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ENCUESTA SEROEPIDEMIOLOGICA DE ENFERMEDAD DE LYME EN LA
REPUBLICA MEXICANA.

Gordillo Péroz Maria Guadalupe®, Solérxano Santos Fortino® y Torres Lépez J.**
Servicio de Infectologia® y Unidad de Investigacion Médica de Enfermedados
infecciosas y Parasitarias ** Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional SXXI.

INTRODUCCION: La Borrsliosis de Lyme es una zoonasis transmitida por garrapatas y
causada por 'a espiroqueta Sorreliia burgdorfernr. Se ha reportado en Europa, Asia y en
3 areas enzodticas en Norteamarica, aparentemente la infeccidon se ha diseminado a
nuevas areas. £n la Republica Mexicana se han reponado casos sospechosos desde
1989 en Culiacan, Sinalca y en la Ciudad de Monterrey. Nuevo Ledn en 1994
OBJETIVO: Determinar la seroprevalencia de anticuerpos IgG contra 8 burgdorfen en
ta Republica Mexicana. MATERIAL ¥ METODOS: Se estudiaron 2890 sueros de
sujetos de uno a S0 afos de edad obtenidos durante la Encuesta Nacional
Seroepidemiologica realizada en 1987-1988 en areas rurales y urbanas de los 32
estados del pais. Se realizaron determinaciones de anticuerpos IgG por el metodo de
Inmunoensayo enzimatico (ELISA) wusando como antigeno extracto total de 8
burgdorferr proporcionado por el Dr Alan G. Barbour (Department of Microbiology of the
University of Texas Healkh Science Center at San Antonio, Texas). Se estandarizo la
tecnica con 25 sueros de donadores sanos y un control posttiva formado por un
conjunto de sueros pasitivos de 5 pacientes con enfermedad de Lyme confirmada en
una zona de alta endemicidad (Connecticut FMA) y se hizd el ensayo 5 veces. El valor
de cornte (VC) se obtuvo como ei promedio de la absorbancia (D.Q.) de los 25 sueros
controles mas 3 desviaciones astandar, usando una dilucién 1:640 de las muestras
séricas. Cada muestra sénca fué examinada 1:640 por duplicado. y el promedio D.O
sedividid con el VC ., el valor mayor de 1.0 fue considerado positivo. Todos los sueros
se confirmaron por cuadrnuplicado, y estos se titularon probandose a
1:640, 1:1280. 1:2560 y 1:5120. Se estudio la especificidad de oS sueros
inmunotransferencia determinando los antigenos
flagelar y de membrana externade 8 burgdorfenn . RESULTADOS: Un total de 2890
sueros fueron estudiados de los cuaies 34 fueron positivos para. anticuerpos 1gG
contra 8. burgdorfenr correspondiendo a una seroprevalencia de 1.1% .La proporcion
entre sexos fue de 1, el grupo de edad con mayor prevalencia fué el de 20 a 59 anos.
sin embargo hubo un sujeto positivo de 1 ario de edad, 9 sueros fueron confirmados
con el método de inmunotransferencia de proteinas de especificas de 8. burgdorfern
correspondiendo al 0.30% de seroprevalencia nacional. Las zonas de mayor
prevalencia fueron Noreste y Centro del pais. CONCLUSION: En 1988 el 1% de la
poblacion mexicana estudiada estaba infectada con 8. burgdorfen . es relevante el que

existan zonas con mayor seroprevalencia

positivos
diluciones
positivos realizando ensayos de




ANTECEDENTES!:

