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Planteamiento del problema.

En los Estados Unidos de Norteamérica y Europa la Borreliosis de Lyme representa el
90% de las infecciones que son transmitidas por artropodos. En Meéxico se ha
documentado la presencia de los reservorios y de vectores competentes para fa infeccion

con Borrelia en la zona norte, noreste y Golfo de México.

A partir de 1991 se reportaron los primeros casos sospechosos de infeccion por
Borrelia burgdorferi en los estados de Sinaloa y de Nuevo Leon. En 1999 se reportd la
Encuesta Seroepidemiologica Nacional de borreliosis de Lyme con sueros ohtenidos en
1988 con la técnica de ELISA y se observé una seroprevalencia de IgG vs B. burgdorferi
de 1.1%, y se confirmo por inmunotransferencia en un 0.3% de la poblacién estudiada. Los

casos positivos correspondian a las zonas Noreste y Centro Occidente del pais.

El diagnostico de la enfermedad ha sido dificil principaimente en el estadio
temprano, ya que diversos factores dificultan la interpretacion de estudios serolégicos, el
cultivo de la bactena en tejidos y liquidos corporales es dificil, lento y con una sensibilidad
menor al 15%. Las técnicas de biologia molecular para detectar DNA de B. burgdorferi han
resultado ser muy sensibles, sin embargo su aplicacién con especimenes clinicos ha
presentado problemas y sobre todo, actualmente no existe un acuerdo en la seleccion de
las secuencias que puedan funcionar como iniciadores para detectar todas las
subespecies patdgenas, esto debido a la variacion genética de las mismas. Un diagnostico
lemprano y posterior tratamiento oportuno de la infeccién con antibidticos disminuye el

riesgo de complicaciones y secuelas.

Por lo anterior, consideramos necesario realizar un estudio de comparacion de
técnicas de diagnostico seroldgico y molecular  de infeccion por B. burgdorferi en
pacientes mexicanos con sospecha clinica de enfermedad de Lyme.

¢ Resultaria la técnica de PCR una herramienta de mayor utilidad que la serologia
para el diagnostico oportuno de Borreliosis de Lyme en pacientes con manifestaciones

neurotogicas o cutaneas?



Objetivo general.

» Comparar los métodos serologicos (ELISA e inmunotransferencia) contra la técnica de

PCR para bissqueda de B. burgdorferi en especimenes clinicos de casos sugestivos de
Borreliosis de Lyme en Mexico.

Objetivos especificos.

+ Determinar la frecuencia de infeccidn por Borrefia burgdorferi en pacientes mexicanos
con cuadro clinico sugestivo de Borreliosis de Lyme con el método de

inmunotransferencia.

+ Determinar la frecuencia de Borreliosis de Lyme en pacientes mexicanos con cuadro

clinico sugestivo de Borreliosis de Lyme con el método de PCR para identificacién de DNA
de B. burgdorferi en muestras clinicas de piel y L.CR.

Hipotesis nuia:

El diagnostico por PCR de Borreliosis de Lyme en muestras clinicas de pacientes
con cuadro sugestivo de la enfermedad presenta una frecuencia de deteccion similar a la

gue presentan las técnicas seroldgicas.

Hipodtesis alterna:

£l diagnostico por PCR de Borreliosis de Lyme en muestras clinicas de pacientes
con cuadro sugestivo presenta una frecuencia de deteccion mayor a la que presentan las
técnicas seroldgicas.



ANTECEDENTES

Etiologia de la Enfermedad de Lyme.

La Barreltosis de Lyme es una enfermedad mulisistémica de etiologia infecciosa,
producida por una gspiroqueta denominada Borrelia burgdorferi, la  enfermedad se
desarrolla cuando la espiroqueta es transmitida al hombre, a través de la mordedura
de garrapatas dei género [xodes, que actdan como vectores competentes para
Borrelia, Estas son mantenidas en la naluraleza a través de un ciclo biologico, el cual
tnicia cuando los huevos son depositados en primavera, la larva emerge varias
semanas después y se alimenta durante el verano, usualmente de roedores, perros,
venados ¢ humanos; ¥ en el otofio muda a Ja forma adulta. Los adultos atacan a un
huésped, cominmente a venados, donde ellos viven y se alimentan para el desarrollo

de los huevos. Después de poner los huevos mueren, y asi el ciclo se repite (1).

Los vectores adquieren ia infeccion cuando se alimentan de animales portadaores
principalmente en el esladio de larva y ninfa (1). La espiroqueta permanece en el
inlestino medic de la garrapata donde se multiplica y al mudar al nuevo estadio se
transmite a través de la saliva durante su alimentacién a nuevos huéspedes mamiferos:

creando un ciclo infeccioso para la espiroqueta (2,13,4,5).

Después de la inoculacion en piel de Borrelia burgdorferi por la garrapata, el
microorganismo migra produciendo el eritema cronico migratorio (ECM) o puede
diseminarse via hematica a ofros 6rganos, sistema musculoesquelético u otros sitios de
la piel (4). Los microorganismos invaden y persisten en los tejidos afectados durante
toda la enfermedad (1.3,7).

La enfermedad esta distribuida en zonas donde se encuentra et vector. La mayor
parte de los casos ocurren en verano, en el periodo de mayo a agosto, que
corresponde al estadio de mayor actividad biolégica de las garrapatas v de las
aclividades recreativas del hombre en &reas forestales y parques (5).



Epidemiologia.

Esta enfermedad se reporta en 3 areas enzoodticas de Estados Unidos de América
(EVA). de Massachusetts a Maryland en el Noreste, Wisconsin y Minnesota en el
medio Oeste, y California, con una prevalencia de 1 a 10% En Europa principalmente
en Alemania, Austria, Suiza, Francia y Suecia, con prevalencia del 4%, y con menos

frecuencia en Rusia, China, Japon y Australia (1,3,8).

En Sudamérica y México existen reportes de casos clinicos sugestivos de
Borreliosis de Lyme. Nuestro pais comparte frontera geogréfica con Estados Unidos de
Norteamérica, asi como intercambio de insumos, migracion de personas y de aves
{reservorio del vector) (6} éstas Ultimas acarrean a las garrapatas largas distancias
relativas y las introducen a otras &reas (11). Entre los reservorios polenciales de B,
burgdorferi en México se ha descrito la presencia de Odocoileus virginianus y
Peromyscus leucopus distribuidos en los estados de Veracruz, Durango, Tamaulipas,
Yucatan, Sinaloa, Nayarit, Jalisco, Guerrero, Qaxaca, Chiapas, Estado de Mexico y
Morelos, que pueden hospedar a la garrapata del género fxodes. Las garrapatas del
género Ixodes especies pacificus y scapularis competentes de Borrelfia también se
encueniran distribuidos en la Replblica Mexicana en los estados de Baja California,
Sonora, Sinaloa, Coahuila, Nuevo Ledn, Tamaulipas, Durango, San Luis Potosi,
Jalisco, Hidalgo, Veracruz, Campeche y Quintana Roo (12).

