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RESUMEN.

La Borreliosis de Lyme es una enfermedad muitisistémica que afecta musculos,
sistema nervioso, corazon y articulaciones; es endémica en Europa, donde la
prevalencia es del B al 27 %,; también es endémica en Estados Unidos de Norte
America (E.E.U.U.) donde la prevalencia varia entre un 1 y 10%, en Meéxico la
prevalencia nacional es de 0.3% por Western-blot, 1a mayoria de sujetos de este
porcentaje se localizd en la Zona Noreste y Centro del pais; con estos
antecedentes, se hace necesario conocer la prevalencia de infeccion por Burrelia
burgdorferi en la Zona Noreste y Centro del pais, se estudiaron 2,346 sueros de
sujetos de 1a Zona Noreste y Distrito Federal. Utilizando la técnica de ELISA
indirecto para IgG con antigeno compieto de la cepa B31 de Borrefia burgdorfer,
confirmando con el Western-blot y considerando western-blot positivo, al suero
que presentd 5 o mas de las siguientes bandas: 18, 21 (OspC), 28, 30, 39
(BmpA), 41, 45 48, 66 y 93 Kda, se obtuvo una seroprevalencia en el D.F. de
3.43% (25 sujetos) ¥y en la Zona MNoreste del 6% {93 sujetos). Lo gue evidencia,
que existen sujetos que poseen anticuerpos IgG contra Bomelia hurgdorfen con

mas frecuencia y una prevalencia semejante a la reportada en Zonas endémicas
de E.E.U.U, y Europa.



FUNDAMENTACION TEORICA.

AGENTE ETIOLOGICO DE LA ENFERMEDAD DE LYME (Borrelia

burgdorferi)

Las espiroquetas del genero de Borelia, Leptospim y Treponema pertenecen al
phyllum eubacterial de la familia spiroguetacea.

Borralia es la espiroqueta mas larga de la familia spiroquetacea, B. burgdorferi mide de
largo 20 a 30 wm y un grosor de 0.2 a 0.3 pm, tienen 7 a 11 flagelos. Son bacterias
mdoviles, Gram negativas poseen un cilindro protoplasmico que estd cubierto por una
membrana celular, un flagelo y una membrana externa, la cual estd unida débilmente
con las estructuras internas, su membrana extema es Unica por que los genes que la
codifican son plasmidos, lo que podria aventajar a los organismos en cambios
antigénicos en las proteinas de la superficie externa. La membrana externa se mueve al
final del cilindro, en un fenémeno conocido como casquete (“capping”) que puede ser
importante en la adherencia a células "2

Las especies de Borrelia son fastidiosas para crecer, ya gue son bacteras

microaerofilicas, tienen un crecimiento complejo, dptimo a 33°C en un medio liquido
llamado medio Barbour-Stoener-Kelly. Comparada con otras bacterias, Borrelia tiene un
crécimiento muy lento, cada espirogueta se alarga de 12 a 24 horas y se divide en dos
células. B. burmgdorferi pierde patogenicidad en cultivo, usualmente después de 10 a 15
pases.

B. burgdorferi tiene de 31 al 59% de DNA, sus proporciones de guanina y citocina son
de 28 y 30.5% y su porcentaje es homdlogo con otras Borrelias. B. burgdorferi contiene
cerca de 30 proteinas diferentes, pero muy pocas son conocidas. Estas incluyen dos
proteinas, de superficie y una alta carga de proteinas bésicas llamadas proteinas A de
superficie externa (30 a 32 kDa). Los polipéptidos 66 kDa también estan localizados en
la membrana externa’.



La espiroqueta tiene 10 polipéptidos los cuales incluyen las proteinas de superficie
(Osp) las cuales son: la 30 kDa OspA, 32 kDa QOspB, 22 kDa OspC y la de 41 kDa que
es una proteina flagelar que es similar a los antigenos flagelares de otras espiroquetas.
Las proteinas de choque térmico de 58-, 66-, y 74- kDa son homdlogas con las
proteinas de la familia de Escherichia coli de 60 kDa y el 70 kDa DNA. Las funciones de
otros antigenos importantes, incluyen los de 18, 28, 30, 37, 39, 45y 93 kDa ‘

La respuesta inmune especifica en 1a enfermedad de Lyme se desarrolla gradualmente

en un periodo de meses a afics.

VECTOR Y ANIMAL HOSPEDERO.

La borreliosis de Lyme es una zoonosis transmilida por garrapatas y causada por |a
espiroqueta Borrelia_burgdorferi, se ha reportado principalimente en el Hemisferio Norte;
descrita en mas de 40 estados de Norteamérica, en los paises europeos y algunos de

Asia.

En su ciclo biolégico los reservorios principales de B. burgdorfen son roedores gue
pertenecen al género Peromyscus y Apodemus, estos roedores se parasitan por

garrapatas que a su vez transmiten al hombre la espifoqueta, las garrapatas en su
forma inmadura (larva o ninfa) se alimentan principalimente de los roedores
regurgitando durante su alimentacion e inoculando la espiroqueta al roedor,
simultaneamente infectan con la espiroqueta a su progenie; cuando las garrapatas son
adultas se alimentan de grandes mamiferos como el venado {Odocoileus virginianus),
éstos (figura 1) mantienen la infeccidn de Borrefia burgdorferi en la naturaleza por

transmision horizontal de hospederos infectados

Las especies de garrapatas predominantes que transmiten al hombre Borrelia
burgdofern son en Norteamérica: [xodes dammini {I_dammini), Ixodes pacificus e

I scapularis y las eurasidticas [xodes ricinus e |._persulcatus.




FUGURA 1: CICLO BIOLOGICO DE Borrelia burgdorferi2.
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La garrapata se ha encontrado en otros animales salvajes y domésticos, incluyendo
perros, caballos, ganado y aves, éstas UHimas podrian ser responsables de la
diseminacion sobre extensas areas. La enfermedad clinica de Lyme ocurre en animales
domésticos, y se desconoce el desarrollc de la enfermedad en animales salvajes’

En México las garrapatas del género /xodes scapularis e Ixodes pacificus fueron
encontradas en el area Norte del pais en Baja California, en la Zona Noreste (Coahuiila,
Nuevo Le{on y Tamaulipas) y |a costa del golfo de México; los animales susceptibles a
la infeccién por Bormelia burgdorferi incluyen Odocoileus virginianus (venado de cola
blanca) y Peromyscus leucopus (raton de patas blancas), que tambi{en habita en el

Distrito Federal; la zona Noreste y el D. F. propician la presencia de la espiroqueta, su
vector y hospederos debido a su flora, fauna y clima que se describe como sigue:

Coahuila (Saltilo): 7.6% de! Territorio Nacional, 38 municipios y posee 1,557,265
habitantes*Z. el clima de Coahuila en las llanuras del norte es calido extremoso, aunque
menos seco en fa regién de los bolsones por la influencia maritima; en los llanos y los
bolsones, habitan principalmente reptiles como vibora de cascabel, lagartijas etc., aves
como la garza garrapatera, aguilas y palomas de alas blancas; en la sierra destacan el
venado cola blanca y otros mamiferos como el jabali, 0so negro, etc*'.