La Borreliosis de Lyme es una zoonosis que es transmitida por garrapatas causada por
ta espiroqucta Borrelica burgdorfer: (B. burgdorfert) (1).
Existen 4 especics de gatrapatas que son vectores competentes en Europa Ixodes ricinus e
1. persulcarus y en Normeamérica /Ixodes pactficus v scapularts (2) las especies
encontradas en Norteamérica estan distribuidas en México en los estados de Baja
California. Baja California Sur. Coahuila. Nuevo Leon. Tamaulipas, Durango, San Luis
Potosi. Jalisco, Colima, Hidalgo. Campeche y Quintana Roo ( 3)
La garrapata [/ scapularts en su forma inmadura (larva y ninfa) tiene una prevalencia de
infeccion por B burgdorfer: de 20 a 25%0 siendo responsable de cerca del 90%e de los
casos de  enfermedad de Lyme (4).Esta garrapata se alimenta primariamente de ratones
patas blancas(Peromyscus leucopus) del que se infectan el 100% de las ninfas. En su
forma adulta sc¢ alimenta de grandes mamiferos como venado., caballes. ganado
bovino.perros, mapaches ¥ zorros (5.6) . El paso de espiroquetas de una generacion de
garrapatas a la siguiente através de reservorios constituye el ciclo enzodtica de
enfermedad de Lyme
lL.a Borreliosis de Lymie se ha reportado en todos los paises Europeos, algunos de Asia v
en 40 estados de los Estados Unidos de América. En Australia se¢ ha descrito una
enfermedad similar a Borreliosis de Lyme sin que se haya aislado B. burgdorfer: de
garrapatas. fauna O pacientes (1). En los paises europeos la enfermedad de Lyme esta
distribuida de forma endémica con una prevalencia en Alemania en trabajadores torestales
del 8 @6 a 27% (7.8). en Sueccia en trabajadores forestales y colocadores de palos de golf
existe evidencia serologica de infeccion asintomiitica en 8.1% (7). ¥ en poblaciéon abiena
de Inglaterra  (Londres v Southampton ) del 1 a 7° (9) . En Estados Unidos de
Norteamérica ha sido confinada a 3 areas enzodticas (Costa Noreste. Medio Oeste y
California), donde la prevalencia vario de 0 a 10%., los casos s¢ han incrementado y la
infeccion se ha diseminado a nuevas areas (10,11).
En 1989 en la Republica Mexicana se reportaron 20 casos de pacientes con eritema

cronico migratorio asociado a artritis en la Ciudad de Culiacin , Sinaloa: logrindose en un

w



caso observar la espiroqucta en biopsia de picl y 3 casos con scrologia positiva por el
miétodo de Inmunoensayo-enzimatico (ELISA) | en los 17 restantes la serologia fué

negativa ., sin embargo hubo mejornia clinica posterior al tratamiento unico o combinado

con tetraciclina y pen

ilina (12). En 1993 en la Od de Monterrey . Nuevo Leon se
recportaron 2 casos diagnosticados por medio de la determinacion de IgG ¢ 1gM para B
burgdorfer: . En ambos reporntes los estudios de ELISA sc realizaron en ¢l CDC en
Adtlanta, Georgia (13)

Las manifestaciones clinicas de Enfermedad de Lymie se divide en 3 estadios: los primeros
2 estadios representan la fase temprana de la enfermedad que ocurre en pocas semanas o
me

s después de la infeccion.

El critema migrans e¢s cl signo inicial que se manifiesta como una lesion circular papular
eritematosa con diseminacion cemtrifuga que pueden desarvollarse 3 dias a 10 semanas
(promedio 1.5 semanas) después de una picadura por garrapata y s resuelve

espontancamente en pocas semanas ¥y meses. Existe afectacion de varios Organos y

stemas. probabl e por dis:

acion hematogena que se presentan como (14):
1> Manifestaciones cardiacas: comunmente transitorias, como alteraciones del ritmo.

bloqueo atrioventricular de varios grados. miopericarditis falla cardiaca.

2)Manifestaciones  ncurologicas como  meningoencefalitis

meningoradiculoneuritis
(Sindrome de Bannwarth), neuritis craneal, neuritis de plexos. mononeuritis mualtiple. v

raramente enccfalit

mielitis y vasculitis cercbral.
3) En piel se presenta ¢l linfocitoma borrelial que se caracteriza por un lumor rojo en

1obulo de la oreja con proliferaci

n linforeticular.

4) Alteraciones oculares: conjuntivitis, iridaciclitis. coroiditis. ncuropatia optica con
papiledema. panofialmitis.

En la ctapa tardia hay involucro crénico y progresivo de piel con acrodermatitis crénica
atrofica. encefalitis 6 encefalomiclitis v artritis oligoarticular de grandes articulaciones 6

meses O afos después de la infecci

en cerca del 60%e de pacientes no tratados con
eritema migrans (143).



E! diagndstico dc la enfermedad ha sido problemitico:
A) Por ¢l bajo porcentaje de aislamiento en los cultivoes de liquidos corporales .
ica de i hi imi <)

B) Dificultad para interpretar estudios de biopsia con
Dificultad para interpretar los estudios scrolégicos para el diagnostico de infeccién por

métodos de anticuerpos inmunofluorescentes IFA. ELISA ¢ inmunotransferencia de

proteinas. Este ultimo punto es debido a:

1) El resultado es dependicnte del estadio clinico de 1a enfermedad. En el estadio temprano
los resultados serologicos por ELISA son negativos ¢ la respucesta puede limitarse sélo a
los polipéptidos mas inmunogednicos (15).

