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1. RESUMEN

Caracterizacion molecular de Borrelia burgdorferi adquirida en la Republica
Mexicana y de la respuesta inmune a antigenos de diferentes especies de
Borrelia en pacientes con Borreliosis de Lyme.

OBJETIVO: Determinar las especies de Borrelia burgdorferi sensu lato prevalentes
en pacientes mexicanos con Borreliosis de Lyme adquirida en la Republica
Mexicana mediante caracterizacion molecular y de la respuesta inmune a
antigenos de diferentes especies de Borrelia.

METODOS: Estudio transversal descriptivo. De Marzo de 1999 a Septiembre del
2003 se estudiaron 364 pacientes que cubrieron los criterios clinicos e
histologicos del CDC de Borreliosis de Lyme; La encuesta epidemioldgica
incluyé la visita a zonas boscosas y/6 la exposicion a mordedura de garrapatas.
Manifestaciones clinicas sugestivas de Borreliosis de Lyme fueron investigadas.
Suero 6 LCR fueron tomados para medir los anticuerpos IgM e IgG vs 3 especies de
B. burgdorferi sensu lato usando ELISA confirmando con Western-blot (WB). En
28 pacientes de 56 seropositivos con WB se realiz6 la PCR para los genes flagelar y
OspA: 17 DNAsde biopsias de piel, 10 LCR y 1 liquido sinovial.

La genotipificacion se realizd6 con 3 métodos : Southern-blot (SB) con
oligonucledtidos especificos del gene flagelar para 3 especies de Borrelia: B.
burgdorferi ss, B. garinii y B. afzelii. En las mismas 28 muestras se aplico la PCR en
tiempo real para amplificar un fragmento de 230 pb del gen flagelar de B.
burgdorferi con sondas especificas para 11 genoespecies del complejo B. burgdorferi
sensu lato con una sensibilidad para detectar 2 espiroquetas utilizando la tecnologia
TagMan o las sondas de doble hibridacién y quimica LNA. El tercer méodo se
realizo secuenciacion con secuenciador capilar Beckman (Fullerton, CA, USA) a 13
de las muestras.

RESULTADOS: De los 364 pacientes 65 fueron ELISA positivo y 59 se
confirmaron con WB para B. burgdorferi sensu lato. Los pacientes seropositivos
fueron 42 adultos (62.5%) de 42.5+17 afios y 17 nifios (27.5%) de 8+2 afos de
edad, sexo M:F 1.2:1. En 53 casos se presentaron manifestaciones agudas
(Neurologicas 46 y cutaneas 7) y 6 casos en etapa cronica 3 con manifestacion
cutanea y 3 con artritis. La respuesta humora IgM de 51 casos agudos a las 3
especies  de Borrelia fue positivaen 13, a 2 especies en 16, para B. burgdorferi ss
3/51 (5.9 %), B. garinii, 9/51 (17.6%) y 9/51 (17.6) B. afzelii. La respuesta 1gG se
presentd en 6 casos cronicos 'y 2 casos agudos a las 3 especies de Borrelia en 1
(10%), a 2 especies en 2 (20%), para B. burgdorferi ssen 5 (50%) y para B. garinii 2
(20 %). De las 28 muestras clinicas estudiadas con PCR fueron positivas para los
genesfla 14y ospA 4, se confirmaron con SB 16 con la sonda parafla y 7 con sonda
0spA de B. burgdorferi ss. Todos los DNASs fueron negativos con las sondas de B.
afzelii y B. garinii y B. hermsii. Con la PCR en tiempo real se identifico la
genoespecie B. burgdorferi sensu stricto en 12 y 2 fueron no tipificables. En 8
muestras de pacientes con EM (2), linfocitoma (2), artritis (1) y neuroborreliosis (3)
mostraron una homologia con el gen fla de B. burgdorferi ss del 99% y con € gen
0SpA 96%.



CONCLUSIONES: Este es € primer reporte de pacientes con Borreliosis de Lyme
en pacientes mexicanos. La genoespecies presente en esta muestra de pacientes con
enfermedad de Lyme adquirida en México es B. burgdorferi sensu stricto semejante
a la reportada en los Estados Unidos de América pero con expresion clinica
semegjante a la de Europa. Médicos que atienden pacientes mexicanos con EM,
linfocitoma, monoartritis y meningopoliradiculopatia deben considerar dentro del
diagnostico diferencial lainfeccion por Borrelia burgdorferi.



ABSTRACT

Molecular Characterization of Borrelia burgdorferi and of the immune response
to different Borrelia species antigens in patients with Lyme Borreliosis acquired
in Mexico.

Objective: Molecular genotyping of Borrelia burgdorferi sensu lato in clinical
samples from Mexican patients with Lyme disease acquired in Mexico and
characterization of the humoral response to different species of Borrelia burgdorferi
sensu lato.

Methods: Cross sectional study. Patients with clinical manifestations suggestive of
Lyme disease were studied from March 1999 to February 2002. The study included a
sample of 364 patients which fulfilled the CDC clinical and histological criteria for
Lyme borreliosis. Questions regarding visit to woods or exposure to ticks bytes were
included in a questionnaire. Serum samples and/or cerebrospina fluid (CSF) were
taken to test for IgM and IgG antibodies against B. burgdorferi sensu stricto and
against antigens from three B. burgdorferi sensu lato species, using ELISA and
confirmed with Western-Blot (WB) test. In seropositive cases, DNA from skin
biopsies, CSF or sinovial liquid, according to the clinical manifestation of the patient,
was studied for the fla and ospA genes by PCR. Positive cases were further
genotyped with three methods: 1) southern-blot (SB) using specific probes of the fla
gen for three Borrelia species: B. burgdorferi ss, B. garinii and B. afzelii; 2) Real
time-PCR using fla gen probes specific for eleven B. burgdorferi complex
genospecies, with a sensibility to detect 2 spirochetes, using TagMan and LNA
chemistry; 3) Sequencing PCR products of the fla and ospA genes with a capilar
sequencer.

Results: Of 364 patients, antibodies vs B. burgdorferi were identified in 65/364
(18%) by ELISA and confirmed in 59 (16%) with WB. The seropositive patients
were 42 adults (71%), of 42.5+17 years, and 17 children (29%). The M:F sex ratio
was 1.2:1. Exposition to ticks was reported in 54% patients and other clinical data
suggestive of Borreliosis were present in 30/59 (51%) patients. acute Lyme
manifestations were present in 53/59 patients (86%); neurologica manifestations in
46 and cutaneous in 7. Chronic manifestations were present in six patients (9%),
three with cutaneous signs and 3 with arthritis. Among the 51 acute cases, the
humoral IgM response in WB vs B. burgdorferi sensu lato was positive against
antigens of the three species of Borrelia in 13 patients; and positive against two
species in 16 cases. Whereas IgM response to only one species was found in 21
patients, three vs B. burgdorferi ss, nine vs B. garinii and nine vs B. afzelii. An 1gG
response was present in the five chronics cases and in five acute cases. One case was
positive vs the three species of Borrelia, two cases were positives vs two species and
seven vs one species: five vs B. burgdorferi ss and two vs B. garinii. All the DNAs
were negatives in SB with the probes specific for B. afzelii, B. garinii and B. hermsii.
Of the 14 PCR positive samples, nine were studied with Real time-PCR and the
genospecie B. burgdorferi sensu stricto in was identified seven; whereas two samples
were not typificable. The fla and ospA genes were sequenced in eight patients. one
with EM, two with linfocitoma, one with arthritis and four with neuroborreliosis.
Sequence analysis showed an homology with B. burgdorferi ss of 96 and 99%
respectively.



Conclusions. This is the first report that shows evidences of infection by B.
burgdorferi in cases clinicaly suggestive of Lyme disease in Mexican patients,
including neurologic, cutaneus and arthritis cases. The genospecies present in Lyme
disease acquired in Mexico was Borrelia burgdorferi sensu stricto, similar to reports
in the United States. Physicians attending Mexicans patients with E.M,
lymphocytoma, monoarthritis and meningopoliradiculopathy should consider testing
for Borrelia burgdorferi infection.

Keywords: Borrelia burgdorferi, Erithema migrans, Lyme Dborreliosis,
Lymphocytoma, neuroborreliosis.



2. ANTECEDENTES.
Laborreliosis de Lyme es una enfermedad infecciosa producida por una espirogueta
denominada Borrelia burgdorferi, la cua es transmitida por la mordedura de
garrapatas del género Ixodes (1).
2.1 CUADRO CLINICO DE BORRELIOSIS DE LYME.
La enfermedad en animales domésticos se manifiesta como artritisy se desconocen
las caracteristicas en animales salvges (2). En humanos € espectro de la
borreliosis de Lyme es amplio, presentdndose desde infeccion asintomatica en
poblacion en riesgo hastauna gama amplia de manifestaciones clinicas que se han
dividido en 2 estadios (2).
2.1.A. Estadio temprano : localizado y diseminado .
2.1.B. Estadio crénico.
2.1.A.1. Estadio temprano localizado. Ocurre pocas semanas después de lainfeccion y
se manifiesta como eritema migratorio (eritema migrans) (EM) que se presenta
en e 60 a 80% de los casos como signo inicia. Es una lesién circular
papular eritematosa con diseminacion centrifuga que puede desarrollarse 3
dias a 16 semanas (promedio 1.5 semanas) después de la mordedura por
garrapatay se resuelve espontdneamente en 3 a 6 semanas.
2.1.A.2. Estadio temprano diseminado. Después del EM, en 3 al12 semanassi no se
da tratamiento se presenta afeccion de varios Organos O Sistemas,
probablemente por diseminacion hematdgena con manifestaciones neurol 6gicas
cardiacas, cutaneasy oculares (3).
2.1.A.2.a. Neuroborreliosis de Lyme: Inicia en la tercera semana posterior a
la mordedura de la garrapata. Se presenta en 20% de casos con
borreliosis de Lyme, en Estados Unidos de América ( EUA) comparado
con 40% en Europa (5).
Las formas de neuroborreliosis son:
a) Neuropatia craneal, principamente paralisis periférica del nervio
facial (VI par craneal); esla manifestacion neurol 6gica mas coman en
EUA; sepresentaenel 25a50% de casos con borreliosis deLyme
en EUAY en65% de los casos en Europa. Puede ser hilateral y

ocasionamente se acompafia de pardisis de V,IV,IIl y VI



2.1.A.2.b.

2.1.A.2.c.

2.1.A.2.d.

pares craneales 0 como mononeuritis multiple (4,5).
En lapardlisisfacial idiopética lafrecuenciade infeccion por B.
burgdorferi en adultos es de 3-11% vs 1% en poblacion pediétrica (6,7).
b) Meningoradiculoneuritis. La meningitis se manifiesta por meningismo
leve y cefaleaintermitente; pueden asociarse neuritis cranea vy
radiculopatia ( sindrome de Garin- Boujadoux- Bannwarth ). En
liquido cefalorraguideo (LCR) se encuentra pleocitosis linfocitica en
més del 80%.

c) Radiculoneuropatia. Esdeinicio agudo con dolor radicular intenso
localizado y/6 debilidad motora con 6 sin pérdida sensitiva. La
pérdida sensitiva 'y e déficit neurologico pueden ser  multifocales
asimétricos; pueden presentarse como sindrome de Garin-Boujadoux-
Bannwarth. Es mas comun en Europa. Otras formas que se presentan
raramente son la encefalitis, mielitisy vasculitis cerebra (4).

Manifestaciones cardiacas. Se presentan en menos del 1% en adultos
en 0.5% de la poblacion pediadtrica infectada (3). Inicia en la segunda
a tercera semana después de la infeccion con palpitaciones, disnea,
dolor toracico 6 sincope secundario a un bloqueo atrioventricular de 20
y 3er grado, miopericarditis con derrame que es raro, y/o fala cardiaca
comunmente transitoria que se autolimita en 10 dias.

Linfocitoma borrelial. Inicia en promedio 30 dias (6 a 180 dias) después de
la mordedura por garrapata. ES una presentacion rara de borreliosis de Lyme;
su frecuencia es de 1.1a3 % en Europa, y en EUA no hay reportes.
Laedad promedio de presentacion es de 23 afios (rango 2 — 72 afios); 44%
delos casos son nifios menores de 15 afios. ES una lesion
cutaneanodular de color rojo-violaceo de 0.5 a 2.5 cm de diametro,
gue selocaliza con mayor frecuenciaen el I6bulo de laorgjay laareola
mamaria, y en algunos casos en caray brazo (3,8). En 25% de los casos
aparece a mismo tiempo que e EM. El linfocitoma borrelia no
tratado puede persistir por muchos meses. Histoldgicamente se
caracteriza por un infiltrado linfocitico policlonal denso en la dermis
y/6 tejido subcutaneo, algunas veces con centros germinativos (8).
Alteraciones oculares: La conjuntivitis se ha observado en menos del

5% de los pacientes con EM; asi como también la afectacion



directadel ojo (uveitis, queratitis, coroiditis, panoftalmitis y neuritis
Optica) ha sido asociada con e aislamiento de B. burgdorferi en cultivo
9).

2.1.B. Estadio Cronico: Esta forma es evidente 6 meses ¢ varios afios después de
la infeccion y se presentaen cerca ded 60% de los pacientes que
cursaron con EM y no fueron tratados (10). En Estados Unidos de
Norteamérica se manifiesta principal mente como artritis, sin embargo en Europa
afecta progresivamente la piel produciendo acrodermatitis cronica atrofica
(ACA)y encefalitis o encefalomielitis.

2.1.B.1. Artritis Se presenta en 60% de los casos de EM no tratados con

antibidticos y aparece generamente antes del afio (en promedio 6 meses,
rango 4 dias a 2 afios del inicio dd EM).En EUA es la
principal manifestacion de la enfermedad, siendo los adultos |os més afectados
y en 7% de los menores de 15 afos. La artritis es migratoria,
monoarticular u oligoarticular, asimétrica, dura en promedio 3 meses
(3dias a 11.5 meses). La rodilla es afectada en algin momento de
la  evolucion  en la mayoria de los pacientes, pero
otras articulaciones grandes pueden afectarse. La articulacion
temporomandibular se afecta en 11% de los casos. En e liquido
sinovial se eevan moderadamente las proteinas y  los leucocitos
en promedio 24,250 células / ul con predominio de
polimorfonucleares vy la  glucosa es norma. También puede
presentarse miositis con linfadenopatia regional 6 generalizada (9).
2.1.B.2. Neuropatia Periférica (neuropatia axonal crénica). Se presentan parestesias,
El dolor radicular poco comun y el déficit sensitivo es raro; la fuerza muscular
y los reflgos  tendinosos  estdn conservados. Generalmente no  hay
meningitis o neuritis craneal. Los anticuerpos en suero vs B. burgdorferi
son comunmente positivos. La electromiografia muestra neuropatia axonal
leve, LCR normal, sin anticuerpos intratecales, la biopsia del nervio sural
muestra pérdida axona distal e infiltrado perivascular sin depositos de
complegosinmunes, no se observa B. burgdorferi en el nervio.
La radiculoneuritis asimétrica asociada a dolor radicular intenso con o sin

debilidad muscular o ateraciones sensoriales; es un cuadro que comparte
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caracteristicas con € sindrome de Guillain-Barré, la asociacion de B.
burgdorferi con esta entidad se ha estimado entre un 3-5% (22,30).

2.1.B.1.c.

2.1.B.2.d.

2.B.2.e.

Encefalomielitis. Es una enfermedad inflamatoria unifocal 6 multifocal la
cual es lentamente progresiva y afecta la sustancia blanca més que la
gris. Se detectan anticuerpos séricos e intratecales vs B. burgdorferi; en LCR
pueden presentarse pleocitosis, hiperproteinorraquia y la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) positiva. La resonancia magnética es
inespecifica y puede sugerir enfermedad de sustancia blanca Es una
manifestacion rara (1%).

Acrodermatitis cronica atréfica (ACA).Es unalesion atréfica delapiel, se
presenta 6 meses 0 afios después en el sitio donde fue la mordedura de la
garrapata. La ACA vy € linfocitoma  borrelial estan bien
documentados en pacientes europeos con borreliosis de Lyme pero son
casos raros en EUA, y se asocian con infeccion por la genoespecie Borrelia
afzelii (B. afzelii) (13).

Esclerodermia. B. burgdorferi ha sido implicada en el desarrollo de
algunas formas de esclerodermia localizada y liquen escleroatréfico (LEA).
La primerase clasifica por la formay zona afectada en esclerodermia
lineal (en golpe de sable o0 en  extremidades), segmentaria ( atrofia
hemifacial) y en placas (morfea).

La etiologia de la esclerodermia era considerada desconocida; sin embargo
en estudios histologicos se observaron caracteristicas similares a las
encontradasen ACA. A partir de entonces se hademostrado la presenciade
la bacteria en estudios histologicos y ensayos de PCR, asi como respuesta
serolégica, aunquelos resultados han sido contradictorios en pacientes
de EUA y Europa(11,12).

Recientemente, esta patologia ha sido asociada con infeccion por B.
afzelii (12).

En Europa existe una mayor diversidad clinica de la enfermedad
asociadaa la presencia de diferentes especies. La neuroborreliosis es mas
frecuente en Europa, especidmente en nifios y se asocia con las
especies de Borrelia garinii (B. garinii) y Borrelia valaisiana (B.
valaisiana). Comparativamente en EUA la artritis es la manifestacion clinica
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mas frecuente y se presentaen el 80% de los casos de la enfermedad
asociada con B. burgdorferi sensu stricto (Cuadro 1) (2,3,13).

Cuadro 1

Genoespecies de Borrelia burgdorferi asociadas con borreliosis de Lyme,
su distribucion geografica y enfermedades asociadas.

GENOESPECIES AREA ENFERMEDAD EN HUMANOS
GEOGRAFICA

Temprana Tardia

B.burgdorferi EUA y Europa EM*60% Artritis
Sensu stricto Neuroborreliosis 10% 80%

B. garinii Europa y Asia | EM 70% Neuroborreliosis | Artritis
40% 5%

B. afzelii Europay Asia EM 70% ACA**

Linfocitoma cutaneo 2-3% 40%
Neuroborreliosis 40%

B. japonica Japon EM ( 1 caso reportado)
B. valaisiana EUA y Europa Pardisisfacia
B. bisettii EUA y Europa EM y Linfocitoma (Casos)
B. spielmanii Europa EM (1 caso)
B. lonestarii EUA EM like (Casos)

* Eritema migratorio ** Acrodermatitis cronica atréfica

3. EPIDEMIOLOGIA.
El riesgo de Borreliosis de Lyme esta directamente relacionado con la prevalencia de
garrapatas y de los reservorios infectados, asi como con la exposicion del
hombre en zonas endémicas (9).
3.1. Epidemiologia Mundial.
La Borreliosis de Lyme est4d distribuida en la mayoria de los paises
europeos, algunos paises de Asiay 3 zonas enzotticas de EUA (Costa
Noreste, Minnesotay California). En Australia y Sudameérica (Bolivia, Chiley
Brasil) se ha reportado una enfermedad similar aBorreliosisde Lyme y en una
ciudad de la provincia de Bolivia la prevalencia de infeccién fue del 10.8% con
Inmunofluorescencia (IFA), sin  embargo no se ha aislado B. burgdorferi de
garrapatas, fauna o pacientes (2,14,15).

En los paises europeos lainfeccién es endémica. La prevalencia deinfeccion en
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mas frecuente y se presentaen el 80% de los casos de la enfermedad
asociada con B. burgdorferi sensu stricto (Cuadro 1) (2,3,13).

Cuadro 1

Genoespecies de Borrelia burgdorferi asociadas con borreliosis de Lyme,
su distribucion geografica y enfermedades asociadas.

GENOESPECIES AREA ENFERMEDAD EN HUMANOS
GEOGRAFICA

Temprana Tardia

B.burgdorferi EUA y Europa EM*60% Artritis
Sensu stricto Neuroborreliosis 10% 80%

B. garinii Europa y Asia | EM 70% Neuroborreliosis | Artritis
40% 5%

B. afzelii Europay Asia EM 70% ACA**

Linfocitoma cutaneo 2-3% 40%
Neuroborreliosis 40%

B. japonica Japon EM ( 1 caso reportado)
B. valaisiana EUA y Europa Pardisisfacia
B. bisettii EUA y Europa EM y Linfocitoma (Casos)
B. spielmanii Europa EM (1 caso)
B. lonestarii EUA EM like (Casos)

* Eritema migratorio ** Acrodermatitis cronica atréfica
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3.2.