Nuevo Leén (Monterrey): 3.3% del Temitorio nacional, 51 municipios. Monterrey:;
1,924,434 habitantes*?, el clima en las partes bajas y al occidente de la sierra Madre
Ornental es célido y seco extremoso, en las partes altas es templado, subhumedo con
frecuentes heladas invernales; la fauna en la sierra es principalmente de aves como e
pato real, paloma blanca elc., existen mamiferos como el gato montes y el venado cola
blanca; en la llanura aves como patos de collar y mamiferos como jabalies, coyotes,
zomillos, liebres, etc*!.



Tamaulipas (Cd. Victoria): 4.0% del Territorio nacional, Tampico con 278,933
habitantes; Cd. Madero con 171,097 habitantes*?, el clima hacia el vertiente oriental de
las sierras es templado, subhimedo; en la planicie, seco con lluvias escasas durante
todo el afio, en verano, el calor sobrepasa los 40°C, hacia el sur de la Huasteca, el
clima es calido subhumedo con la influencia de los vientos alisios, Tamaulipas se
encuentra en zonas de influencia de ciciones; en las sierras habitan el venado cola
blanca y otros mamiferos como el gate montes, leoncillo, jaguar etc.; en la llanura y
costa habitan aves como la paloma morada, grulla y comniz, también mamiferos como &l
puma, et gato montes zorrille espalda blanca, comadreja etc'.

Distrito Federal 0,1% del Temitorio Nacional, 16 delegaciones politicas, 8,831,079
habitantes*?, el clima es templado subhimedo, existen masas de aire humedo en
verano y parte del otoiio, debido a la influencia de los ciclones tropicales; posee areas
naturales protegidas como el Tepeyac, cemo de la Estrella, Fuentes Brotantes de
Tlalpan, El Tepeyac, Cumbres del Ajusco, Lomas de Padierna, Desierto de los Leones
(se ha encontrado el ratén de patas blancas), Miguel Hidalgo y Xochimilco.

EPIDEMIOLOGIA,

En Europa la enfermedad tiene una amplia distribucién y consistente por ejemplo en
Suecia se ha encontrado que sus trabajadores forestales y colocadores de palos de golf
existe evidencia serologia de infeccion asintomatica en 8.1%%, y en la pablacién abierta
de inglaterra (Londres y Southampton) del 1 ai 7 %2 . €n E.E.U.U. la Bomeliosis de
Lyme (LB) ha sido confinada a tres areas enzodticas (Costa Noreste, medio Qeste y
California)®, donde la prevalencia varioc de 0 a 10%; en zonas enzolticas existe un
riesgo elevado en trabajadores de la construccion®; los casos se han incrementado y la

5 333 5 otros estados, como lo es Texas en donde se han

infeccidén se ha diseminado
reportado 77 casos entre 1995 y 1997*, en Sinaloa en 1989 se reportaron 20 pacientes
con eritema crénico migratorio asociado a artritis; logrdndose en un caso observar la
espiroqueta en biopsia de piel, tres casos con serologia positiva por el método de

ELISA y en los 17 casos restantes la serologia fue negativa, sin embargo hubo mejaria



clinica posterior al tratamiento (nico o combinado con tetraciclina y penicilina®, en 1994
en la ciudad de Monterrey, Nuevo Ledn se reportaron 2 casos diagnosticados por medio
de la determinacion de IgG e IgM para 8, burgdorferi por el método de ELISAZ, en la
Zona Noreste se reportaron 3.5 casos con una presentacidn clinica sugestiva de
Borreliosis de Lyme fueron reportados a principios de los 90°S y tres fueron positivos
para anticuerpos anti-Borretia burgdorferi por un ELISA, en una Encuesta Serologica
Nacional, se reportd una seroprevalencia del 03% por Westen-blot.”

La Borrelsiosis de Lyme afecta al hombre en cualquier edad, sin embargo en un estudio
en Suecia se reportd un indice mayor en los grupos de 5 a 9 afios y de 60 a 74 afios de
edad?®.

MANIFESTACIONES CLINICAS Y PATOGENESIS.

La enfermedad frecuentemente comienza con una infeccion localizada en cualquier
parte de la piel, Entema migrans, sequido de dias 0 semanas de diseminacion de la
espiroqueta 2 muchos oérganos particdlarmente a otros sitios de la piel, sistema
nenvioso, o articulaciones, después de algunos meses o afos de infeccién latente, los
pacientes pueden desarrollar artritis persistente, complicaciones neurolégicas cronicas

6 acrodermatitis cronica atréfica®.

Las manifestaciones clinicas se dividen en 3 estadios:

La sintomatologia en cada uno de los tres estadios es la siguiente®™:



Etapa | de la enfermedad:

Lesiones cutaneas (eritema cronico migratorio).
Cefalea

Fatiga

Fiebre

Claudicacién

Edema de las extremidades

Anorexia

Letargia

Etapa Il de la enfermedad:

Anormalidades cardiacas y neurolgicas
Parailisis facial unilateral o bilateral
Corea

Radiculoneuropatias

Cambios en la conducta

Tanstornos renales

Etapa lll de la enfermedad:

Artritis cronica

Paralis

Sindromes dermatologicos cronicos
Lindadenosis benigna cutis,
Acrodermatitis atrofica,

Morfea.




Los primeros dos estadios representan la fase temprana de la enfermedad que ocure
en pocas semanas o meses después de la infeccidn con B._burgdofen; El Eritema
migrans es el signo inicial que se manifiesta como una lesidn circular papular
eritematosa con diseminacién centrifuga que puede desarrollarse en tres dias a 16
semanas (promedio |.5 semanas después de la picadura de garrapata) y se resuelve

espontaneamente en pocas semanas a meses.

Existe afectacion de varios drganos o sistemas, probablemente por diseminacitn

hematdgena que se presenta como:

Manifestaciones cardiacas cominmente transitorias como alteraciones del ritmo,

blogueo atrioventricular de varios grados, miopericarditis y falla cardiaca.
Manifestaciones __neurclégicas como:  Meningorradiculoneuritis  (sindrome  de

Bannwarth), neuritis craneal, de plexos, mononeuritis multiple, y raramente encefalitis,

mielitis 6 vasculitis cerebral.

Manifestaciones en la piel como el linfocitoma borrelial que se caracteriza por un tumor

rojo en el lobulo de la oreja con proliferacion linforreticular.

Manifestaciones _en musculos _ (miositis) y _ articulaciones  (Artritis] pueden

ocasionalmente observarse en los primeros meses de la enfermedad, asi como

linfadenopatia regional y generalizada.