2) Su interpretacion  es  complicada por la reactividad cruzada con otras espiroquctas
como Treponema pallidum , T. denucola. T. phagederus 3y Borrelta sp.¢ 8. hermsu v B
recurrens); asi como también en enfermedades autoinmunes. mononucleosis infecciosa v
ficbre de las montaiias rocosas (15.10)

mune cn diferentes pacientes.

3) La variabilidad de la respucsta
4) El efecto del tratamiento antibiético temprano que pucde abortar una respuesta inmune
v dar resultados negativos (16).
5) La presencia de diferentes genocespecics y cepas de B. burgdorfert a nivel mundial

en la interpretacion de los estudios de inmunotransferencia de proteinas (17).
Para disminuir la reactividad serologica cruzada se ha incrementado el valor de cornte en
estudios de ELISA ¢ IFA a - de 1:256 , a pesar de Ia cual se encuentran respuestas falsas
positivas. Por lo anterior se realizan estudios de VDRL 6 RPR (rapid reagin card) para los
que B. burgdorferi no es reactiva (16 )y la adsorcion de 7. phagederus v T denticola con
lo que se incrementa la especificidad hasta un 97%%. El uso de antigenos monoclonales o
fracciones antigénicas recombinantes de B. burgdorfert o el estudio de otras muestras (
tiquido cefalorraquideo u orina) pueden tambidn aumentar la especificidad (18 ).



JUSTIFICACION:
Los siguientes aspectos justifican la realizacion del presente estudio:

t.- La Enfermedad de Lyme es endémica en Estados Unides de Normtcamérica.y México
comparte frontera geogra fica, hay migracién de  aves ( reservorios de garrapatas del
género Ivodes), migracion de habitanres e intercambio comercial de insumos.

2

transmisores de la bacteria en
Coahuila. Nuevo Leon, Tamaulipas, San Luis Potosi. Durango. Jalisco, Colima, Hidalgo.

- Se ha documentado la presencia de los resernvorios ¥y los vectores conocidos como
los estados de Baja California, Baja Califonia Sur,

Tabasco y Campeche.

3.- En los estados de Sinaloa y Nuevo Leon sec han reportado los primeros casos de una

enfermedad semejante a la Borreliosis de Lyme.

Debido a que la informacion en nuestro pais es limitada es importante determinar la

presencia de anticuerpos contra 8. burgdorfer: con un estudio de escrutinio para apoyar la

presencia de Borreliosis de Lyme como una enfermedad prevalente en la poblacion

Mexicana.



OBJETIVO GENERAL:

Determinar la seroprevalencia de anticucrpos IgG contra Borrelia burgdorfer: en |a

Republica Mexicana.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

A) Estandari ion y validacion dc la prucha de y irnatico (ELISA) para ¢l

diagndstico de Borreliosis de Lyme en México.

B) Validar ELISA con ¢l estudio de inmunotransferencia de antigenos proteicos de B.

burgdorfer:.

C) Conocer la localizacion por entidad federativa dc los sujetos seropositivos a 1gG

contra Borrelia burgdorfer: en la Repuablica Mexicana.



MATERIAL ¥ METODOS:

El proyecto fué somctido y aprobado por el comité de Investigacion del Hospital de

Pediatria del Centro Médico Nacional SXXI.

Los sueros estudiados se colectaron durante la Encuesta Nacional Seroepidemiologica
realizada en 1987-1988 por la Direccion General de Epidemiologia de la Sccretaria de

Salud.

El marco muestral maestro ¢stuvo integrado por 791 municipios. 1342 Unidades Primarias
de muestreo, 3865 arcas geoestadisticas, 8764 dreas de listado v 429430 viviendas, éstas
se agruparon de acuerdo al estrato socioeconoémico, recolectindose mas de 70,000 sucros

(19)
El tamafio muecstral se determiné tomando en cucnta los siguientes factores:

a) La frecuencia del fenomeno a estudiar.

b) El nivel de precision deseado. El intervalo de confianza scleccionado fué de 95% y el
coceficiente de variacién de 0.30 correspondiente a una P=0.01. Se aceptd que el nivel
de precision de diferentes regiones. entidades federativas, grupos de edad. estratos

pudiera ser menor, dependiendo de la fr ia del feno estudiad

c)La tasa de no respuesta, que s¢ define como el nimero de individuos de los que no es

posible obtener la muestra de sangre (20).