Manifestaciones clinicas. -

La enfermedad de Lyme tiene un especiro amplio de manifestaciones en etapa aguda y
crénica Enla fase 1, después de 3 a 32 dias de incubacion posterior a la mordedura
de la garrapata, aparece en el 60 al 80 % de los pacientes el ECM que es la
manifestacion clinica inicial: comienza con una macula o papula roja gue se expande
nasta formar una gran lesién anular, y se resuelve espontaneamente en pocas
semanas 0 meses algunos pacientes desarrollan lesiones cutdneas anulares
secundarias cronicas. La espirogueta puede permanecer localizada en la lesion
cutanea v en los ganglios linfaticos regionales. Las lesiones cutineas suelen
acompafnarse de cefalea intensa, ligera rigidez de nuca, fiebre, escalofrios, dolores

musculares, arlralgias y malestar general. La respuesta celular de mononucleares a los
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antigenos de B. burgdorferi es minima, y los anticuerpos especificos contra la

espiroqueta son pocos (1,213).

La etapa lemprana diseminada se presenta con afeccién de varios 6rganos o
sistemnas y se presenta en el 15% de los casos varias semanas 0 meses después, con
manifestaciones neurologicas incluidas: meningitis, encefalitis leve, neuritis craneales
{como pardlisis facial bilaterat), radiculoneuropatia sensorial ¢ motora. (5). El cuadro
clinico mas comin es meningitis con paralisis facial y radicutoneuropatia periférica.
Estas alteraciones se pueden resolver en unos meses, y sin tratamiento evoluciona a
un proceso neurolgico crénico. En un 8% se presenta afeccion cardiaca con diversos
grados de bloqueo auriculoventricular. En la mitad de los pacientes aparecen an la piel
lesiones anulares secundarias similares al ECM pero de menor tamafic y no
migratonos (4). El liquido cefalorraquideo es normal durante los primeros dias de estos
sfntomas. El dolor musculoesquelético en la Borreliosis de Lyme es generalmente
migratorio en las articulaciones, tendones, misculo, y en hueso con una duracion de
varias horas o dias en un sitio. En ésta etapa las células mononucleares llegan a tener
respuesta alta a los antigenos y mitégenos de B. burgdorferi. La respuesta lgM
especifica contra el antigeno flagelar 41-kDa de la espirogueta alcanza su maximo
hasta la tercera y la sexta semana, y puede no persistir largo tiempo (14)

En el estadio 2, se presenta la etapa cronica del padecimiento y aparece 6
meses 0 afos después de la infeccién primaria, en cerca del 60% de los pacientes no
tratados cuando cursan con ECM. En ésta etapa se afecta progresivamente la piel con
acrodermatitis atrofica (ACA). También suele presentarse encefalitis y artritis
oligoarticular. B. burgdorferi ha sido implicada en el desarrollo de algunas formas de
esclerodermia localizada y liguen escleroatrofico {3).

Microbiologia.

Borrelia burgdorferi, es un microorganismo  mavil, gram negativo y microarofitico, estéd
cubierto por una membrana externa (1,3). De las especies de Borrefia, B. burgdorferi es
{a de mayor tamano {20 a 30 um) y de ancho (0.2 a 0.3 pm), descrita como helicaidal,

pero en realidad se exhibe como una forma ondulada plana, y estructuralmente posee
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de 7 a 11 flagelos periplasmicos, de los cuales el principal componente es la flagetina,
una proteina de 41-kDa (3,5). Su refacién de contenido de guanina y citosina esta entre
28 y 30.5%, y presenta de 31 a 59% de homologia de su DNA con otras Borrelias (3).
Posee varias proteinas de superficie, incluyendo dos principales proteinas de superficie
exterior, una proleina basica de alta abundancia lamada proteina A de superficie
externa (OspA) (30 a 32 kDa) v la ofra llamada proteina B de superficie externa (34 a
36 kDa); un polipépfido de 66 kDa, que se piensa que también esta localizado en la
membrana externa, el antigeno 41-kDa Jocalizado en el flagelo, un antigeno de 58 o 60-
kDa que es una proteina de choque térmico y que tiene reaccion cruzada con un
antigeno equivalente (58 a 65 kDa) en un amplio rango de la bacteria. Ademas se ha
encontrado que contiene un lipopolisacarido con prabables propiedades de endotoxina,

similar a otras bacterias gram-negativas (3,5).

1a membrana exterior de Borelia es fluda, y facimente dafiable tanto en
respuesta al tratamiento asi como durante el ciclo normal de crecimiento (3,5). Es una
bacteria de crecimiento lento y requiere de medios enriquecidos para su propagacion
en e laboratorio, generalmente medios de cultivo liguide como el Barbour-Stonner-
Kelly Hl (medio BSKII) (anexo 5) aunque también se logra cultivar en medio sélido con
1.3% de agarosa {6). Usualmente se cultiva en tubos con tapén con limitado espacio
residual de aire, suele crecer también en condiciones anaerobias, 0 con una presién de
oxigeno atmosférico estandar en presencia de 1 a 5% de COz2, Es relativamente facil
obtener un aislado primario a partir de las garrapatas, pero es dificil hacerlo de
pacientes (1,3,5).

La proteina A al igual que ia proteina B, pueden variar en su peso molecular y
reactividad con anticuerpos monoclonales; ademas la segunda de estas proteinas
puede no producirse en los cultivos. Estas observaciones in vitro sugieren que la
membrana externa del organismo sufre variacion antigénica durante el curso de la
infeccion {15). Los plasmidos pueden tambign codificar para proteinas que pueden ser
imporiantes en la patogenicidad, desde la perdida de la capacidad para infectar de los
aislados después de pases en medios de cultivo, y que quizés este relacionado con la
perdida de plasmidos particulares en el cultivo {11). Ciertas diferencias han sido
notadas enire aislados americanos y europeos de B. burgdorferi en cuanto a
morfologia, proteinas de superficie externa, plasmidos, y homologia de acidos
nucleicos (3)



Su genoma estd compuesto de un cromosoma lineal v de plasmidos tanto
ineares como circulares (1). Una caracteristica inusual de Borrefia es el nimero de
copias de su genoma, contiene de 8 a 16 copias del cromosoma y de cada plasmido
por célula, y el DNA parece estar organizado en equivalentes genomicos separados a
Io Jargo de Ia longitud de la espiroqueta. L.os genes que cedifican para la mayoeria de las
proteinas de superficie de B. burgdorferi se encuentran localizados en los plasmidos
{t4). La membrana externa de Borrelia contiene un nimero abundante de lipoproteinas
que son de uhlidad seroldgica (5,15). B. burgdorferi es altamente sensible a tetraciclina,

ampicilina y cefiriaxona (1,3).

Evidencias sugieren que manifestaciones clinicas particulares estan
relacionadas a genoespecies diferentes, por ejemplo en Norteamérica la artritis es la
sintomatolagia predormnante, mientras que en Europa los sintomas neurclogicos y
cutangos son los mas comunes (3,8,16). Estudios seroldgicos y moleculares han
descrito 10 genocespecies de B. burgdorferi sensu lato alrededor det mundo: B.
burgdorferi sensu stricto, es encontrada en Norteamérica y Europa, B. garinii y B.
afzelii, se encuentran en Europa y Asia, B. bissettii, B. valaisiana y B. lusitaniae se ha
reportado en Europa, B. andersonii, principalmente en EUA, B. japonica, B. turdi y B.
tanukii son encontradas en Japén (8,17,18).