Otras manifestaciones: oculares (conjuntivitis, inidociclitis, coroiditis, neuropatia 6ptica

con papilemdema, panoftalmitis), en raras ocaciones se presenta hepatomegalia,

hepatitis y edema testicular.

En ia etapa tardia cronica la involucracion de érganos puede ocurrir en meses (6-12) o
afios después de la infeccion cerca el 60% de pacientes no tratados con Eryterna

migrans se vuelve cronico y progresivo.

Las manifestaciones clinicas de la etapa cronica se presentan: Artritis monoariicular y
oligoarticular con ataques intermitentes que afectan grandes articulaciones,
especialmente rodilla observandose que declina en 10 a 20% de los casos por afio; la
acrodermatitis cronica atrofica afecta principalmente las superficies extensoras de las

extremidades '



DIAGNOSTICO.

El diagndstico por cultive de B. burgdoferi con liguidos corporales (sangre, liquido
cefalorraquideo, articular o pericardico) es dificil en los medios utilizados lograndose
muy bajo crecimiento?, por esta razén la espiroqueta es identificada en especimenes de
biopsia por tincion de plata y técnica inmunohistoquimica; éstas son dificiles de
interpretar por el bajo nimero de espiroquetas observadas; los analisis de laboratorio
clinico no son suficientes para proporcionar un diagnostico cerlero, aunque Ios
hallazgos de laboratorio mas importantes son: biometria hematica con cuenta de
leucocitos de 12,560 por mm®, neutrofitia de 78%, sedimentacion globular elevada;
transaminasas oxalacética de 65 U/L y la glutdmico pinivica de 80 U/L., el examen
general de orina y el resto del perfil bioquimico fue dentro de los limites normales. Las
inmunoglobulinas IgG, IgM e IgA, se encontraron dentro de limites normales?; por esta
razdn los estudios serologicos mas usados para el diagndstico de infeccién por B
burgdorferi incluye inmunoensayo enzimético (ELISA), la inmunofluorescencia (IFA) v
Western-blot, como 1o establece el CDC en el sequimiento para la Borreliosis de Lyme,
se basan en una prueba serologica presuntiva (ELISA 6 IFA) y una confimatoria
{Western-blot), usando los criterios propuestos por Dressler et al, actuaimente
reconocidos por el CDC para la interpretacion del Western-blot 19G: un blot de IgG es
considerado positivo si cinco de las siguientes bandas estan presentes: 18,
21(0spC),28,30, 39(BmpA) y 41 (Fla), 45, 58(no GroEL), 66 Y 93 KDa®, con los
criterios del EUCALB un blot es considerado positivo si dos de las 12 bandas anteriores
esta presente incluyedo la 60 y 31 Kda; para validar esta técnica se pueden usar
anticuerpos ser desarvollados biotecnolégicamente”. Los resullados se reportan de la
siguiente forma: un ELISA o un IFA cuyo resultado sea positivo o dudoso seguido de
un Western-blot negative, el resultado debera ser reportado como negativo; un
resuttado de un ELISA o un IFA positivo seguido de un Westem-blot positivo debera ser
reportado como positive, ademas de acompafiar todos los reportes de resultados con

una explicacion y /o interpretacién®.

11



El serodiagnostico con cada uno de estos métodos se complica por cuatro factores
principales:

* Su interpretacion es complicada por la reactividad cruzada con otras espiroquetas
con las técnicas de IFA y ELISA como Treponema pallidum . T. denticola T.

Phagedenis y Borrieia sp. (B. hermsii y B._recurrentis), asi también en enfermedades

autoinmunes, mononucleosis infecciosa y fiebre de las montafias rocosas.
» La variabilidad de la respuesta inmune en diferentes pacientes.
* El efecto del tratamiento antibidtico temprano puede abortar una respuesta inmune y
dar resulfados falsos negativos.
» La presencia de diferentes genoespecies y cepas de B. burgdorferi, a nivel mundial
en la interpretacion de los estudios de inmunotransferencia de proteinas.
Para nuestra finalidad se utiliza el ELISA como técnica de escrutinio, en el ELISA
realizado con antigenc celular completo reporta una sensibilidad del 92 a 93 %, con una
especificidad menor de 71 a 82 %, la precision del estudic disminuye cuando el
paciente es sospechoso © no es caso clinico hasta 79 a 69 % respectivamente, sin
embargo se incrementa a 92 % en pacientes con enfermedad®. En estadio 1, localizado
menos de la mitad de los pacientes tienen anticuerpos especificos detectables,
predominantemente IgM en 70-90% con cambio de IgM a 1gG°®. Por lo tanto si la
borreliosis de Lyme temprana se sospecha clinicamente aun con titulos de anticuerpos
negativos. las pruebas seroldgicas pueden ser repetidas aproximadamente dos a cuatro

semanas mas tarde'".

En la enfermedad cronica los titulos de anticuerpos IgG son usualmente elevados y
podrian durar asi por varios afios, aun cuando el fratamiento es atil. Raramente los
pacientes con enfermedad cronica son persistemlemente seronegativos, mostrando solo

una respuesta mediada por célulag T*% 101112 14.18.21

El Western-blot es usado como técnica confirmatoria, por 1o general se realiza cuando
principia la infeccion en las primeras 4 semanas. Este analisis deberia ser efectuado
por ambos procedimientos con IgM e lgG, mas por situaciones cronologicas y de
economia no se realizan; cuando la mayoria de los pacientes seroconverien dentro de
un periodo de cuatro semanas, en el caso de que un paciente con enfermedad de Lyme



sospechosa tenga serologia negativa, la evidencia serolégica de la infeccion se puede
obtener probando agudamente en pargja, testigos y muestras en fase convaleciente; en
la enfermedad de Lyme tardia, el anticuerpo de respuesta predominante es usualmente
la 19G, cuando se elevan los anticuerpos en un paciente con enfermedad de Lyme
activa que solo tenga una respuesta de IgM para B. burgdorfer, después de un mes de
infeccion es extrana. Un resultado positivo de IgM no es recomendado para la
determinacion en personas con enfermedad de Lyme activa con més de un mes de
duracidn, puesto que ios falsos positivos son frecuentes para estos individuos®.

TRATAMIENTO Y PROFILAXIS.

El antibidtico de eleccién y dosis del tratamiento causa controversia, especialmente
para la Borreliosis de Lyme, las tetraciclinas son la droga de eleccion en el tratamiento
relacionado con fiebre, aungue la destruccidén brusca del microorganismo puede
provocar reacciones desfavorables al organismo humano, obtieniendo buenos
resultados con 0.5 g de tetraciclina oral cada 6 horas por 4 6 5 dias con una dosis de
100 mg de dicloxacilina®.

La prevencion incluye evitar las areas infestadas con garrapatas, en caso de habilar
una zona endémica se recomienda usar ropa de colores vivos, llevar botas gastadas,
cerradas y pegadas al pantalon, usar repelentes para insectos, inspeccionar a los nifios,

especialmente el cuero cabelludo*®.



