedad y el pico maximo de los anticuerpos de la clase
IgG se alcanzan sdlamente meses o aiios después del inicio de la enfermedad (39, 72, 76,
108). Sin embargo, avances recientes en e! uso de métodos inmunoenzimaticos de captura
han mejorado y ain incrementado la sensibilidad y especificidad del diagnostico de
anticuerpos anti-Borrelia burgdorferi de clase IgM (47, 72).

La sensibilidad de los métodos inmunolégicos aumenta considerablemente al emplear
como amigends las proteinas mds inmunogénicas de Borrelia burgdorferi como los flagelos
periplasmicos purificados o fracciones enriquecidas de flagelina, en lugar de utilizar células
completas o sonicadas del microorganismo (44, 46, 72).

También debe tomarse en cuenta a los pacientes a quienes se les hayan prescrito
antibidticos, ya que la respuesta inmune puede ser acortada o abortada. Ademis, en algunos
individuos tratados exitosamente, el titulo de anticuerpos puede declinar o bien permanecer
por meses o aflos; por tal motivo, con estas variaciones es dificil concluir que una aparente
declinacion en el titulo de anticuerpos después del tratamiento con anticuerpos sea una
prueba definitiva de que la persona se ha curado por lo que el monitoreo del titulo de
anticuerpos de corta duracion tiene un valor limitado (72). Por lo que respecta a la
especificidad de las pruebas inmunologicas, los géneros Borrelia y Treponema poseen
antigenos comunes por lo que pueden ocurrir reacciones falsas positivas, sobretodo cuando
se emplean células completas o sonicadas de Borrelia burgdorferi (46, 49, 65, 72, 76, 77,

114).
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En cuanto al género Trey ,enla

pecie Trep pallidum 1a reactividad
cruzada no es un problema ya que tanto la sifilis como la enfermedad de Lyme pueden
diferenciarse clinicamente. Por otro lado, los anticuerpos contra Borrelia burgdorferi
raramente reaccionan en las pruebas para detectar sifilis (65, 72, 114).

Los treponemas orales, como en el caso de Treponema denticola y otros treponemas
de flora habitual, es posible que anticuerpos contra estos microorganismos den reacciones
cruzadas con la enfermedad de Lyme (72, 114). Este problema se ha tratado de minimizar
utilizando a Treponema phagedenis (biovar Reiter) como un inmunoabsorbente para
disminuir {a fluorescencia no especifica en anticuerpos treponémicos, lo cual es muy
empleado en las pruebas de inmunofluorescencia para detectar sifilis. Sin embargo, para el
caso de la enfermedad de Lyme no ha dado buenos resultados (72, 114).

Entre las especies del género Borrelia, B. hermsii, B. recurrentis, B. burgdorferi y
algunas otras, hay una mayor reactividad cruzada, ya que las proteinas de superficie y de
subsuperficie son muy similares. En estos casos, los esfuerzos por adsorber a los anticuerpos
que causan reactividad cruzada no han tenido éxito. Por lo tanto, se recurre a la
diferenciacion clinica y epidemioldgica para separar a la enfermedad de Lyme de varias
infecciones de fiebre recurrente, para esto se debe tener un amplie conocimiento de las areas
endémicas de cada enfermedad, la distribucion geografica de las especies del género
Borrelia y su asociacion con el agente vector (65, 72, 114).

En cuanto a las especies del género Lepfospira, éstas no guardan una relacion tan
estrecha como las especies de los géneros Borrelia v Treponema, por lo que la reactividad
cruzada en las pruebas para diagnostico de Ia enfermedad de Lyme no parecen ser un
problema (114).

También se han reportado diferencias intra-especie, reportes previos indicaban
diferencias serologicas no significativas entre aislamientos de Borrelia burgdorferi
provenientes de Estados Unidos y de Europa empleando técnicas de inmunofluorescencia

indirecta (93). Se han observado cambios antigénicos rapidos y pérdida de una de las
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principales proteinas de la envoltura externa (Osp B) en tiempos éortos -10 a 15 pases- en
cultivos in vitro en medio BSK 11, esto debe tomarse en cuenta cuando se emplean a las
espiroquetas como antigenos para pruebas serologicas (100) También se han observado
variaciones en las principales proteinas de superficie -Osp A y Osp B- y otras proteinas de
21 3 25 KDa, en aislamientos frescos provenientes del vector de dos cepas diferentes (65).
Atin cuando se ha visto que tanto la diversidad como la variacion antigénica han sido bien
documentadas en Estados Unidos y en Europa, el significado clinico de estos hallazgos no es
claro. Se desconoce si estas cepas de Borrelia burgdorferi tienen diferentes capacidades de
infeccion para el humano -esto es, distintos factores de virulencia- ; sin embargo cuando se
probaron cepas por métodos inmunoenzimaticos con sueros humanos y de congjo, habia
muy poca o ninguna diferencia en la reactividad con las inmunoglobulinas (72).