3.3

Alemania y Suecia en trabajadores forestalesesdel 8% a 27% (16,17) y en
la poblaciéon general de 4% (16), mientras que en Londres vy
Soumpthon, Inglaterra es de 1 a 7% (18). En EUA la enfermedad ha
sido confinada a 3 é&reas enzoGticas (Costa Noreste, medio Oeste vy
Cdlifornia) donde la prevalencia de infeccion varia de 1 a 10% y se ha
diseminado a nuevas areas (19,20).
En 2005, la incidencia de la enfermedad en 10 estados hiperendémicos de
EUA fue de 31.2 casos por 100,000 habitantes. EI mismo afio en California,
Arizonay Texas laincidenciafue de 0.26 a 0.44 casos por 100,000 habitantes en
el afo lo que representd de 69 a 95 casos nuevos por afio en Texasy California
respectivamente, donde la incidenciaes baja(21,22).
Epidemiologia en México. En 1999 se estudi6 una muestra de sueros
representativa del pais obtenidos como parte de la Encuesta Seroepidemioldgica
Nacional realizada en 1988 (23), en la gue se determinaron anticuerpos 1gG
contra B. burgdorferi. Por el método de ELISA se detectdé una prevalencia del
1.1%; la tercera parte de los sueros positivos también o fueron con la prueba
confirmatoria de inmunotransferencia, dando una prevalencia de 0.3%. Los
sueros positivos fueron habitantes de la zona Noreste (Coahuila, Nuevo Leon,
Tamaulipas y Veracruz) y Centro-Occidente ( Distrito Federal y Jalisco) del
pais (24).
Distribucion del vector y hospederos. Las garrapatas del  complegjo Ixodes
ricinus son vectores competentes para transmitir B. burgdorferi y las especies
reportadas en Norteamérica son . scapularis el. pacificus (2) mientras que en
Europa son I. ricinus e |. persulcatus (Cuadro 2) (25). En la Republica
Mexicana desde 1964, se reportaron las especies de garrapatas |. scapularis
distribuidas en los estados de Durango, Coahuila, Nuevo Ledn, Tamaulipas,
Veracruz, Campeche, Quintana Roo, San Luis Potosi, Hidalgo, y Jalisco e |I.
pacificus en Bagja California, Bgja California Sur, Sinaloa, Nayarit y Jalisco (26).
Lainfeccion de las garrapatas por B. burgdorferi en sus estadios inmaduros (larvay
ninfa) es diferente de acuerdo a su distribucion geogréfica. En Nueva York las
garrapatas de la especie I. scapularis se han encontrado infectadas en 20 a 60% de
la poblacion muestreada. El estadio ninfal en un 30% y € estadio adulto en €l
60%; laninfaesla responsable del 90% de |os casos de Enfermedad de Lyme (20).

En contraste, en Californiadel 1 a 5.7% del vector 1. pacificus esta infectado; en
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el estadio ninfal sblo el 1% y en estadio adulto 3 a5 %. Esta diferencia es
atribuida alos hospederos de los que se aimenta el estadio ninfal de la garrapata el
cua ocurren en lagomorfos (lagartijas) que son reservorios incompetentes para
infectar garrapatas (25,27).

La bacteria persiste en la naturaleza a través de un ciclo infeccioso entre
mamiferos dlvestres y  garrapatas. la transmision de la bacteria en los
artropodos es transovarica y trasestadial (28) y en el hospedero vertebrado se
transmite por la mordedura de artropodos hematéfagos; La garrapata del  complejo
Ixodes ricinus en los dos primeros estadios de su desarrollo se  aimenta
primariamente de roedores de los géneros Peromyscus y Apodemus que son los
principales reservorios en Norteamérica y Europa respectivamente. L os roedores
infectados son capaces de infectar el 100% de las ninfas (2,21).

El roedor del género Peromyscus sp. se encuentra distribuido en la zona Noreste, €l
Distrito Federal, Morelosy Querétaro (29).

En la mayoria de las zonas enzodticas de Estados Unidos las garrapatas se
aimentan de grandes mamiferos, animales salvajes y domésticos (venados,
caballos, ganado bovino, mapaches, zorros, €tc. ), asi como de 8 géneros de aves
(2,30-32). En México e venado colablanca O. virginianus se encuentra distribuido
en los estados de Durango, Coahuila, Nuevo Ledn, Tamaulipas, Veracruz, Y ucatan,
Sinaloa, Nayarit, Jalisco, Guerrero, Oaxaca, Chiapas, Estado de México y Morelos.
En 1999 se reportd una seroprevalencia de infeccion por B. burgdorferi del 7% con
ELISA en venados de Coahuilay Nuevo Leon (33).

El venado es € responsable del mantenimiento de poblaciones de garrapatas en €l
estadio adulto y permite completar e ciclo, pero es incapaz de transmitir
la bacteria B. burgdorferi a las garrapatas (30). El paso de espiroquetas de una
generacion a la siguiente a través de huéspedes reservorios constituye
el ciclo enzodtico de laenfermedad de Lyme (Fig 1.) (25,31).

En los estados del sureste de EUA, donde I. scapularis es menos comun, se ha
descrito una entidad clinica similar a borreliosis de Lyme denominada
enfermedad cutdnea asociada a mordedura de garrapata. Esta garrapata
pertenece al  género Amblyomma especie americanum de donde se aisl6 la
bacteria Borrelia lonestarii (B. lonestari) (34).

En Texas esta garrapata tiene una prevalencia de infeccién por B.

burgdorferi de 1 a 2%, detectada por la técnica de inmunofluorescencia
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(IFA) (35). Actualmente sereconoceque la IFA identifica e género Borrelia

pero no es especifico de especie. Recientemente con nuevas técnicas de biologia
molecular una nueva espiroqueta no cultivable se identificO en e vector
Amblyomma americanum mediante la amplificacion y secuenciacién de los genes

flaglary 16S RNA paraB. burgdorferi sensu latoy se denomind Borrelia

lonestarii (Cuadro 2)(36).

Cuadro 2

Distribucion de garrapatas Ixodidae y genoespecies de B. burgdorferi sensu

lato identificadas en cada vector

Garrapatas Distribucion Genoespecies de B. burgdorferi
. ricinus™ Europa Oestey B.afzelii,burgdorferi,garinii,
Central valaisiana, bisettii
I. scapularis** | EUA Estey Centro, B.burgdorferi,B.bisettii
Canada
|. pacificus** EUA Oestey Canada B.burgdorferi, B.bisettii
. persulcatus** Europa Estey Asia | B. afzelii,B.garinii, B. miyamotoi
I. urlae Nortey Sur del B.garinii
Atléntico
I. hexagonus Oestey Centro de B.afzelii, B. burgdorferi
Europa
I.minor Sureste de EUA B. burgdorferi
. affinis* Sureste de EUA B. burgdorferi
I. dentatus** Noreste de EUA B.andersoni,B.burgdorferi
I. spinipalpis Oeste de EUA B.bisettii
I. ovatus Japén B. japonica
I.granulatus China B. afzelii
I. nipponensis* Korea B.afzelii,B.garinii,B.valaisiana
A. americanum** EUA (Texas) B. lonestarii
Haemaphysalis China B. garinii

* miembro del complejo Ixodes ricinus
** VVectores competentes para transmitir B. burgdorferi que produce la Borreliosis de Lyme.

4. MICROBIOLOGIA
4.1. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS, ANTIGENICAS Y GENETICAS

DE Borrelia spp.
Estudios filogenéticos indican que € género Borrelia pertenecea la familia
Espiroquetacea del orden Espiroquetales. Otros géneros en éstafamilia incluyen

Treponema, Leptospira, Serpulina, Espiroqueta y Cristispira (1). Las

caracteristicas bhioguimicasy ecoldgicas que identifican al género Borrelia son:
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4. MICROBIOLOGIA

4.1. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS, ANTIGENICAS Y GENETICAS
DE Borrelia spp.
Estudios filogenéticos indican que € género Borrelia pertenecea la familia
Espiroquetacea del orden Espiroquetales. Otros géneros en éstafamilia incluyen
Espiroqueta y Cristispira (1). Las

Treponema, Leptospira, Serpulina,

caracteristicas bhioguimicasy ecoldgicas que identifican al género Borrelia son:
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el contenido de guanina-citosina del DNA genomico, que es de 27 a 32%.
Es un microorganismo movil deformahelicoida , que mide5a25 umdelargoy
0.2a0.5 um de ancho (el tamarfio varia con los nutrientes, edad del cultivo y en
tgjidos) esta cubierto por una membrana celular externa que rodea €
cilindro protoplasmico (formado por citoplasma, membrana celular
internay  peptidoglicano). Tiene 7-11 flagelos estructuralmente iguales
gque € de otras bacterias, pero que se localizan en € espacio
periplasmico, a final del cilindro protoplasmico (37).

Es microaerofilico y se diferencia de otras bacterias y espiroquetas por su
estructura gendmica conformada por un cromosoma lineal y numerosos
plasmidos lineales y circulares (1,37), asi como por la  presencia de
bacteriéfagos, como el B4 en lacepadereferencia B31 de B. burgdorferi (38).
La membrana externa de B. hermsii y B. burgdorferi contiene 45 a 62% de
proteing, 23 a 50% de lipidosy 3 a 4 % de carbohidratos. Extractos de
membrana externa de cepas rugosas de B. burgdorferi presentan propiedades de
endotoxina (38).

Desde 1870, se han hecho intentos para cultivarla. Algunas especies de Borrelia
pueden ser crecidas en huevos embrionados y éste cultivo puede tener pases
ilimitados. Estudios recientes muestran gque B. burgdorferi requiere de un medio
rico en glucosa y peptonas a base de suero de conegjo, albumina o extracto de
tgjido fresco para su crecimiento. EsS microaerofilico a diferencia de los
treponemas, los cuales son anaerobios y contiene superdxido dismutasa pero
no catdlasa o0 peroxidasa. Requiere para  su crecimiento de N-
acetilglucosamina (éste representa € mayor constituyente de peptidoglicano);
ademés, la adicion de gelatina provee un medio viscoso para la locomocién
y aumenta e crecimiento bacteriano cuando e in6culo es pequefio
(1,37,38). Es susceptible a los antibidticos B- lactamicos, tetraciclinas,
cloranfenicol y eritromicina; y resistente a metronidazol, rifampicina,
sulfonamidas y 5-fluoracilo. La resistencia a rifampicina podria indicar que laRNA
polimerasa de la espiroqueta difiere de |a de otras bacterias (37).

El género Borrelia representa un grupo filogenético que se diferencia de
otros grupos de acuerdo a andlisis del espacio intergénico 5S-23S (39,40). Mésde
20 especies han sido identificadas en este género (39-42). Estas especies de

Borrelia se han clasificado en dos categorias mayores, la Borrelia de la
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fiebrerecurrente y la Borrelia asociada a Borreliosis de Lyme, en base
a suscaracteristicas ecolégicas y genéticas.
B. burgdorferi tiene 3 proteinas mayores de superficie, 1a OspA, OspB y OspC;
y estas proteinas varian en las diferentes cepas de B. burgdorferi en su peso
molecular y antigenicidad (43). OspA es una lipoproteina que tiene un peso
molecular de 31-34 kDa, ha sido usada para diagnostico seroldgico y desarrollo de
vacunas. OspC es unaproteina de 20-25 kDa, varia entre especies, y es Util como
antigeno seroreactivo durante € estadio temprano de la enfermedad (44). El
complggo B. burgdorferi sensu lato incluye todas las especies y los
grupos genémicos de Borrelia aislados de Euro-Asia y EUA que son transmitidos
por garrapata y asociadas a borreliosisde Lyme, éste término lo distingue de la
especie B. burgdorferi sensu stricto (39-42,45).
4.2. METODOS DE TIPIFICACION FENOTIPICA.
En B. burgdorferi sensu lato se han usado los mismos sistemas de tipificacion
fenotipica que para otras especies de bacterias como son: La biotipificacion,
tipificacion defagosy andlisisde susceptibilidad a los antibidticos, sin
embargo no son factibles por el bajo crecimiento bacteriano. Por lo tanto se
hautilizado el andlisis mediante electroforesis de proteinas SDS-PAGE vy €
perfil de &cidos grasos, pero las conclusiones basadas en estos métodos no son
exactas (43).
4.2.1. Serotipificacion
La serotipificacion es el método fenotipico més comun para latipificacion
de B. burgdorferi sensu  latoy esta basada  en reactividad a
diferentesanticuerpos  monoclonales  especificos contra OspA Yy
OspC. La serotipificacion con OspA logra definir 8 serotipos diferentes al
estudiar 112 cepas aidadas de humanos y garrapatas de Europa, 24 de
Norteaméricay 2 de Japon (43, 44). Los serotipos 1, 2 y J11
corresponden a B. burgdorferi sensu stricto, B. afzelii, y B. japonica,
respectivamente, y los serotipos 3a 8 corresponden a B. garinii. El
serotipo 2 se ha encontrado en mas de 50% de pacientes con Borreliosis
de Lyme y e serotipo 4 ha sido detectado en LCR de pacientes con
neuroborreliosis, pero no en garrapatas. En contraste, en mas de 50% de los
aislados de garrapata se detecta el serotipo 6 (43).
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Por otra parte, con anticuerpos monoclonales especificos para OspC se han
definido 16 serotipos diferentes para aislados Europeosy Norteamericanos. De
estos, 6 corresponden a B. burgdorferi sensu stricto, y 4 serotipos a B. afzelii,
el resto no se han identificado. Al comparar los serotipos OspA y OspC de
B. burgdorferi sensu lato se observa mayor heterogeneidad con OspC (44).

4.2.2. Electroforesis enzimatica multilocus (MLEE)

Este método se basa en la tipificacion de proteinasy consiste en diferenciar la
movilidad electroforéticade enzimas metabdlicas de cada cepa bacteriana para
determinar la poblacién genética de la bacteria, ya que cada cepa tieneun
patron electroforético diferente. Con el método de MLEE se haestimado la
relacion y diversidad genética entre las cepas de B. burgdorferi sensu lato (45).

4.3 METODOS DE TIPIFICACION GENOTIPICA.

Los métodos de tipificacion molecular basados en |as caracteristicas genéticas del
microorganismo aportan informacion més precisa en ladiversidad patogénica de
labacteria. EI estudio de estadiversidad genética en Borrelia tiene implicaciones
epidemioldgicas, clinicasy de diagndstico (45).

Para estudiar la diversidad genética de cepas de B. burgdorferi sensu lato
se han usado | os siguientes métodos:

4.3.1. Analisis de hibridacibn DNA-DNA. Es un método que se ha usado para
estudiar las relaciones taxondémicas y es uno de los mejores procedimientos
aplicables para la taxonomia de Borrelia. La definicion filogenética de
especie generalmenteincluye cepas con aproximadamente 70% o0 més
de homologia.

Las cepas del género Borrelia con el andlisis de reasociacion de DNA tienen un
nivel de homologia de 30 a 100%. Esta homologia entre cepas de Borrelia spp.
gue causan fiebre recurrente y las que causan Borreliosisde Lyme es de 30 a
44%. Entre diferentes subespecies de B. burgdorferi sensu lato e nivel de
homologia es de 48 a 70%. La hibridacion de DNA-DNA es reconocida
actualmente como & método de referencia para la delineacién hasta
subespecie de B. burgdorferi sensu lato (45-47).
Basados en este método, B. burgdorferi sensu lato se ha subdividido en 5
subespecies B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii, B. afzelii, B.
japonica (inicialmente grupo F63B) y B. andersoni (inicialmente grupo
21123) (47).
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4.3.2.

433

4.3.4.

435

4.3.6

Recientemente se han descrito nuevos grupos gendémicos, como |os grupos
Europeo VS116 y PotiB2 actualmente denominados B. valaisiana y B.
lusitaniae; el grupo americano DN 127, que incluye a B. bisettii (48,49) y en
Asia, B. turdae y B. tanuki (50). Actuamente son reconocidas 11
subespecies de B. burgdorferi sensu lato, pero sdlo 5 se reconocen como
patégenas para el hombre (Cuadro 1).
Ribotipificacion puede ser usada para identificar cepas anivel de especie;
se basa en € perfil obtenido del DNA cromosdmico al digerirlo con enzimas de
restriccién e hibridizar los fragmentos con una sonda derivada de una zona
altamente conservada del RNA ribosomal (46).
Electroforesis en gel por campos pulsados. (PEGC)- Este método consiste
en separar fragmentos grandes de restriccion de DNA después de digestion
con enzimas como MIul por electroforesis. La discriminacién de especiesy
entre cepas se basa en e polimorfismo de fragmentos grandes del DNA
Cromaosomico.
Pueden ser reconocidos fragmentos especificos para cada especie. Este método
es Util paraé estudio taxonémico de cepas anivel de especiey paradiferenciar
entre cepas de la misma especie en estudios epidemiol 6gicos (46,51).
Fingerprinting de plasmido (52-53). Se ha utilizado para comparar cepas del
complego de B. burgdorferi y Borrelia recurrente. La utilidad de la huella digital
de plasmidos puede ser afectada por la pérdida del plasmido durante el cultivoin
vitro 6 por recombinacion inter e intraplasmidicos.
Amplificacion aleatoria de DNA polimérfico (RAPD-PCR).

Es un método para genomotipificacion, estudia e genoma completo de una
bacteria con ato poder de discriminacion y fécil de desarrollar. Es Util para

distinguir entre diferentes especies de Borrelia y entre cepas de la misma
especie (46,55).

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Es un método de subtipificacion molecular de DNA que tiene la ventgja de ser
Fécil, rdpido y se requieren pocas células del microorganismo. Se utiliza para
la tipificacion de cepas e identificacion a especie tanto en muestras
clinicas como en e vector. Los genes méas comunes para amplificacion y

secuenciacion son e gene fla (flagelar) y ospA (proteina de membrana
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4.3.7

externa). Para e gene fla se han disefiado iniciadores para amplificar la
region conservada, asi como un fragmento interno del gene para amplificar la
region central variable e identificar entre genoespecies (46,56). EI gene
ospA selocaliza en un plasmido de 49 kb de B. burgdorferi denominado |p54;
se han disefiado iniciadores para la amplificacion en muestras clinicas y €
vector, mismos que han mostrado ser altamente especificos (56-57).

PCR en tiempo-real.

Latécnicade PCR en tiempo real es usada parala cuantificacion y deteccion de
DNA de B. burgdorferi, por lo que se puede determinar € nimero de
espiroquetas en la muestra de pacientes con borreliosis de Lyme en tejido,
liquido cefaorraguideo (LCR) y vector (58).

Los resultados de la Tm (temperatura a la que €l 50% del DNA de la molécula
esta desnaturalizado) estén relacionados con €l contenido de GC/AT que estos a
su vez estan relacionados alalongitud y la secuencia.

Estudios realizados en DNA de piel y vector (Ixodes ricinus), los resultados de
laTm de B. garinii esde 2 °C debajo de B. burgdorferi sensu stricto y B. afzelii,
por lo tanto €l andlisis de la Tm ofrece una répida aternativa de identificacion y
deteccion de las genoespecies de B. burgdorferi sensu lato (59).

A pesar que la PCR en tiempo real ofrece una alta sensibilidad para la deteccion
de B. burgdorferi sensu lato en muestras de biopsias de piel para pacientes con
borreliosis de Lyme, en otras muestras como liquido cefalorraquideo y sangre
tienen baja sensibilidad por lo que en éstos casos no es aceptado para €l
diagndstico (60).

4.3.8 Secuenciacion .- Es un método de tipificacion molecular de acidos nucléicos el

cual compara directamente secuencias de DNA de cepas bacterianas y es €
mejor método cuantitativo para determinar la similitud o diferencias entre 2
cepas. Permite analizar segmentos cortos de la secuencia de bases del DNA.

Los genes secuenciados de B. burgdorferi son e gene fla (flagelar) y ospA
ademas de el espacio intergénico entre los genes ribosomales 5Sy 23S.