ELISA INDIRECTO FUNDAMENTO TEQRICO.

Los analisis inmuncenzimaticos son de dos tipos principales: homogéneos y
heterogéneos; los andlisis inmunoenzimaticos heterogéneos son generalmente
conocidos como inmunoensayo enzimatico (ELISA), existen ELISA’s de diferentes tipos
de acuerdo al tipo de analisis que se requiera, como el ELISA directo, indirecto,
competitivo, tipo "sandwich”, de inhibicion etc., para IgG e IgM; en este trabajo se utiliza
el método indirecto, gue es ampliamente utilizado para la determinacion de anticuerpo,
ya que se necesitan solo unos pocos conjugados (ej. antiglobulinas humanas marcadas
con enzimas) para analizar anticuerpo de una variedad de enfermedades'®, La técnica
se explica en ka figura 2", este ensayo se basa en que el antigeno o anticuerpo se
adsorba fisicamente & un soporte de fase sdlida (como el pofiestireno y los
policarbonatos), para gue posteriormente se les haga reaccionar inmunoldgicamente
con su anticuerpo o antigeno respectivo y dependen de que los anticuerpos o el
antigeno se puedan fijar a una enzima, sin que este complejo pierda la actividad
inmunoiégica con la enzimitica (las enzimas méas frecuentemente usadas son la
fosfatasa v la peroxidasa de rabano picante) para después revelar esta reaccidén con un
sustralo y un cromogeno que deben ser inicialmente y fuertemente coloreados tras la
oxidacion. Los cromégenos mas eficaces para la fosfatasa alcalina es e p-

nitrofenilfosfato, y para la peroxidasa, la o-fenilendiamina'®.



Figura 2. esquematizacion de la técnica del ELISA Indirecto!”.
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Este esquema ilustra la técnica de ELISA indirecto {fig. 2} el antigeno soluble se fija
por adsorcién fisica a la superficie sélida, para reducir el enface no especifice de 19G
a la fase sdlida se puede agregar una proteina irrelevante (gelatina, albumina, etc.)
con el fin de bloguear cualquier sitio libre con el plastico, posteriormente se fija un
anticuerpo por reaccion inmunologica, haciendo que esta reaccion sea ficilmente
medible agregando un anti - lg marcado con una enzima, un sustrato y un cromogeno
especifico para esta enzima cbservando una reaccion colorida, que se determina

visualmente 0 en un espectofotémetro.
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WESTERN BLOT FUNDAMENTO TEORICO.

El Westem blot se fundamenta en tres técnicas: la electroforesis, transferencia 6
electroforesis transversa y ELISA. En la electroforesis el antigeno desnaturalizado
migra hacia una posicién hipotética, de acuerdo a su carga idnica de naturaleza
proteica; con ayuda de un detergente catidnico, luego de separar a los antigenos de
una mezcla compleja por medio de una electroforesis en fase sélida con el gel de
poliacrilamida, puede pasarse por electroforesis transversa (transferencia) a laminas de
nitrocelulosa donde se ligan sin especificidad y pueden ser identificadas por coloracién
con anticuerpos adecuados marcados (ELISA). Es obvio que tales procedimientes no
podran realizarse con antigenos desnaturalizados en forma irmeversible y es preferible

utilizar antisueros policlonales para fa acumulacion (blotting)."” (Ver figura 3).



FIGURA 3: CARACTERIZACION DE ANTIGENOS POR WERTEN BLOT.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

California es una zona endémica de Borreliosis de Lyme en Estados Unidos?, este

estado comparte zonas climaticas, de altitud, flora y fauna con México, en Texas se han
reportado casos de Borreliosis de Lyme entre 1995 y1997*°, Texas colinda con la Zona
Noreste de México en donde se ha encontrado la presencia de la garrapata [xodes y
sus hospederos como venados cola blanca, ratones de patas blancas y aves
migratorias®®, con esta informacion y la presencia de casos sugestivos de Borreliosis de
Lyme se realiz6 una encuesta seroepidemiolégica nacional de borreliosis de Lyme con
sueros obtenidos en 1988 y se encontré una prevalencia ﬁacional del 0.3%, en donde 1a
mayoria de estos sujetos se localizaron en la Zona Noreste y la Zona Centro de México.
Asi, con la localizacion de zonas endémicas en México se podria conocer mas a cerca
de la Borreliosis de Lyme en México, ofreciendo a futuro un diagndstico diferencial
oportuno para evitar las fases crénicas de la enfermedad que son irreversibles. Por lo
anteriormente expuesto nos planteamos la siguiente pregunta;

¢ Cudl serd la seroprevalencia de anticuerpos 1gG contra B. burgdorferi én una muestra
de sujetos de! D.F. y la Zona Noreste de México?.

OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL.
Determinar la seroprevalencia de anticuerpos inmunoglobulina G (IgG) contra Bormrelia
burgdoferi en la Zona Noreste de México y el Distrito Federal.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

+ Conocer la seroprevalencia de IgG contra Borrelia burgdofen en las entidades de

la Zona Nereste de México.

« Conocer la seroprevalencia de IgG contra Borrelia_burgdoferi en el Distrito
Federal

e Comparar la seroprevalencia de IgG versus B. burgdorferi enire la Zona Noreste

y el Distrito Federal.



HIPOTESIS DE TRABAJO.

Debido a la existencia de hospederos y vector de Borrelia burgdorferi ya documentada

en la Zona Noreste, la seroprevalencia de anticuerpos imnunoglobulina G (IgG) contra
Borrelia burgdorferi en la Zona Noreste sera mayor que en el Distrito Federal.

MATERIAL Y METODOS.

POBLACION DE ESTUDIO.

Para la encuesta se utilizé una muestra del D.F. y la Zona Noreste de México,
distribuidos de Iz siguiente forma:

Nuevo Ledn (Monterrey): 1199 sueros.

Tamaulipas {Tampico y Cd. Madero): 303 sueros.

Coahuila (San Juan de Sabinas): 116 sueros.

Distrito Federal (Delegacién Gustave a. Madero):728 sueros

El Banco Nacional de Sueros del INDRE proporciond 2346 sueros de sujetos para este
proyecto. Esta muestra incluyé individuos de los dos sexos de 1 a 90 afios de todos los
niveles socioecondmicos y se seleccionaron al azar, sin puntualizar en otro tipo de

datos (ocupacion, mascotas, tipo de habitacién, etc.).

CRITERIOS DE INCLUSION.

Se incluyeron los 2346 sueros de sujetos de los dos sexos, de 1 — 90 afios y de todos
los niveles socicecondmicos, que se proporcionaron por el Banco Nacional de Sueros
de la Zona Noreste y el Distrito Federal



CRITERIOS DE EXCLUSION

Se excluyen del estudic a todos los sueros de sujetos que no pertenezcan a las
poblaciones siguientes: Nuevo Ledén (Monterrey), Tamautipas (Ciudad Madero y
Tampico}, Coshuila (San Juan de las Sabinas) y Distrito Federal (Del. Gustavo A.
Madero).