Como los anticuerpos se producen contra un grupo de proteinas inmunogenicas
comunes a todas las cepas de Borrelia burgdorferi no se observa variacion con los métodos
* inmunoenzimiticos convencionales a pesar de la cepa empleada como antigeno; sin
embargp, la reactividad en anilisis de Western-blot puede difesir cuando se prueba una serie

de cepas (72).

METODOS DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

Las técnicas de inmunofluorescencia indirecta se han empleado satisfactoriamente para
detectar anticuerpos contra Borrelia burgdorferi en sueros de pacientes con posible
enfermedad de Lymie, en animales salvajes y domésticos que habitan dreas endémicas, asi
como en tejidos del agente vector (72, 76). Actualimente, estas técnicas son mas empleadas
en laboratorios de investigacion y en laboratorios clinicos en donde la demanda para el

diagnostico de la enfermedad no es muy alta (72).
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Se han realizado muchas modificaciones a la técnica convencional con el fin de mejorar
tanto sensibilidad como especificidad de fa prueba, incluso se ided una técnica semi-
automatizada que sustituye al microscopio de fluorescencia por un fluordmetro surgiendo

equipos comerciales que eliminan Ja subjetividad humana (43, 79).

A continuacion se describen las metodologias mas empleadas.

Wilkinson en su técnica diluye el suero problema en una suspension al 3 % de yema de
huevo, la cual se emplea para disminuir la fluorescencia no especifica (por algunos
artefactos) que pudiera intervenir en la lectura final. El titulo lo expresa como el reciproco
de Ja dilucién mas alta del suero dada por 1 més fa fluorescencia azul-verde ligera de por lo
menos 50 % de las espiroquetas por campo. El titulo considerado positivo fue 2 256 (VER
ANEXO 11) (114).

Laney cols llevaron a cabo un método de inmunofluorescencia indirecta, e} cual emplea
al mismo tiempo anticomplemento. A" grosso modo, la técnica seguida por estos
investigadores fue Ja siguiente: Una vez que se hizo reaccionar al suero problema con un
frotis de células de Borrelia Burgdorferi fijadas con acetona-metanol, se adiciond
complemento de himster se dejé incubar la muestra y posteriormente se agregaron
anticuerpos de cabra anti-C3 de himster marcados con isotiocianato de fluorcsceina.

Para propositos de registro, sélamente aquellos microorganismos que exhibian una
tincion homogénea y completa se consideraron positivos. Las tinciones incompletas y con
intensidades diferentes en mas del 50 % de los microorganismos, se consideraron negativas
o0 no especificas, La dilucién en 1a cual el 50 % o més de los microorganismos se tifié
especificamente se considerd el titulo de corte. En los experimentos realizados por Lane y
cols el titulo fue de 1:8 (65).

Lane y cols son los primeros en reportar y describir el uso y validez de esta técnica para
detectar anticuerpos contra Borrelia burgdorferi. EI hecho de que sélo se puedan detectar

complejos antigeno-anticuerpo verdaderos con complemento de himster, ademas del
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anticuerpo anti-C3 de este mismo animal, m;rcados con isotiocianato de fluoresceina, redujo
significativamente {a reactividad no especifica que puede ocurrir en el método de
inmunofluorescencia indirecta convencional. Por otro lado, la tincion observada en esta
nueva técnica fue muy nitida y los puntos finales de lectura muy reproducibles, lo que facilita
tanto cuantificacion como interpretacion, a diferencia del método de inmunofluorescencia
convencional el cual usualmente exhibe una pérdida gradual de la intensidad conforme
decrece la concentracion de anticuerpos. De acuerdo con los resultados obtenidos por Lane
y cols, esta nueva técnica fue altamente especifica para detectar a Borrelia burgdorferi -
100 % de especificidad- con un titulo de corte muy bajo: 1:8 contra un titulo 1:128 0 1:256
determinado por dos laboratorios diferentes para el método de inmunofluorescencia
convencional. Comparando este nuevo método con una técnica de Inmunoblotting se
determind que el nuevo método es més sensible (80 % de sensibilidad) que el convencional
(68 % de sensibilidad). De acuerdo con los autores, lo anterior puede convertir a esta prueba
en una herramienta Util para el diagnostico de la enfermedad de Lyme. Sin embargo, adn
falta determinar su sensibilidad absoluta para detectar anticuerpos contra la espiroqueta en

estadios tempranos de la enfermedad (65).

FLUOROINMUNOENSAYO EN FASE SOLIDA

En la técnica de fluoroinmunoensayo en fase solida, conocida en Estados Unidos como
FIA-L, se emplea un antigeno solubilizado en desoxicolato de sodio derivado de un lisado
de Borrelia burgdorferi (49, 88).