Al inicio de la enfermedad, la respuesta inmunitaria parece estar reprimida. Las
células mononucleares de los enfermos responden minimamente a los antigenos de B.
burgdorferi. Pasadas las primeras semanas de infeccion, las células mononucleares
muestran elevada reaclividad a los antigenos de Borrelia, y aumento de la cifra total
de IgM sérica e inmunocomplejos circulantes. La respuesta de anticuerpos especificos
contra la espiroqueta y a polipéptidos espiroquetdsicos se desarrolia a 1o largo de
meses a anos (14). Los litulos de anticuerpo IgM especifico contra B. burgdorferi son
mas altos entre la tercera y sexta semana después del inicio de la enfermedad; los
titulos de anticuerpo IgG especificos se elevan lentamente y, generaimente llegan a su
acmé meses 0 afios despues en caso de artrilis (5,19,20).
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Algunos grados de dafio vascular, incluyendo vasculitis moderada u oclusion
vascular hipercelular, pueden verse en miltiples sitios, suginendo que la espirogueta o

complejos inmunes pueden estar presentes alrededor de los vasos sanguineos (3).

Diagnéstico de la enfermedad de Lyme.

E} diagnostico de certeza se establece con el cultivo de B. burgdorferi de tejidos o
liquidos corporales. La bacleria ha sido cultivada de sangre, piel, liguido
cefalorraquideo, tiquido sinovial, e identificada en lesiones de piel, miocardio, retina y
membrana sinoviat (1); sin embargo, en fa practica clinica los porcentajes de éxito son
muy bajos, resultando el cultive dificil y lento, con una sensibilidad menor at 15%. La
observacion directa de B. burgdorferi en especimenes clinicos de pacientes es muy
dificil y requiere de microscopia de campo obscuro {1,3,21,22); por lo que actualmente
se recurre a la determinacion de anticuerpos séricos especificos, de IgM e 1gG. Las
técnicas mas empleadas son inmunofluorescencia indirecta (IFA), ELISA (enzyme-
linked inmonunosorbert assay) y western blot (inmunotransferencia), esta Gltima como
prueba confirmatoria para reconocer la respuesta a clertas proteinas que incrementan
la especificidad a mas del 95% (1,20,23,24). Para disminuir la reaccion cruzada con
olros antigenos, en los ensayos de IFA y ELISA se ha incrementado el valor de corte a
1:256 para IFA y mayor a 1:320 para ELISA, logrando en ésta dltima una sensibilidad
de 92% y una especificidad de 80% (25). Pero diversos factores lienden a dificultar la

interpretacion de los resultados de estudios serolGgicos:

a) Ef estadio clinico de la enfermedad. En la etapa temprana de la enfermedad puede
haber resultados falsos negativos o una respuesta dirigida a ciertos polipéptidos
(11,19,22,26}.

b) Existe reaccién cruzada con olras espiroquetas como: Treponema pallidum, T.
denticola, T. phagedenis y Borrelia sp, asl como enfermedades autoinmunes, fiebre
exantematica de las moniafas rocosas y desordenes neurologicos Dando tugar a

resultados falsos positivos (14,20,22).

¢) En diferentes pacientes la respuesta inmune presenta variacion (12).
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d} El tratamento lemprano con antibidlicos puede dar resultados falsos negalivos al
abortar a produccion de anticuerpos (4,14,27).

e) Existe variabilidad antigénica entre diferentes gencespecies y cepas de 8.
burgdorferi (8,11,22).

fi El peso molecular aparente de algunas proteinas de B. burgdorferi (OspC) varian
dependiendo de la cepa B. burgdorferi y del sistema de electroforesis utilizado. Los
pesos moleculares de las proteinas de importancia diagnéstica deben ser definidos

con anticuerpos monoclonales y policlonales {19).

Los resullados falsos negalives ccurren principalmente durante 1as primeras semanas
posteriores a la wnfeccion. Cuando se emplea ELISA de captura en el 80% de los
pacientes pueden mostrar una respuesta solo para lgM conira 8. burgdorferi (22).

ta mayoria de las pruebas de ELISA emplean espiroquetas completas
sonicadas corno antigeno (28). Se ha encontrado una disminucion de la sensibilidad
usando una preparacion  del antigeno flagelar 41-kDa, con preparaciones flagelares
enriquecidas, o preparaciones de proteinas de superficie externa (14,26,28). Aunque el
polipéptido reconocido comianmente es el antigeno flagelar 41-kDa, también se ha
encontrado reconocimiento de otros componentes (28).

£l 50% de los pacientes tienen serologia positiva durante la etapa de ECM. Un
ensayo de inmunolransferencia para IgG es considerado positivos si presenta 5 de las
siguientes 10 bandas: 18, 21 (OspC), 28, 30, 39 (BmpA), 41 (Fla), 45, 58, 66 y 93-kDa
(14,19,22).

Anticuerpos 1gG especificos contra polipéplidos de la bacteria, particularmente
de las proteinas de superficie externa 31-KDa y 66-kDa, el antigeno flagelar 41-kba y

el antigeno 55/68-kDa se desarrollan gradualmente durante el curso de la infeccion.

El empleo de técnicas de biologia molecular para deteccién de DNA de B.
burgdorferi  bajo condiciones experimenfales resulta ser muy sensibie (29); como

alternativa estratégica para la deteccidn del micreorganismo, la amplificacion de genes
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conservados de la bacteria por PCR ofrece potencial especificidad, la cual deriva de
que cada microorganismo posee un DNA unico; subsecuentemente se pueden disefar
ohgonucledtidos {primers) complementarios de regiones conservadas del DNA y asi
detectar los diversos grupos de microorganismos (29,30). Sin embargo su aplicacion
con especimenes clinicos resulta tener problemas por el tipo de espécimen y por el
método de conservacian del mismo. En ECM la sensibilidad de la PCR es de 80% en
niopsias de piel, cuando éstas son conservadas a -70°C, mientras que en muestras
conservadas en parafina es de 50%. Un factor que limita ia aplicacion del PCR es que
actualmente no existe un acuerdo en la seleccion de las secuencias consenso que
pudiera ser empleadas como primers (iniciadores) para la identificacion de las
subespecies patobgenas (30). Los iniciadores mas aceptados son para los genes
cromosomicos flagelar y 16S-RNA o plasmidico como ospA (piasmido de 49-kDa de la
bacteria) (31).



Disefio de estudio.

Estudio transversal descriptivo.

Poblacion de estudio.

Muestras clinicas de pacientes con manifestaciones sugestivas de Borreliosis de
Lyme en sus 2 etapas de evolucidn (temprana, localizada y diseminada o tardia) que
fueron atendidos en el Hospital de Pediatria, del Centro Médico Nacional del IMSS vy
Hospital de Especialidades del Centro Médico la Raza.

Criterios de inclusion.

Se incluyeron todas las muestras de pacientes mayores de 4 afios de edad con

cuadro clinico sugestivo de Borreliosis de Lyme, del sexo masculino y femenino.

Criterios de no-inclusion.

No se incluyeron pacientes con antecedente clinico yfo seroldgico de leptospirosis,
sifiis 0 con enfermedad autoinmune (LES vy artritis reumatoide), pacientes menores de 5

afios y que no han viajado al extranjero.

Criterios de eliminacién.

Fueron excluidas las muestras de pacientes que durante el estudio se les
diagnostico leptospirosis, sifilis, LES o artritis reumatoide. Y pacientes sin muestras

completas. Ademas todas las muestras de piel de las cuales no se logro extraer el DNA,



Definicién de caso positivo.