Su diversidad se ha aprovechado para tipificar cepas, documentando los
diferentes fragmentos originados por enzimas de restriccion (RFLP-PCR)
basado en la organizacion unica de B. burgdorferi (Cuadro 3) (5, 55, 56).
Algunos autores sugieren que este método podria ser utilizado para estudios de

epidemiologia molecular (57).
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Cuadro 3

Meétodos Genotipicos para la Tipificacion de Borrelia burgdorferi sensu lato

Método Poder de Tipo de Ventajas Desventajas
discriminacion Muestras
Analisis de Alto hasta Cepas, DNA de El mejor Bajo poder de
reasociacion especie muestras clinicas | procedimiento para la|  discriminacion con
DNA-DNA y vector taxonomia bacteriana. | homologia<a 70 %.
Ribotipificacion Limitado a Cepas Tipificacion aespecie | Requiere més DNA que
especie y subespecie para PCR
Electroforesisen | Alto poder de Cepas Discriminaentre | Requiere mas DNA que
gel por campos | discriminaciony especies y entre para PCR
pulsados reproducible cepas
Fingerprinting de | Bajo poder de Cepas El perfil de plasmidos | Afecta por pérdida del
plasmido discriminacion podria correlacionar. plasmido.
Amplificacion Alto poder Cepas Discrimina entre Requiere méas DNA que
aleatoria de DNA | discriminaciony especiesy entre para PCR
polimérfico Reproducibilidad cepas.
RAPD-PCR).
Reaccion en Alto poder Cepas, DNA de Reguiere minima Puede ser inhibidala
Cadena de la| discriminaciony | muestrasclinicas | cantidad de DNA y reaccion con algunas
Polimerasa Reproducibilidad y vector. atil en muestras sustancias, 6
clinicas, vector. inespecifica.
PCR en tiempo Identifica DNA de Requiere minima Baja sensibilidad en
real especiey muestras clinicas | cantidad de DNA. algunas muestras
subespecies y vector. clinicas
Secuenciacion Identifica Cepas, DNA de Requiere minima Puede ser inhibidala
diferenciasente | muestrasclinicas | cantidad de DNA reaccién con algunas
nucl éotidos y vector sustancias, 6
inespecifica

5. METODOS DE DIAGNOSTICO.
El estdndar de oro paradiagnéstico de la enfermedad esél cultivo, sin embargo

la sensibilidad de éste método es baja. Otros estudios como la IFA también
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tienen bga sensibilidad en enfermedad temprana y existe dificultad para su

interpretacion, por lo que se han desarrollando nuevas técnicas serolégicas y de

biologia molecular (58).

5.1 Microbioldgico

El cultivo de B. burgdorferi sensu lato de especimenes clinicos es Util en biopsias
de piel 0 especimenes de lavado cutédneo de lesiones de EM y sangre de pacientes
con enfermedad temprana diseminada. En lesiones primarias de EM la
sensibilidad del cultivo es de 50 % y puede aumentar a 85% en lesiones de
EM secundarias ademas, ha sido reportado en 48% en sangre o plasma
de pacientes con enfermedad de Lyme temprana con volUmenes mayores
a 9 m (59). EI asdamiento de B. burgdorferi de otros sitios, tales
como LCR es menor de 5% y en liquido sinovial, es raro; la tasa de
recuperacion baja reflga el peguefio nUmero de organismos viables presentes

en estos sitios anatémicos.

5.2 Histopatologia

5.3

Este método se aplicaa especimenes de biopsias delesionesde EM que muestran
edema, depositos de mucing, y un infiltrado perivascular de macréfagos, linfocitos,
y en ocasiones células plasmaticas en la dermissuperficial y profunda. Estos
hallazgos no son especificos para borreliosis de Lyme, por 10 que se han usado
tinciones de plata ( Warthin-Starry, Dieterle modificado, o tincion de Steiner
modificado), Fas, 6 inmunoperoxidasa paralocalizar organismos espirales en piel y
otros tegjidos. Es un estudio dificil de interpretar con especificidad variable, por
lo que e uso de esta metodologia se limitada a investigacion 'y situaciones
clinicas especificas (58).
Serologia
Existe dificultad parainterpretar estudios de ELISA (inmunoensayo enziméatico) e
IFA  (inmunofluorescencia) en  biopsias de piel con anticuerpos
inmunofluorescentes vs B. burgdorferi. Esto debido a que
a) El resultado depende del estadio clinico de la enfermedad. En el estadio
temprano de la enfermedad |os resultados serol0gicos por ELISA son negativos
o larespuesta puede limitarse solo alos polipéptidos mas inmunogénicos (60).
b) Su interpretacion es complicada por la reactividad cruzada con otras
espiroquetas como Treponema spp. (T. pallidum, T. denticola, T. phagedenis y

Borrelia spp. (B. hermsii y B. recurrentis); asi también, en enfermedades
23



autoinmunes, mononucleosis infecciosa y fiebre de las montafias rocallosas
(60).

Hay variabilidad de la respuestainmune en diferentes pacientes (60).

El tratamiento antibiotico temprano puede abortar unarespuestainmuney dar
resultados fal sos negativos (60).

Hay variabilidad de genoespeciesy cepas de B. burgdorferi a nivel mundial 1o
gue modifica la interpretacion de los estudios de ELISA e
inmunotransferencia de proteinas (61). Por estas razones se han
implementado  nuevas técnicas seroldgicas 6 modificaciones de las
mismas para meorar la especificidad delaprueba.

Para disminuir la reactividad seroldgica cruzada se ha incrementado €l valor
de corte en estudios de IFA con titulos mayor de 1:256 (60) y por ELISA
mayores de 1:320; este dltimo tiene una sensibilidad de 75% y una
especificidad del 80% en zonas endémicas (60). Para estudiar resultados de
casos dudosos se realizan estudios de VDRL 6 RPR (rapid reagin card), para
los que B. burgdorferi no es reactiva (60). Otros estudios realizados para evitar
reaccion cruzada con otras espiroquetas periodontales son la  adsorcion
del  suero  con T. phagedenis y T. denticola o € wuso de
antigenos purificados o fracciones antigénicas recombinantes de B.
burgdorferi como: la proteina de 39-kDa y 83 kDa, flagelina, OspA, OspB,
OspC, OspE, OspF, p22, BBK32 y VI1sE). Ninguno de estos antigenos a
probado ser superior a la serologia con antigeno completo (60-66). Sin
embargo, algunas proteinas como p39 kDa de B. burgdorferi es un antigeno
especifico de especie y sureactividad en sueros de humanos excluye alos
sueros falsos positivos para otras  enfermedades causadas por  espiroquetas
como: Leptospirosis, fiebre de las Montofias Rocosas, Fiebre recurrente
transmitida por garrapata y Sifilis (56-59).

Recientemente una proteina de unién de B. burgdorferi (DbpA) fue clonada

y secuenciada de 3 subespecies de Borrelia comunes en Europa: B. burgdorferi
sensu stricto, B. garinii y B. afzelii. La determinacién de anticuerpos contralos
antigenos BBK32, DbpA y €& péptido VISE IR6 son los que con mayor
frecuencia se han evaluado en el diagndstico y seguimiento de pacientes con
enfermedad de Lyme (66-67).
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El  criterio diagndstico actualmente aceptado para confirmar un caso
positivo se debe hacer ELISA con antigeno completo y confirmar con
inmunotransferencia (Western-blot) o que incrementa a 9%5% la
especificidad (67-72). Existen diferentes equipos comerciales para estudios
de ELISA y WB que contienen como antigeno extracto tota de B.
burgdorferi cepa B31. EIl CDC validd dos de éstos equipos uno es €
Mar Dx Diagnostics, Carlsbad, CA y otro € BBI que tienen las bandas de
proteinas de la bacteriaen su control positivo con pesos moleculares
bien definidos con una especificidad de 99 % (72).

En Europa en 1999 los criterios para serodiagnostico de Western-blot
(inmunoblot) IgM e IgG para B. burgdorferi sensu lato fueron validados. Se
utilizaron antigenos de las cepas PK A2 de B. burgdorferi sensu stricto, cepa PBi
de B. garinii y la cepa PKo de B. afzelii. Los criterios de positividad para PBi
fue la presencia de minimo 1 banda de p83/100, p39, p30, OspC, p21, y pl7y
para la cepa PKo la presencia de minimo 2 bandas de las proteinas 83/100,
p58,p43, P39, p30, OspPC, p21, pl17,y pla (70).

Algunos autores han reportado la asociacion entre manifestaciones clinicas y la
reactividad en WB vs 4 genoespecies del complegjo de B. burgdorferi sensu lato
patdgenas para humanos. Donde 5 bandas de proteinas tienen un potencial
mayor de discriminacion: Las bandas del2 kDa, 16 kDa, 18 kDa, OspA y 66
kDa En B. burgdorferi sensu stricto se observa unareactividad preferencial alas
bandas de 12 kDa, 16kDa, OspC, 58 kDa and 66 kDa, comparado con B. garinii
16 kDa, 18kDa, 20kDa, OspC, OspD, 30 kDa, OspA, 45 kDay 60kDa, con B.
afzelii 12kDa, 14 kDa, 16 kDa, 18 kDa, OspC y 45 kDa, asi como B. valaisiana
OspA, 45 kDay 66kDa (70).

5.4 Biologia molecular.
Laintroduccion de técnicas de biologia molecular en Borreliosis de Lyme yatiene
un papel definido en los casos con manifestaciones de neuroborreliosis temprana
con serologia negativa, en borreliosis ocular o en recién nacidos de madres que
presentaron Enfermedad de Lyme activa durante su embarazo, asi como en casos de
diagndstico dificil como infecciones coexistentes con Babesiay Erlichia (2,43,
48, 68,73).
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Cuadro 4
Sensibilidad y especificidad de los métodos de diagndstico de acuerdo a

la manifestacion clinica.

Enfermedad ELISA Western-blot PCR CULTIVO
S E S E S E S E
EM* 50% 69% 75% 90% | 75% | 97% | 50-85% | 100%
ACA** 80% 78% 99% 9% | 57% | 95% | 10-19% | 100%
Neuroborreliosis | 60% 75% 85% 93% | 65% | 95% | <10% | 100%
Artritis 78% 75% 80% 93% | 88% | 100% 3% 100%

*Eritemamigrans  ** Acrodermatitis cronica atrofica.

6. ANTECEDENTES EN MEXICO.

Casos clinicos. En 1991, en Culiacan, Sinaloase reportaron 20 casos de pacientes
con eritema crénico migratorio asociado a artritis enun caso observaron la
espiroqueta en biopsia de piel mientras que tres casos tuvieron serologia (ELISA)
positiva; 18 de los casos mostraron mejoria clinica después del tratamiento Unico
o combinado con tetraciclina y penicilina (77). En 1994 en la Cd. de Monterrey,
Nuevo Ledn se reportaron dos casos sugestivos de enfermedad de Lyme, con la
determinacién por ELISA de IgM e IgG contra B. burgdorferi positivos; en ambos
reportes los estudios de ELISA se redlizaron en € Centro de Control de
Enfermedades (CDC) en Atlanta, Georgia (78).

En 1999 en la Ciudad de México estudiamos pacientes con manifestaciones
neuroldgicas a quienes se confirmd la infeccion por medio de estudios serol 6gicos
(79). El mismo afio fueron reportados 2 estudios seroldgicos de infeccion por B.
burgdorferi en México, el primero en humanos donde la seroprevalencia nacional fue
de 1.1% y el segundo en venado cola blanca con una frecuencia del 6% en la zona
noreste, en el 2003 reportamos la seroprevalencia de infeccién de B. burgdorferi en
poblacion general de la zona noreste y la Ciudad de México donde se encuentra una
seroprevalencia de 6.3 % y 3.4% respectivamente, ambas fueron mas atas que la
prevalencia nacional, 10 que sugiere que tenemos zonas endémicas de la enfermedad
de Lyme (80).
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7. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La Borreliosis de Lyme representa mas del 90% de las infecciones transmitidas
por artrépodos en los EUA y Europa (9). Existen evidencias de la heterogeneidad
genéticade cepas de B. burgdorferi a nivel mundiad asi como de
aislamientos genéticamente iguales en areas geograficas distantes, |0 que muestra
el ato grado de migracion en la naturaleza de los agentes de la Borreliosis de
Lyme; asi mismo presenta un gran polimorfismo clinico relacionado con la
diversidad genética de la bacteria

En México, desde 1991 existen reportes de casos con cuadro clinico sugestivo de
la enfermedad sin que hayan sido confirmados con pruebas de laboratorio.
El vector y los reservorios conocidos como competentes para transmitir la
bacteria estén presentesen las zonas Norte, Noreste y Golfo de México. Se han
encontrado casos seropositivos en las zonas Noreste y Centro-Occidente.
Recientemente hemos encontrado evidencias de la infeccidn por B. burgdorferi en
pacientes residentes del centro del pais con manifestaciones cuténeas tardias (ACA)
y neurolégicas (meningoradiculitisy pardisis facial) confirmadas con Western-blot,
quienes han tenido una buenarespuesta a tratamiento con antibiéticos.

Sin embargo, para confirmar que la borreliosis de Lyme es una enfermedad
prevalente en Meéxico es necesario demostrar la infeccion por B. burgdorferi
con inmunodiagnostico en € suero de pacientes y demostrar la presencia de la
bacteria con cultivo y/6 PCR en muestras clinicas. Ademés de confirmar la
enfermedad en pacientes mexicanos, los datos seran Utiles para conocer los
genotipos infectantes y para disefiar pruebas de diagnostico especificas a las
especies queinfectan a la poblacibn mexicana, asi como para sugerir
medidas de prevencion en las zonas en riesgo.

7.1 PREGUNTAS DE INVESTIGACION.

7.1.1 ¢Cudles son las especies de B. burgdorferi prevalentes en muestras clinicas
de pacientes mexicanos con Borreliosis de Lyme, definidas mediante técnicas
de biologiamolecular?

7.1.2 ¢)a reactividad alas proteinas de varias especies de B. burgdorferi sensu lato
en  suero de pacientes mexicanos es diferente a la observada en pacientes

estadounidensesy europeos?
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8. OBJETIVO GENERAL
Determinar las especies prevalentes de B. burgdorferi que infectan a pacientes
mexicanos con cuadro clinico compatible con Borreliosis de Lyme mediante la
caracterizacion molecular y determinar la respuestainmune humoral a antigenos de
diferentesespecies de Borrelia y compararla con la respuesta reportadaen

pacientes de EUA y de Europa

8.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

8.1.1 Detectar por PCR e hibridizacion los genesflay ospA de B. burgdorferi en
especimenes clinicos de pacientes mexicanos con sospecha de Borreliosis
de Lyme.

8.1.2 Determinar las secuencias del gene fla y ospA de B. burgdorferi amplificado de
las muestras clinicas y compararlas con las secuencias del gene fla y ospA
reportadas para B. burgdorferi sensu lato de Estados Unidos de América y
Europa.

8.1.3 Caracterizar la respuesta inmune humoral a antigenos de diferentes especies de
Borrelia en sueros de pacientes mexicanos con Borreliosis de Lyme mediante
Western-blot.

9. HIPOTESIS GENERAL.

Las caracteristicas moleculares de B. burgdorferi prevalentes en pacientes
mexicanosy los antigenos de B. burgdorferi que despiertan la respuesta
inmune en éstos pacientes son diferentes de las observadas en pacientes
estadounidenses pero probablemente semejantes a los observados en pacientes

europeos.
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10. SUJETOS, MATERIAL Y METODOS

10.1 DISENO DE ESTUDIO.
TRANSVERSAL DESCRIPTIVO.

10.2 LUGAR DONDE SE REALIZO EL ESTUDIO.
Este estudio se llevd a cabo en la Unidad de Investigacion Médica de
Enfermedades Infecciosas y Parasitarias, Hospital de Pediatria, CMNSXXI, del
Instituto Mexicano del Seguro Social.
El proyecto fue aprobado por el comité de Investigacion y Etica del Hospital de
Pediatria del Centro Médico Nacional SXXI, IMSS.

10.3. POBLACION DE ESTUDIO.
Se seleccionaron los casos consecutivos que presentaron manifestaciones
clinicas sugestivas de Borreliosis de Lyme atendidos en los hospitales de
Especialidades del Centro Médico La Razay e Hospital de Pediatria, del
CMNSXXI, del IMSS en la Ciudad de México.

10.3.1 TAMANO DE LA MUESTRA:
El tamafio de muestrafue calculado con el programa EPI info 6 como sigue:

10.3.1.1 Estudio de Muestras clinicas de Pacientes: Paraladeteccion de DNA deB.
burgdorferi por PCR en casos con borreliosis de Lyme.
En poblacion con diagnostico clinico de eritema migratorio con una frecuencia
esperada de deteccion por PCR del 50%, un error aceptable del 1 %y un
intervalo de confianza del 95% N=4
10.3.1.2En poblacion con diagndstico clinico de acrodermatitis crénica
atréfica, esclerodermia y meningoradiculitis con una frecuencia esperada de
deteccion por PCR del 10%, un error aceptable del 1% y un intervalo de
confianzadel 95%. N=18.
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10.3.2 MUESTRA.
Seincluyeron las muestras clinicas de |os pacientes que cubrieron los criterios
clinicos descritospor €l CDCy laEUCALB paraBorreliosis de Lymey estudios
en suero con ELISA y/6 Western-blot 1gG vs B. burgdorferi sensu lato positivos.
L os casos positivos fueron de la poblacion de estudio mediante muestreo no
aleatorio en el periodo comprendido entre 1 de Marzo de 1999y Febrero del
2002.

10.3.3 Criterios de Seleccion.

10.3.3.1 Criterios de Inclusion.
Se incluyeron todos los sueros y DNA de muestras clinicas de
pacientes mexicanos de cualquier edad y sexo, con manifestaciones clinicas
de Borreliosis de Lyme con estudios serologicos positivos para B.
burgdorferi sensu lato y sin enfermedad autoinmune conocida, sifilis o
leptospirosis.
10.3.3.2 Criterios de Exclusion.
Se excluyeron las muestras de suero y DNA de muestras clinicas
positivas a B. burgdorferi obtenidos de pacientes con Borreliosis de
Lyme adquiridaenlos E.U.A. o Europa.
10.3.3.3 Criterios de Eliminacion.
Se eliminaron las muestras clinicas de pacientes alos que se les confirmo
otros diagnostico como: sifilis, leptospirosis 6 enfermedad autoinmune e

infeccidn por herpesvirus.

10.4 DEFINICION OPERACIONAL DE LAS VARIABLES.
10.4.1 Paciente con sospecha de Borreliosis de Lyme.

Definicién operativa.- El paciente con eritema migrans 6 con una manifestacion

tardia (64).

Criterios clinicos del CDC para €l diagnostico de Borreliosis de Lyme.

a) Eritema migrans .- Lesion en piel gue inicia como mécula o papula 'y se
extiende en dias 0 semanas para formar una lesién redondeada grande, con
aclaramiento central parcial. Una lesion solitaria debe medir como minimo 5
cm. se acompaiia de fatiga, fiebre, cefalea, artralgias 6 miagias que son

intermitentes.
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b) Manifestaciones Tardias.
1. Artritis objetiva en 1 6 pocas articulaciones grandes (rodilla, cadera, hombro,
codo) asimétrica, recurrente ¢ crénica (semanas 6 meses) asociada 0 no con EM
2. Meningitis aséptica con presencia en LCR de pleocitosis y predominio de
linfocitos.
3. Pardlisisfacial uni 6 bilateral, poliradiculoneuropatia 6 encefalomielitis .
La poliradiculoneuropatia sedividié en tres variantes clinicas:
3.1 Poliradiculoneuropatia con parestesia inicial y debilidad muscular
Progresiva.

3.2 Poliradiculoneuropatia de predominio motor (debilidad muscular sin
parestesias ni déficit sensitivo).

3.3 Poliradiculoneuropatia sensitivo-motora con transtorno sensitivo objetivo.
Los transtornos sensitivos se manifiestan como hipoestesias en guante y
calcetin ¢ en parches.

4. Bloqueo cardiaco atrioventricular de 2doy 3er grado, deinicio agudo, que se
resuelve en dias a semanas y algunas veces estd asociado a miocarditis.

5. Acrodermatitis crénica atréfica- Lesion rojiza a violacea en su inicio y
evoluciona a hipocrémica 6 hipercromica, generalmente en |as extremidades,
gue tiende a producir atrofiade laepidermis como piel decigarroy musculo
sin afectar hueso.

10.4.2 Paciente con Borreliosis de Lyme.
Definicidn operativa. Un paciente con cuadro clinico de Borreliosis de Lyme
con los criterios clinicosdel CDCy laEUCALB con estudios serol 6gicos de
ELISA y WB positivosy ademas cultivo o PCR positivo paraB. burgdorferi
(66).