En esta técnica se emplea una barra de plastico (paddlelike) de unos 10 cm de largo
forrada con nitrocelulosa, sobre una de tas superficies se extiende uniformemente el antigeno
solubilizado y se deja secar a temperatura ambiente. La otra superficie se deja taf cual y se
utilizard como un control del antigeno. Las incubaciones y lavados se llevan a cabo
sumergiendo las barras en tubos de ensayo que contienen el reactivo apropiado. Los

reactivos de incubacion y lavado se usan en un volumen de 0.5 m! y las incubaciones y

91



lavados se llevan a cabo a temperatura ambiente y en un agitador mecénico para tubos de
ensayo. La fluorescencia se determina en un fluorometro y la concentracion de anticuerpos
se determina por extrapolacion de las unidades de seftal de fluorescencia (AFSU) en una
curva de calibracion (VER ANEXO 111) (49). ’

AFSU= Fluorescencia def lado de donde se aplico el antigeno menos fluorescencia del
lado control.

Esta misma técnica seguida por Hechemy, la adoptd y registrd un laboratorio
farmacéutico, y la saco a la venta bajo el nombre de FIAX kit. El equipo comercial lo
evaluaron Pennell y cols (88).

Esta técnica comercial presenta algunas modificaciones. Et fiftro de nitrocelulosa
cubierto con antigeno solubilizado se traté con leche desgrasada en polvo al 5§ %. El filtro de
nitrocelulosa control solamente se trato con leche. Los factores que contribuyen a la
reproducibilidad del método son:

a) Las muestras se corren por dupficado y los resultados se promedian

b} Los niveles de fluorescencia se determinan en un fluorometro eliminando la

subjetividad humana.

c) E! fluorometro se calibra con un suero altamente positivo para cada corrida.

Concluyendo, 1a técnica de fluoroinmunoensayo de fase solida abate ¢l tiempo de
analisis ademas de que elimina la subjetividad humana debido a que no se usa e! microscopio
de fluorescencia para leer las muestras, ademas de que solo emplea una dilucion (nica, en
lugar de las diluciones seriadas y por duplicado de la técnica convencional. Todo esto,

sunado a la comercializacion del método (49, 88).

METODOS INMUNOENZIMATICOS. METODO DE ELISA.
El método inmunoenzimatico mas empleado para el diagnostico de la enfermedad de
Lyme es el ensayo de la enzima ligada a un inmunoabsorbente y que se conoce mejor como

método de ELISA. Esta técnica consiste en colocar el suero problema en una placa de
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polivinilo que contiene al antigeno absorbido en su superficie. Se da un tiempo de
incubacién de aproximadamente una hora a 37 °C para permitir que se lleve a cabo la
reaccion antigeno-anticuerpo. La placa se lava con solucion salina para eliminar todo aquello
que no reacciond. Posteriormente se adiciona un segundo anticuerpo marcado con una
enzima, nuevamente la placa se somete a incubacion y a un lavado y, por ultimo, se adiciona
el sustrato de la enzima empleada. La actividad enzimatica se mide leyendo las muestras en
un espectrofotometro a A= 400 nm. (27, 72, 114).

El método de ELISA ofrece un mayor nimero de ventajas que las técnicas de
inmunofluorescencia ya que es mas facil de realizar, tiene la capacidad de poder
automatizarse, se pucden analizar un mayor nimero de muestras, ademis de que se obtienen
resultados més objetivos. Sin embargo, al igual que las técnicas de innwmofluorescencia, son
de un valor diagndstico limitado en los estadios tempranos de la enfermedad de Lyme, ya
que la gran mayoria de los pacientes no han formado suficientes anticuerpos para detectarse
por los métodos serologicos de rutina (26, 27, 39, 44, 46, 114).

Para la sensibilidad y la especificidad del diagnostico temprano de la enfermedad de
Lyme se han realizado algunas modificaciones y mejoras tanto al método de ELISA como al
antigeno q\ie emplea. Por lo que respecta a las modificaciones en las preparaciones def
antigeno, algunos investigadores han purificado y concentrado los determinantes antigénicos
que inducen la respuesta inmune temprana, empleando flagelina purificada de Borrelia
burgdorferi asi como fracciones enriquecidas de este mismo determinante antigénico (26,
39, 44, 46).

Por lo que respecta a la técnica, se han empleado amplificadores de la reaccion
antigeno-anticuerpo como el reactive biotina-estreptoavidina. También se han empleado
métodos de absorcién para minimizar reacciones cruzadas, como es el uso de Treponema
phagedenis biotipo Reiter. Igual se ha emp! do una nueva técnica denominada

ELISA de captura (31, 47, 73).

93



MEJORAS HECHAS A LOS ANTIGENOS EMPLEADOS

El antigeno que mds se ha empleado en el diagnéstico serologico ha sido extractos de
células completas de Borrelia burgdorferi sonicadas, y ha dado buenos resultados en los
estadios tardios de la enfermedad de Lyme, no asi en los tempranos en donde son
insatisfactorios por su baja sensibilidad (20 - 60 %) (26, 39, 44, 46).