Los sucros del pr dio son una b

ayelt al se iculd
para una prevalencia esperada del $% con un error relativo del 22% y el intervalo

de confianza del 95%.

2

n=Z (1-P) DefV rx p

Z= 1.96
P=0.5

Deff= 2
r=0.22
n= 3016

Los 3016 sucros fueron sel i dos aleat

de areas rurales y urbanas de todos
los estados de la Republica Mexicana los cuales fueron proporcionados por ¢l Banco
Nacional de sueros.

Todos los sucros fueron procesados por el método de inmunoensayo-enzimatico para la

determinacion de anticuerpos tipo 1gG contra B. burgdorfer: (15).

El antigeno de extracto celular completo de Borrelta (cepa B31) fué proporcionado por el
Dr. Alan G. Barbour (Deparntment of Microbiology of the Universiry of Texas Health
Science Center at San Antonio, Texas).

El antigeno se obtuvo de un subcultivo de la espiroquceta en /xodes scapularis (antes 1.
dammirn) crecido en medio BSK 11 por 5 a 7 dias. Las espiroquetas fueron cosechadas por
centrifugacion a 21,000 g por 30 minutos a 150C lavadas 3 veces en PBS 0.01 M (pH 7.2)
y depositada nucvamente en 10 ml de PBS para almacenarse a 40C. El sedimento obtenido

de un cultivo liquido de 350 ml fué suspendido en 15 inl de PBS y mezclado con un

volumen igual de NaCl 2 M. La suspension fué sonicada en un bajio con hielo por 10
minutos con un sonificador Biosonik [V (VWR Scientific, San Francisco) al 60°; de la
maxima intensidad.



2l sedimento fué posteriormentc

El sonicado fué centrifugado a 21,000 g/min a 4 oC.

resuspendido en un tubo con 5 m! de NaCl 1| M y la suspension fué centrifugada

La fraccion soluble fué dializada con varios cambios de agua bidestilada, v

finalmente dializada en contra de PBS (15).
El extracto del antigeno se ajustd a 5 mg/ml de proteina y se almaceno a -20 oC hasta su

uso.

ESTANDARIZACION DE LA TECNICA:
La cstandarizacion de la técnica se realizd de la siguiente manera:

Los controles para iniciar la estandarizacion de la prucba fueron sujetos dec zonas

endémicas de EUA. y fucron donados por el Dr. L. Magnarelli
formado por 5 sucros de pacientes con enfermedad de Lyme. con diagnéstico clinico,

. El control positivo estuvo

microbiologico y serclogico, ¥ como control negativo 5 sucros de sujetos no infectados.
Usando los sueros anteriores como referencia. se estudiaron 88 sueros de donadores
mexicanos sanos, para seleccionar sueros negativos. Se busco la dilucion optima de suero

con ELISA; sc probaron cuatro diluciones dobles seriadas, 1:160, 1:320. 1:640 v 1:1280

Con la dilucién 1:320. que es la dilucidon usada para repontar positivos en EUA v Europa.
el 1726 de los sucros de donadores fué positivo, esta ¢s una seroprevalencia muy alta para
sujctos sanos aun ¢n un pais endémico. Se decidio tomar la dilucion de sucro 1:040 como
valor de corte de seropositividad para incrementar la especificidad sin modificar mucho Ia
sensibilidad del ensayo; con esta dilucion el 9% de los sucros fud positivo ( Tabla 1),

De los 88 sucros. s¢ seleccionaron 25 que a la dilucion 1:640 daban absorbancias similares
a las obtenidas con los 5 sucros de sujetos no infectados de EUA. Estos sueros y la

mezcla (pool) de fos 5 sucros de pacientes infectados de EUA se ensavaron en una placa y

se hicieron lecturas a los 15.30.45.60,75 v 90 minutos.

Se¢ definio como valor de corte para cada uno de estos tiempos ¢l promedio de la

absorbancia de los 25 sucros negativos mas 3 desviaciones estindar. Este ensayo se repitio




durante 5 dias consecutivos ( Fig 1 ) y con los valores de cornte y los valores de
absorbancia del pool positivo se construyd una curva de regresion lineal (Fig 2 ).

En cada placa dondc se¢ probaron los sucros del estudio, se incluyo el pool positivo por
cuadruplicado, y ¢l promedio de absorbancia se¢ interpolo en la curva de regresion linea)

para calcular el valor de corte para las placas de forma individual.