CRITERIOS DE ELIMINACION.

Se eliminaron de este estudio a los sueros de sujetos que presentaron contaminacioén o

que se concentraron por causa del almacenaje.

VARIABLES.

Variables dependientes.

La medicion de anticuerpos inmunoglobulina G (IgG)} contra Borrelia burqdoferi por la
técnica de ELISA y Western blot.

Variables independientes.

La probable infeccion por Borrelia burdorferi, en sujetos del Distrito Federal y la Zona

Noreste de México.
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Material.

Pipetas graduadas (PYREZ y KIMAX) de 5y 10 mL.
Tubos de plastico (LABCOM) de 15 y 50 mL.

Tubos Ependorf (LABCOM)de 1y 2 mL.

Gradilla para tubos Ependorf.

Reservorios (LABSYSTEMS).

Placas microtituladoras para ELISA (LABSYSTEMS).
Placas de dilucion para ELISA {(LABSYSTEMS).
Micropipetas semiautimaticas de 1-10, 50-200 y 100-1000uL {GILSON).
Micropipeta multicanal de 20-200 uL (LABSYSTEMS).
Vasos de precipitado (PYREX) de 50 mL.

Propipeta eléctrica.

Barfio Maria.

Membranas de nitrocelulosa (BIOMETRA).

Charolas para incubacion (BIOMETRA).

Pinzas de diseccion sin diente.

Reactivos.

Las siguientes soluciones se prepararon como se describe en ef Anexo 1.

PBS 10X, 1X pH 7.4.
PBS 1X con timerosal.

Leche descremada {(SVELTY).

Antigeno de células completas de la cepa B31de Borrelia burgdorfen.

Sueros de sujetos ya especificados.

Conjugado anti-lgG de cabra- fosfatasa alcalina (Southermn Biotech,Birmingham,
usa).

Solucion de dietanolamina(SIGMA) pH 9.8.
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+ Sustrato: p-nitrofenilfosfato disédico labletas Smgftableta (SIGMA CHEMICAL CO.
St. Louis, USA ).

Las siguientes soluciones se prepararon como se describe en el Anexo 2,

» Antigenc de células completas de la cepa B31 de B. burgdorferi.
* Amortiguador de tratamiento.

* Solucién para gel de separacién.

+ Solucion para gel concentrador.

+ Amortiguador de cAmara.

+ Amortiguador de transferencia.

+« Amortiguador TBST.

» Amortiguador de carbonatos pH 9.4

» Leche descremada al 5%.

* Sueros ELISA positivo.

+ Conjugado utilizado en el ELISA.

+ Solucion de NBT-BCIP (BCIP/NBT Life tecnologies Gaithersburg USA).

EQUIPO.

» Propipeta eléctrica.
e Bario Maria.

s Cuarto caliente de 36 a 38 °C.
« Lector de ELISA (iEMS analyzer, Labsystems, Helsinki, Finland).

« Porta geles™.

+ Cristales®.

+ Separadores y peine ciego de 0.7 mm™.
+ Camara de electroforesis”.

e Céamara de transferencia”.

» Aparato muitipruebas®.
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* Bio- Rad, Hercules, Ca, Usa.
¢ Kit MarDx Diagnostics, Inc. Carlbad, CA.

METODOS.

INMUNOENSAYO ENZIMATICO (ELISA).

1) En la noche previa a la prueba los pozos de las placas microtituladoras se
sensibilizaren con & pg de antigeno por pozo del extracto sonicado de células
completas de B. burgdorferi (cepa B31) en amortiguador de fosfalos pH 7.4. 2 37°C.

2) Anadir 200 ulL de bloqueador sin tirar el antigeno a toda la placa (leche descremada
al 5% en PBS pH 7.4).

3) Incubar a 37°C cubierta por espacio de 1 hora 15 minutos.

4) Lavar tres veces con 0.05% Tween 20 en PBS 1X.

5) Afadir 60 uL de suero diluido a los pozos (la dilucidn sera 1:640 en PBS pH 7.4).
6) Incubar a 37°C cubierto por una hora.

7) Lavar cinco veces con PBS-T 1X.

8) Anadir 60 pl de antisuero IgG de cabra conjugado con fosfatasa alcalina (dilucion

1:1000 en leche descremada al 5%).
9) Incubar a 37°C cubierto por una hora,
10)Lavar cinco veces con PBS-T 1X.
11)Afadir 60 ul. de p-nitro-fenil-fosfato diluido en dietanolamina pH 9.8.
12)Incubar 1 hora, cubierto a temperatura ambiente.

13)Leer las absorbancias en el lector de ELISA Labsystem. a 405 nm. o
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WESTERN BLOT. (WB).

Técnica para el Western blot SDS-PAGE.

1. Se someti6 a electroforesis 200 uL de antigeno celular completo de la cepa B31 de
B.burgdorferi en un gel de poliacritamida SDS-12.5% a 20°C y 175 V.

2. Las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa a 100V y 25°C por
45 min.

3. La membrana se bloqueo con 5% de leche descremada en TBST por una hora a
25°C.

4. Se lavaron cinco veces por cinco minutos con TBST y se monté en un aparato
multiprueba.

5. Se adiciond la muestra a prabar diluida 1:50 e incubar a 25°C por dos horas.

6. Se lavd cinco veces la membrana por cinco minutos con TBST.

7. Incubar con el cenjugado (el mismo que se utilizd en el ELISA) diluido 1:500 a 25°C
por 1 hora.

8. La reacciéon se desarrollé con NBT-BCIP {nitro azul de tetrazolio-5-bromo-4-cloro-3-
indofosfato toluidina), diluido en amortiguador de carbonatos pH 9.4.

9. Aparte de los sueros problema se incubd la mezcla de sueros de pacientes
infectados con B. burgdorferi y una mezcla de sueros no infectada (igual a la de
ELISA) como controles. También, se incubaron para control de reaccién cruzada
sueros de pacientes con lupus eritematoso sistémico, sifilis, artritis reumnatoide, o
anticuerpos antifosfolipidos.

10.Una muestra sera considerada como positivo para lgG versus B. burgdorferi si
posee dos de las siguientes bandas de proteinas: 18, 23(OspC), 28, 29, 30, 31, 34,
39(BmpA), 41(fia), 45, 58, 60, 66, 93 KDa.

Se probaron con WB comercial (Kit MaxDx, Diagnostics, Carisbad CA.).30 sueros

positivos por ELISA (Ver Anexo 4).
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METODO PARA WESTERN BLOT CON EL KIT MarDx Diagnostics, inc.
Carlsbad, CA.

PROCEDIMIENTO.

1.

Se remueven cuidadosamente el niumero requerido de tiras Marblot B. burgdorferi
del vial de tiras con unas pinzas sin punta, NO TOCAR LAS TIRAS CON LAS
MANQOS. Se ponen las tiras en los canales de una bandeja de incubacion una tira
por cada canal, con los nimeros hacia arriba. Usando las tiras en orden numérico
consecutivo.