Basandose en el éxito del uso de flagelos periplasmicos de algunas especies del género
Treponema como antigeno para el diagndstico de la sifilis y en el hecho de que a pesar de
que en el estadio temprano no se han formado niveles medibles de anticuerpos de la clase
IgM en contra de la proteina de 41 KDa (flagelina), seguidos por los de la clase IgG contra
¢l mismo antigeno y, también basindose en que sélo en los estadios tardios de la enfermedad
se desarrollan anticuerpos de clase IgG contra otros antigenos de la espiroqueta, Hansen y
cols (44, 46), Coleman y cols (26) y Grodzicki y cols (39), cada uno de manera
independicnte, iréa.lizaron sus estudios llegando a fa conclusion de que el antigeno idoneo
para sustituir al extracto sonicado de células completas, eran los flagelos de B. burgdorferi.

Hansen y cols purificaron flagelos de B. burgdorferi y los emplearon como antigenos
en una prueba de ELISA, comparando los resultados obtenidos con la misma prueba pero la
convencional, que empleaba como antigeno extracto de células completas sonicadas.
Cosecharon a las espiroquetas mediante centrifugacion y posteriormente emplearon un
detergente ligero -sarcosil-TE (N-lauroilsarcosina al 2 % en TRIS 10 mM pH 8.0 y EDTA
ImM)- para lisar a las células. El m‘aterial insoluble en el detergente se elimind y
posteriormente la muestra se someti6 a un gradiente de densidad con cloruro de cesio. Las
bandas visibles se colectaron por separado y dializaron contra un amortiguador de fosfato
salino, posteriormente se examinaron al microscopio electrénico y se observaron flagelos
fragmentados pero preservados morfologicamente, no se encontraron contaminantes de
otras estructuras cefulares como fragmentos de membrana, ribosomas, etc. El antigeno
obtenido, ademas se sometio a un anilisis por Western-blot e inmunoelectroforesis cruzada

para determinar su pureza, encontrando como tnico contaminante una traza menor de Ia
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banda de 32 KDa, probabl correspondi a la proteina principal de superficie de la

espiroqueta. Esta proteina se detectd por Western-blot ¥ no hay sospecha de que tenga
algiin impacto contra la calidad de! antigeno flagelar para su uso serologico ya que es
especifica de B. burgdorferi y s6lo provoca una respuesta inmune débil y lenta (44, 46).

En la siguiente tabla 3.1 se resumen los resultados obtenidos por Hansen y cols.

TABLA 3.1: Comparacion de la sensibilidad diagndstica de la técnica de ELISA empleando
como antigeno extractos sonicados de B. burgdorferi y flagelos purificados

(46).
% SENSIBILIDAD DE LA PRUEBA INDICADA CON:

Dias después
del inicio de SUERO LIQUIDO CEFALORRAQUIDEOQ
los sintomas
(no. paciente)

extracto sonicado Nagelos purificados extracto sonicado fagelos purificados

1gG Y] 18G 1gM i2G igM 18G 1gM
<20 (19) 10.5 263 519 63.2 211 63.2 26.3 749
2140 (24) 41.7 50.0 79.2 3.3 750 958 83.3 958
41-160 (13) 8l.6 231 1000 46.2 100.0 92.3 92,3 R46
otal  (56) 411 359 76.8 67.9 625 839 66.1 875

Como se puede observar, el empleo de los flagelos purificados de Borreliu burgdorferi
como antigeno en las técnicas de ELISA, mejora significativamente el serodiagnéstico de la
enfermedad de Lyme, En la técnica de ELISA para detectar anticucrpos de la clase IgM, la
sensibilidad se incrementd en buena medida, mientras que en la técnica para detectar
anticuerpos de la clase IgG lo que se incrementd fue la especificidad. Al emplear un solo
antigeno purificado se pierden los irrelevantes, eliminando la deteccion de anticuerpos
ingspecificos. En el caso de las muestras de liquido cefalorraquideo, la medicion de
anticuerpos no mejora comparada con la de las muestras de suero, ya que en e! liquido
cefalorraquideo normal, el contenido de inmunoglobulinas es muy bajo y por lo tanto el nivel

de anticuerpos inespecificos también es muy bajo (44, 46).
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Coleman (26) y Grodzicki (39) reportan que el empleo de flagelina purificada en una
técnica de ELISA no mejora el serodisgnostico, al contrario de la fraccion enriquecida de
flagelina que resulta ser el mejor antigeno para detectar anticuerpos de la clase IgM en
sueros de pacientes en la fase aguda de la enfermedad. Por su parte, Hansen y col
argumentan que el fracaso de Coleman y Grodzicki puede deberse al uso del detergente
dodeci! sulfato de sodio para lisar a las células y para preparar la electroforesis en gel de
poliacrilamida, ya que es posible que este detergente desnaturalice epitopes importantes del
flagelo ademis de interferir con la union del antigeno a las placas de microdilucion (44, 46).

Por lo que respecta a fracciones enriquecidas de flagelina utilizadas como antigeno en
algunos ELISA, lo que se trata es de tener unas concentraciones mayores de esas proteinas
tratando de extraer la mayor cantidad posible a partir de la suspension de células cultivadas.
De acuerdo a los resultados obtenidos por Coleman, la fraccion enriquecida de flagelina es el
mejor antigeno para detectar anticuerpos de la clase IgM en la fase temprana de la
enfermedad de Lyme (26).