Definicion caso sospechoso de enfermedad de Lyme: E! paciente con ertema

migratorio o con una manifestacién tardia de la enfermedad.

1) Eritema cronico migratorio: lesion en piel que inicia como macula o papula vy se
extiende en dias o semanas formando una lesidn redondeada grande, con
aclaramiento centrai parcial. Una lesién solitaria debe ser minima de 5 cm de diametro.

Se acompafia de fatiga, fiebre, cefalea, artralgias o mialgias intermitentes.

2) Manifestaciones tardias: artritis oligo o poliarticular asimétrica recurrente o cronica
(semanas o meses); manifestaciones neurologicas {meningitis aséptica con presencia
en LCR de pleocitosis y predominio de linfocitos, SGB, paralisis facial uni o bilateral

como signo inicial o unico y radiculoneuropatia dolorosa).
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DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIOC.

Se estudiaron muestras clinicas de pacientes con manifestaciones sugestivas de
Borreliosis de Lyme. Los especimenes fueron suero y LCR en los casos con
manifestaciones neuroldgicas, y biopsia de piel para los casos que presentaron

manifestaciones cutdneas (eritema migrans, ACA y escleroderma).

Toma de muestra: la muestra de sangre se tomd en ayunas por puncidn periférica y se
coloco en un tubo sin anticoagulante, por centrifugacion se obtuvo el suero. EI LCR se
obluve por puncién lumbar, se colocd en un tubos estériles y se concentrd por
centrifugacion a 12000rpm 15 min (32). Ambos tipos de muestras fueron conservados a
-20°C hasta su procesamiento. La biopsia de piel se tomd de la zona central de fa
lesién en la etapa crénica y de la zona periférica en lesiones sugestivas de EMC; fa
asepsia de la superficie se realizé con isodine al 1% y por medio de un trocar de 4 a 6
mm de diametro se obtuvo un fragmento. El espécimen fue transferido a un tubo estéril

y se fracciond: la fraccién de piel para PCR se conservé en etanol al 70%.

Estudios realizados.

Las muestras séricas obtenidas se procesaron por el método de ELISA para la
determinacion de anticuerpos 19G vs B burgdorferi a una dilucion de 1:640 (33),
considerando como valor de corte para posilividad al promedio de ia densidad éptica de
25 sueros negativos controles (sueros de donadores sanos mexicanos) mas 3
desviaciones estandar (Mat. y Met.).

WESTERN-BLOT. Las muestras séricas positivas por escrutinio (ELISA) se procesaron
con el método de inmunotransferencia para la determinacion de anticuerpos IgG vs
bandas especificas de proleinas de B. burgdorferi. Se ulilizé un kit comercial de
western-blot (MarDX,Diagnostics,Inc.) al cual se reconoce con 100% de especificidad
sequn criterios del CDC (34) como prueba confirmatona. En cada prueba se usé un
control positivo, un control positivo débil y un contral negativo {Mat. y Met.). Los
criterios de positividad para inmunotransferencia fueron los aprobados por ei CDC y la
ASTPHLD: una muestra se considerd positiva si presenta 5 0 mas de las siguientes
bandas: 18, 23, 28, 30, 39, 41, 45, 58, 66 o0 93-kDa (34). Y los criterios de positividad
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europec (EUCALB) al menos 2 de las siguientes bandas reactivas: p83/100, p58, p43,
p39, p30, p23, p21, p17 y p21 (24,35).

PCR Se extrajo DNA de todas las biopsias y de los concentrados de LCR (Mat. y
Met). Se confirmé la efectividad en la exiraccion de DNA de hiopsia de piel
delerminando la presencia del gene p-globulina en ef tejido con la técnica de PCR (Mat.
y Met ), Las muestras de DNA extraido de LCR y el DNA de biopsias de piel positivas
para la amplificacion del gene f-globulina fueron procesadas por PCR utilizando los
iciadores del gene cromosdmico Flagelar y el extracromosomico ospA especificos
para B. burgdorferi sensu lato (Mat. y Met.). Para reducir el riesgo de contaminacion
todas las mueslras para PCR fueron procesadas en areas separadas con campana de
flujp laminar. Los reactivos para cada muesira fueron preparados en un cuarto
separado y se utilizaron materiales desechables estériles y micropipetas con presion

postiva

Las mueslras positivas por PCR para 0spA se procesaron por medio de Southern-blot
empleando una sonda interna especifica para el gene ospA de B. burgdorferi. Un
porcentaje de las muestras de DNA positivas para la amplificacion del gene flagelar por
PCR se confirmo por medio de un PCR amidado empleando un par de iniciadores (para
amplificacion de un fragmento largo (externo) y un fragmento corto (interno) del gene
flagelar (Mat. y Met.).



MATERIAL Y METODOLOGIAS.

Técnica de Inmuncensayo enzimatico ELISA.

Los pozos de las microplacas se sensibilizaron durante 18 horas con 50 pL del
antigeno diluido a 5 pg/mlL del sonicado de células completas de B. burgdorferi (cepa
B31) en amortiguador de fosfalos pH 7.4 a 37°C {anexo 1). Se adicionaron 200 pk del
bloqueador a los pozos sensibilizados (leche descremada al 5% en PBS pH 7.4), se
cubrid la placa y se incubd a 37°C por 75 min. Se lavd 3 veces con 0.05% Tween-20 en
PBS (PBS-T) al 1X. Posteriormente se agregaron 60 ul de suero diluido (1:640 en PBS
pH 7.4 con leche descremada al 5%) a cada pozo (33). Se cubrio Ja placa y se incubd
por una hora a 37°C. Se lavo 5 veces con PBS-T (1X), se adicionaron 60 pL de suero
anti-lgG  unido a fosfatasa alcalina preparado en cabra  (BioSource
International,Ca,USA) diluido 1:1000 en leche descremada al 5%, se incubd durante
una hora a 37°C. Se lavd 5 veces con PBS-T (1X) y se adicionaron 60 pbL de p-
nitrofenilfosfato {Gull Labs, SLC UT,USA) diluido en dietanolamina pH 9.8 incubando
por 1 hora a temperatura ambiente, cubriendo la placa para protegerla de la luz. Se
teyeron las absorbancias en el lector de ELISA (Labsystem) a 405 nm.

El valor de corle se obtuve de la densidad éptica mas 3 desviaciones estandar
(DS) de una mezcla de 25 sueros de donadores mexicanos no infectados con B.
burgdorferi. Cada muestra de suero se probé por duplicado. En cada placa se incluyé la
mezcla de sueros posilivos (pacientes infectados con 8. burgdorferi} por cuadruplicado.
El resultado se obtuvo con el promedio de cada muestra de suero entre el valor de
corte, expresada en unidades ELISA {UE).
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Técnica para Western blot empleando el kit comercial MarDx

{Diagnostics, Inc.)