10.4.2.1 Anticuerpos IgG vs B. burgdorferi por ELISA.
Se determin6é en basea € titulo de IgG presente en suero que se uniéa
antigeno (B. burgdorferi sensu lato) y se leyé como la absorbancia obtenida de
cada muestra comparada con €l valor de corte (vease métodos).
Escala de Medicion:Nominal
Categoriade lavariable: Positivo- Si la absorbancia fue mayor a valor del

punto de corte .
Negativo- Si |a absorbancia fue menor al valor

promedio menos 3DS.
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10.4.2.2 Anticuerpos 1gG vs B. burgdorferi por WB.
Definicién operacional —La deteccién de bandas de proteinas especificas de B.
burgdorferi.
Categoriade lavariable:
Positivo a B. burgdorferi sensu stricto
La presencia de minimo 5 de las siguientes bandas de proteinas: 18, 23, 28,
30, 39, 41, 45, 58, 66 y 93 kDa.
Positivo aB. garinii. Lapresencia 2 bandas minimo de las bandas de proteinas
(p83/100, p39, OspC, p2ly pl7).
Positivo a B. afzelii. Lapresenciade minimo 2 bandas (83/100, p58, p43, p39,
p30, OspC, p21, pl7,y pl4).
Negativo- La presenciade menos de 5 bandas para B. burgdorferi ssy menos
de 2 bandas paraB. garinii y B. afzelii

No Reactivo- La ausencia de bandas de proteinas.
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11. DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO:
El estudio consta de varias etapas.
A) Etapa Clinica.

Seingresaron a estudio todos los pacientes con diagnéstico diferencia de
enfermedad de Lyme enviados por algin meédico especiadista médicos
internistas, neurdlogos, dermatdlogos, reumatdlogos 0 pediatras de 2 hospitales
del IMSS del Distrito Federal que recibieron informacion sobre la enfermedad
y formato validado de notificacion de caso sospechoso.

La forma de notificacion: Es un cuestionario que incluye identificacion
personal, edad y sexo, la fecha de la mordedura de la garrapata, una lista de
signos y sintomas, la fecha del diagndstico, localizacion geogréfica vy
anatémica de la mordedura de la garrapata. En casos con manifestaciones en
pie , la localizacion anatdmica y descripcion de la lesién, la presencia de
manifestaciones articulares y neurologicas con  su  semiologia y  los
resultados de los examenes séricos Unicos o seriados ( citoquimico y
citologico de LCR, VDRL vy/lo FTA-Abs, inmunoglobulinas, factor
reumatoide, y en los casos de artritis 0 escleroderma anticuerpos
antinucleares (AntiDNA de doble cadena, anti-Ro, anti-Scl 70) cultivo
bacteriologico y BAAR de liquido sinovia negativo, citologico, presencia de
cristales y estudios de inmunodeteccién de IgM por ELISA para virus del
grupo  herpes 'y varicela-zoster. Estudios radiogréficos para observar
erosiones, calcificaciones 6 tofos en articulaciones y la descripcion de
tomografia 0 resonancia magnética de pacientes con manifestaciones
neuroldgicas. En casos cutaneos y con artritis € reporte histologico de las
lesiones con técnica de Hematoxilina-eosina e inmunohistoquimica en |0s casos
indicados, ademés de la tincidn de Warthin-Starry para busqueda de espiroguetas
y de tgjido articular €l reporte sobre la presencia de |esiones granulomatosas. asi
como el reporte de tratamientos recibidos, tiempo y posologia(Anexo 1l y 2).
Todos |os pacientes firmaron una hoja de consentimiento informado (Anexo 3).
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11. 1 METODOS.

11.1.1 Muestras Clinicas.
Se estudiaron los pacientes en los cuales como diagnéstico diferencial se
incluyé Borreliosis de Lyme, de €ellos se seleccionaron los pacientes que
cubrieron los criterios clinicos de Borreliosis de Lymey en casos cutaneos
los criterios histolégicos del CDC. A todos los pacientes se les tom6 una
muestra desangre (5 ml) sin  anticoagulante para obtener suero. En
pacientes con manifestaciones cuténeas (eritema  migratorio, ACA y
linfocitoma cuténeo) se  les tomé ademas biopsia de pied para
estudio histologico con tinciones de hematoxilina-eosina y Whartin-Starry
y otra parte se conservé en etanol al 70% para procesamiento con PCR.
En pacientes con manifestaciones del sistema nervioso se clasificaron
como meningopoliradiculoneuropatia, polineuropatia clasica ¢ polineuropatia
atipica®G mononeuropatia craneal Unica 6 multiple.
Se reaiz6 electromiografia y se clasifico en: patron desmielinizante y patron
con degeneracion axonal.
La recuperacion funciona se evaud con escala de Hughescada semana
el primer mes y después cada mes durante 3 meses. Se evauaron €
tiempo de hospitalizacién y lamortalidad (Anexo 4).
Se obtuvo LCR a su ingreso que se conservé a — 200C hasta su
procesamiento. De las muestras clinicas se obtuvo DNA y se usd para
diagnostico con técnicas de biologia molecular.

11.1.2 Técnica de ELISA.
A cada suero se le realizd estudios de ELISA con antigeno completo
cepaB3l para determinar 1gG vs B. burgdorferi (antigeno donado por €l Dr.
Alan Barbour, Universidad de San Antonio, Texas). En aquellos pacientes
con manifestaciones agudas y la prueba negativa, se tomd nueva muestra a
las 8 semanas del iniciodd cuadroclinicoy serealizo el estudio con ambas
muestras.
El procedimiento serealiz6 de acuerdo alo descrito por Rusell (60) con algunas
modificaciones que fueron reportadas por nosotros (24). Se aplicd el antigeno a
una concentracién de 5 pg/ml por pozo en microplacas de 96 pozos (L absystem);
el suero se diluyd 1:640 y se usd como conjugado el anti-lgG humano de cabra

unido a fosfatasa alcalina (Biosource, CA, USA) diluido 1:1000. El valor de
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11.1.3.

corte se obtuvo con € valor promedio de 26 sueros de sujetos mexicanos no
infectados con B. burgdorferi (15 sueros de nifios y 11 de adultos sanos) + 3
desviaciones estandar (24). Como control positivo se usO una mezcla de
5 sueros de pacientes con cultivo positivos de una zona endémica del
Noreste de EUA (sueros donados por e Dr. Magnarelli, New
Haven, Connecticut). EI control positivo fue incluido por
cuadruplicado en cadamicroplaca y cada muestra de suero fue probada
por duplicado.

Con estos datos se construyd una curva de regresion lineal que se probd
durante5 dias diferentes obteniendo un coeficiente de correlacion
r’= 0.97 a repetir los ensayos.Un suero se considerd como positivo

cuando la absorbancia fue mayor a valor del punto de corte (24).

Respuesta inmune a antigenos de diferentes especies de Borrelia en suero de
pacientes con Borreliosis de Lyme.

Los sueros de casos positivos por ELISA y/6 WB para € antigeno
de B. burgdorferi ss fueron ensayados contra antigenos  de las
genoespecies del complejo B. burgdorferi sensu lato, con la técnica descrita
por Dressler y cols. (59): B. burgdorferi ss (cepa B31), B. garinii (cepa
PBi), B. afzelii (cepa PKo) y B. valaisiana (VS116). Las cepas PBI,
PKo y VS116 procedentes de diferentes aisados de LCR, asi como
contra antigenos de otras especies de Borrelia: B. hermsii (cepa DAH), B.
turicatae (cepa 91E135), B. coriacea (cepa CO53) y B. crocidurae (cepa
CR2A). Se utilizd extracto total de los 8 antigenos (donados por € Dr. Benoit
Jaulhac, Laboratoire de Bacteriologie, Université Louis Pasteur, Hopitaux
Strasbourg, France). Se corrieron 200 ug de Ag en minigeles de
poliacrilamida con gradientes de concentracion de 4 a 15% ( BIO-RAD
Lab.,Hercules, CA).

Se sometieron a electroforesisvertical a 4 mA durante 2 horas. Después,
por inmunoelectrotransferencia las proteinas fueron transferidas a papel de
nitrocelulosa a 400 mA por 2 horasa4 oC. La membrana de nitrocelulosa
se lavdo y bloqued con soluciones amortiguadoras (TTBS). En cada
membrana se incluyeron los sueros testigo positivo y negativo, asi  como

sueros control de pacientes con enfermedades autoinmunes (lupus
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eritematoso sistémico, artritis reumatoide y anticuerpos antifosfolipidos) vy
los sueros de pacientes con sospecha de borreliosis de Lyme. Se diluyeron
1:50 con TBSy se incubaron 2 horas atemperaturaambiente. Se lavo 3 veces
y se incubd con € conugado (anticuerpo de raton anti - I1gG
humano Southern Biotech, Birmingham A L unido a fosfatasa
acalina a una concentracion de 1:500 en TBS-M); se agrego €
sustrato  NBT- BCIP (GibcoBRL, Gaistherburg, U.S.A.) (60).

Para considerar un suero positivo se utilizaron los criterios del Centro de Control
de Enfermedades Infecciosas (CDC) y de la Unién Europea contra la
Borreliosis de Lyme (EUCALB), descritos por Dressler y cols. en E.U.A. (68) y
Hauser y colsen Europa (70). Se consider6 un suero positivo a B.
burgdorferi ss cuando se detecté un minimo de5 de las siguientes bandas de
proteinas: 18, 23, 28, 30, 39, 41, 45,58, 66 y 93 kDa. o las descritas para
las cepas  Europeas: B. garinii s presentaron 2 bandas minimo de las
siguientes bandas de proteinas (p83/100, p39, OspC, p2ly pl7) en B.
afzelii 2 bandas minimo (83/100, p58, p43, p39, p30,0spC, p21, pl7,y pl4) o
B. valaisiana 2 bandas minimo (p66, p45 y OspA) (69-70).

Todos los sueros fueron ademés caracterizados por inmunotransferencia con
antigenos de B. hermsii, B. turicatae, B. crocidurae y B. coriacea las 3 primeras
especies asociadas a fiebre recurrente en humanosy la Ultima asociada con
abortos en ganado bovino.

Para validar € ensayo de inmunotransferencia, se seleccionaron al azar
sueros positivos por ELISA y se probaron con WB con un equipo comercial
(MarDx Diagnostics, Carlsbad, CA), e cual contiene los antigenos
completos de B. burgdorferi cepa B31, cuyos pesos moleculares estdn bien
definidos. Este equipo comercial fue validado por e CDC y tieneuna
especificidad del 98% (72).

11.2 TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR:

11.2.1 Extraccién de DNA de la cepa B31 de B. burgdorferi y de las muestras de
LCR.
Las muestras fueron procesadas con e equipo comercial 1soQuick (ORCA
Research Inc. WA, USA) con e método de isotiocianato de guanidina

para purificar DNA de bacterias y liquidos corporales. El sedimento de células
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del LCR fué suspendido en 1 ml. de buffer Tris HCl 10 mM, pH 8.3
mezclando con vortex. Las células fueron lisadas y se extrgio e DNA,;
posteriormente el DNA fué precipitado con alcohol isopropilico y suspendido
con agua bidestilada libre de DNAasa , conservandolo a —20 °C hasta su
procesamiento.

11.2.2 Extraccién de DNA de biopsias de piel.

Las biopsias de piel conservadas en etanol al 70% fueron procesadas por €l

método de adsorcién en gel de silice del equipo QIAamp Tissue (QIAGEN Inc.
VaenciaCA, USA) (74). Labiopsiade piel secortdé en fragmentosde 25 mg y
cada muestra se digirié con 180 ul de solucién paralisisy 20 U de proteinasa K

a 55 °C en bafio maria hasta su lisis completa, aproximadamente 2 horas o toda

la noche; se centrifugd a 13,000 rpm durante 5 minutos para sedimentar los
detritus no digeridos. Se transfirieron 200 ul del sobrenadante en tubos de
microcentrifuga limpios de 1.5 ml. Posteriormente, se agregé €l Buffer AL se
mezclo en el vortex, se incubd a70 °C por 10 minutos, seagregaron 210 ul de
etanol a 96% para precipitar el DNA y se mezcl6 por agitacion. Todo €l liquido
se coloco en una columna de gel con silice, se centrifugd a 8000 rpm por 1 min.

para adsorber el DNA a gel y se tird e liquido, se realizaron 2 lavados

consecutivos con sustancias amortiguadoras y se centrifugé durante 1y 3

minutos respectivamente en cada lavado; se colocd un tubo Eppendorf ala
columna y se agregaron 100 ul de agua bidestilada estéril libre de RNAasas
para €luir e DNA y se centrifugd a 8000 rpm durante 1 minuto. EIl DNA se
conservd a—20 °C hasta su procesamiento (74).

11.2.3 Técnica de PCR .- Se reaiz6 con & método descrito por Johnsony cols. (76).
Los iniciadores usados fueron genes altamente conservados del gen fla
externo de B. burgdorferi, con los iniciadores conservados 5'-AAG TAG AAA
AAG TCT TAGTAA GAATGA AGGA-3 y 5-AATTGCATA CTCAGT
ACT ATT CTT TAT AGA T-3 region (245-855); vy los iniciadores
especificos del gen fla 5-CAC ATA TTC AGA TGC AGA CAG AGG TTC
TA-3 y GAA GGT GCT GTA GCA GGT GCT GGC TGT-3' region (300
689) (69).

Parael gen ospA seusaron losiniciadores5-TTA TGA AAA AAT ATT TAT
TGG GAA T-3  region (149-319) de B. burgdorferi (56) .
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11.2.4

Los oligonucledtidos fueron sintetizados por Invitrogen Co. (Rockville, MD,
USA).

La mezcla de reaccion para PCR contiene Tris 10 mM (pH 8.3), KCI 50
mM, MgCl, 2mM, deoxinucledtido trifosfato 200 uM ( Perkin-Elmer) y 50
pmol de cadainiciador (OSPA 149-319 y Gene flagelar externos 6 internos) con
3 ul del DNA de muestras clinicas. Se incluyé como DNA Control de
amplificacion positivo, el DNA obtenido de B. burgdorferi B31 (ATCC 35210)
y como controles negativos. DNA de biopsias de piel 6 1 ng de DNA de
Treponema pallidum ATCC 27087. Las reacciones se desarrollaron en un
termociclador Perkin-Elmer- Gene Amp PCR 9700. Cada ciclo fué de 94°C por
30 s para desnaturalizacion, alineacion a450C por 45 sy extensién a 72 °C por 1
min, por un total de 35 ciclos. Los productos de amplificacion fueron analizados
por electroforesis en gel de agarosa a 1.5 % IBI ( Shelton Scientific,Inc.
Shelton,CT,USA) (70) en solucion amortiguadora TAE a 50 volts. Se agregaron
10 ul de cada producto de PCR por pozo més 2 ul de solucion para marcar con
azul de bromofenol y el marcador de peso molecular de 100 pb en cada gel. Se
considerd como PCR positivas para €l gen flagelar cuando se observaron bandas
de 390 pb (fragmento corto del gene) y 620 pb (fragmento largo), y para €l gene
OspA cuando una banda 192 pb igual que en € control positivo (DNA de cepa
B31 de B. burgdorferi) medido con un marcador de peso molecular 100pb. La
cantidad de DNA del producto de PCR se determinG mediante |a cuantificacion
de masa con e Fago Lambda (1ng/pul).

Cuando las muestras fueron negativas al utilizar los 3 juegos de iniciadores, se
evalud la presencia de inhibidores por medio de PCR con las mismas
condiciones, pero agregando 2.5 ul de DNA de B. burgdorferi y 2.5 ul de
DNA problema.

Se consider6 positiva para la presenciadeinhibidores si € control positivo no
presentd amplificacion de losgenes flagelar 6 de membrana externa de B.
burgdorferi .

Southern-blot (SB) .

Después de leer, el gel se someti6 a sustancias amortiguadoras para
desnaturalizar los productos de DNA y neutralizar paratransferir a una

membrana de nylon Hybond ( Amersham Corp., Arlington Heights, Ill.). Las
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membranas fueron expuestas aluz UV por 1 minen Crosslinker y se guardaron

a4 oC hasta su procesamiento.

Se realizo prehibridacion con e buffer SSPE -55X, Solucion Denhardt SDS-

5X, con 100 ul de DNA de esperma de samén a55oC por 1 h). Losfiltros

fueron hibridados con 2x10° cpm de la sonda del gene flagelar (FL8) de B.

burgdorferi ss'y la sonda FL15de B. garinii marcado con P* por 16 hs.

Después de la hibridacion, los filtros son lavados 2 veces por 15 minutos a

temperatura ambiente en SSC 2X-SDS0.1% y uno en SSC 1X-SDS 0.1% a 42

oC por 30 min. Los filtros fueron expuestos a pelicula Kodak XAR-5 durante 24

horas (47).

Un SB fue positivo cuando la placa de RX Kodak revelada después de

exponer la membrana hibridada, muestra una mancha radio opaca en cada

zona donde se encuentran el control positivo y los productos de PCR

positivos que contrastan con zonas radio IGcidas donde no hay hibridacion.
11.2.5 Clonacion de productos de PCR para secuenciacion.

En aguellos casos en donde el DNA extraido de LCR o biopsia fue positivo por

PCRYy SB parael gene fla, se selecciondy cortd la banda especifica del

peso molecular esperado del genefla interno 350 pby externo 620 pb, se

extragjo el DNA con e equipo para extraccion de DNA en ga QUIAEX

(QUIAGEN Corp. Vaencia, CA).

Se redlizé la clonaciéon de el producto de PCR con el equipo comercia Topo

TA cloning kit (Invitrogen Co. Carlsbad, CA). La cantidad del producto de PCR

necesario para laligacion fuede 10 ng (0.5 a

1 ul) con 50 ng (20 fmoles) del vector TOPO. Los pares de bases seligaron en

unaproporcion 1:1 (Vector:inserto).

Laclonacion consto de los siguientes pasos:

La Reaccion de Unién-Ligacion (10 ul) con solucion amortiguadora (buffer de

ligacién) 10X 1 ul,Vector (25ng/ul) 2 ul, T4 DNA ligasa 1 pul, e producto de

PCR (10ng) 1 ul y agua. Se uso paratransformar células competentes Top 10F

durante 18 horasy las células transformadas fueron seleccionadas por resistencia

alaampicilina, 50 ng/ml (Gibco BRL, La Jolla CA).

Se seleccionan |as colonias transformadas (de color azul). Para plasmidos de bajo

numero de copias seinocularon 250 ml de medio eincubd a 37 °C por 12-16 hr.
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en movimiento constante a 300 rpm. El cultivo debe tener una densidad
bacteriana de 3-4x10° céulas por ml.Los plasmidos fueron aislados.
11.2.6 Extraccion de DNA plasmidico.
El DNA del pldsmido se extrgjo con un equipo comercial para DNA plasmidico
Wizard Plus (Promega).
Mediante latécnicade lisis alcalina se obtuvo el sedimento, del cultivo crecido, se
resuspendié en solucion amortiguadora, se mezcldé con vortex hasta que
se disolvid, se lisaron las bacterias con solucion de lisis y proteasa5 min, se
agregd solucion de neutralizacion mezclando por inversion y se centrifugd
durante 10 min.
Se transfirid el sobrenadante a columnas con gel de silice (el sobrenadante tiene
el DNA plasmidico) y se centrifug6 1 min. EI DNA plasmidico se conservo
a —20°C.
El inserto fue analizado con laenzima de restriccion ECO R1 10 U (Gibco BRL,
LaJollaCA.). El control positivo de DNA plasmidico esunamuestraque
contiene M. phlei.
11.2.7 SECUENCIACION.
Los productos de PCR del gen fla y ospA de las muestras clinicas, fueron
secuenciados con el equipo comercial (Genome Lab DTCS-Quick Star kit) con
el secuenciador Beckman coulter Inc. (Fullerton, CA, USA). Usando €
protocol o descrito por el fabricante. De manera automatizada en |a base de datos
seregistrael electroferogramaal término del programay se hace lalecturade las
secuencias.
Las secuencias fueron comparadas contra la secuencia de referencia tipo de
Borrelia burgdorferi sensu stricto B31 por medio del programa DNAMAN.
Al final se compararon las secuencias de las muestras positivas por PCR de los
DNA de pacientes mexicanos contra las secuencias descritas para Borreliosis
en EUA y Europa Se reportd como proporcion la homologia en base a la
similitud en secuencia de bases por medio del programa BLAST. El andlisis con
dendogramas se realiz6 con un método computarizado donde se evalla la
distancia genética entre las genoespecies encontradas en pacientes mexicanos y
las reportadas en EUA y Europa (45) (FiguraNo.17).
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12. ANALISIS DE LOS DATOS.
12.1Estadistica descriptiva.