El perfil antigénico de B. burgdorferi presenta variacion entre cepa y cepa y algunas de
estas variaciones pueden ser por causas genéticas (10, 11, 100). Considerando estas
observaciones, el utilizar un solo antigeno de prueba, en este caso los flagelos de la
espiroqueta, tiene la ventaja de ser fenotipicamente estable y no presentar variacion entre
cepa y cepa, al menos en la region central de la proteina. Otra ventaja de emplear este tipo
de antigenos es que se eliminan proteinas irrelevantes, sin embargo, hay que hacer hincapié

en que no se eliminan totalmente las reacciones cruzadas (44, 46).



AMPLIFICACION DE LA REACCION ANTIGENO-ANTICUERPO CON
BIOTINA-ESTREPTOAVIDINA Y EMPLEO DE TECNICAS DE ADSORCION EN LA
TECNICA DE ELISA.

El uso conjunto de los procedimientos de amplificacién con biotina-estreptoavidina y
la remocion de anticuerpos anti-treponémicos no especificos, puede incrementar la
sensibilidad de la técnica de ELISA para el diagnostico de fa enfermedad de Lyme y puede
ser de gran ayuda, sobre todo durante las primeras semanas de fa enfermedad cuando las
técnicas rutinarias tienden a ser negativas (73, 77).

El fundamento de la técnica es el mismo: una vez que se ha dejado interactuar al suero
problema con el antigeno unido a la microplaca de poliestireno, se adiciona un segundo
anticuerpo marcado con biotina purificada, Mediante un lavado se elimina todo aquello que
10 feacciond y posteriormente se adiciona la enzima marcada con estreptoavidina. Después
de incubar y lavar 1a placa se adiciona el sustrato de 1a enzima ('73)‘

Por lo que respecta a la adsorcion, Magnarelli y cols emplearon un adsorbente
comercial con Treponema phagedenis biotipo Reiter para remover a los anticuerpos anti-
treponémicos no especificos en los sueros problema, antes de llevar a cabo la técnica de
ELISA (ya ‘sea la convencional o la amplificada) mezclando voliimenes iguales de
adsorbente diluido y de suero humano. La mezcla se incubd 1 hora a 37 °C y posteriormente
se adicionaron alicuotas de 60 yil de estos sueros tratados a las placas, para evaluarse por la
técnica de ELISA (73, 77).

Se debe tomar muy en cuenta que la técnica de ELISA amplificada o no, puede dar
reacciones falsas positivas ya que los géneros Borrelia y Trepomema poseen antigenos
comunes, por lo que los anticuerpos no especificos contra treponemas orales o contra
Treponema pallidum pueden reaccionar con los componentes flagelares de Borrelia
burgdorferi. Ademis, no se debe olvidar el antigeno de peso molecular de aproximadamente
60 KDa, comin a un amplio nimero de bacterias incluyendo a Borrelia burgdorferi. Todas

estas reacciones cruzadas pucden ser realzadas con la técnica de ELISA amplificada.
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Magnarelli y cols recomiendan emplear técnicas de amplificacion conjuntamente con
métodos de adsorcion (45, 73).

Por lo que respecta al adsorbente, la concentracion de éste es muy importante ya que si
es muy elevada, la sensibilidad del ensayo disminuird, por lo tanto deberd buscarse la
concentracion optima. Cabe hacer notar que los anticuerpos contra treponemas son dificiles
de climinar completamente, sobre todo cuando se emplean adsorbentes comerciales.
También hay que tomar en cuenta que la concentracion de anticuerpos no especificos varia
de paciente a paciente (73, 77).

Si el paciente carece de eritema migrante en la piel pero presenta signos y sintomas
similares a los que desarrollan los pacientes con enfermedad de Lyme, si los casos humanes
ocurren donde la enfermedad y el agente vector son endémicos y si los resultados de la
técnica de ELISA convencional son negativos, entonces los métodos de ELISA amplificada
y con adsorcion o de captura de anticuerpos de la clase IgM, ayudaran a esclarecer la causa

de la infeccion (73).

TECNICA DE ELISA DE CAPTURA

En 1988, Berardi y cols aplicaron la técnica de ELISA de captura para la deteccion de
anticuerpos de la clase IgM en la enfermedad de Lyme. Estos anticuerpos son de especial
interés, sobretodo para el diagnéstico temprano de ésta, ademas de que pueden ser un
indicador de infeccién activa y reciente (16, 47).

En la técnica de ELISA indirecta se emplea un segundo anticuerpo para detectar a los
de la clase IgM. La principal limitante es la interferencia debida a la presencia del factor
reumatoide y a las reacciones falsas negativas debidas a la competencia entre los anticuerpos
de las clases IgM e IgG por los sitios de union (47). _

La técnica de ELISA de captura elimina la competencia adsorbiendo al factor
reumatoide asi como también evita la competencia por los sitios de unién. Hansen y cols

desarrollaron esta técnica empleando flagelos purificados y biotinilados de Borrelia
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burgdorferi. Esta técnica se lleva a cabo de la siguiente manera: A la placa con anticuerpos
anti-humanos clase IgM adsorbidos obtenidos de conejos, se le adiciona el suero diluido
Después de incubar y lavar la placa se adiciona una solucién, con la mezcla de los flagelos
biotinilados y 1a enzima peroxidasa marcada con avidina. Nuevamente la placa se incuba, se
lava para eliminar todo aquello que no reaccion¢ y se adiciona el sustrato o-fenilendiamina,
se incuba la placa protegiéndola de 1a luz y se detiene la reaccion con acido sulfirico 3 M,
posteriormente se lee al espectrofotometro a 400 nm de longitud (47).