TECNICA DE ELISA

La técnica se realizd de acuerdo a el procedimiento descrito por Engvall y Periman (15).
1.- Las placas de microtitulacion con fondo plano (Labsystem) sc sensibilizaron durante 18
hrs con %0 ul del antigeno a una concentracién de 5 ug de proteina/ml en un amortiguador
de carbonatos 0.1 M (pH 9.6).

2.- Se agregaro n 200 ul de bloqueador (leche descremada en polvo al § % diluida en PBS

1 X) en cada pozo. “‘X

3.- Incubar minimo | hora 15 minutos a 37 oC y cubrir.

4.- La placa fué lavada 3 veces con solucion que conticne PBS 1X, tween 20 al 0.05% y
timerosal (PBSTT).

5.-Se realizaron diluciones 1:640 de cada suero y se¢ agregaron 60 ul en diferentes pozos., y
las placas se incubaron a 370C por | hora.

6.- Después de la i bacion primaria de suero. las placas fueron lavadas 5 veces con

PBSTT.

7.- Se agregaron 60 ul de inmunoglobulina anti-I2G humana conjugada con fosfatasa
alcalina. ( Southern Biotech, Birmingham USA) se¢ diluyé 1:1000 en PBS-leche
descremada).

8.- Las placas seran incubadas a 370C durante 1 hora

9.-Lavar 5 veces con PBSTT.



10.- Agregar 60ul. de sustrato (para-nitrofenil fosfato) en un amortiguador de

dictanolamina al 0.05 N (pH 9.8) a cada pozo.

11. Las placas serin incubadas a 370C por ] hora,

12.- Leer valores de absorbancia que seran medidos a 405 nm cn un Lector Labsystem.

Cada mucstra sérica fué examinada por duplicado a una dilucion 1:640 y cl promedio de

absarbancia de las 2 lecturas se dividio entre el valor de corte y se expreso en unidades

ELISA: valores =-1.0 fueron considerados positivos., Los sucros vOS

se confirmaron repitiendo el ensayo por cuadruplicado y titulando los sucros a diluciones
1:640, 1:1280. 1:12560 y 1:5120

A todos los sueros de sujetos con determinacion de [gG para 8. burgdorfert por ELISA
positivo se les realizd  Inmunotransferencia para antigenos proteinicos de membrana
o y tflagelar

externa, de choque termi

INMUNOTRANSFERENCIA:

1.- Se determino la cantidad necesaria de antigeno (el mismo usado ¢n ELISA) a correr en
un gel de 10 ¢m para que pudieran ser detectados claramente los diferentes antigenos,
después de transferir a nitrocelulosa, con la mezcla de sucros positivos (pool positivo). Se
encontro qQue se¢ requenian 200 wg de antigeno por gel.

2.- El antigeno completo fué sometido a electroforesis en gel de poliacrilamina al 12.5%
¢ En minigel de 10 cm; 0.75 mm de grosor, con una proporcion acrilamida- bis acrilamida
30:2.7 ) a 200C y 200 V. las proteinas del gel fucron transferidas a papel de nitrocelulosa
a 40C y 40U mA por 2 horas. El papel de nitrocelulosa tu¢ colocado en amortiguador
salino-TRIS (TRS: 20mM TRIS. 500 inM NaCl, pH 7.60) ¥y Tween 20 por 10 minutos.

Las tiras fueron bloqueadas cn leche descremada al 526 en TBS-M después lavadas 3
veces entre cada paso con TEBS en tween 20 (TBS-T) al 0.1%. se incubo con suero de
paciente (1:100 en TBS-M) | hora a temperatura ambiente, s¢ lavoe ¥ se incubo con

anticuerpos de ratén antiigG humana (Southem Biotech.Birmingham AL) conjugado con




fosfatasa alcalina, 1:500 en TBS-M durante 1 hora a 200C.El sustrato consistio de | mi de
N.N-dimctilforfamida (DMF) con 30 mg de clorure de nitroazul de tetrazolio y | ml de

DMF con 15 mg de 5-bro t-cloro-3-indol fosfato lado en 100 ml dec amortiguador

de carbonatos (NaHCO3 100mM.ImM MgCIl2 plf 9.8) Ia membrana se incubo por 10
minutos a 200C. Las mismas mucstras usadas como controles positivo y negativo en
ELISA se incluyeron en el ensayo de inmunotransferencia, asi como sucros de pacientes
con cnfermecdades autoinmunes (Lupus eritematoso sistémico. artritis reumatoide y
enfermedad por anticucrpos antifosfolipidos), sifilis. leptospirosis ¥ sospechosas de dar

reaccion cruzada (16).