111

Andlisis de la distribucion de las frecuencias, medidas de tendencia centra
y dispersion apropiadas para cada variable de acuerdo a nivel de medicion y
tipo de distribucion. La consistencia en la medicion de anticuerpos IgM
e |1gG vs B. burgdorferi se midieron con e coeficiente de variacion
intraobservador y para evaluar laconcordancia interobservador en las lecturas

del WB se aplico la prueba de Kappa. Se calcul6 € intervalo de confianza del
95%.

Estadistica Analitica.
Las variables cualitativas para 2 grupos en muestras independientes se analizaron

con pruebade X? y en muestras cuantitativas continuas se analizaron con prueba
t de Student.
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13. RESULTADOS.

13.1 Descripcion general.
Se estudiaron 364 pacientes con manifestaciones clinicas en las cuales como
diagnostico diferencia se debe descartar Borreliosis de Lyme. El 80% fueron
adultos con una edad promedio de 43.5 afos y 20% fueron nifios con edad
promedio de 8 afios. El 74% delos pacientes (272) presentaron manifestaciones
neurolégicas, 20% (72) tuvieron manifestaciones cuténeas, y 6% (20)

presentaron artritis (Cuadro 1).

Cuadro 1
Caracteristicas generales de los pacientes estudiados
Nifios Adultos
Manifestacion Clinica | Numero (%) | (8+2 afios) | (43.5+19 afios)
Cutanea 72(20) 40 32
Neurologica 272 (74) 19 253
Articular 20 (6) 13 7
Total 364 (100) 72 292 (80%)

De éstos 364 pacientes, 299 fueron eliminados a presentar una serologia
negativa y/6 a confirmar otro diagnostico. Los diagndsticos diferenciales en
299 pacientes fueron los siguientes:

a) Manifestaciones cutaneas (62): Eritema polimorfo asociado a medicamentos,
granuloma anular, esclerodermia sistémica, esclerodermia con anticuerpos
antinucleares positivos.

b) Manifestaciones neuroldgicas (220): Neuropatia cranea por virus del grupo
Herpes, neuropatia craneal idiopatica, Sindrome de Guillain-Barré, leucemia,
linfoma, esclerosis multiple, esclerosis lateral amniotréfica, sarcoidosis y
paraparesia espastica.

c) Manifestaciones articulares (17): Artritis reumatoide juvenil seronegativa,
artritis por Chlamydia tracomatis, lupusy artritis reactiva.

Después de la seleccion 65/364 (18%) pacientes fueron seropositivos con
ELISA y en 59/364 (16%) se cubrieron los criterios clinicos y serol6gicos

(ELISA y WB) de caso positivo para Borreliosis de Lyme (Anexo 1) (22). En
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2 de los 6 pacientes ELISA positivo y WB negativo se confirmd infeccion por
Borrelia turicatae, agente de lafiebre recurrente.

13.2 Caracterizacion epidemiologica de pacientes infectados con B. burgdorferi
De 59 pacientes con lainfeccion 42 (71%) fueron adultos de 42.5+17 afios y
17 (29%) nifios de 8+2 afios de edad. EI antecedente de picadurade un
insecto no volador se present6 en 20/59 (34%) y en 5 de éstos se identificd una
garrapata. La exposicion a los animales domesticos y silvestres potenciales
hospederos de garrapatas fue en 32 (54%).

Cuadro 2
Caracteristicas demograficas y epidemioldgicas de pacientes con

diagndstico confirmado de infeccion por Borrelia burgdorferi

Etapa Temprana Etapa Cronica

N=53 N=6
Pacientes Nifios | Adultos Nifios | Adultos
N % 12 (24%) | 41 (76%) | 5 (87%) |1 (13%)
Edad M+DS 82 48 +18 9+3 --
Sexo M:F 1:.1.6 1:.1.4 121 1:.1.7
Mordedura por 5(41%) | 16 (39%) 2 0
insecto
Hospederos 8 (66%) | 21(51%) 2 0
Tiempo de 16dias |34dias |21+7meses |12 meses
Evolucion del
padecimiento al
ingreso (promedio)

13.3 Caracterizacion Clinica de pacientes infectados con B. burgdorferi
Los 59 casos positivos se distribuyeron de acuerdo a estadio de la enfermedad de
la siguiente manera: En 53 (90%) se presentaron manifestaciones tempranas y
en 6 (10%) fueron manifestaciones tardias. (Cuadro 2).
A) Manifestaciones tempranas.
1) Casos cuténeos en 7/53 (13 %), dos Eritema migrans (Figura 1) y cinco
linfocitomas (Figura 2).
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2) Casos Neurologicos en 46/53 (87 %): dos meningopoliradiculoneuritis,
21 poliradiculopatia y 23 neuropatia craneal Unica 6 multiple.
B) Manifestaciones tardias:
1) Manifestaciones cutaneas en 3/6, 1 ACA y 2 escleroderma (1 morfeay 1
atrofoderma de Passini y Pierini).
2) Manifestacion articular en 3/6: Artritis oligoarticular.
(Cuadro 3).

Cuadro 3
Manifestaciones clinicas de pacientes seropositivos a
Borrelia burgdorferi sensu lato.

Seropositivos

N=59
Edad Nifios Adultos
N=17 (29%) | N=42 (71%)
Manifestacion Clinica
Temprana 12 41
Meningopoliradiculoneuritis 1 1
Poliradiculoneuropatia 6 15
Neuropatia craneal 4 19
Eritema migrans 0 2
Linfocitoma 1 4
Tardia 5 1
ACA 1 0
Escleroderma:
a) Morfea 1 0
b Atrofoderma de Passini 1 1
Artritis | 3 0




13.3.1 Manifestaciones cutaneas.
a) Descripcion Epidemiologica.
En 10 pacientes se presentaron manifestaciones dérmicas. Fueron 7 adultos
con un promedio de edad de 42 aios y 3 nifios de 9 afios.
a) Descripcion Clinica.
L a etapa aguda de la enfermedad se presentd en 7 pacientes que cursaban con
18 dias de evolucion y la etapa crénica en 3 (Cuadro No. 3).
Lamanifestacion mas frecuente fue el linfocitoma cutaneo en 5 pacientes.
c) Hallazgos Histopatoldgicos.
1.- Eritema migrans con la tincion de hematoxilina-eosina mostro un infiltrado
linfocitario perivascular en dermis superficial (Figural B).
2.- Linfocitoma cutaneo la tincion de H-E muestra un infiltrado mononuclear
con centros germinales.
La tincion de Warthin-Starry mostré bacterias de forma espirilar. La
Inmunohistoquimica para anticuerpos monoclonales vs anti CD45 y CD20
fueron positivos lo que muestra la presencia de linfocitos B y linfocitos T esto
se definid e infiltrado policlona (Figura2B yC).
13.3.2 Manifestaciones neurologicas.
a) Descripcion Epidemioldgica.
De 46 pacientes 35(76%) fueron adultos de 27+16 afiosy 11(24%) nifios
de 8+2 afosen adultos e sexo femenino fue el més afectado 1:1.7 y en
nifios e sexo masculino 1.2:1. (Cuadro 3).
b) Descripcién Clinica.
L os 46 pacientes con afeccidn a sistema nervioso presentaron la etapa aguda
de la enfermedad con un promedio de 34 dias de evolucion. Las
manifestaciones clinicas fueron las siguientes:
1. Meningopoliradiculopatia y polirradiculoneuropatia: En 23
pacientes se presentd poliradiculoneuropatia mixta con debilidad global
en 50% y distal en 33%. En 18/23 (78%) se presento ademas afeccion a
pares craneales (VII, X, Xl y XII). El nervio facial se encontré mas
frecuentemente afectado, en 15/18 (83%) de los casos, de forma
unilateral 6 bilateral. Cuando se compararon los pacientes con
neuroborreliosis y los no infectados se observo una asociacion con la

presencia de paresia de pares craneales en neuroborreliosis, la cua fue
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mayor a 5 veces, con un O.R.= 5.7; donde e par cranea mas

frecuentemente afectado fué el facial (VII) 5 veces con una p<0.05y un

0.R=4.9 en los pacientes con enfermedad de Lyme. Las caracteristicas

del citoquimico y citologico de LCR no fueron diferentes alas de los no
infectados (Cuadro 4).

neuroborreliosis se presentaron en e 70% de los casos con presencia de

Las complicaciones en pacientes con

bradicardia y requirieron asistencia ventilatoria con evolucion grave,

en éstos pacientes se observo la recuperacion completa en 75 dias

promedio

Cuadro No. 4

Descripcion Clinica y de laboratorio en pacientes con Neuroborreliosis vs

poliradiculopatia no Lyme.

Neuroborreliosis

Poliradiculopatia

no Lyme
Caracteristica N=23 N=26 Valor de p
Sexo:
Masculino 12 13 NS
Femenino 11 13
Edad (M£DS) 27+16.2 30.5+18.8 NS
Antecedentes
Gl 5 5 NS
IVRA 5 4 NS
Parestesias 10 20 < 0.004
Déficit NC: 5 7 NS
ingreso
Debilidad: Distal 8 10 NS
Globa 11 12 NS
Mixta 4 4 NS
Par Craneal 12 5 < 0.01* Chi=5.7
Paresia Facial 9 3 <0.02*
Chi=4.92
LCR
Células 33 17 0.19
Glucosa 60 63 0.30
Proteinas 133 100 0.25

2. La neuropatia craneal : se presentdo en 23 pacientes fueron 19

adultos con un promedio de edad de 48+20 afios y laproporcion entre

sexos M:F del:14,y 4 nifiosde 10+1 afio y la relacién entre sexos
1:1. En 10/23 (45% ) de

clinicos asociados a Borreliosis de Lyme, como:

los pacientes se presentaron otros datos

artritis
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y/6 artragias (4), sindrome del tinel del capo (1), blogueo
auriculoventricular (A-V ) de 2do grado (1) y pardisis facia recurrente
(5).
13.4 Respuesta inmune a antigenos de diferentes especies de Borrelia en suero
de pacientes mexicanos con diagndstico clinico de Borreliosis de Lyme.
Delos 65 sueros de pacientes con ELISA positivo, 59 fueron Western-blot
Positivo para una o varias de las 4 especies del complejo Borrelia burgdorferi

sensu lato (B. burgdorferi ss, B. garinii, B. afzelii y aB. valaisiana). (Cuadro 5).

Cuadro 5
Respuesta IgM a cuatro especies de Borrelia burgdorferi en

suero de pacientes con manifestaciones cutaneas, neurologicas y articulares

Manifestacion Clinica No.
probado Sueros positivos contra especies de
Borrelia de acuerdo a los criterios
EUCALB:
B.b.ss | B.garinii | B.afzelii | B.valaisiana*
Cutaneos 6 2 2 2 0
Eritema Migrans 1 1
Linfocitoma 5 1 2 2
Neurolégicos 45 9 18 16 2
Polirradiculoneuropatia 23 8 8 7 0
Neuropatia craneal 22 1 10 9 2
Artritis 0 0 0 0 0
51 11 20 18 2

* para esta especie sol o se probaron 21 sueros

L os pacientes confirmados con WB para B. burgdorferi sensu lato fueron 51 con
WB IgM vs B. burgdorferi y 10 con IgG vs B. burgdorferi. De los pacientes
positivos con IgM vs B. burgdorferi sensu lato en 13/51 (25%) fueron reactivos a
las 3 especies, 14/51 (27%) a 2 especies y para cada una de las especies como
sigue: a B.burgdorferi ss 3 (6%), aB. garinii 9 (18%), a B. afzelii 9 (18%) y aB.
valaisiana 2 (4%) (Figura3,4y 5A).
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L os casos seropositivos a lgM presentaron manifestaciones neurolégicos en 45y
manifestaciones cutdneas 6. En 8 casos fueron seropositivos para 1gG en los 5
casos cronicos y 3 casos agudos con manifestaciones neurologicas dos pacientes
de neuropatia craneal y un caso de EM que seroconvirtio alos 2 meses.
L os dos casos positivos a B. valaisiana presentaron pardisis facial.
En 21 sueros de los 65 seropositivos por ELISA en los que se probaron otros 4
Ags de Borrelia spp. (B. hermsii, B. coriacea, B. crocidurae y B. turicatae). Se
confirmaron 2 casos para Borrelia turicatae agente etiol gico de fiebre recurrente
(Figura5B). Los 21 pacientes fueron negativos alos otros 3 antigenos.
y los 2 casos positivos aB. turicatae presentaron neuropatia craneal.
Las bandas de proteinas presentes en el 95% de los sueros positivos con €l
antigeno de B. burgdorferi sensu stricto fueron la banda de la proteina de 41
kDay el 50% de los casos fueron reactivos contra las proteinas de 58, 45y 66
kDa. El 33% de los casos reconocieron las bandas de 93y 23 kDa y e 20%
los sueros reconaocieron las bandas de proteinas de bagjo peso molecular (18, 28,
30 y 39 kDa) (Cuadro 7). Cuando se compararon los casos con
manifestaciones cuténeas con los de manifestaciones neurol 6gicas se encontraron
diferencias importantes; las proteinas que predominantemente reconocieron los
sueros en los casos cutaneos fueron la proteina flagelar de 41 kDa, p45 y p28;
comparativamente en los casos neurol6gicos se reconoce la p4l y las diferencias
son con las proteinas p58, p66 y p30. Las proteinas que se reconocieron en igua
proporcion en ambos casos fueron las de bajo peso molecular como la de 18, 23
kDay las de 39y 93 kDa (cuadro 6).

Cuadro 6

Comparacion de las proteinas reconocidas por IgM vs B. burgdorferi sensu stricto

en sueros de pacientes mexicanos, norteamericanos y europeos con Borreliosis de

Lyme.
DX No. |93 kDa |66 58 45 41 39 30 |28 23 18
Cuténeos 10 | 38% 29% |29% | 67% |100% [19% [19% |52% |33% |19%
Neurologicos 46 | 39% 55% |70% |42% |92% 25% | 30% |8.3% |39% |22%
Articulares 3 |33% 0% |0% |100% |100% |33% |33% 0% [33% |100%
Norteamericanos | 5 |20% 40% |60% |80% |80% |20% |20% |20% |40% |20%
Europeos 5 |20% 80% |60% |60% 40% 40% |20% [80% |60% |100%
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Comparativamente, Los sueros de pacientes que tuvieron reactividad vs B. garinii
reconocieron la proteina p66, p45, p39 y p28 , los sueros reactivos a B. afzelii
reconocieron las proteinas p58, p30 y p23 y los 2 pacientes con pardisis facia que
reconocieron B. valaisiana presentaron reactividad contralas proteinas de 93 kDa41ly
18 (Cuadro 7).

Cuadro 7

Perfil de proteinas de 3 especies de Borrelia burgdorferi sensu lato a las que son
reactivos los pacientes con manifestaciones cutaneas y neurolégicas.

Paciente Proteinas reconocidas (kD)
Manifestacion | Especie 93|66 |58 |45 |41 (39|34 (30|28 |23 |18
Cuténea:
EM Bb ss X | X X X X X
Linfocitoma Bb ss 11X X | X [X X
Linfocitoma Bb ss 2|X X X [X

B. afzelii * * *
ACA Bb ss X X X

B garinii + |+ + + +
Escleroderma |Bb ss X [ X [X [ X [X |X

B. garinii + + + |+
Escleroderma |Bb ss X [ X [ X [ X [|X
LEA Bb ss X X X X |X
Atrofoderma Bb ss X |X X X [X

B. afzelii * * *
Manifestacion
Neuroldgica
Meningopolirad | Bb ss 3 [X |X X | X [X
Poliradiculopat | Bb ss 2 | X X [ X [X |[X
Poliradiculopat | Bb ss 2 X X X
Poliradiculopa |Bb ss X X X

B. garinii + + |+
Poliradiculopat | Bb ss X X [ X X |X

B. garinii + |+ +

B. afzelii * *
Poliradiculopat | Bb ss X X [ X |[X |X X

B.valaisiana [ |l
Poliradiculopat | B. afzelii * *
Neuropatia Bb ss X X |X
craneal
Paralisis facial | B garinii 2 + |+ |+ |+ |+ + |+
Pardlisis facial |B.valaisiana |/ |l / / / /
Pardalisis facial | B.valaisiana / / /

Criteriosde laEUCALB paraWB IgG vsB. garinii (cepa Pbi): Positivo 1bandade p39, p21y pl7 (100%)
especificidad. WB 1gG vs B. afzelii (cepa PKO) positivo con 2 bandas p83/100,p58,p43,p39,p30,0spC, p21,pl7y pl4.
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13.5 Caracterizacién molecular de B. burgdorferi sensu lato en muestras clinicas.

1351

En 28 de los 59 casos seropositivos por WB se analizaron los DNAS de
biopsias de piel, LCR y liquido sinovial. Serealizé laPCR paralos genesfla y
ospA. La PCR para € gene fla fue positiva en seis muestras de LCR, en 7
biopsias de piel y en un liquido sinovia (Figura 7A). Para el gen ospA DNAs
debiopsiasdepiel 2y 2 de LCR fueron positivos (Figura 8A).

Estudio con Southern-blot

Se probaron 28 DNAs procedentes de 13 LCR, 14 de biopsias de piel y 1 de
liquido sinovial por SB con lasonda del gen fla especifico para las 3
especies de B. burgdorferi sensu lato en 22 se detecto la presencia del gene.
Para la especie de B. burgdorferi ssfueron 16 muestras positivas catorce
fueron positivas por PCR y dos negativas (Figura 6A,7B). Con la sonda
especificapara B. garinii seidentificaron cuatro muestras positivas (Figura
9). y otras 2 con la sonda para B. afzelii (Figura 10), éstas 6 muestras fueron
negativas con la PCR. Todos los productos de PCR se probaron para B.
hermsii y todos resultaron negativos.

L os pacientes positivos para B. burgdorferi ss presentaron EM, linfocitoma,
polirradiculoneuropatia, neuropatia cranea y artritis y los SB positivos para B.
garinii presentaron poliradiculoneuropatia3y atrofodermade passini 1. ParaB.
afzelii las manifestaciones fueron cutaneas cronicas, uno con escleroderma y
uno con ACA (Cuadro No. 8).
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Cuadro 8
Manifestaciones Clinicas de pacientes mexicanos con Borreliosis de Lyme confirmados

con PCR y Southern-blot para Borrelia burgdorferi sensu lato

Southern-blot +
DIAGNOSTICO No. | PCR |B.bss|B.garinii |B. afzelii | B.hermsii
*
EM 3 2 2 0 0 0
Linfocitoma 5 3 3 0 0 0
ACA 4 2 1 0 1 0
Escleroderma: 3 3 2 0 1 0
Atrofoderma dePassini 2 3 2 1 0 0
Meningoradiculopatia 7 1 1 0 0 0
Poliradiculopatia 23| 7 4 3 0 0
Neuropatia craneal 2 1 1 0 0 0
Artritis 10 1 1

99 | 22 16 4 2 0

* positivos para el gen fla de B. burgdorferi sensu lato.

Al comparar los hallazgos de biologia molecular con la respuesta antigénica
de los sueros de los pacientes se confirmaron que con la sonda para B.
burgdorferi ss 14 casos fueron positivos por PCRy SB de los que reaccionaron
contra € antigeno de B. burgdorferi ss cepa B31 (Cuadro 10).

Con la sonda de B. garinii un paciente con esclerodermia fue positivo por PCR,
SB y WB. En 12 casos que fueron negativos por PCR y SB para fla
reaccionaron en suero a las siguientes especies de B. burgdorferi sensu lato
(cinco a B. garinii, 5 a B. afzelii y dos a B. valaisiana) (Cuadro 8). Estos
pacientes presentaron manifestaciones neuroldgicas en 7 y 5 casos con
manifestaciones cutaneas. En 2 casos € DNA obtenido de LCR present6
inhibicion de lareaccion de PCR (FiguraNo.7).