La técnica se basa en el emplec de antigeno de B, burgdorferi cepa B31 transferido en
una membrana de nitrocelulosa que esta en tiras. Cada tira se coloco con guantes en
una bandeja, se incubd cada tira con 2.0 mL de la solucién de lavade y diluyente de
muestra para bloguear, mantenido en agitacién por 5 min en una plataforma oscilatoria
(Boekel Scientific) con una inclinacion de 30°. A una tira se adiciona 80 uL del suerc
contro! positivo, otra con 20 pl. del suero control positivo débil y la tercera con 20 ul del
suerc control negative (36). A las demas liras se les agregd 20 ul del suero problema y
se incubaron a temperatura ambiente con agitacion durante 30 min. Posteriormente se
decantd los sueros y se lavaron 3 veces con 2.0 mL de solucion de favado en agitacion
durante 5 min. 8e agregd 2.0 mL de suero anti-lgG humano conjugado con fosfatasa
alcalina {diluido 1.10), y se incub6 durante 15 min. en agitacion. Se decantd la solucion
y se lavé nuevamente 3 veces con la solucién de lavado, se decantd y enjuago con
2 0 mL de agua destilada.

Se agregd 2.0 mL de sustrato e incubd en agitacion constante hasta que el
control positivo débil muestre la banda de 41-kDa ligeramente wisible {4-12 min.). Se
enjuagaron las tiras en agua destilada 3 a 4 veces. Se colocaron las tiras sobre papel
absorbente para permitir secar. Y se procede a la lectura de las bandas presentes. La
lectura se realiza con el control positivo localizando Jas bandas especificas y can el
conlrol positivo débil se localiza la banda de 41kDa. Se consideraran positivas aquellas
bandas que presenten una intensidad igual o mayor que el control positivo débil. Una
muestra se considera positiva si presenta 5 6 mas de las siguientes 10 bandas:
18,23,28.30,39,41,45,58,66 0 93-kDa.



Técnica para extraccion de DNA de muestras de LCR.

Para la extraccion de DNA se empleo un kit comercial IsoQuick (ORCA Research Inc.
WA, USA).

Este mélodo se basa en la ulilizacién de las propiedades caotropicas del
tioctanato de guanidina (GUSCNY), las cuales alteran la integridad celular e inhiben tas
nucleasas (DNAsa y RNAsa} actGa por lo tanto provocando la lisis celular y la
estabilizacion del DNA. El DNA es separado del resto del lisado con un disolvente
organico no corrosivo, todo el DNA es precipitado con alcohol y disuelto en agua
deshlada.

Se obtuvo una suspencion de células (anexo1) por centrifugacién y resuspension
del sedimento (pellet) con el reaclive A (buffer para suspension de muestras) y se
incubd de 5 a 15 min. a temperatura ambiente. Posteriormente se adiciono un volumen

de la solucién de lisis a la suspension de célutas.

Se transfirieron 200 ul de la muestra de lisado a un tubo de microcentrifuga y se
adicionaron 700 pL del reactivo 2 (matriz de extraccion) y 400 pL del reactivo 3 (buffer
de extraccion) a la muestra lisada agitando en vortex por 10 seg. para mezclar bien. Se
centrifugd a 12000xg por Smin. Se transfiric |a fase acuosa (superior) a un nuevo tubo
cenlrifuga evitando transferir la fase organica (coloreada) o 1a interfase. Se adiciond 0.1
volimenes del reaclivo 4 (acetato de sodio) a la muestra de la fase acuosa y un
volumen equivalente de isopropanc! y 1 L de colorante para pellet (peltet paint,
Novagen)}. Mezclar gentilmente para precipitar los acidos nucleicos. Y se sometio a
cenlrifugacion a 12000xg por 10 min. Se descartd el sobrenadante sin disturbar el
boton formado. Se adicioné 1 mL de etanol al 70% al peliet y se mezcla gentilmente por
inversion del tubo varias veces. Se centrifugé a 12000xg por 5 min. Se descartd el
sobrenadante, y se dejd secar a temperatura ambiente. E| pellet de acidos nucleicos se

disolvio en 100 pL de agua bidestilada y se conservo a -20°C hasta su procesamiento.



Técnica de extraccién de DNA de biopsias de piel.

Para la extraccion de DNA de biopsias de piel se utilizo e método comercial QUIAGEN
{GmbH) Este método se basa en la adsorcién en gel con silice y sometiendo el tefido

a suslancias amortiguadoras con altas concentraciones de sales.

Se cortaron las biopsias de piel a 25 mg (aproximadamente), y se colocaron en
un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL, y se adicionaron 180 pL de Buffer ATL (Buffer
para lisis de tejidos). Se adicions 20 ul de solucion stock de Proteinasa-K y se mezclé
en vortex. Se incub6 a 55°C {en bafio maria) hasta que el tejido esie completamente
lisado agitando ocasionalmente durante la incubacion para dispersar la muestra.
Posleriormente se agregaron 200 pL de Buffer-AL, se agito en vortex, y se incubd a
70°C por 10 min. Se adicionaron 210 uL de etanol (96-100%) a la muestra y mezclo por

agitacion.

Se colocé una colurmna QJAamp-spin (con silice en gel) en un tubo coleclor de 2
mL y adicioné la mezcla (incluyendo el precipitado) a la columna. Se centrifugd a
6000xg por 1 min.

Se coloct 1a columna en un tubo colector de 2 mlL, y se descartd el tubo que
contiene el filtrado, enseguida se agregaron 500 pL de Buffer AW (bulfer de lavado} y
se sometio a centnfugacion a 6000xg durante 1 min. Se colocé la columna en un tubo
colector limpio de 2 mL (descartar el tubo colector que contiene el filtrado). Se
adicionaron a la columna nuevamente 500 ul de Buffer AW. Se centrifug6 a velocidad
maxima por 3 min. Se colocd 1a columna en un tubo de microcentrifuga de 2 mbL Iimpio,
y se descarté el tubo colector que contiene el filtrado. Finalmente sé eluyd el DNA con
100 pl de agua bidestilada (precalentada a 70°C), por centrifugacion a 6000xg por 1

min. El DNA se conservd a -20°C hasta su procesamiento.
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Técnica de PCR para amplificacién del gene p-globulina en muestra

de biopsia de piel.

Se emplearon iniciadores para amplificacién del gene que codifica para B-globulina con
las secuencias: 5-ACA CAA CTG TGT TCA CTA GC-3' y 5-CAA CTT CAT CCA CGT

TCA CC-3'. La reaccion se llevo a cabo como a continuacién se describe:

Los siguientes reactivos se mezclaron en tubos de 0.5 mbL especiales para
termociclador: 5 uL de DNA obtenido por el método de exiraccion de DNA de biopsias
de piel {descrito antenormente), 0.2 mM de cada uno de los desoxinucledtidos
trifosfatados (dATP, dTTP, dCTP y dGTP), 50 pM de cada primer, 5 uL de
amortiguador para Taq (10X), 10 pL de glicerol al 50% (agua), 1.5 mM de MgClz, 3.0 U
de Tag DNA polimerasa (GibcoBRL) y agua bidestilada c.b.p. 50 pL. La reaccidn se
desarroll6 en un lermociclador (GeneAmpPCR Systern 9700) bajo las siguientes
condiciones. un calentamiento inicial a 95°C por 4 min, 35 cicles de amplificacién a
95°C-1 min, 55°C-1 min, y 72°C-2 min; y un paso de extension de terminacion de 72°C

por 5 min.