Los criterios para Inmunotransferencia positiva fueron la presencia de 3 o
mas bandas de las 10 recomendadas por el COC/ASTPHLD (18,24 (Osp
C),28,30,39,41,45,58,66, y 93 kDa) (21) y se agregaron Osp Ay OspB (31T y
34 kDa) (22).

ANALISIS ESTADISTICO:

El diseciio del estudio s observacional | descriptivo, transversal (encuesta).

Se realizé analisis de frecuencias simples estratificado por grupos de edad. sexo y entidad

federativa y se calculo la tasa de prevalencia

Se obtuvo ¢l intervalo de confianza del 100% de los resultados con la siguiente formula:

P +-Z(1-a)y/2 P(1-p)/n



RESULTADOS:

De la submuecstra calculada de 3016 muestras séricas sc estudiaron 2890 ya que al final
bubo una pérdida de 126 sueros (no se pudicron recuperar del Banco Nacional de Sucras)
lo que representd cl 96% del tamanio mucstral calculado; por lo que se conserva el error
relativo inicial de 22% y el 95%a de confianza; De los 2890 sucros estudiados. 34 fueron
positivos para ¢l ensayo de ELISA confirmados por cuadruplicado y titulacion del suero,
fo que represento ¢l 1.1°e  de la poblacion. con un intervalo de confianza (0.74%, -
1.45%5). Los titulos de los sucros fucron 32 a una dilucion 1:6-30 v dos a una dilucion
1:1280. A los sucros positivos por este meétodo se les realizo inmunotransterencia y fucron
contirmados como verdaderos positivos solo @ sueros ., lo que representa ¢l 0.3 1% con un

intervalo de confianza (0.13-0.51) del total de la poblacion .

Los criterios de positividad fu¢ con 3 bandas o mis de las sugeridas como criterios de
positividad para inmunotransferencia por ¢! CDC/ ASTPHLD en Estados Unidos de
Nortecamérica ( Centro para el control ¥ prevencion de enfermedades’ Asociacion de la
Direccion de Laboratorios de Salud publica v del Estado) ( 21) y agregamos los antigenos
de las proteinas Osp A v Osp B de 31 y 34 kDa respectivamente (22) . En la Tabla 2 se
muestran los resultados de inmunotransferencia con los sueros positivos por ELISA y de

los sueros de pacientes con otras enfermedades cronicas. Las bandas que fueron

reconocidas por sucros de estos ultimos pacientes fuceron consideradas inespecificas v no
se incluyeron en las 3 o mas bandas reconocidas por los verdaderos positivos.
La caracterizacion de los © casos positivos se describe on la tabla 2 v la localizacion de los

casos sc representa en la figura 3.




DISCUSION:

A pesar de existir evidencias aisladas  de casos clinicos sospechosos de Enfermedad de

Lyme e¢n nuestro pais desde hace B afos (12,13 ) ;| no se han hecho estudios para

confirmar 1a presencia de la enfermedad en México .

ste estudio  es el primer intento de
buscar cvidencias seroldgicas de la existencia de 1a

feccion .
Para realizar este estudio exploratorio, se estandarizo el inmunoensayo mas aceptado en
E.U. y Canada. dondc la enfurmedad es endémica (15). Existen  algunos puntos quec
dificultan la validacion de esta prucba en nucstro medio

1) La prucha tienec baja sensibilidad y especificidad en zonas con una prevalencia alta de
infeccion (15) ¥ es de esperarse. que sea también menos eficiente en zonas de baja
prevalencia como quiza lo sea México.

2) La sifilis ¥ otras infecciones por treponemas que en México cruzan antigénicamente
con la prucba ( 16).

3) Desconocemos si en nuestro medio B. burgdorfer: sensu stricto es la especie prevalente
¥ las prucbas usadas en EU y Canada usan antigenos de csta especie (15).

Para realizar una estimacion valida de la prevalencia de una enfermedad se requicre de
prucbas diagnosticas confiables que permitan  definir especificidad de  las prucbas
serologicas. En la Borreliosis de Lyme el aislamiento de B. burgdorfer: en muestras
clinicas ¢s muy dificil, por o que cl diagnastico microbiologico no ¢s posible en muchos
casos (18) y no hay referencias estandar validas cuando no existe ¢l antecedente de
exposicion, como las maaitestaciones clinicas de Enfennedad de Lyme no son unicas,
frecuentemente se confunde con owros diagnosticos y en casos individuales es dificil
diferenciar entre infecciéon asintomitica y un resultado falso positive con la técnica de
ELISA (13) . La prucba de ELISA que actualmente se usa da reaccidn cruzada con
Treponema pallidurm en un 32% (15) ademids de cruzar con otras espiroquetas como
Treponema denticola (16 ).