L os casos positivos a B. burgdorferi ss presentaron EM 2, linfocitoma cutaneo

polirradiculoneuropatia, neuropatia cranea y artritis (Cuadro No. 9).
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Cuadro 9
Comparacion de la respuesta a proteinas especificas de B. burgdorferi

sensu lato y la hibridacion con sondas especificas de 3 especies del complejo B.

burgdorferi en pacientes con Borreliosis de Lyme

No. Proteinas reconocidas en WB con Ag de Southern-Blot
% B. burgdorferi sensu lato

Diagndstico 30 |[WB |93 |66 |58 [45 |41 |39 |30 |28 |23 |18 |Bbss |B. garinii |B. afzelii

Manifestacion Cutanea

EM 2 |Pos | X [X X | X X X 2

Linfocitoma 3 |Pos |X X | X X X 2

Linfocitoma Neg X X

S. Parry-Romberg 1 1

Escleroderma 3 |Pos | X [X |X X [X |X 0 2

Manifestacion

Neuroldgica

Meningopolirad 1 |Pos [X |X X | X [X 0

Neuropatia craneal 1 |Neg (X X | X 1

Paraparesia Espastica 1 |Pos [X X [ X | X |X 0

Poliradiculoneuropatia 3 |Pos |[X X | X [X |X X 1 1

Neuropatia craneal 1 |Pos [X [X X X |X |1

Artritis 3 |Pos 1

13.5.2 Genotipificacién con PCR en Tiempo Real.

13.5.3

Fueron amplificadas 14 muestras por PCR y se probaron para 11 genoespecies
conocidas (Figura 11). Se determiné la Tm de todas sondas para éstas
genoespecies y se muestran curvas de las genoespecies patdgenas para humanos
con la Tm correspondiente (Figura 12 y 13). En 12 DNASs que amplificaron por
PCR se pudo determinar la genoespecie, la cual amplificoy la temperatura de
alineamiento correspondi6 a B. burgdorferi sensu stricto (Figura 14). En otras 2
que amplificaron para 2 diferentes genoespecies a comparar la temperatura de
alineamiento no correspondio a ninguna de las 11 genoespecies probadas. ESs por
esta razon que se clasificaron como no tipificables.

Genotipificacion con Secuenciacion.
Fueron secuenciados 9 productos de PCR del gen fla y 4 productos de PCR

del gen ospA procedentes de biopsias de piel, liquido sinovial y liquido
cefalorraquideo.

Algunas de las muestras fueron clonadas en un vector y obtenidas para
secuenciacion (Figura 15). Las secuencias obtenidas fueron alineadas con una

secuencia de referencia de B. burgdorferi sensu stricto cepa B31 obtenida del
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Genebank, usando el programa DNAMAN (Figura No. 16); En tres pacientes las
secuencias mostraron sustitucion de 3 bases, en 4 pacientes tuvieron sustitucion
de dos bases y un paciente una base sustituida. En las 7 secuencias de los
pacientes con EM 2, linfocitoma cuténeo 2, artritis 1 y neuroborreliosis 2, unade
estas sustituciones de bases no fue conservada 'y cambia un aminoécido ( G por
R en & aminacido 75); estas 7 secuencias tuvieron una homologia del 98 y 99
% con € gen fla. Respecto a gen ospA del plasmido 1p54 de la misma cepa, 4
muestras fueron secuenciadas y se observé una sustitucion de una base principal
la cual no fue conservada cambiando en el aminoécido 5 (L por I). Estas
secuencias tuvieron una homologia del 98% con el plasmido Ip54 de la cepa
B31 de B. burgdorferi ss (Figura 17). La distribucion de esta secuencia fue
localizada en un érbol filogenético para ubicarlo dentro de las genoespecies
reportadas en el Genebank y se agrupa con una cepa de B. burgdorferi sensu
stricto aislada en Europa de LCR (Figura 18).
Cuadro 10.
Confirmacion de la presencia de la genoespecie B. burgdorferi ss por PCR- TRy
secuenciacion en Borreliosis de Lyme adquirida en México

Manifestacion
Clinica \WB *[PCR** Genotipificacion
PCR-TR Secuenciacion
B. burgdorferi sl
No. % N=59|N=30 N=14 N=9
Cutaneos 10 [8/10 (80%0) [N=7 N=5
-E.M xEx 2/2 B. burgdorferi ss |B.burgdorferi ss
-Linfocitoma cutaneo|5 3/5 B. burgdorferi ss [B.burgdorferi ss
-Escleroderma 3 2/7 B. burgdorferi ss |B.burgdorferi ss
Neurol 6gicos 46 18/19(42%) [N=6 N=3
- N. craneal 23 |V1 B. burgdorferi ss |B.burgdorferi ss
- Poliradiculopatia |23  |5/18 B. burgdorferi ss |B.burgdorferi SS
2/18 B.b.No tipificable
Artritis 3 1/1 B. burgdorferi ss |B. burgdorferi s
* Western-blot

** Reaccion en cadena de la polimerasa

*** Eritema migrans
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13.6 Cultivo de tejidos y liquidos corporales.
Se rediz0 el cultivo a 28 muestras clinicas en: 14 biopsias de piel y 14 LCR de
pacientes seropositivos. En 1 cultivo de paciente con eritema migrans se
observaron bacterias espririlares, las cuales no pudieron crecer en laresiembra, en
5 cultivos de piel con diagnéstico de linfocitomay ACA se observaron bacterias
Gram positivas de forma cocacea que fueron identificadas como estafilococos y
estreptococos. En los otros 8 cultivos de piel no se observaron bacterias. En los

cultivos de LCR no se observaron bacterias después de 12 semanas del cultivo.



14. DISCUSION.

De acuerdo a los antecedentes a nivel nacional con respecto a la presencia del
vector (26,29), huéspedes intermediarios infectados por Borrelia spp (33), casos
clinicos sospechosos (77-79) y los estudios de seroprevalencia en humanos y
animales (24,33,80), nuestro grupo inicio una linea de investigacion sobre
Borreliosis de Lyme en nuestro pais. A través de estudios de seroprevalencia de la
infeccion se lograron identificar al menos dos zonas de alta prevalencia, la Zona
Noreste con 6.3% Yy la Ciudad de México con 3.4% (80); estas seroprevalencias por
B. burgdorferi son semejante ala de zonas endémicas del sur de Estados Unidos de
Norteamérica (2,3). En la region del valle de México se han referido casos
sugestivos de neuroborreliosis (79,80), por lo que se inicid la busgueda
intencionada de casos en hospitales del Distrito Federal. De esta manera a partir de
la poblacién en estudio se lograron identificar 59 casos de Borreliosis de Lyme. Los
pacientes confirmados fueron principalmente adultos de 42 afios, econdmicamente
activos, algunos con riesgo ocupacional (exposicion a vectores) como trabajadores
forestales, de campos deportivos y de zooldgicos, y otro grupo en donde se
sospecha que la exposicion a vector fue a visitar zonas forestales 6 parques
cercanos a la Ciudad de México. En estas zonas se ha reportado la presencia de
hospederos de la garrapata Ixodes como el roedor Peromyscus sp y € venado cola
blanca (29,33). Otro grupo de pacientes fueron nifios menores de 10 afios, con
exposicion ala garrapata en bosgues y parques de la zona conurbana de la Ciudad
de México. Esta curva bimodal en la edad de presentacion ha sido reportada por
Farher y cols (16).

Los pacientes de esta muestra presentaron un predominio de manifestaciones
neurolgicas, en € 78% de los casos, comparado con los casos cuténeos (17%) y

articulares (5%). Esto puede estar relacionado con un sesgo de seleccion de la
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poblacion estudiada ya que provienen de hospitales de referencia donde ademas el
diagnostico etiol6gico en casos neurologicos es mas dificil, sin embargo, también
puede sugerir que la presentacion clinica de la Enfermedad de Lyme en la
poblacion mexicana estudiada es semejante a la expresion clinica en Europa donde
la frecuencia de neuroborreliosis de Lyme es de 50% comparado con |os pacientes
Norteamericanos donde es del 11% (4,19,22).

En neuroborreliosis la pardlisis facial es la manifestacion principal, con una
frecuencia en Europa de 65% y en EUA de 50% (4,7); en la muestra de nuestro
estudio, 23/46 pacientes (50%) presentaron esta manifestacion. Ademés estuvo
presente en 9/23 pacientes con meningopoliradiculopatia, 10 que hace un total de
32/46 (69%) pacientes con neuroborreliosis de Lyme.

Nieman y cols. reportaron un estudio retrospectivo en pacientes con pardlisis facia
por B. burgdorferi que no recibieron tratamiento y 10 afios después e 12% de los
casos presentaron pardisis facial recurrente (82). En el presente estudio se observo
gue de los 23 casos con pardisis facia seropositivos a B. burgdorferi, 9 ya habian
presentado 2 a 6 episodios de pardlisis facia previamente, lo que sugiere que en
pacientes con pardisis facia recurrente € riesgo de estar infectados por B.
burgdorferi fue de 3 veces més que en |0s casos unicos.

Por otra parte la prevalencia de infeccion por B. burgdorferi asociada a Sindrome
de Guillain Barré 6 polineuropatia desmielinizante inflamatoria aguda reportada en
Norteamérica es del 3 a 5% (4). Mientras que en nuestra poblacién, 9 de los 46
pacientes con neuroborreliosis (20%) tuvieron esta presentacion clinica.

En borreliosis de Lyme algunos estudios reportan la presencia de manifestaciones
clinicas asociadas a la manifestacién clinica principal, con lo que seleccionan €l

grupo de pacientes para diagnéstico a priori, e incrementan la sensibilidad de las
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pruebas de inmunodiagnostico (2,3). En este estudio e 56% de pacientes con la
enfermedad presentd otras manifestaciones como EM, artritis, pardisis facial
recurrente y carditis. En este grupo de pacientes estos datos clinicos nos
permitieron confirmar el diagnostico en el 90% de |os casos seropositivos.

La morbilidad observada después de tratamiento fue baja, sdlo 2 pacientes con
neuroborreliosis presentaron secuelas, esto confirma el diagnostico y demuestra la
evolucion benigna de la enfermedad una vez tratada adecuadamente. De hecho, €
tiempo de recuperacion de la pardisis facia y la polirradiculoneuropatia de
pacientes infectados se redujo en casos con tratamiento a cinco semanas y dos
meses respectivamente, comparado una recuperacion de 8.5 semanasy 3 meses en
pacientes con otra etiologia, 10 que es semejante a lo reportado por Hansen y cols.
(83).

En Borreliosis de Lyme las manifestaciones cuténeas, principalmente el eritema
migratorio es e signo patognomonico de la enfermedad (2). En e universo de
pacientes del presentwe estudio esta manifestacion se presento en el 3.5% de los
casos. Otra manifestacion cutanea de la etapa aguda es €l linfocitoma borrelial, que
se presenta en 2 a 3 % de los casos de Borreliosis de Lyme, siendo una
manifestacion rara en Europa y solo algunos casos reportados en E.U.A (8). En
contraste, en pacientes mexicanos se presentd en el 8.5% de los pacientes. Esta
lesion se localiza comunmente en e |6bulo de la orgja y areola mamaria, en
nuestros pacientes ademés del |6bulo de la orgja se localizd en lugares menos
frecuentes como la region malar y el antebrazo; la lesion en estos sitios ha sido
descrita en nifios por Strley cols (8). Los hallazgos histol 6gicos son caracteristicos
en Linfocitoma benigno cutis donde la presencia de un infiltrado mononuclear

formando centros germinales ocurre en el 80% de las biopsias de piel (84), ademas
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la inmunohistoquimica muestra un infiltrado linfocitario policlonal, esto aunado a
la presencia de bacterias de forma espirilar sugestivas de espiroguetas (8,85). Estos
hallazgos fueron confirmados en 5 de nuestros pacientes seropositivos a la
infeccion; ademas, se identifico el DNA de la bacteriaen €l tejido de lalesion en 3
de estos casos.

La infeccién por B. burgdorferi en poblacion general, ha sido reportada en
Norteamérica y Euroasia. La prevalencia de esta infeccion se ha realizado
utilizando un método de escrutinio como la prueba de ELISA (2,3). Sin embargo,
en la ultima década se han reconocido las limitaciones que tiene éste método
debido principalmente a la presencia de reacciones cruzadas con otras espiroquetas
y enfermedades autoinmunes. Por lo anterior, € CDC recomienda la
inmunotransferencia como e método para confirmar el diagnéstico seroldgico de
infeccion por B. burgdorferi (22,81). Dresler y cols reportaron que la mitad de los
sueros positivos por ELISA pueden ser confirmados con inmunotransferencia
(68,72). En este estudio €l 91% de los pacientes seropositivos con ELISA fueron
confirmados con Western-blot.

Por otra parte, esimportante sefialar que las pruebas seroldgicas comerciales parala
deteccion de anticuerpos vs B. burgdorferi presentan diferencias en la sensibilidad
durante el estadio temprano de lainfeccion. Solo el 20-30% de |os pacientes pueden
tener seroconversion con anticuerpos IgM durante las primeras 2 semanas de la
infeccion comparada con 70-80% de positividad para IgM e 1gG alcanzada para la
tercera y cuarta semana (66). En cambio, la mayoria identifican con ata
sensibilidad a los pacientes en las formas tardias (66,72). Por lo anterior los
estudios seroldgicos tienen un alto peso en e diagndstico de las formas cronicas de

la enfermedad. En este estudio, de los pacientes en |a etapa aguda, € 66% fueron

58



seropositivos alos 16 dias de evolucién, mientras que el 34% restante seroconvirtio
después de la 4ta semana. En las formas cronicas como artritis, ACA y
escleroderma fueron seropositivos desde la primera muestra utilizando ensayos de
ELISA y WB con antigenos preparados en el laboratorio y confirmamos en algunos
casos con métodos comerciales ya validados.

Los criterios para considerar un WB positivo han tenido modificaciones en EUA y
Europa (72, 82), lo cual se ha relacionado con la heterogeneidad genética de la
bacteria y su area geografica. Por lo anterior, en este estudio, se incluyeron los
criterios establecidos por ambos, e CDC en EUA y la EUCALB en Europa
(22,72). Estos criterios fueron aplicados de acuerdo a los antigenos de | as diferentes
especies utilizados, como por eemplo, para B. burgdorferi sensu stricto se
requieren laidentificacion de minimo 5 de 10 proteinas reportadas por el CDC y 2
bandas presentes en B. burgdorferi sensu lato reportadas por Wilske et a. (72).
Dentro de las bandas de las proteinas de B. burgdorferi sl que fueron consideradas
como hecesarias para confirmar el diagnostico por Western-blot fueron las
proteinas de 39, 41, 45 y 58 kDa. En nuestro estudio, a menos dos de éstas 4
bandas fueron encontradas en las muestras positivas para B. burgdorferi 9. La
proteina de 39-kDa es un antigeno especifico de la especie B. burgdorferi como lo
reporta Schwan y cols (62). La presencia 'y su reactividad en sueros de humanos
excluye a los sueros falsos positivos para otras enfermedades como leptospirosis,
fiebre de las Montafias Rocosas, Fiebre recurrente transmitida por garrapata y
Sifilis (62). En los pacientes mexicanos seropositivos esta proteina se encontro
en e 23% de los sueros lo que suguiere una alta especificidad del antigeno
utilizado. Otra proteina que es inmunodominante en la respuesta inmune a la

espiroqueta es la flagelina de 41 kDa. Su frecuencia en pacientes mexicanos fue

59



del 100% en los casos con manifestaciones cutaneas y 92% en pacientes
neurol 6gicos.

Una de las proteinas mas inmunodominantes durante la respuesta inmune temprana
a B. burgdorferi es OspC. Esta proteina forma parte de la membrana externa de la
bacteria y es expresada en e microorganismo al momento de transmitirse al
humano durante la mordedura de la garrapata. Es por esta razén que en los casos
con enfermedad temprana se presentan anticuerpos contra esta proteina de 23 kDa
(69). En este estudio esta banda fue detectada en el 33 % de los sueros de pacientes
con manifestaciones tempranas, con promedio de evolucion de 16 dias y que
presentaron EM y linfocitoma; se identifico ademas en e 39% de pacientes con
manifestaciones neurol 6gicas (poliradiculoneuritis y neuropatia craneal).

Por otra parte, la proteina de 93 kDa ha sido asociada a infeccion tardia (69). En
nuestro estudio e 38.6% de suero de pacientes mostraron anticuerpos contra esta
proteinay se asocié a manifestaciones cronicas de ACA y esclerodermia. Mientras
gue en casos neuroldgicos se observo reaccion a otras proteinas como las de 58 y

66 kDa

La reactividad antigénica a diferentes genoespecies de B. burgdorferi sensu lato se
han asociado a diversas manifestaciones clinicas, Dressler y cols. observaron en
pacientes alemanes con meningopolineuritis, una mayor respuesta a polipéptidos de
B. garinii en el WB; mientras que los pacientes con artritis y ACA reconocieron
mas a los antigenos de B. afzelii. Por lo tanto éstas diferencias entre los 3 grupos
del complgo de B. burgdorferi lleva a variaciones en la respuesta de anticuerpos en
Borreliosis de Lyme en Europa (72). En pacientes mexicanos se observd
reactividad a proteinas de la cepa PBi de B. garinii, cepa PKO de B. afzelii y la

cepa VS166 de B. valaisiana en los casos con manifestaciones neuroldgicas,
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semejante a lo observado en Europa. Sin embargo |0s casos cutaneos tempranos y
la artritis tuvieron mayor reactividad a proteinas de la cepa B31 de B. burgdorferi
sensu stricto.

Estas diferencias en la respuesta a 4 diferentes genoespecies de Borrelia
burgdorferi permite sugerir la existencia de otras especies de Borrelia burgdorferi
sensu lato como agente de la Enfermedad de Lyme en México.

Las técnicas de amplificacion del genoma, en particular la PCR han mostrado ser
atamente sensibles y eficaces, en particular en la Borreliosis de Lyme donde el
bajo nimero de organismos infectantes en las lesiones dificulta la eficacia de otras
pruebas diagnosticas como el cultivo (46,73). La carga de espiroguetas transmitidas
por el vector en el momento de la infeccion puede oscilar de unos cientos hasta
5.000 pero & nimero de genomas en liquidos corporales puede ser menor de 50/ml
(73). Es por esto que diferentes investigadores han desarrollado estudios con PCR
utilizando diversas secuencias como iniciadores (cebadores) y en algunos casos
PCR anidado para incrementar la deteccion a 10 espiroquetassml en liquidos
corporales (86). En nuestro estudio, a aplicar dos secuencias de iniciadores en esta
muestra de pacientes se observd una mayor sensibilidad con secuencias del gene fla
(72%), comparada con el gene ospA (15%).

Otros estudios han mostrado una sensibilidad variable de acuerdo a la muestra
clinica;, asi, en biopsias de piel de pacientes con manifestaciones cutaneas
tempranas estas pruebas moleculares tienen una sensibilidad del 59 al 80%, que es
considerablemente més alta que € cultivo y la serologia. En  pacientes mexicanos
con EM o linfocitoma logramos detectar e DNA de Borrelia en 100% de las
muestras. En cambio en la etapa aguda diseminada la sensibilidad de |a prueba baja

considerablemente, hasta 35 a 50% en liquidos corporales como plasma, LCR y
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orina por la baja cantidad de espiroquetas en los mismos (73,86). En nuestros
pacientes con meningoradiculoneuritis y poliradicul opatia se logro amplificar DNA
de Borreliaen e 40% de | os pacientes seropositivos.

La sensibilidad de la PCR también disminuye con el tiempo de evolucién de la
enfermedad, hasta un 65% en etapas tardias, que representa una sensibilidad menor
a la reportada para serologia en los casos cronicos, como |o reporta Breitsneider y
cols (73,74). En las muestras clinicas de pacientes mexicanos detectamos el DNA
de la bacteria en e 50% de los pacientes seropositivos con manifestaciones
cronicas.

Recientemente se han desarrollado nuevas técnicas de biologia molecular con una
sensibilidad para detectar hasta 10 espiroquetas en liquidos corporales. La PCR en
tiempo real es una técnica que ademés de incrementar la sensibilidad en la
deteccion de la espirogueta a permitido genctipificar tres de las especies patdgenas
conocidas de Borrelia burgdorferi (86). En este estudio empleamos la PCR en
tiempo real aplicando un mayor espectro de sondas del gen flagelar para detectar
las 11 genoespecies conocidas a momento de la realizaciéon del estudio (87-89).
Con esta técnica logramos genotipificar a 77% de los DNAs amplificados por
PCR, y solo dos de las muestras clinicas no pudieron ser genotipificadas.
Recientemente se reportaron 2 nuevas genoespecies, B. californianus y B. sinica,;
estas especies fueron reportadas en garrapatas de Cadifornia y China
respectivamente, pero se desconoce su papel como patdgenos en humanos (90).