La presencia de los productos de la amplificacion fue evaluada a través de
electroforesis horizontal en gel de agarosa {Rochester,NY) al 2% en amortiguador TAE,
8 plL de cada muestra y 2 pl de buffer de corrimiento {anexo 3) se mezclaron previa
colocacion en el gel. Se empled un marcador de peso molecular 1kb (GibcoBRL). EI
corrimiento se llevé a cabo a 100 volts, durante 50 a 60 min; el fragmento de interés
tene un tamano de 268 pb. El gel se tifid en solucion de bromuro de etidio y se

wisuahzd y fotografid en un procesador de imagenes (Syngene). En lodas las

amplificaciones de DNA se metieron un control positivo y negativo,
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Técnica de PCR para la amplificacion del gene flagelar.

Fueron sometidas a amplificacion del gene flagelar las muestras que resuitaron
positivas para la amplificacion del gene p-globulina por PCR (anexo 3) y las muestras

de DNA exiraido de LCR por la técnica de extraccion de DNA de fluidos biologicos.

Se emplearon 2 juegos de iniciadores, uno para la amplificacion de un fragmento
corto del gene flagelar de especies de Borrelia (Fla LS y Fla R3): Fla-L.3 5-AAC AGC
TGA AGA GCT TGG AAT TG-3' (438-459) y Fla-RS 3-CGA TAA TCT TAC TAT TCA
CTA GTT TC-5' (766-791). Y otro para la amplificacion de una region larga del mismo
gene (Fla-LL y Fla-RL).Fla LL 5-ACA TAT TCA GAT GCA GAC AGA GGT-3' (301-324)
y Fla RL 3-TGT TAG ACG TTA CCG ATA CTA ACG-5' (842-865). El tamafio de los
fragmentos de amplificacion esperados es de aproximadamente 350 vy 641pb

respectivamente. La reaccion se llevd a cabo como a continuacion se describe:

Los sigulentes reactivos se mezelaron en tubos especiales para termociclador: 5
uL de DNA, 5 pL de amortiguador para Taq (10X), 0.1 mM de cada desoxinuclétido
trifpsfatado (JATP, dTTP, dCTP y dGTP), 1.5 mM de MgClz, 50 pM de cada primer, 2.5
U de Tag DNA polimerasa y agua bidestilada c.b.p. 50 uL. La reaccion se llevé a cabo
en un termociclador (GeneAmpPCR System 9700) bajo las siguientes condiciones:

un inicio con calentamiento a 95°C por 3 min, 40 ciclos de amplificacion de 1
min a 95°C, 55°C-1 min., 75°C-1 min, y un paso de extension de terminacion a 72°C-7
min (31).

La presencia de los productos de la amplificacion se evalud por electroforesis
{anexo 3}, empleando un marcador de pesos molaculares de 1kb (Gibco-BRL).
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Técnica de PCR para amplificacién del gene flagelar anidado.

Fueron sometidas a amplificacién del gene flagelar anidado muestras de DNA que
fueron positivas por lo menos para una de las amplificaciones por PCR de los
fragmentos corto y largo del mismo gene flagelar. Primero se realizd una amplificacion
con los iniciadores Outer! y Outer2, y posteriormente los productos de la primera

amplificacion fueron diluidos 100 veces y amplificados nuevamente usando los
intctadaores Innerl y inner2.

Outert: 5-AAG TAG AAA AAG TCT TAG TAA GAA TGA AGG A-3" (245-275)
Quter2; 5-AAT TGC ATA CTC AGT ACT ATT CTT TAT AGA T-3° {825-855).

Inner 1. 5-CAC ATA TTC AGA TGC AGA CAG AGG TTC TA-2' (300-328)
Inner 2: 5-GAA GGT GCT GTA GCA GGT GCT GGC TGT-3" (663-689).
El tamario del fragmento de amplificacion esperado es de 390 pb.

La reaccién se llevé a cabo como se describe a continuacion:

Los siguientes reactivos se mezclaron en tubos especiales para termociclador: 5
uL de DNA, 5 pl de amortiguador para Taq (10X), 0.1 mM de cada desoxinucléotido
trifosfatado (dATP, dTTP, dCTP y dGTP), 1.5 mM de MgClz, 50 pM de cada primer, 2.5
U de Taq DNA polimerasa y agua bidestilada ¢.b.p. 50 uL. La reaccion se lievo a cabo
en un termociclador (GeneAmpPCR System 9700) bajo las siguientes condiciones:

Un nicio con calentamiento a 24°C por 1 min seguido de 35 ciclos de
amplficacion de 30 seg a 84°C {desnaturalizacion), 55°C por 1 min. {alineamiento) y
72°C por 2 min {extension) {37).

La presencia de los producios de la amplificacion se evalud por electroforesis
{anexo 3), empleando un marcador de pesos moleculares de 50 pb (Gibco-BRL).
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Técnica de PCR para amplificacién del gene OspA.

Fueron sometidas a amplificacion del gene flagelar todas las muestras que resultaron
positivas para fa amplificacién del gene f-globulina por PCR {descrito anteriormente) y
las muestras de DNA extraido de LCR por la técnica de extraccion de DNA de fluidos
biologicos. Se emplearon los iniciadores: OspA 149 5-TTA TGA AAA AAT ATT TAT
TGG GAA T-3' Y OspA 319 5-CTT TAA GCT CAA GCT TGT CTA CTG T-3. La
secuencia de amplificacion tiene un tamafio aproximado de 195 pb. La reaccion se

llevd a cabo como se describe a continuacion:

Los siguientes reactivos se mezclaron en tubos especiales para termociclador: §
pl de DNA, 5 pL de amortiguador para Tag (10X), 0.1 mM de cada descoxinucléotido
trifosfatado, 1.5 mM de MgClz, 50 pM de cada primer, 2.5 U de Tag DNA polimerasa y
agua bidestilada c.b.p 50 pb. La reaccidn se llevd a cabo en un termociclador
(GeneAmpPCR System 9700} bajo las siguientes condiciones:

Un inicio con calentamiento a 94°C por 4 min, 45 ciclos de amplificacién de 1
min. a 94°C (desnaturalizacion), 50°C-45 seq. (alineamiento), 72°C-45 seg. (extension),

y un paso de extension de terminacion a 72°C-7 min. {38).

La presencia de los preductos de la amplificacion se evalud como se describe

anteriormente, empleando un marcador de pesos moleculares de kb (Gibco-BRL).
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Técnica de Southern blot en muestras positivas para OspA 149-319.

Se empleo un kit comercial {ECL). El cual se basa en el empleo fluoresceina-11-dUTP
gue se une al DNA prueba. La deteccion es llevada a cabo via un anticuerpo anti-
fluresceina conjugado con fosfatasa alcalina, la cual cataliza la reaccidon de
quimicluminiscencia con dioxetano como sustrato. La luz resultante es capturada sobre

una pelicula (Hyperfilm MP).

Las muestras que resultaron positivas para ta amplificacion de estos genes, se
sometieron a electroforesis (como se describe anteriormente). Posteriormente el gel se
coloco en solucion desnaturalizante por 15 min. Se enjuagd dos veces por 5 min en
agua bidestilada. Se colocd en solucidn neutralizante durante 15 min. Los productos
positivos por la PCR se transfirieron a una membrana cargada positivamente de nylon-
Hybond (Amersham Corp., Arlington Heights, |11} por gradiente con solucion SSC {10X),
durante toda la noche. l.a membrana se retira y se deja secar (a medio ambiente)

sobre papel. Y se expone a luz UV por 1 min para lograr 1a fijacién det DNA (32).
Pre-hibridizacion.