Esta técnica es un recurso solo si las de diagndstico rutinario han fracasado o son

ambiguas por no coincidir con el diagndstico clinico (47).

3.3 OTROS METODOS.

METODO DE WESTERN-BLOT

Esta técnica permite realizar una diseccion figurativa de la espiroqueta causante de la
enfermedad de Lyme obteniendo cada uno de sus componentes e identificando contra cual
de estos generan anticuerpos los pacientes. El fundamento de esta técnica es el siguiente:
Las proteinas celulares y algunos componentes no proteicos se separan primero de acuerdo
a su peso niolecular, por electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio.
Estos componentes separados en una sola dimension se transfieren electroforéticamente a
una membrana de nitrocelulosa. Esta membrana se incuba en un exceso de proteina globular
como albGmina sérica bovina para bloguear los sitios libres que pudiera haber. La membrana
se incuba después con el suero problema diluido y la reaccion antigeno-anticuerpo se revela
con un segundo anticuerpo marcado con una enzima -por ejemplo peroxidasa-,
posteriormente se agrega el sustrato y el cromogeno colorido insoluble -péroxido de
hidrogeno y 4-cloro-1-naftol- (7).

Teniendo bien definidos los criterios de interpretacion para el modelo de bandas
obtenidas, la técnica de Westm-blot se considera un método util -para el caso de la

enfermedad de Lyme- para la confirmacion de resultados obtenidos por técnicas rutinarias.
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Este método también se ha empleado para la diferenciacion de estudios clinicos de la
enfermedad de Lyme ya que se ha demostrado que conforme progresa la enfermedad se
presenta una expansion de la respuesta inmune contra Borrelia burgdorferi (38, 120).

Sin embargo, por lo complicado de 1a realizacion de la prueba, se limita a casos dificiles de

diagnosticar (120).

METODO DE LA REACCION DE LA POLIMERASA EN CADENA ( PCR )

Este método fue descrito por primera vez en 1985. Permite aislar, detectar y amplificar
cantidades exponenciales de segmentos definidos de ADN. Esta técnica se ha empleado
basicamente para fines de investigacion, pero paulatinamente se ha ido incorporando al
laboratorio clinico para el diagnostico de enfermedades infecciosas, genéticas oncologicas y
en transplantes (83).

El método de PCR permite amplificar secuencias especificas de ADN entre miles de
genes diferentes presentes en una muestra. Una vez extraido el ADN, el método de PCR
consiste basicamente en tres pasos. El primero de ellos es una desnaturalizacion de! material
genético a 95 °C durante un minuto o dos; una vez que sc han separado las hebras de ADN,
el segundo paso es una hibridacion de un par de oligonuctedtidos denominados "primers”
hechos sintéticamente y que son complementarios a un segmento especifico de ADN. Los
“primers" se agregan en cantidades abundantes. Esta hibridacion se lleva a cabo a una
temperatura de 55 - 65 °C durante un minuto o dos. El tercer paso, llamado de extension,
consiste en adicionar una ADN polimerasa termorresistente para que sintetice una nueva
cadena de ADN la cual ser4 el templete para la siguiente sintesis (83).

Los cambios de temperatura requeridos se llevan a cabo en forma directa y con mucha
precision en cuestion de segundos en un instrumento creado especificamente para este fin

(83).
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Estos tres pasos descritos constituyen un ciclo de amplificacion y se repite hasta tener
miliones de copias de un segmento especifico de ADN. Si el segmento deseado de ADN no
esta presente, se llevard a cabo una amplificacion ineficiente si es que llega a ocurrir alguna
(83).

Una vez que el ADN ha sido amplificado se procede a detectar el producto de esta
amplificacion. Esto puede hacerse mediante varios métodos: En base al peso molecular
empleando geles de agarosa o poliacrilamida, o bien, en base a la secuencia mediante la
hibridacion con sondas marcadas radiactivamente o con biotina, o bien, mediante cortes de
enzimas de restriccion.

Las muestras que pueden emplearse son: sangre completa, orina, liquido
cefalorraquideo, liquido sinovial, semen, tejidos, liquido amniético, o finfocitos de sangre
periférica (83).

. A partir de 1989 se han publicado varios reportes sobre la aplicacion del método PCR
para la deteccion de Borrelia burgdorferi (62, 67, 68, 79, 82, 87, 89, 91, 92, 101, 119). Sin
embargo, aunque este método ha mostrado ser capaz de identificar especificamente el ADN
de Borrelia burgdorferi, anteriormente solo se habia utilizado para detectar al
microorganismo en garrapatas y en modelos animales por lo que en el diagndstico en
humanos todavia falta determinar en qué manifestaciones clinicas de la enfermedad de Lyme
el método es til y qué tipo de muestra es la optima (67, 68, 82, 87).