En la poblacion de pacientes mexicanos del presente estudio se encontré una gama
de formas clinica asociadas a Borreliosis de Lyme con un espectro clinico tan
amplio como las reportadas en Europa (91). El agente etiol6gico en esta muestra de

pacientes infectados, de acuerdo a las técnicas de genotipificacion molecular, en la
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Republica Mexicana es Borrelia burgdorferi sensu stricto, que es la especie
predominante reportada en los Estados Unidos de América. Sin embargo, el patron
de respuesta humoral a antigenos de cuatro diferentes especies, aunado a la
presencia de DNA en muestras clinicas que no pudieron ser tipificables, dga
abierta la posibilidad de que en nuestro pais existen otras genoespecies de Borrelia,
gue con los metodos actuales no se pudieron tipificar 6 son alin desconocidas.

Es importante concluir sefialando que por todo lo anterior, se propone que los
médicos de nuestro pais consideren la posibilidad de Borreliosis de Lyme dentro
del diagndstico diferencia en pacientes con manifestaciones neurol dgicas, cutaneas
y articulares, como las descritas en el presente estudio. Esto permitira acortar
significativamente la duracion de los episodios, prevenir el desarrollo de la etapa
diseminada de la enfermedad como es la paresia periféricay detener la progresion a
la etapa cronica como encefalomielitis, artritis y acrodermatitis cronica atrofica. Lo
gue reducira € tiempo de estancia hospitalaria, la atencion en clinicas de
rehabilitacion y de consulta externa por los médicos especialistas. Ademéas de que
en el 70% de los casos previene eficazmente |a aparicion de episodios recurrentes.
Las técnicas de inmunodiagndstico y de biologia molecular empleadas en este
estudio permitirdn seleccionar las pruebas de diagnéstico adecuadas para la
poblacion mexicana de acuerdo a la epidemiol ogia infecciosa de nuestro pais. Asi
como proponer las herramientas de vigilancia epidemioldgica de Borreliosis de
Lyme aplicables en pacientesy de manera muy importante, también en el vector.
Este trabajo muestra las evidencias epidemiolégicas, clinicas, inmunoldgicas y
moleculares para confirmar que esta region de la Republica Mexicana es una zona

endémica de Borreliosis de Lyme, de acuerdo alos criterios del CDC.
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Por la informacion acumulada hasta el momento en nuestro pais, las instituciones
de Salud Publica deben estar alerta a esta zoonosis emergente y considerar €
mantener en vigilancia epidemioldgica las zonas del pais que hasta e momento

hemos estudiado y son endémicas para esta enfermedad.



15. CONCLUSIONES:

Este es € primer reporte de pacientes con Borreliosis de Lyme en pacientes
mexicanos.

Se demostro la infeccion en pacientes con todo el espectro clinico de Borreliosis
de Lyme, desde |la etapa temprana hasta la formas crénicas con manifestaciones
cutaneas, neuroldgicas y articulares.

La serologia con 4 diferentes genoespecies del complejo B. burgdorferi permitio
diagnosticar a la sexta parte de pacientes sin otro diagnéstico etiol6gico y con
manifestaciones sugestivas de Enfermedad de Lyme.

El uso de PCR para los de genes, fla y ospA, permitié confirmar al 57% de los
casos seropositivos; es importante resaltar que la identificacion fue del 100% en
pacientes con manifestaciones cutaneas.

El uso de laPCR en tiempo real permitié genotipificar €l 77% de las muestras.
La genoespecie mas frecuente en esta muestra de pacientes con enfermedad de
Lyme adquirida en México es B. burgdorferi sensu stricto semejante a la
reportada en los Estados Unidos de América pero con expresion clinicasimilar a
la de Europa.

La secuenciacion muestra una alta homologia, de 99% con €l gene fla, la cua
disminuye a 96% con el gene ospA.

Médicos que atienden pacientes mexicanos con EM, linfocitoma, monoartritis,
pardlisis facial recurrente y meningopoliradiculopatia deben considerar dentro

del diagnostico diferencial lainfeccién por Borrelia burgdorferi.
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17. ANEXOS.

ANEXO 1
REPORTE DE CASO DE BORRELIOSIS DE LYME
Folio
NOMBRE DEL PACIENTE: EDAD: SEXO
DOMICILIO TEL.
ESTADO: CD OCUPACION:

DX DE ENVIO:

SINTOMAS Y SIGNOS DEL CUADRO CLINICO ACTUAL (MARCAR LA

RESPUESTA CORRECTA CON UNA X O SUBRAYAR)
ANTECEDENTES:

Ha salido de paseo a campo en los Ultimos 6 meses Sl NO
Ha estado en un bosgue o parque zooldgico 6 meses previos Sl NO
L as lesiones actuales iniciaron después del paseo SI NO

Cuénto tiempo después: l1sem 2sem 3sem 4sem méasde 1l mes

Convive con perros en casa S NO

Tiene vacas Sl NO
DERMATOLOGICO:

Tipo de lesion macular 6 papular Sl NO
Tiene formade anillo S NO

¢ Cuantas lesiones? Unica 2-5 510 mésdel0

Las lesiones estén: aisladas confluentes

Miden: menos de 5 cm 5al0cm 1lal5cm mayor de15cm

Localizacion: Cuello axilas plieguesdecodoy rodilla  cara tronco

piernas brazos

En extremidades se localiza: Parte distal parte proximal

Lalesiones: unilateral bilateral
Bordedelalesion: regular irregular

Coloracién del borde: rojizo paido

Coloracién del centrodelalesion:  violaceo rojo blanco 6 rosa paido
Lalesion reaparece: Sl NO

En cuantas ocasiones: 2 veces 35 mésdeb

La lesion se transformo: Sl NO
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La transformacion fué de mécula 6 ppula a placa piel atrofica (piel
adelgazada)

Lalesion se acompafia: Nada Prurito dolor sensibilidad aumentada

REUMATOLOGICOS:
Tiene artralgias SI NO
Tiene aumento de volumen articular SI'  NO
Cuantas articulaciones estan afectadas  Unica 2 385 masdeb5
Locdizacion: Rodilla cadera hombro codo tobillo mufieca interfaléngicas
Laartritises: Unilateral bilateral
Simétrica asimétrica
Tiempo deinicio delaartritis. 1 mes 2-5meses 6- 12 meses masde 1 afio

Laartritises: Continua recurrente

SISTEMA NERVIOSO : Tiene meningitis aséptica:

Presenta sindrome meningeo: S NO

El citologico deLCR tiene méasde8cédulas. Sl NO

L os leucocitos son predominio: Polimorfonuclear Mononuclear (linfocitos -
monocitos)

El porcentgees: 5a50% 51- 75% 76- 100%

Glucosa: menor de 40 41-80 més de 80

Proteinas menor de 35 36-45 mayor de 45mg/dl

Tincion de Gram: Esnegativa  Bacterias hongos

¢ El paciente cursa con poliradiculoneuritis (paralisis flaccida de miembros
inferiores) ?

Tiene disminucion de lafuerza muscular de extremidades inferiores: Sl NO

De acuerdo a la escala de fuerza muscular 0 alV enque nimeroesta: 0 | 1l Il
v

Localizacion es: simétrica asimétrica

Lasensibilidad esta:  normal disminuida aumentada
Presentapardisisfacia : Sl NO

Localizacion: unilateral bilateral

Afecta: Comisuralabial toda hemicara
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CARDIOLOGICO:

El paciente cursa con blogueo atrioventricular de 2do 6 3er grado Sl NO
Requirié hospitalizacion en este episodio Sl NO

¢Cuéanto tiempo? 1-7dias 8-14dias 15-21dias 21-30dias mésdel
mes

Recibi 6 antibioticos Sl NO

¢CUALES?

Por cuanto tiempo? 1-7dias 8-14dias 15-21dias 22-28 dias| mes 6 mas

ESTUDIOS DE LABORATORIO:

VDRL S NO POSITIVO NEGATIVO
1gG S NO POSITIVO NEGATIVO
IgE S NO POSITIVO NEGATIVO
Factor reumatoide Sl NO POSITIVO NEGATIVO
ACSANTINUCLEARES S| NO POSITIVO NEGATIVO
NOMBRE DEL MEDICO: TEL
DOMICILIO: CD
UNIDAD MEDICA IMSS SSA ESTADO OTRA

Sl TIENE ALGUNA DUDA COMUNICARSE A LA UNIDAD DE
INVESTIGACION EN ENFERMEDADES INFECCIOSAS Y PARASITARIAS,
HOSPITAL DE PEDIATRIA DEL CMN SXXI, IMSS, MEXICO, D.F. CON DRA.
MARIA GUADALUPE GORDILLO PEREZ tel 01 (55) .56 27 69 00 ext. 3203 0
3204 fax 01 (55) 56 27- 69 49.
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ANEXO 2

INSTRUCTIVO PARA EL LLENADO DE LASHOJAS DE NOTIFICACION DE
CASO.
La hoja de captacion de datos consta de la definicon y caracteristicas clinicas de las
principal es manifestaciones de Borreliosis de Lyme.
Posteriormente consta de 6 apartados, los que deberén llenarse en caso de que
presenten la caracteristica clinica correspondiente.
| .- Caracteristicas demograficas:
Serefiere alas caracteristicas basales de |os pacientes. Debera llenar con una cruz el
espacio correspondiente y el niUmero que se solicite.
1.- Nombre.- Coloque & nombre completo iniciando con apellido paterno, materno y
nombres.
2.- Laedad : en afiosy meses cumplidos.
3.- El sexo: anotar en el cuadro el nimero 1 cuando sea masculino y no. 2 femenino.
4.- Folio.- El nimero progresivo correspondiente que estaré foliado.
5. Domicilio: Ladireccion de casa actual con su delegaci én correspondiente, teléfono en
casa u oficina, Ciudad y Estado de procedencia.
6.- Institucion; Institucién de salud que enviaal paciente.
7,-Ocupacion: Empleo 6 actividad ala que se dedicaen el dltimo afio.
Il En esta parte se trata de identificar a los pacientes con manifestaciones cutaneas
tempranasy tardia de la enfermedad.
1- Tienelesiones en piel, las preguntas son mutuamente excluyentes , marque con una
X en el cuadro correpondiente si larespuesta es positiva=Si , Si es negativa= No.
2- Tuvo lesiones en piel marque que una X la respuesta correspondiente SI u No en
caso de ser negativa pasaalaseccion |11 —pregunta 12.
3- Deigua manera en las siguientes preguntas sobre manifestaciones cutdneas marque
con una X las caracteristicas positivas de las lesiones y el nimero de las mismas.
En el rubro Il seidentifican las manifestaciones articulares y sus caracteristicas , asi
como lalocalizacion.
En cada uno de las preguntas margue con una X |a respuesta correspondiente.

El rubro IV determinalas caracteristicas clinicas del sistema nervioso.
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ANEXO 3
Hoja de consentimiento informado

Titulo del estudio de investigacion: CARACTERIZACION MOLECULAR DE
Borrelia burgdorferi ADQUIRIDA EN LA REPUBLICA MEXICANA' Y DE LA
RESPUESTA INMUNE A ANTIGENOS DE DIFERENTES ESPECIES DE
BORRELIA EN PACIENTES CON BORRELIOSIS DE LYME.

Investigadores: Dra. Maria Guadalupe Gordillo Pérez y Dr. Javier Torres Lopez.
Hospital de Pediatria y UIMEIP, CMN SXXI, IMSS, México. D.F.

Objetivo: Determinar las especies de Borrelia burgdorferi que infectan a pacientes
mexicanos con Borreliosis de Lyme adquirida en la Republica Mexicana mediante
caracterizacion molecular y la respuesta inmune a antigenos de diferentes especies de
Borrelia.

PROCEDIMIENTO:

Si consiento participar sucedera lo siguiente:

1. Responderé a preguntas sobre mi historia médica, que dura 30 minutos.

2. Me redlizaran una exploracion fisica rutinaria 'y revisaran mi expediente como parte
de las actividades del personal de salud que atiende mi caso.

3. Me extraerén sangre aproximadamente 5-10 ml del brazo con aguja, para estudios de
laboratorio con la finalidad de detectar una causa infecciosa de mi padecimiento. La
puncién duele unos segundos y en ocasiones se produce un hematoma (moretén) pero es
poco frecuente.

4. En casos con afeccion neurolégica se realizara e procedimiento de puncion lumbar
para la obtencién de liquido cefalorraquideo y poder ser analizado en el laboratorio.
Este procedimiento se realizara bajo estricta supervisién médica en todo momento y con
riesgo minimo. En casos muy raros pueden presentarse complicaciones

BENEFICIOS: Conocer los resultados de los estudios, € posible diagnostico de su
enfermedad y recibir tratamiento especifico en los casos que o ameriten.
CONFIDENCIALIDAD: Los resultados de todas las pruebas se discutirdn conmigo y
se enviaran a su meédico tratante. Toda la informacion sera confidencial y sera usada
solo para efectos de la investigacion. Mi identidad serd mantenida en confidenciaidad
en lamedidaquelaley lo permita.

DERECHO A REHUSAR O ABANDONAR EL ESTUDIO.

Mi participacion en e estudio es enteramente voluntaria'y soy libre de rehusar a tomar
parte o abandonarlo en cualquier momento, sin afectar mi atencion médica futura.

La Dra. Guadalupe Gordillo y/o colaboradores, han discutido esta informacién y se han
ofrecido a responder mis preguntas. En caso de cualquier duda, puedo ponerme en
contacto a los teléfonos 5627- 6900 ext 22408

CONSENTIMIENTO.

Consiento en participar en este estudio, habiendo tenido la oportunidad de leerlo.
NOMBRE Y FIRMA:
FECHA:

TESTIGO (Nombrey Firma):

Firmadel Médico:
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ANEXO 14
Diagrama de flujo para Estudio de paciente con diagnostico diferencial de

Borreliosis de Lyme

CASOS CON SOSPECHA
CLINICA DE BORRELIOSIS

DELYME
N= 364
1
Casos Seropositivos a B. burgdorferi con Casos seronegativos a
ELISA B. burgdorferi
N=65 N= 299
|
| 1
Casos Seropositivos a B. burgdorferi Casos seropositivos a
con WB Borrelia de la fiebre recurrente
N=59 N=2 I
[ ELIMINADOS ]
1 1
Southern-blot positivo PCR en Tiempo Real Secuenciacion
N=16 positivo N=9
N=14
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ANEXO No.5

PCR EN TIEMPO REAL
La amplificacion fué realizada de acuerdo a las guias generales provistas por el
fabricante. En un capilar de vidrio con un volumen de 20 pul se agrego 2ul de la mezcla
maestra Lightcycler —fast Start DNA Master (tag DNA polimerase, buffer de reaccion,
mezcla de DNTPs, MgCl2 3mM, 20 ng de albdmina bovine, 0.5 uM de primersy 220
ng de anticuerpo TagStart y 5 ul del DNA extraido.
Preparacion del DNA (concentracion 10 pmol/ul ): Se extrajo DNA de las cepas de
referencia de B. burgdorferi sensu stricto B31, B. garinii 20047, B. afzelii V3461, B.
valaisiana, B. andersonii, B. lusitaniae, B. bissettii, B. japonica, B. turdi, B. tanuki, B.
sp Am501, B. spielmani(A14S) y fueron usadas como control positivo. Los 2 controles
positivos y un control negativo fueron incluidos en cada corrimiento de PCR.
Los primers fueron probados para la especificidad de amplificacion con diferentes
géneros de bacterias (Streptococcus sp., Staphylococcus aureus y S. epidermidis,
Neisseria, Peptostreptococcus, Micrococcus, Escherichia coli, Eikenella corrodens,
Bacteroides fragilis, Stenotrophomonas maltophilia, Capnocytophaga gingivalis,
Burkholderia cepacia, Leptospira interrogans, Treponema pallidum subsp. pallidum y
Borrelia hermsii HS1).
El programa de amplificacion incluy6 el paso de desnaturalizacion inicial a 95 °C por
20 sy 50 ciclos con desnaturalizacion a 95°C por 10 s, aineamiento 55 °C por 10s, y
extension a 72°C por 11 segundos. La fluorescencia fué medida a fina de cada
extension. Después de la amplificacion, una curva fué obtenida calentando el producto
de 20 °C/s a 95°C, enfriando a 20°C/s a 40 °C, guardandolo a 35°C por 20s, y entonces
calentar lentamente de 0.1°C/s a 94°C. La fluorescencia fue medida durante |a etapa de

caentamiento lento.
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La temperatura de alineamiento Tm obtenida se utilizd para genotipificar cada especie
del complgjoy fue lasiguiente: B. burgdorferi sensu stricto 67.4°C, B. garinii 60 °C, B.
afzelii 55.1°C, B. japonica 56.6°C, B. andersoni 56°C, B. bissettii 60.3°C, B. turdi

65.6 °C B. tanuki 50 °C. Borreliasp Am501 58 °C, B. spielmanii (A14S) 63.8°C.
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DISPATCHES

Scrum from cach paticnt was tested for immunoglobu-

Borre”a burgdo”erl lin M (TaM) and TaG against B. hurgdorferi sensu lato hy

Infection and
Cutaneous Lyme
Disease, Mexico

Guadalupe Gordillo-Pérez,* Javier Torres,*
Fortino Solérzano-Santos,” Sylvie de Martino,t
Dan Lipsker,t Edmundo Velazquez,*
Guillermo Ramon,* Muiioz Onofre,*
and Benoit Jaulhact

Four patients who had received tick bites while visiting
farests in Mexico had skin lesions that met the case def ni-
lion ol erylherma migrans, or borrelial lymphocyloma. Clini-
cal diagnosis was supported with histologic, serologic. and
molecular tests. This study suggoests that Borrelia burgdor-
fer infection is in Mexica.

yme discase is the most frequently reported veetor-

horne infections discasc in the United States and Fu-
rope (1,2). Studies have suggested that Borrelia hurgdorferi
infection might be endemic to Mexica (3,4). We searched
for histologic, immunologic, and molecular evidence of
B. burgdorferi infection in patients with cutaneous mani-
festations suggestive of [.yme disease in Mexico,

The Study

Lrom Junc 1999 10 Oclober 2000, 4 paticnts in Mexico
City had vlinical manifestations suggestive ol Lyiue discase
(5.6). Two (36 and 54 yeurs ol uge) had erythema migrany
lesions, und 2 (9 und 341 yeurs ol uge) had borrehial lym-
phoeytoma lesions. Two reported having been bitten by u
hurd Llick; the other 2, by a nonl'ying inscet. Biles occurred
while camping in forests: 3 ncar Mexico City (Nalional
Park La Marquesa) and 1 in Quinlana Roo, a southern stale
in Mexico. All patients lived in Mexico City and had never
traveled outside Mexico.

Two patients were treated for acute skin lesions (con-
sistent with crythema migrans), malaise, and arthralgia.
The skin Iesion was an erythematous macula with regular,
reddish edges and a pink center. One patient had a 5-cm le-
sion on the left forearm: the other had a 6-cm lesion on the
left thigh, For the 2 other patients, a nodular erythematous
cutaneous lesion (consistent with lymphocytoma), 0.5 2
¢ in diameter with regular edges, developed 2 months
aller the bite, One patient’s lesion was on the earlobe; the
other’s, on the leli cheek.

*Inslilulo Mexicana del Seguro Sacial, Mexico Cily, Mexico; and
THoOpilaux Universilaires, Slasbourg, France
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nsing a commercial ELISA (cutoff optical density 0.200
and indeterminate 0,200 0.400) (Fnzygnost Torreliosis,
Nade Behring, Marburg, Germany) (7). \ Treponema pal-
lidum 1LISA (Abbott Murex, Wiesbaden, Germany) was
performed to rule out cross-reaction with 7. pallidum inlec-
tion. Serumn samples positive lor B, burgdorferi by LLISA
were [urther tested by Western blot (W) by using the
Marxblot assay (MarDx Diagnostics, Carlsbad, CA, LSA)
and Cenlers for Discase Control and Prevention (CDC)
criteria (5).