Para reducir 1os problemas en la exactitud y precision de los estudios serologicos

utilizamos un grupo de donadores sanos que tenian residiendo mas de 5 aflos en una zona
con altitud mayor de 1500 metros

sobre el nivel del

mar lo que disminuye




considerablemente la posibilidad de exposicion a B. burgdorfer: (7). Se realizd ¢l ensayo
de ELISA por cuadruplicado como estudio de escrutinio teniendo en mente que ¢n sujctos
sospechosos  la pruch

tiene una especificidad de 69 a 79°a con ¢! antigeno celular
completo de B burgdorfer: cepa B31 (21) Cuando se uso la dilucion de suero 1 320
reccomendada  para otros paises (15 ) encontramos que un 17% de los donadores sanos

fueron reactivos a la prucba | por lo que probamos diluciones mayores y encontramos que

una dilucion 1:640 redujo 1a reactividad inespecifica Los sueros positivos 1:320 fueron

negativos en el ensayvo confirmatornio de inmunotransferencia . lo gque confirma  que esta
dilucion daba resultados falsos positivos. Por lo que se utilizo 1a ditlucion 1610, se definio

el valor de corte como ¢l promedio de absorbancia  de los 25 sueros controles mas 3

desviaciones estandar con el fin de in

crementar la especificidad . aunque con el riesgo de

disminuir sensibilidad

Dada la pobre utilidad del

-1SAL ahora se acepta que osta ¢s una prucba de escrutinio v
que fos sucros positinos deben confirmarse con otra prucba (21.23) £l método
confirmatorio que se usa ex el reconocimiento de algunas proteinas en el ensayo de
inmunotransferencia que incrementa la especificidad de la prueba de ELISA en 20 a 30%
mas con lo que se logra un 90 a 98%, de especificidad con el antigeno celular completo de
1a cepa B31 (21).

En un estudio dc pacientes con enfermedad temprana en E.U. se sugirio que el
reconocimicento de 4 6 mas protemas por anticuerpos IgG sin importar su tamaiio era un
criterio de positividad: sin embargo esto originaba resuttados falsos positivos (10).

Dresler ct al. repontd que la enfernmnedad temprana se asocia con el reconocimiento de la
banda de 41 kDa gque corresponde al antigeno flagelar ¥ la presencia de una banda de 22

kDa que correponde a la proteina Osp C . La enfermedad tardia se asocio al
reconocimiento de una banda de 93 kDa que corresponde a una proteina de membrana
externa y Karlson et al. en Suecia en pacientes con meningitis de Lyme definio como
positivo en inmunotransferencia para IgG el reconocimiento de la banda 41 kDa mas una

banda de 18, 21.5 6 23 kDa resultando en una sensibilidad del 78 a 82%0 (16 ).



Zsler et al. en Alemania repono que el r imi

o dc las bandas 21, 30,73 v 93 kDa
para enfermedad tardia tiene una especificidad del 97% | pero una sensibilidad muy baja de
23°% (16 ). Ma ct al. encontro en sujetos americanos sanos reactividad de la banda de 41
kDsa y la banda de 39 kDa en ¢l 11% de sujetos con sifilis (16,23 )

obscrnvo la banda de 39 KDa en la mitad de

Dressler et al
casos con sifilis y  en pacientes con
Enfermedad de Lyme tardia ( artritis. encefalopa

ia 0 polincuropatia) (10 )

Este estudio realizado con sueros colectados en 1988 de poblacion abierta de arcas

rurales y urbanas , el 1?0 de la poblacion mexicana presento anticuerpos 1gG o reactivos
contra 8. burgdorfer: por método de ELISA | Los sueros positivos tueron probados por
inmunotransterencia usando los criterios CDC/ASTPHLD mas las proteinas de 31 v 34
kDa ( 22 ) : esto motivado por estudios donde se obsernva la presencia de variaciones en
las bandas por técnica de inmunotransterencia de acyerdo a las genocespecies v copas de
borrelia (19 ). Criterios rigidos de interpretacion por el CDC falla en estas pequetias
diferencias. Con estos criterios se confirmo la  seropositividad ¢n 0 3

1°a de la poblacion
estudiada

(23). Los casos positivos se localizaron en el Noreste ( estados de Coahuila,
Monterrey ¥y Nuevo Leon), Zona Centro- Ocgidente ( Pucbla. D.F,, Jalisco) ¥ Veracruz,
es interesante seflalar que en estas zonas de Mexico se ha reportado Ia existencia del
vector Ixodes scapularis ¢ 1. pacificus ( 3 )

A semejanza de lo reportado en otras estudios (16.23) mias de 1la mitad de los sueros
positivos con ELISA no son confirmados por inmunotransferencia. Estos resultados
sefalan que en nuestro pais como en otros los resultados de la prucba de ELISA no
pueden considerarse definitivos v se deben confimmar por inmunotransferencia (21) .