Para cada control y muestras a probar, se flenaron los canales respectivos con 2.0
mL de Solucion de Lavado/Diluyente de Muestra. Se afiadio la muestra diluyents,
lenta y directamente al espacio entre la tira numerada y &l canal. Observando si la
tira esta completamente sumergida y no flotando arriba del amorliguador.

Se incubd la tira para que se remoje por un minimo de 5 minutos en una plataforma
de agitacidn apropiada.

Se quitd 1a charola de incubacion de la plataforma de agitacion.

Se afiadieron 80 pl de Suero Localizador de Bandas 1gG al canal 1.

Se afadieron 20 uL de Control Reactivo Débil al Canal 2 y 20ulL del control negativo
al canal 3 en e! espacio que hay arriba de la tira.

Se agregaron 20 ul de cada muestra al canal apropiadamente marcado, como en
el paso 6.

Se colocd la charota de incubacion de las tiras de WB en la plataforma de agitacion
por 30 minutos.

Después de la agitacion, se decantaron los especimenes diluidos cuidadosamente
de la charola de incubacion. Tratando el fluido decantado como residucs

infecciosos.
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10. Se afiadieron 2.0 mL de la Solucién de Lavado/Diluyente de Muestras a cada canal
de la charola de incubacion que contenia las tiras y se incubaron por cinco minutos
con agitacion. 7

11. Se decantd completamente la Solucién de Lavado/Diluyente de Muestra. Se repitio
este proceso (pasos del 10 al 11) dos veces mas.

12. Se pipetearon 2.0 mL del Conjugado de Fosfatasa Alcalina I9G dentro de cada
canal de la charola de incubacién que contenia las tiras.

13. Se incubd en la plataforma de incubacién por 15 minutos.,

14. Se quitaron la charola de incubacion y se decanto el conjugado.

15. Se agregaron 2.0 mlL de Solucidon de Lavado/Diluyente de Muestra a cada canal
gue contenia tas tiras, y se incubaron por 5 minutos.

16. Se decanté completamente la Solucion de Lavado/Diluyente de Muestra y se repitié
este proceso (pasos 14 y 15) dos veces mas.

17. Se afadieron 2.0 mL de agua desionizada o destilada a cada canal de la charola de
incubacién agitando por un minute.

18. Se decantd completamente el agua destilada de la charola de incubacién.

19. Se afiadid 2.0 mL de la solucién desarrolladora de color a cada canal de ta charola
de incubacion.

20.Se quitd 1a charola de incubacion de la plataforma de agitacién después de la
incubacion y se decantd el sustrato.

21. Se afadieron 2.0 mL de agua destilada a cada canal de la charola de agitacion.
Agitando la charola con las tiras 3 ¢ 4 veces. Repita este paso 2 veces mas,

22. Se removieron las tiras de los canales usando pinzas sin punta. Después se
pasaron las tiras a un papel secante y permitiendo secar al aire para interpretar los

resultados.
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DISENO ESTADISTICO.

TIPO DE ESTUDIO.

1. De acuerdo a la época en que se capla la informacion: Retrospectivo.

2. SegUn el namero de poblaciones estudiadas: Descriptivo.

3. Por la evolucitn del fenémeno o nimero de veces que se mide la variable de
respuesta en unidad experimental: Transversal.

4. Control del investigador sobre |a variable de respuesta; Observacional,

Estadisticas.

La prevalencia se expresé como porcentasje de muestras positivas con respecto sl
numero de muestras estudiadas; con un intervalo de confianza del 95% y mediana.

Se dtilizaron medidas de tendencia central, promedic y desviacion estandar (para
estandanza el ELISA).
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RESULTADOS.

Se estudiaron 2,346 sueros de sujetos, 1,618 de la zona Noreste y 728 del D. F.,
297 sueros de ambas zonas fueron positivos por ELISA 1a mediana de edad de los
sujetos positivos fue de 34 afios y el intervalo intercuartilico 25 a 75 de (18.5 -
425 ainos). En el estado de Coahuila la mediana de edad fue de 13.5 afios con un
intervalo intercuartilico (7 — 25 afos).

La relacién hombre-mujer (H:M) fue 1.6:1. En los estados de Tamaulipas y
Coahuila la relacion H:M fue 1:2.

Para estandarizar el ELISA, se consideraron la media de los valores de
absorbancia mas tres desviaciones estandar (SD) de valores de absorbancia {AV)
de 42 mexicanos no infectados con B. burgdorferi, para definir el valor de corte, se
construyd una regresién lineal indicando el punto de corte contra el AV de una

mezcla de sueros positivos, incluyendo cinco sueros de pacientes infectados de
una zona endeémica.

Durante todas las pruebas la mezcla de positivos se incluyd por cuadruplicado en
todas las microplacas y los cuatro valores de absorbancia se incluyeron en la
regresion lineal para calcular el umbral de cada placa (grafica 1 A). El resultado
de cada muestra de suero se expresd en Unidades ELISA (U.E.). Cada muestra
de suero fue probada por duplicado y las muestras positivas por cuadruplicado,
posteriormente se obtuvieron sus titulos y se les realizé un Western-blot SDS-
PAGE.
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GRAFICA 1: CURVA PARA LA ESTANDARIZACION DEL ELISA
INDIRECTO CON lgG CONTRA Borrelia burgdorferi.

-
*

DENSIDAD OPTICA
D000 0O000O0O
Moo vyo ©

QO =
:
4
.
~
,.
=
.

15 30 45 6 75 90 105 1
TEMPO DE PRUEEA (min),

La grafica 1 muestra comparativamente la absorbancia de controles
positivos contra la absorbancia de los controles negativos mis tres
desviaciones estandar el umbral de la prueba es a 0.400 nm en 120

minutos.
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GRAFICA 1A: CURVA DE ESTANDARIZACION PARA ELISA.
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GRAFICA 1A: En estas curvas se presentan las regresiones
lineales de las densidades Gpticas de los controles positivos
contra las densidades 6pticas de los controles negativos +3DS
de cinco dias distintos. Obteniendo una correlacién
intraobservador de 0.9983.
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La prevalencia por ELISA de sujetos seropositivos por 19G vs Borrelia burgdorferi
en el Distrito Federal fue de 7.28% (53/728) y en la Zona Noreste de 15.0%
(244/1618) (Tabla 1). La seroprevalencia por estado en la Zona Noreste fue la
siguiente: En Nuevo Ledn se presentd un 11.7% (141 sujetos), Tamaulipas 29 %
(88 sujetos) y en Coahuila 12% (15 sujetos). Se nealizaron titulaciones 1:640 a
1:10240, el 76% de los sueros posilivos de la Zona Noreste tuvieron titulos
mayores de 1:10240, en contraste con los del D.F. en donde el 832% tuvieron
titulos 1:640 (Tabla 1).