Las muestras empleadas para la deteccién de Borrelia burgdorferi en humanos han
sido: lisados en "crudo" del agente vector (62, 89), tejidos de animales infectados
experimentalmente (68), orina y liquido cefalorraquideo (67), biopsias de piel (82, 101). De
acuerdo a Schwartz y cols, las biopsias cutaneas en donde se presenta el eritema migrante
son un material excelente para llevar a cabo la deteccion del microorganismo mediante el
método de PCR (101).

Desarrollar un método especifico de PCR adecuado para el agente etiologico de la

enfermedad de Lyme requiere de la identificacién de una secuencia de ADN presente en
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todas las cepas de Borrelia burgdorferi y que no tenga homologia con otros
microorganismos del mismo género como por ejemplo Borrelia hermsii (67, 68, 91).

Malloy y cols (79) y Persing y cols (89) han empleado como secuencia blanco, partes
del gen que codifica para la proteina Osp A. Sin embargo, a causa de la variacion en las
secuencia de este gen, los "primers" hechos con esta secuencia no detectan a todas las cepas
de Borrelia burgdorferi.

Rosa y Schwan (91) seleccionaron una secuencia que no presentaba reaccion cruzada
con otras especies del género Borrelia, estas secuencias fue_ron del aminoécido 9 al 26 y del
362 al 379, Estas mismas secuencias fueron empleadas por Pachner y cols (87).

Lebech y cols (67, 68) y Wise y cols (119) observaron que el gen que codifica para la
flagelina se conservaba entre las diferentes cepas de Bnrre[ia burgdorferi, ain entre las
europeas y estadounidenses, las cuales solo presentaban una diferencia en tres o cuatro
nucledtidos. En base a esta observacion, estos investigadores asumieron que los “primers”
derivados del gen que codifica para la ﬂnéelina deberian ser capaces de amplificar el ADN
de todas las cepas de Borrelia burgdorferi. Sin embargo, no pasaron por alto la estrecha
relacion entre la secuencia de ADN del gen que codifica para la flagelina de Borrelia
burgdorferi y del que codifica para la flagelina de Treponema pallidum, por lo que
elaboraron los "primers" en éreas no homélogas.

Si bien el método de la reaccion de la polimerasa en cadena, es una excelente
herramienta para la identificacion de Borrelia burgdorferi, se deben extremar las
precauciones, ya que asi como amplifica exponencialmente segmentos de ADN lo mismo
sucede con los errores. Se debe tener mucho cuidado en evitar la contaminacion de las
muestras, por lo que se recomienda que los diversos pasos de la metodologia se realicen en
cuartos separados y de ser posible cuenten con ventilacion separada. Se recomiendan por lo
menos tres cuartos ~Cuarto No. 1: preparacion de la muestra y extraccion del ADN. Cuarto

No. 2: ciclo de amplificacion de! ADN. Cuarto No. 3: deteccion de los productos

102



amplificados- y que la persona que Heve a cabo el experimento siempre se mueva del cuarto
No. I al cuarto No. 3 y nunca viceversa (83, 101),

Por otro lado, se debe evitar la formacion de aerosoles, y emplear puntas aspersoras y
viales exclusivos para cada muestra. Los reactivos empleados deben preparase en
condiciones de esterifidad y almacenarse en pequefas alicuotas para su uso posterior.
Algunas de estas medidas pueden ser dificiles de llevar a cabo en un [aboratorio de
diagnostico clinico, ya que a veces es dificil contar con las barreras fisicas adecuadas

(83, 101).
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ANEXO1
MEDIO DE CULTIVOBSK 1!

El medio de cultivo BSK 11 se prepara de la siguiente manera;

900 mi
100 ml
g
50¢g
g
6g
g
0.7g
08¢g
04g
22¢g

Agua destilada
CMRL 1066 sin glutamina
Neopeptona
Albumina sérica bovina, fraccién V
Levadura
N-2-hidroxictilpiperazina-N-2-dcido etansulfonico ( HEPES )
Glucosa
Citrato de sodio
Piruvato de sodio
\-acetilglucosamina

Bicarbonato de sodio

El pH del medio se ajusta a 7.6 con hidréxido de sodio 1 N a una temperatura de 20 -

25°C, y se adicionan 200 ml de gelatina al 7 %. Esterilizar mediante filtracion con aire a

presibn a través de membranas de nitrocelulosa con un poro de 0.2 p de diametro.

Almacenar a 4°C. Justo antes de usar, se agrega al medio suero de conejo hasta una

concentracion final de 6 %.

Todo el material deberd estar libre de detergente, enjuagado con agua destilada y

esterilizado en autoclave (8).