Serumn samples (rom the 2 lymphocyloma patients
were positive lor 8. burgdorferi by LLISA und WB (FFig-
ure |, pancl A; Table). For the 2 crythema migrans patienls,
serum samiples laken 2 weeks alter the tick bite were nega-
live lor B. burgdorferi 1gM and 1¢(G: bul 2 months lacer, 1
paticnt became seropositive, conf rmed by WB (Figure 1,
pancl B; Tablc).

Histologic cxamination ot skin biopsy speeimens from
cach crythema migrans Iesion showed a mononuclear ccll
inf Itrate in the superfceial and deep dermis; inf'ltrate in-
cluded lymphocytes and plasma cells around the perivas-
cular vones. Biopsy samples of lymphocvtoma lesions
showed dense nodular lvmphocvtic infltrates in the re-
ticular dermis with well-delineated lymphoid follicles, no
atypical mitosis, B-lymphocyres (anti-C1320, DAKO, Car-
penteria, CA, USA) in the germinal center (L'igure 2, panel
A), T-lymphocyles (anti-CD45 RO 1) in the lollicular zone
(ligure 2, panel 3), and no CD31 cells.

DNA was cxtracied from the biopsy samples (Reph-
¢ Mini Kit, QLAGLN, Valencia, CA, USA) und used for
PCR amplil cution ol a (ragment of [« gene speeil ¢ for 5.
burgdorfer’ sensu lalo species as well us for u Iragment ol
ospA gene, ds desceribed (8—70). DNA [rom a skin biopsy
ol a patient with systemic lupus erythematous was usced us
negalive control. and DNA (10 pg/ul) Irom B. burgdaorvferi
sensu siicto B3 1 served as positive control. All procedures
from DNA cixtraction to amplit cation were performed
twice for cach sample. Amplifed products were further
tested by Southern blot (SB) hybridization with probes

A [_l‘ll- = = i - =

: = _— Weakcontrol
o —rea — Casel
. - Positive control
1 I — T —

B_ vveak e
Cased

~ & | Positive control

Figure 1. Wezlern BloL(WE) immunaglobulin G resulls lrom culaneous
cases. A) WR witk serum from patient 1, showing erytherna migrans.
B) WB with serum from patient 4, shawing lym phacytoma: a strong
posilive and # weak posiliva conlrel were includad.

gov/eid + Vol. 13, Na. 10, Oclober 2007
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Borrelia burgdorleri and Lyme Disease, Mexico

Teble. Scrologic 96 ard mrolccular test ~esults for aaticnts with cutancous lesions suggestive of Lyme borreliosis™

Diagnosis ELISA OD WB, molccular weight, kDat PCR for flz gene SBt

Erythema migrars 0.469 23,30.39.41.45,58 + Borrelia burgdorferi sensu stricto
Erythcma migrans 0.148 NT + B. burgderfen scnsu stricto
Lymphacytoma 0.472 23,28,39,41,58.66 + B. burgderfen scnzu stricto
Lymphocyloma 0.574 23,39.41,45,66,23 + B. burgdorfen sensu slriclo

*|g, immunoglobul ~; OD. cplical density WB, Western b ot; SB. Soutqsmn blo:

. NT, nol tested.

TW2 assay with B. burgderferi sensu striclo anligen {Marxolol esl), pro.cin size of e bands recognized by he palicr (s seram.
|86 assay was donc by Js 2g Ihe probe soccilic 107 13 burgaarlarisensy sl ¢ 0.

specil'e Lor B burgdorferi sensu stiiclo, B. garinii. and
B afzelii, as described (9). DNA [romn the 4 biopsy samples
was positive lor B. burgdorferi sensu lalo [a gene by PCR
and conl'nned as B. burgdorferi scnsu stricto by SB (on-
line Appendix Figure, availuble [rom www.cede gov/EID/
contenl/13/10/1556-uppG.htm; Table). All DNA biopsy
samples were negalive by SB wilh the probes specil'c Jor
B. garinii and B. afzelii. We were able Lo amplily the OspA
gene for only 1 case of erythema migrans, by using PCR
and SB tests (data not shown).

The PCR products of the fa gene from 3 patients and
of the asp/ gene from 1 patient were sequenced by using a
commercial kit (GenomeTLab DTCS-Quick Start Kit, Beek-
man Coulter, Tnc., Fullerton, CA, T'SA) with the sequencer
trom Beckman Coulter, Tne., according to manufacturer’s
instructions. We used the DNAMAN program (Tynnon
Corporation, Vaudreuil-Dorion, Quebec. Canada) ro align
the sequences with the reported sequences of the B, burg-
dorferi sensu stricto 331 strain (online Appendix Iigure).
lfor the 2 erythema migrans cases, we lound 3 base sub-
stitutions (online Appendix Ligure, panel C), 1 of which
was not conserved, leading 10 a change in anino acid (G
for R in the 75 aa); these 2 sequences had 99% homology
with the scquence oL B. burgdorferi [/« geue ol isolaie B31
(BLAST program) (/7). Lor the lymphouytormna case, we
found 2 buse substilutions, the same us those ol the ery-
therma tigrans cuses, including the nonconserved basc sub-
stitution (online Appendix ligure, panc] C).

Repurding the osp4 pene in the crythema migrans
casc, the sequence showed 1 buse substitution thut was not
conserved, Teading Lo a change tn the amino acid 5 (L Jor
I). The sequence ol this case had 99% homology with the
plasmid Ip54 gene of B3 1strain sequence (/75 (online Ap-
pendix Figure, pancl D).

The 3 adult paticnts received doxyeyceline 200 mg day
for 3 weeks; the child reecived amoxicillin 50 mg kg a day
for 3 weeks. For all paticnts, lesions were gone at the end of
the treatment and had not recurred 3 vears later.

Conclusions
Iirythema migrans is the diagnostic marker for |.yme
disease associated with B, burgdor/eri infection (3,6), | 1is-
lologic data from our 2 erythema migrans cases agre:
with dawa repored for other erylhema migrans cases (5).
1P RS PR

N I N

L. burgdorferi scusu siricto fa gene und 1 (or ospd gen,
the 3 cases had u high degree ol hormology Lo the sequences
ol'struin B31. In uddition, 1 case met CDC crileria lor sero-
positivily 1o B. burgdorfer:

Figure 2. A case ol lymphocyloma. A) Immunohislochemical
image with anti-CD20 antibedy skowirg a rodule with a dense B-
lymphocytes inf ltrate ir the cermis (arrow). magnif cation x100. B)
Immunohislochemical mage wih anli-CD45 Ro anlibody showing
T-lymohocytes at the periphery of a nodule (zr-ow); magri*cation
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DISPATCHES

Borrchal lymphocytoma is a rarc clinical entity re-
ported mostly in Furope (/2 /4) and sporadically in the
United States (/.5). Tn this study, histologic and immuno-
histochemical data from the 2 lymphocytora cases agreed
with data from previons cases. I'hese results were not spe-
cif ¢ enough to be considered diagnostic: however, germi-
nal centers are present in 80% al borrelial lymphocyloma
cases (12). Serum samiples [rom 2 patients were positive by
W, which [ulllls CDC criteria (5). ln 1 case, /v gene was
amplil'ed and sequenced, showing high homology with the
Ja geue from B. burgdorferi sensu stricto strain B31 (17).
Liew reports describe gewolyping ol B. burgdorferi spe-
cies i borreliul lymphocyloma. 1n Slovemia, 8. afzelii und
B bisseilii were Wdentil ed (73); i Genmany, B. garini wus
identiled (/74). In our lymphocyloma paticnts, we identi-
(ed B. burgdorferi sensu siricto. That the 2 borrelial lym-
phocyloma cases oceurred in patients who had visiled the
same national park suggests that 8. burgdorferi is endemic
to that arca.

This study documents AB. hurgdorferi infection in Mex-
ican paticnts. Relevant epidemiologic data arc 1) cascs oc-
curred after visiting forest arcas, 2) patients reported having
been bhitten by a nonf'ying insect. 3) cases occurred during
the smmmer-fall season, 4) no patient reported having trav-
eled to another country. and 5) all skin lesions resolved
after treatrment with an antimicrobial drug, Our results sug-
gestthat 13, burgdorferi infection occurs in Mexico and that
continuous surveillance for Lyme disease in Mexico should
be mandatory.
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FIGURA No.1

pEF &y
AR X :
Figura 1. A) Eritema migrans en el antebrazo izquierdo. B) Tincién de hematoxilina-eosina

muestra infiltrado inflamatorio en dermis (aumento del original, X25).C) Tincién de Warthin-

Starry (aumento del original, X25).
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FIGURA No.?2

A) Linfocitoma del I6bulo de la orgja. B) Respuesta a tratamiento antibiético. C)
Tincion de H-E muestra un infiltrado denso de linfocitos con centro germinal
(amplificacion original 25X). C) Tincién de Whartin-Starry muestra espiroquetas
(original magnification, X40).
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WB IgG vs B. burgdorferi sensu stricto en sueros de pacientes mexicanos

A

FIGURA 3

con manifestaciones cutaneas y neuroldgicas.

A) WB 1gG vs B. burgdorferi sensu stricto cepa B31 (criterios del CDC 5 bandas
de p93,066,p58,p41,039,031,p30,05pC,p21,p18). B) WB 1gG vs Bbss cepa PKa (criterios
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Figura No. 4

Western-blot anti IgM vs Borrelia burgdorferi sensu lato en suero de pacientes
con manifestaciones neurologicas y cutaneas.

A

CUTANEOS NEUROLOGICOS
1 2 3 4 5 6 (ONNGC)!

lnﬁ 1T EEH
R i |18

A) WB IgM vs Borrelia garinii. B) WB IgM vs B. afzelii (criterios EUCALB).
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FIGURA No. 5

Western-blot 1gG vs B. valaisiana y Borrelia sp. en suero de pacientes con

manifestaciones neuroldgicas y cutaneas.

+) CASOS NEUROLOGICOS CUTANEOS (
1 2

) M

106

66

46

28

20

18kDa

CUTANEOS (+) NEUROLOGICOS 1 2 () M

106

66

46

28
20KDa

A) WB IgG vs B. valaisiana B)WB IgG vs B.turicatae
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Figura 6

Slot-blot de DNAs de biopsias de piel y LCR de pacientes con sospecha de
Borreliosis de Lyme con sonda del gen fla de Borrelia burgdorferi sensu stricto
marcada con P¥*
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Figura 7

PCR y Dot-blot con el gen fla de B. burgdorferi sensu stricto en DNAs

de LCR de casos con neuroborreliosis de Lyme.

232 pb

A) Casos neuroldgicos 1,2,4,5y 7 positivos por PCR con el gen fla de B.

burgdorferi sensu lato, Efecto inhibitorio en la muestra 6. B) DNAs de LCR de los
pacientes 1,2,4,5y 7 positivos en Dot-blot con la sonda del gen fla de B. burgdorferi
sensu stricto.
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Figura 8

A)
()1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 (+)wpni

220pb

B)
A) PCR del gen ospA de B. burgdorferi de pacientes con manifestaciones
cutaneasy articulares. B) Dot-blot con la sonda OspA de B.burgdorferi ss

muestra hibridacién en 6 DNAS, 5 de biopsias de piel y 1 deliquido

sinovid.



Figura 9
Dot-blot de DNAs de biopsias de piel y LCR con la sonda del gen flade

Borrelia garinii

+ cepa PBi

DNA de LCR de 3 pacientes que hibridd con la
sonda de B. garinii con SB.
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Figura 10

Slot-blot del gen fla con sonda para identificar Borrelia afzelii

+ cepa PKO.

DNAs de biopsias de piel y LCR, 2 casos que hibridaron con la
sonda de B. afzelii.
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FIGURA No. 11

Genotipificacion de B. burgdorferi sensu stricto con PCR en tiempo real
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I B. burgdorferi sensu

A. Sondaespecifica de Borrelia burgdorferi sensu stricto examinada con €l ADN de todas las
especies del complejo B. burgdorferi sensu lato. Cada curva representa la temperatura de
fusion (TM) de la sonda para la secuencia blanco de la especie estudiada.
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FIGURA No. 12

Genotipificacion del complejo B. burgdorferi sensu lato con PCR en tiempo real

Sonda especifica de Borrelia burgdorferi sensu stricto examinada con
el ADN de todas las especies del complejo B. burgdorferi sensu lato. Cada
curvarepresenta la temperatura de fusion (TM) de la sonda para la secuencia
blanco de la especie estudiada.
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B. twrdi, B. jandersom’a‘,
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B. japonica '

1
|
i
H t
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i

B. burgdorferi sensu: /.
i ;

Sonda especificade Borrelia afzelii examinada con
El ADN de todas las especies del complejo B. burgdorferi sensu lato. Cada
curvarepresenta la temperatura de fusion (TM) de la sonda para la secuencia
blanco de |a especie estudiada.
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FIGURA No. 13
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Sonda especifica de Borrelia andersonii examinada con el ADN de todas |as especies del

complejo B. burgdorferi sensu lato. Cada curva representa la temperatura de fusion (TM)
de la sonda para la secuencia blanco de la especie estudiada.




FIGURA No. 14

PCR en Tiempo Real con sondas del complejo Borrelia burgdorferi sensu lato

A Casoly2 (+) B Casoly?2 (+)

= e R B L me W

A.Sondade B. garinii examinadacon e ADN de pacientes con Borreliosis de Lyme. B. Sonda de B.

japonica examinadacon el ADN de pacientes con Borreliosis de Lyme. Cada curvarepresentala
temperatura de fusién (TM) de la sonda para cada ADN estudiado con la respectiva especie.
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Figura 15

Producto de PCR de biopsia de piel clonado en el vector PCR 3.1y digerido con
ECO RL.

29kb

600 pb
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FIGURA No. 16

Secuenciacion del gen fla de Borrelia burgdorferi en DNASs obtenidos de biopsias de
piel y LCR de pacientes con Borreliosis de Lyme

A B31 ARCACAC CAGCAT CACTT TCAGEGGTCTCAAGC GTCTT GGACTT TAAGAGTT CAT GT IGGAGC AAACC AAGAT GAMGCT T8
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FIGURA No. 17

Secuenciacion del gen ospA del plasmido Ip54 de Borrelia burgdorferi en biopsias
de piel y LCR de pacientes con Borreliosis de Lyme adquirida en la Republica
Mexicana

A

OspAHbsR AATAGGTCTAATA TTAGCCT TARAT AGCATELAAGCARAATGTT AGCAGCCT TG ADGRGAAARRCAGDETT TCAGT AFATTTGCCTGETGR 90

L N I B e e a0
2 cm=ms=s m===== B s e e e S e = an
e R A T T T T T T e e e e e e e e e — 90

AARTGAARCTTCTTET ARGCARAGARR AAR RCAARGACCRUAR ST ACGATCT ART THCRACRG TAG ACARGCT THAGCTTARR CGARCTTC 180

1oconen o e e e e e e e e 180
B o e e e e 180
B e e e e e e 180

DepABbeR GEARCT TCTGRAT ARRRRCAATEGE AT CT GERET ACT T'EARGGOGT ARARM CTGACARARGT ARAGT AR AATT ARCART TTCTGR 236

OspREhsl - 236
236

= 236
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FIGURA 18

train Khiab2 559 plasmid Ip 54 outer surface protein & (0spa) gene, complete cds
train Khib- 24 plasmid Ip54 outer surface protein A (ospA) gene, complete cds
ene for outer surface protein &, parfial cds, strain: K285sht
ene for outer surface protein A, cuter surfw:e protein B, parfial cds, stein:K2&5ing
Borrelia garinii 9ene for outer surface protein &, outer surfuce profein B, partial ods, strein:Uo40
& Borrelia garinii DA for outer surface protein &, complete cds
Eorrelia garinii outer surface protein A (ospa) and outer surface profein B (0spE) genes, complede cds
. Borrelia garinii strain Mow 2008 outer surface profein A (05pA) gene, complete cds
F 9 Borrelia garinii strain Khab2 119 plasmid Ip 54 outer surface profein & (0spA) gene, complete cds
& gorvelia garinii gene for outer surface profein 4, parfial cds, strain:J025sht
J Borrelia garinii aene for outer surface protein A ater surface profein B, partial cds, strain: K241
Borrelia burgdorferi JLch7 outer surface profein é ike ene, partial sequence

o Eorrelia garinii PEi plasmid Ip 54, complete sequence

@ ospazouter surface protein 4 [Borrelia burgdorfer, cerebrospinal fluid isolade P B, Genomic, §39 nf

@ B.burgdorferi ospa gene

& B burgdorferi PTro aspa gene

= B.gamii PBi 05pA gene

% Borrelia burgdarferi (clone M3) ospa gene fragment

4 Borrelia buradorfer strain GA 32 outer surface protein 4 (ospaA) gene, partial ods
4 = Borrelia buradorfar strain G420 outer surface protein A (ospa) gene, partial cds

E.burgdorferi 0spa gene for out..

@ Alcll1_1sa224
@ B.burgdorferi ospA gene (297 substrein)
4 B.burgdorferi 05pA gene
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2 Borrelia burgdorferi 631 plasmid Ip 54, complete sequence
3 Borrelia burgdorferi 5 1- 10 outer surface protein & precurs...
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E.burgdarferi 0spa gene (T2 55 substrain)
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a Bomlla buradorferi sfrain M40 outer surface protei
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Botrelia burgdorferi strein CA123 outer surface protein & (ospa) gene, parfial cds
EBorrelia sp. DM127 ospA gene, parfial
“Borrelia buradorferi streain DM127 outer surfce profein & (ospa) gens, partial cds
b EBorrelia bissetii outer surface protein & (ospa) gene, complete cds
jBn:nrrellatbur'\;t:lor'ferl strain 25015 outer surface protfein A (ospa) gene, partial cds
& Borrelia bissetii strain CA125 0spAE operon, parial sequence
5 Borvelia bissetii strain C4359 0spA B oparon, partial sequance
Borrelia buradorfer strain IS outer surface protein A (ospa) gene, partial cds
@ Borrelia burgdorfer strein 157 auter surface protein A (ospA) gene, partial cds
3 EBorrelia burgdorfer strain LC45 outer surface protein & (0s5p.a) gene, partial cds
Botrelia burgdorferi stain 1519 outer surface profein & (0spa) gene, partial cds
EBorrelia furdi gene for auter surface protein & (0spa), complete cds, strain: Yaso1
& Borrelia burgdorferi ©- 1- 11 outer surface protein & precursor (ospa) 4.
E.afaelii 0spa gene
3 4 Biotrelia garinii strain Khab 645 plasmid Ip 54 outer surface profein & (ospa) gene, complete cd
Borrelia valaisiana ospa, gene for outer surface protein 4, strein MEZ31
1 Botrelia valaisiana strain W53 outer surface protein A precursor (ospa) 9.
3 i Borrelia valaisiana strain M7 outer surface profein & precursor (0spa) gen
Eorrelia. garinii strain Tom 1505 cuter surface profein 4 (0spa) gene, complete cds
EBotrelia garinii strain Mow 105 outer surface protein A (0spa) gene, complete cds
1 B.gamil PEFospA gene
“ B.buradorferi (P BR) plasmid Ospa gene for outer surface profein &
E.gaumii T25 ospA gene
Ecburgdorferi [125} plasmid Cispa gene for outer surface profein &
frain MR 1602 outer surface protein & (03paA) gene, complete cds
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ene for outer surface protein A, outer surface protein B, parfial cds, shainUo42
ene for outer surface protein A, cuter surface protein B, parfial cds, stein:d341
Eorrelia garinii gene for outer surface protein 4, partial cds, stain:M 3 53sht
Botrelia qarinii strain Tom 5102 outer surface protein A (ospa) 2ene, complefe ods
; train Khiab492 plasmid Ip 54 outer surface protein A (0spA) gene, complete cds
0 Borrelia garinii major outer membrane surface proteins (0spa) and (ospE) genes, complete cds
u EBorrelia garinii gene for outer surface protein 4, outer surface profein B, partial cds, strein:U047
Borrelia garinil strain khab 3155 plasmid Ip54+ outer surface profein & (ospa) gene, complete cds
@ Borrelia garinii strain kKhab2 594 plasmid Ip54 outer surface protein & (0spa) gene, complete cds
@ Botrelia garinii strain Khabi511 plasmid Ip54 outer surface profein & (05pA) gene, compleie cds
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Dendograma que muestra la localizacion de una de las secuencias del gene ospA del

plasmido IP54 de B. burgdorferi de un paciente mexicano.
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