La prevalencia de individuos scropositivos por ELISA en la poblacion estudiada (1.1%q)
es baja comparada con la observada en Europa (7,8.9) sin embargo en Estados Unidos
existen resultados similares en poblacion abierta (10.11). En otros paises los ostudios de
seroprevalencia realizados con ELISA reportan. Fahrer et al refiere que en poblacion
rural de Alemania 15.7% de sujctos tenian anticuerpos IgG inmunofluorescentes con
titulos mayores 1:128 ; mientras que el 27%0 de trabajadores forestales y ¢l 46% de nifios

con antecedente de picadura por garrapata fueron positivos a titulos mayores de 1:64 ( 7).




n en riesgo como trabajadores forestales la

En Alemania y Succia estudios en pobla
seroconversion después de 6 meses de seguimiento fué del 8% vs el 4% de un grupo

contré el 1% de pacientes con scrologia positiva en

control (7.8 ). En Inglaterra sc o

Londres v ¢l 7% en  Southampton (9). stados Unidos de Norcamérica la

Zn los

proporcion de sujetos sanos con serolagia positiva en varios estudios vario de 0 a 10%

(10) y en una Comunidaa de fa Costa Este de este pais 4 de 129 sujetos (3.1%a) fueron
seguidos durante ¢! Verano v mostraron un incremento de 4 veces el titulo de anticuerpos
I1gG. 2 de los cuales mostraron nunitfestaciones clinicas de Borreliosis de Lyme (11)

Los resultados obtenidos en este estudio con sueros de todas las entidades del pais
existe en México cuando menos desde 1988

sugieren que la infeccion por 8B burgdorfer:
La OMS

donde se ha demostrado {a presencia del vector ( 3)

¥ pucde ocurrir en zon
indica que paises con mas de 2 casos confirmados de inteccion ¢on cuadro clinico v
estudios de laboratorio cultive y'o inmunotransferencia positivo 6 el aislamiento de Ia
bacteria B. burgdorfer: en el vector deben considerarse como paises endémicos ( 6 ).

De acuerdo a estos criterios la Enfermedad de Lyme puede ser endémica en Meéxico
iniciado la basqueda intencionada de casos clinicos para tratar de establecer en

Hemos
icas que se

definitiva la existencia de la enfermedad vy para
asocian a la infeccion en nuestros pacientes. Por lo ranto
dcbe considerar la probabilidad de Enfermedad de Lyme en casos sospechosos

conocer las caractenisticas ¢

la comunidad médica mexicana
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SEROPREVALENCIA DE IgG PARA B.
burgdorferi POR INMUNOTRANSFERENCIA
EN LA REPUBLICA MEXICANA




TABLA 1

SUEROS DE DONADORES MEXICANOS SANOS CON DENSIDAD OPTICA (D.0.)
SIMILARALAD.O.DE 5 SUEROS NEGATIVOS DE UNA ZONA ENDEMICA.

DIL%%ISSODEL pcglsﬁ'r?ons PORCENTAJE
1:160 24 2T%h
1:320 15 17
1640 8 2
1:1280 3 27




TABLA 2
SUEROS POSITIVOS EN INMUNOTRANSFERENCIA DE IgG PARA B. burgdorferi.

I O e A A s s
66* 62 EN 49 3 Ll » e 3 A @
COAHUILAS3a* X X X
DF.40a. X X X
DF.58a. X X X X
JALISCO 28 a. X X X
TAMAULIPAS B0 a X X X X
TAMAULIPAS 353 X X X X - X
NUEVO LEON 38a X X X X
VERACRU2 23a X X
VERACRUZ 11 a X X X
Sifiis X X X X
Adiibs Reumatoide
Acs Anlifosfolipido
Leptospirosis
L N

* Edad del paciente



	Portada
	Contenido
	Resumen
	Texto
	Bibliografía