NOTA: CMRL 1066 (Marca Gibcolab) Medio de cultivo para tejidos que contiene

aminoacidos, vitaminas y otros factores de crecimiento.
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ANEXO Il
METODO DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA MODIFICADA POR WILKINSON (114).
Antigeno: células completas 20 pl de cada dilucion del
de B. burgdorferi fijadas suero, por duplicado, paniendo
con acetona. de una dilucion inicial 1:16
hecha con una susp. al 3 %
de yema de huevo.

Incubacion: 30 min a 37°C en cimara himeda.
Lavar con amontiguador de fosfatos salino
durante 10 min,

Sccar con papel secante

e e e

Adicionar a cada pocito 20 ul de suero
anti-Inmunoglobulina humana polivalente
marcada con isotiocianato de fluoresceina

4 Incubar 30 miin a 37°C en cAmara himeda.
4 Lavar con amortiguador de fesfatos salino
¥ durantc 10 minutos.

4 Sccar con papel secante.

d
Cubrir con amortiguador de carbonato a
pH 9. Colocar un cubreabjetos encima.
d
!
{

Leer al microscopio de fluorescencia
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‘ ANEXO Il
TECNICA SEGUN HECHEMY (49).

Barra con nilrocclulo?\
una superficic conticne 0.5 ml de suero dil 1:50

Ag. solubilizado en gelatina de pescado
liguido al 2 %
{

cubar con agitacién 1 ha 25 °C

"

Lavar

Amortiguador TRIS 5 min

S]RMJ
Suero con anticuerpos anti-lg
humana polivalenie conjugados
con isotiocianato de fluoresceina
)

llncubnr con agilacién 30 min a 25°C

$
Lavar
Amortiguador TRIS 5 min

{
Leer en un fluordmetro
El resultado obtenido se determina por extrapolacion de las unidades de seiial de
fluorescencia (AFSU) en una curva de calibracion .



CONCLUSIONES

\. Borrelia burgdorferi, agente causal de la enfermedad de Lyme, se transmite por
garrapatas del género Ixodes y muy probablemente por otros insectos hematofagos como

mosquitos y jejenes.

2. Borrelia burgdorferi requiere para su desarrollo de un medio de cultivo enriquecido y de
2 a 8 semanas para detectarse su crecimiento. Por otro lado, aislar a este microorganismo de
muestras biologicas humanas tales como sangre, orina, liquido cefalorraquideo, liquido
sinovial y biopsias de piel, es muy dificil debido al bajo nimero de microorganismos

presentes.

3. La enfermedad de Lyme es un padecimiento multisistémico que se presenta per estadios,
desde la aparicion de una lesion en la piel acompaiada por malestar generalizado y fatiga,
hasta complicaciones neurologicas, cardiacas e inclusive anritis. Esta enfermedad puede
tratarse satisfactoriamente con antibidticos como penicilina, tetraciclina, doxiciclina,

eritromicina; sobre todo en la fase temprana de la enfermedad.

4. Dado que la demostracion directa del microorganismo a partir de muestras clinicas
mediante el cultivo, es un procedimiento impréctico y de bajo rendimiento, la confirmacion
del diagnostico clinico se lleva a cabo detectando los anticuerpos contra Borrelin

burgdorferi mediante pruebas inmunoldgicas.

5. La sensibilidad de estas pruebas se ve limitada durante la fase temprana de la enfermedad,

debido a que la mayoria de los pacientes presenta una respuesta inmune tardia y pobre.
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6. La especificidad también se ve obstaculizada ya que Borrelia burgdorferi comparte

determinantes antigénicos con otras especies del género Borrelia, Treponema y Leptospira.

7. Para mejorar la sensibilidad y especificidad de las pruebas inmunoldgicas se han empleado
como antigeno las proteinas mas inmunogénicas de Borrelia burgdorferi. Ademas se han
utilizado a la par métodos de adsorcion para remover anticuerpos no especificos de las
muestras asi como métodos de amplificacion de la reaccion antigeno-anticuerpo con biotina-

estreptoavidina.

8. La prueba inmunoldgica mis empleada es el método de ELISA porque ofrece un mayor
niémero de ventajas que los métodos de inmunofluorescencia: facil realizacion, capacidad de
automatizacion, manejo de un mayor nimero de muestras, resultados mas objetivos.

9. Ei método de Western-blot se emplea como prueba confirmativa de los resultados

obtenidos por técnicas rutinarias de casos de dificit diagnostico.

10. Actualmente se ha empezado a emplear et método de PCR. Sin embargo, con respecto a
esta téenica todavia falta determinar en qué manifestaciones clinicas de la enfermedad de

Lyme el método es atil y el tipo de muestra optima.

11. Para un diagndstico eficaz se debe tomar en cuenta las areas geogrificas en donde la

enfermedad es endémica, la historia clinica del paciente y los resultados del laboratorio.

12. A pesar de que en México se han encontrado algunos de los vectores que transmiten a
Borrelia burgdorferi, esto no es evidencia suficiente para concluir su existencia en nuestro
pais. Para esto, se requiere de una serie de estudios de laboratorio encaminados a la

busqueda de la espiroqueta.
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