Se mezcld el buffer-ECL con cloruro de sodio y con el agente bloqueador (anexo 4). Sé
prehibridizé por 1 h. en un horno a 42°C (empleando 0.25 mL/cm2)

Hibridizacion.

Se adicionaron 10 ul de la sonda de DNA (10 ng/ul) en solucion de hibridacion
{anexc 4) precalenlada a 42°C y la mezcla se agregd a la membrana incubando a
42°C de 8-12h. Se lavd la membrana con 50 mL de solucién de lavado primario (anexo
4) 2 veces. Se agregaron 100 mL de la solucion de tavado a 42°C manteniendo en

incubacion 20 min en el horno dos veces. Se lavo por duplicado con solucion SSC (2X)
en agitacion suave por 5 min.
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Deteccidn.

Se mezclaron volimenes iguales del reactivo deteccion 1y 2. Se coloca la membrana
en un nuevo envase. Y se adiciond la mezcla de deteccion {0.125 mL/em2). Se incubd
por 1 min con agitacion suave a temperatura ambiente. Se drend el exceso del reactivo
de deleccion y se cubrié la membrana en pelicula de plastico adherente. Se fijo la
membrana {con la cara dei DNA hacia la placa de fotografia). En cuarto obscuro y luz
roja se coloca el papel de pelicula y se cierra la placa. Se expuso por 1h. Y se revelo

la placa.

La sonda interna empleada: OspA 6 5-ATT GGG AAT AGG TCT AAT ATT AGC
CT-3" (39).
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Prueba de posible inhibicién para la PCR en muestras de DNA.

Las muestras que fueron negativas para las 3 técnicas de PCR (flagelar corto y largo y
OspA) y con sospecha de ser positivas, se probaron para la amplificacion de los
mismos genes por PCR (Mat. y Met.) Adicionando a la mezcla de reaccidn 5ub de DNA
de control positivo {estandar interno) y 5ul. de DNA prueba, manteniendo el voiumen

final de 1a mezcla de reaccion ¢.b.p. 50ul.

Una muestra se considerd positiva para la presencia de inhibidores si no
presentd amplificacion para el gene correspondiente.
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Resultados.

Se estudiaron 94 pacientes con manifestaciones clinicas sugestivas de
Borreliosis de Lyme residentes de la Replblica Mexicana que no han viajado al
extranjero. Los pacientes estudiados incluidos fueron 42 nifios de 4 a 17 afios con una
edad promedio de 10.3 + 3.7 afios y 52 adultos de 18 a 71 afios con una edad
promedio de 38.5 + 12.8 afios. La relacion hombre-mujer fué de 1:1.8. Se clasificaron
de acuerdo a ia manifestacion clinica: en casos con manifestaciones neurologicas y
manifestaciones cutaneas. Se eliminaron del estudio 5 casos al confirmarse ofros
diagnosticos. En 46 pacientes con manifestaciones neuroldgicas, el 67.4% (31) de los
casos fué enviado con diagndstico de polirradiculoneuritis, 8 (17.4%) con neuropalia
craneal y el 15.2% restantes con meningorradiculoneuritis, mielitis y encefalopatia
{Cuadro 1}

Cuadro 1. Casos positivos con manifestaciones neuroldgicas confirmados con estudios

serologicos y PCR.
Diagnéstico No. . WB PCR PCR FCR

Casos (CDC) EUCALB ospA Fla-S  Fla-1,

Meningorradiculoneuritis 2 1 i 0 1 0
Polirradiculoneuritis 31 8 10 2 0 0
Neuropatia craneal 2 3 1 0 1
Michitis/Neuritis 2 1 1 0 0 0
Encefalopatia 3 0 0 0 0 0
Total 46 12 15 3 1 i

En los otros 43 casos que presentaron manifestaciones cutaneas, el 25.6% (11)
de los pacientes se enviaron con diagndstico de esclerodermia, 37.2% {16) se envié
con diagnostico de atrofia hemifacial, 8 {18.6%) con ACA, y 8 casos con diagnésiico de
ECM (3), linfocitoma (3) y LEA (2) (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Casos positivos con manifestaciones cutaneas confirmados con estudios

serolégicos y PCR

Diagnéstico Ne. WB WB PCR PCR PCR
Casos (CDC) EUCALB  osp4 Fla-S Fla-L

ECM 3 2 2 0 1
Linfocitoma 3 2 2 0 1 2
ACA 8 1 1 0 4 5
Esclerodermia 11 0 1 0 4 6
Atrofia hemifacial 16 7 9 0 6 i1
LEA 2 1 1 0 0 1
Total 43 13 16 0 16 28

t.as 89 muestras sencas se estudiaron con ELISA y los casos positivos fueron
confirmados con Inmunotransferencia (WB). Considerando los criterios del CDC, 25
sueros (28.1%) fueron positivos. Que corresponden a 12 casos neurologicos y 13
casos cutaneos. Con los criterios de la EUCALB, el numero se incrementd a 31 casos
posilivos. EI WB mostro la banda de la proteina flagelar de 41kDa en todos los casos,
'a banda de 66kDa y 93kDa en 35% de los ¢asos. La banda de 45kDa en 69% de los
casos con manifestaciones cutaneas contra 42% en casos neurolégicos. Las bandas
de bajo peso molecular (18 y 23kDa) son proteinas presentes durante ia etapa de
enfermedad temprana, la primera se encontrd en 7 casos con polirradiculoneuritis y
esclerodermia; y la banda de 23kDA se enconird en 10 casos con cuadro clinico
cutaneo de ECM, atrofia hemifacial y linfocitoma, asi como en los casos neurolagicos
con parahsis facial y polirradiculoneuritis (Figurat).

Después de evaluar la efectividad de extraccion de DNA de biopsias de piel y 1a
inhibicién en muestras de DNA obtenido en LCR. E! primer método confirmé una
efectividad de extraccién de DNA del 100% con la amplificacion del gene B-globulina

por PCR en todas las muestras conservadas en etanol al 70% (Figura 2).
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Al DNA de muestras de piel y LCR se les realizo la técnica de PCR para la
amplificacién de 2 genes de B. burgdorferi, el primero codifica para una proteina en un
gene cromosomico (gene flagelar) y el segundo codifica para una proteina de

membrana externa en un gene extracromosomico (0spA).

La amplificacién por PCR del fragmento corto del gene flagelar (Fla-8) fué
posiliva en una muestra de LCR y en 16 muestras de piel (Figura 3). El fragmento
fagelar largo (Fla-L) amplifico por PCR sflo en un caso neuroldgice y para 28
muestras de piel (66.7%) (Figura 4). E1 93.8% de los casos cuténeos positivos por PCR
amplificaron para los fragmentos largo y corto del gen flagelar de B burgdorferi
{Cuadro 2).

Se realizd la amplificacion por PCR de otro fragmento del mismo gene
empleando un PCR anidado en 23 (76.6%) de 30 muestras de DNA, que fueron
posilivas para al menos uno de los iniciadores del gene flagelar El 91.3% (21) de las

muestras fueron positivas (Figura 5).