TABLA 1 SUEROS ELISA POSITIVOS Y SUS TITULOS.

ELISA TITULDO MAXIMO.

ENTIDAD. (+) j

1:640  1:1280 1:2560 1:5120  1:10240
Distrito Federal. 53 11 14 13 6 8
n=728
Nuevo Ledn. 141 19 29 30 18 45
n=1199
Tamaulipas. 88 7 3 10 14 54
n=303
Coahuila. 15 0 0 1 0 14
n=118
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Los sueros positivos por ELISA se probaron con Western-blot (WB) y un equipo
comercial MarDx (Fig. 4 y 5 ), siendo positives por ambos métodos para
anticuerpos 1gG contra 8. Burgdorfen en el Distrito Federal (3.43%) y en la Zona
Noreste 97 sujetos (8.0%). Con una prevalencia por estado: Nuevo Ledn con
391% (47 sujetos), Tamaulipas 14% (43 sujetos) y en Coahuila 6% (7 sujetos).
(Tabla 2).

TABLA 2: PREVALENCIA CONFIRMADA POR INMUNOTRANSFERENCIA EN

LA ZONA NORESTEY EL D.F.

ENTIDAD DISTRITO NUEVO LEON  TAMAULIPAS COAHUILA,
FEDERAL

n. 728 1199 303 116
ELISA (+) 53 (7.28%) 141 (11.75%) 88 (29.04%) 15 (12.9%)

W B (+) 25 (3.43%) 47 (3.91%) 43(14.19%) 7 (6.03%)

Se seleccionaron al azar 30 sueros ELISA positivos lo que representd el 10% del
total de los sueros positivos y se probaron por el método de Western-blot con un
equipe comercial (MarDX Diagnostics) validado por el CDC se distribuyeron de la
siguiente forma 10 en el Distrito Federal y 20 en la Zona Noreste (Tabla 3).
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FIGURA 4: SUEROS POSITIVOS POR EL METODO DE
SDS-PAGE.
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FIGURA 4. Membrana de nitrocelulosa revelada per el método SDS-PAGE, Esta membrana muestra el
marcador de pesos molecularas en Kda (M); un control positivo [C(+)] para b. burgdorferi cepa B31; un control
negativo [C(-)}; en el pozo 1 suero control de sifilis; pozo 2! suero control leptospirosis; pozo 3: suero control de
Ab anti-fosfolipidos; pozo 4. suero control Les, Del pozo 5 - 14 sueros problema del estado de Monterrey,
observese ¢l suero 8 y el suero 13 son multibandeados y se correlacionan con control positivo.
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FIGURA 5: WESTERN BLOT COMERCIAL.
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FIGURA 5: Membranas de nitrocelulosa revetadas por el método comercial Kit MarDx: Esta figura
muestra: Tiras de nutrocelulosa: (1) es una plantilla de peso molecular (con los sig. pesos
moleculares en forma descendente:93,66,60,58,45,41,39,37,34,31,30,28,23,21 y 18 KDa), en Kda; 2: un
suero control positivo; 3: un suero débil positivo; 4 - 10 ;: Sueros problema de diferentes entidades.
Obsérvese en estas membranas gue los sueros 5, 6 y 9 son positivos para Borreliosis de Lyme con
los criterios del CDC; Empleando los criterios de la EUCALB los sueros 4 a 7 son positivos y el

suero 8y 10 es negativo.



TABLA 3. SUJETOS POSITIVOS POR WESTERN BLOT MAR DX.

ENTIDAD ) TITULOS ELISA WESTERN BLOT
1:640 1:1280 1:2560 1:5120 1:10240 CDC/EUCALB

DISTRITO

FEDERAL 3 0 1 2 5 6/10

N=10

NUEVQ LEON 0 2 2 1 6 5111

N=11

TAMAULUIPAS 3 0 0 1 3 37

N=7 '

COAHUILA 0 1 0 0 1 212

N=2

Las bandas mas frecuentes fueron las de las proteinas de 30, 39 (BmpA), 41 (fla),
45 y 58 Kda en mas del 78% de los sujetos. En el 22 % de los sujetos positivos se
observaron las bandas 18, 23 (OspC) que son proteinas de respuesta temprana.
En el Distrito Federal y el estado de Coahuila no se presentaron sujetos con las
bandas de 23 (OspC) y 93 Kda {Graficas 1 a 4).

GRAFICA 4. PORCENTAJE DE BANDAS ENCONTRADO EN EL
DISTRITO FEDERAL.

Porcentage de bandas en el D.F.
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GRAFICA 5: PORCENTAJE DE BANDAS ENCONTRADO EN EL
ESTADO DE NUEVO LEON.
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GRAFICA 6: PORCENTAJE DE BANDAS ENCONTRADAS EN EL
ESTADO DE TAMAULIPAS.

Porcentage de bandas Tamaulipas.
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GRAFICA_7: PORCENTAJE DE BANDAS ENCONTRADO EN EL
ESTADO DE COAHUILA.
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Al estudiar el tamafic muestral de los sueros de acuerdo a la seroprevalencia
nacional. Se observd en la Zona Noreste una prevalencia elevada confirnada por
Western-blot y con titulos elevados con el método de ELISA, comparados con el

D.F. (Mapa 1).
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DISCUSION DE RESULTADOS.

La Borreliosis de Lyme es considerada una de las enfermedades infecciosas
emergentes causada por Borrelia burgdorfen, se presenta en més del 90% de
las infecciones transmitidas por garrapata en los Estados Unidos de

Norteamérica y Europa®, En Sudamérica existen reportes de casos sugestivos
de la enfermedad sin confirmacion con estudics de laboratorio™ = *°. La Dra.
Hofman en 1965 reporta la presencia del vector {garrapata Ixodes) en la Zona
Noreste y Baja Califomia*® Llausas y cols informaron de algunos cascs
sugestivos de borreliosis de Lyme en México a principios de 1990. Con estas
evidencias se realizd la biusqueda de posibles zonas endémicas de Borreliosis
de Lyme; para esto se ulilizaron sueros coiéctados en 1988 de paoblacidn
general procedente de areas rureles y urbanas del D.F. y la Zona Noreste del
pals. El tamafio de muestra se calculd de acuerdo a la prevalencia obtenida en
la encuesta nacional. En los estados de Nuevo Le6n y Tamaulipas se completd
el tamafio de muestra y en los estados de Coahuila y el D.F., para saber si el
tamafio de muestra era representativo, se calculd el poder de la muestra que
fue del 80%. En los estados de Nuevo Ledn, Tamaulipas y el D.F., el grupo
donde predomind la infeccion por B, burgdorferi , tenia 34 afios, y era, €l sexo
masculino, el que estaba mas expuesto a la infeccién, dato que sugiere la
adquisicion de la infeccibn en hombres de edad econdmicamente activa, como
lo reportan la asociacién The Center Protec Workers Rights® y Steere AC?
donde existe riesgo de infeccion en trabajadores de la construccion y forestales
respectivamente. En el estado de Coahuila, la poblacion estudiada fue mas
joven y residente de area rural. Los sujetos infectados fueron nifos de 13.5
afos en promedio. En México Aroyave y cols” reporta dos casos sugestivos
de la enfermedad con artritis en casos de niflos de 5 y 12 afios. En Steere y,
cols® reporta la mayor incidencia en nifilos de 5 a 9 afics en Zonas endémicas
de Europa. Fahrer y cols™ reporta que existen dos picos de edad de riesgo
{una curva bimodal) donde la poblacion de riesgoes de 10 a 14 afios y de 20 a
40 afips en Europa. Estos resultados sugieren que el riesgo de contraer
infeccion por Borrelia burgdorferi fue a edades tempranas en zonas rurales y
econdmicamente activa en areas urbanas.
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La prevalencia con el estudio de ELISA indirecto para 1gG, (Tabla 2) de la Zona
Noreste (15.8%) fue mayor a la encontrada en el D.F.(7.28%). La prevalencia
de individuos seropositivos por ELISA en la poblacién estudiada es semejante a
la reportada en zonas endémicas de Eua y Europa; Fahrer H. y cols™, reportd
en Suecia una prevalencia de 26.1% con la técnica de ELISA y en EUA
Hanrahan™ reporté una prevalencia de 7.5% por IFA. Los sujetos positivos en
la Zona Noreste mostraron titulos mayores de 1: 2560 comparando con titulos
1,640 enel D F.

Todos los estudios de seroprevalencia para infeccion de_B. burgdorferi
reportados en el mundoe en poblacién general se ha realizado con un método de
escrutinio como el ELISA. En la ultima década se han reconocido las
limitaciones que tiene éste método principalmente por la reaccidn cruzada con
otras enfermedades autoinmunes y enfermedad periodontal“ .25 por lo que el
CDC incluye la Western-blot como el método para confirmar el diagndstico

serologico de infeccion por B. burgdorferi.

Dresler y cols, Cutler y cols y Titton y cols reportan que la mitad de los Sueros
positivos por ELISA son confirmados por inmunotransferencia $DS-PAGE™ **
¥ En la muestra estudiada con éste método el 50% de los sueros se
confirmaron. Esto muestra la reaccion cruzada con otros antigenos prevalentes
en la poblacién mexicana similar a la de otrogs paises. La seroprevalencia
confirmada por Western-blot fue de 3.4% en el D.F. y el 6% en la Zona Noreste
(tabla 2}, sin embargo, en Tamaulipas |a seroprevalencia fue la més alta de esta
region con el 14%. Esto sugiere que la Zona Noreste en particular los estados
de Nuevo Letn y Tamaulipas que son estados ganaderos, son zonas de alta
endemicidad de Borreliosis de Lyme en nuestro pais. Estos resultados fueron
semejantes cuando se probaron los sueros ELISA positivos con un equipo
comercial de Westem-blot preparado con un antigeno completo de B.
burgdorferi (Tabla 3) ya validado por el CDC y con una especificidad mayor al
98%
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Al estudiar un tamafio muestral de sueros de acuerdo a la seroprevalencia
nacional. Se ohservd en la Zona Noreste una prevalencia elevada confirmada
por Western-blot y con titulos elevados con el método de ELISA, comparados
con el D.F. (Mapa 1).

Los criterios para considerar un Westemn-blot positivo han cambiado en EUA y
Europa. Esto condicionado por la heterogenidad genética de la bacteria de
acuerdo al area geogréfica, por Io que en este trabajo se incluyeron los criterics
tormados por los dos grupes de estudio de Borreliosis de Lyme. La EUCALB
que se utilizan para el diagnostico de B, burgdorferi sensu lafto, que se aplican
en Europa®, Ios criterios de! CDC gue se utilizan para el diagndstico de
Borreliosis de Lyme causada por B. burgdorferi sensu stricto (Grafica 2) que se
aplican principalmente en EUA.

Las bandas més frecuentemente encontradas (Gréficas 4 a 7) fueron la 28, 30,
39(BmpA), 41 (fla, 45, 58, 66 Kda (proteinas de choque térmico), en todas las
entidades.

En los estados de Nuevo Lebn y Tamaulipas el 10% presenta con 1a banda de
23 Kda (Ver tablas 4 y 5). Esto sugiere enfermedad de Lyme en etapa
temprana; Dressler ef a/, reportan gue la enfermedad temprana se asocia con el
reconocimiento de la banda 41(fa)KDa y de 23 kda (proteina OspC)’. En el
estado de Nuevo Leén y Tamaulipas, se presentd la banda de 93 Kda en el
3.3% de los casos. Dressler ef &/ reportan que la presencia de esta banda que
es una proteina de membrana extema y se asocia a enfermedad tardia, en
Suecia Berlung® reparta que en pacientes con meningitis de Lyme se definid
como positive en inmunotransferencia para lgG el reconocimiento de la banda
41{fla) Kda méas una banda de 18, 21.5 & 23(OpsC) KDa'. Esta respuesta se
observd en cerca del 10% de los sueros estudiados.

Mientras que en el estado de Coahuila, las bandas més frecuentemente

observadas (Gréfica 7), fueron la de 41{fla) y 45 Kda. No se observaron las
bandas de 23 (OpsC), 30, 31 ¥ 93 Kda.
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Estos resultados muesiran la presencia de infeccion por Borrelia burgdorferi .

Ademas pueden sugerir diferentes estadios de la enfermedad. Por los distintos
tipos de bandas enconfradas con Western blot en esta muestra, E! diagndstico
de certeza requiere los datos clinicos que prueben una infeccién temprana y el
antecedente de picadura de garrapata presuntamente infectada™. En este
estudio por su disefio transversal, con una muestra obtenida, hace varics afos,

no fue posible obtener esta informacion.
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CONCLUSIONES.

Se encuentran evidencias de infeccién por B_ burgdorferi con mayor
frecuencia y titulos mas altos en la Zona Noreste de la Replblica

Mexicana, comparados con el D.F.

Esta prevalencia observada es mayor a la reportada en la encuesta
nacional y es semejante a lo que se reporta en zonas endémicas de
E.E.UU.y Europa.

En la Zona Noreste la prevalencia de infeccion es alta. En esta area existe
el vector y los hospederos que completan el ciclo infeccioso. Esto sugiere
que ésta es una zona endémica de Borreliosis de Lyme.
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PROPUESTAS Y/O RECOMENDACIONES.

El diagnostico serolégico debera realizarse con ELISA y confirmarse con
Western blot.

Se ha iniciado la bdsqueda intencionada de casos clinicos de pacientes
mexicanos para tratar de establecer las caracteristicas clinicas de la
enfermedad en México. Asi como la blusqueda y presencia del agente

etiolégico en el vector.

La comunidad médica debera integrar como diagnéstico diferencial la

infeccion por Borrelia burgdorferi.
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