El gene ospA se amplificd por PCR en 3 casos con manifestacion neurologica y
no amplificé en casos con manifestacion cutanea. Los 3 casos positivos para la
amplificacion por PCR del gene ospA fueron confirmados por southern-blot empleando
una sonda interna del gene amplificado (Figura 6)

En el 20% de las muestras de LCR que se seleccionaron al azar para evaluar
inhibicidn no se observd inhibicidn con la amplificacion por PCR de los genes flagelar y
OSPA
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Discusién.

Estudios reportados en 19989 por Gordillo y cols. encuentran una seroprevalencia
nacional en México que sugiere que &l 0.3% de la poblacion estuvo expuesta a Borrelia
burgderferi l.as zonas Noreste y Centro de! pais son las areas probablemente
endémicas {35). Todos los pacientes incluidos en éste estudio son residentes de la

Zona Centro y Sureslte de la Replblica Mexicana gue no han viajado al extranjero

Para el diagnostico seroldgico de Borreliosis de Lyme el CDC recomienda 2
pruebas, una de escrutinio como el ELISA o IFA méas una prueba confirmatoria con
inmunotransferencia (WB) (12). Este criterio fué adoptado debido a la reaccién cruzada
con antigenos de Treponema spp, enfermedades reumaticas y olras espiroquetas que
dan resuitados falsos posilivos en el ELISA reportado por Hauser y cols. (10). £l 73.5%
de las muesiras de suero que fueron positivas por ELISA fueron confirmadas por
inmunotransferencia. En esle estudio se consideraron los critenios del CDC y fueron
positivos sdlo los casos con WB posilivo.

Todos los casos confirmados por WB cumplieron criterios del CDC y de la
EUCALB. Otros 6 casos fueron positivos sdlo por los criterios europeos. Se ha
comprobado la existencia de helerogeneidad genélica de Borrefia burgdorferi en
Norteamérica y e continente europeo (29). Recientes estudios serologicos v
moleculares han descrito 10 gencespecies de B. burgdorferi sensu lato alrededor del
munde, y la mayoria de éstas tiene una dislribucion geografica limitada {50). Debido a
ia vanabllidad de genoespecies en diferentes areas geogréaficas del continente europeo,
no existe un crilerio Onico aceptado. Robertson y cols. sugieren gue el criteno de
positividad en inmunotransierencia debe ser diferente en Europa y en Norteamérica
{45). En EUA, Tillon y cols. evaluaron el kit de inmunotranferencia para deteccion de
anticuerpos 1gG para B. burgdorferi (MarDx) {Ca,US) y encontraron una especificidad
del 100% con los criterios de) CDC {38). Al aplicar éste método los 25 sueros positivos
cubrieron los criterios del CDC y la EUCALB. Por lo que los pacientes mexicanos
positivas por W8 estan infectados con B. burgdorfers

El ECM es la manifeslacion culdnea caracleristica de la etapa temprana
localizada de la enfermedad (24). Se estudiaron 3 pacientes con ECM y 2 fueron

seropositivos por inmunotransferencia. En 3 casos se presentd |la etapa lemprana
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diseminada como linfocitoma cutaneo y 2 fueron seropositivos. Tilton y cols. reportan
que las pruebas seroldgicas comerciales para deteccién de anticuerpos vs B.
burgdorferi en el estadio temprano de la infeccion presentan diferencias en fa

sensibilidad segln el antigeno y el laboratorio (38).

La esclerodermia localizada, la atrofia hemifacial y el LEA han sido reportados
en Europa como manifestacion cuténea de la enfermedad, estos hallazgos no han sido
observados en pacientes de Estados Unidos (48) En éste estudio se evaluaron a 11
pactentes con esclerodermia localizada y ningdn caso fué positivo con serologia. En
cambio de 18 pacienles, 16 con atrofia hemifacial y 2 casos de LEA, 8 fueron

seroposi{ivos.

L.a acrodermatitis cronica atréfica (ACA) es la manifestacion cuiénea tardia de
Borreliosis de Lyme. La seropositividad encontrada en 8 casos esludiados con ACA fué
de 13%. Craven y cols. reporlan gue en los casos con manifestacion tardia la mayoria
son seropositivos con una sensibllidad cercana al 100% (46). Por io anterior los
estudios serologicos tienen una gran importancia en el diagnostico de las formas
crénicas de la enfermedad

La mayoria de los pacientes estudiados con manifestacidn neurolagica
presentaban diagndstico de polirradiculoneuritis, yfo neuropatia craneal que
corresponden a manifestaciones de la forma aguda diseminada de la enfermedad,
tuvieron una seropositividad del 26%. Hauser y cols. reportan que el diagnéstico de
neurchorreliosis por serologfa en la etapa temprana es mas dificl que en los casos
cutaneos (29). En la forma tardia se estudiaron 3 casos con diagndstico de
encefalopatia y ningin caso fué positivo por serologia. Pachner y cols. reportan que la
manifestacion neurolégica tardia de Ia enfermedad es rara (5). Par lo que se reafirma la

baja frecuencia de casos posilivos para Borreliosis con encefalopatia.

La produccion de anticuerpos estuvo dirigida principalmente contra las proteinas
de 47kDA (100% de los casos), 45, 58, 66 y 93kDa. Eslos hallazgos son semejantes a
los encontrados por Ledue y cols. quienes reportan las bandas correspondientes a las
proteinas de 41,58,66 y 93kDa como las de mayor frecuencia encontradas (44).
Dressler y cols. reportaton que el suero de pacientes con enfermedad tardia reconoce
las proteinas de membrana externa {30,39,58 o0 93kDa} y la de 66kDa, mientras que en
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enfermedad temprana reconoce a las proleinas de 41, 23 (OpsC) y 18kDa (17p en el
sistema europeo) (37). En este trabajo las bandas de 23kDa y 18kDa estuvieron
presentes en pacientes que cursaban con diagnosticos de: ECM, linfocitoma, atrofia
hemifacial. También en los casos neurolégicos con diagnosticos de paraiisis facial y
poliradiculoneuritis. Todas son manifestaciones tempranas localizadas 0 diseminadas

de la enfermedad.

Los grupas de iniciadores aplicados en &ste estudio con la técnica de PCR para
muestras de pie! y de LCR fueron 2; uno de origen cromosomico {flagelar) y uno
extracromosémice de membrana externa {OspA) que son altamente especificos para
detectar B. burgdorferi sensu lato (31,39,42).

La amplificacion del fragmente largo del gene flagetar (Fla-L) fué positiva en los
3 casos de ECM y en 2 casos con hinfocitoma, que corresponden a manifestaciones
ternpranas de la enfermedad. Mientras que el fragmento corto (Fia-S) solo amplifico en
un caso con ECM y en un caso con linfocitoma. Semejante a lo reportado por Schwartz
y cols. quienes encontraron una sensibilidad superior al 59% en la amplificacion por
PCR en muestras de piel de pacientes en el estadio temprano de la enfermedad (24},
Lo que confirma que la PCR en muestras de piel con manifestacion temprana es una
prueba rapida, especifica y con mayor sensibilidad que la serologia. En los casos
correspondientes a esclerodermia, atrofia hemifacial y LEA, que son cuadros clinicos

que sugieren Borreliosis de Lyme se encontrd una pasitividad de 62% por PCR.

En pacientes con manifestacion neurolégica, solo 5 de 46 casos fueron positivos
por PCR en LCR. Estos resultados presentan una sensibilidad mas baja que la
reportada por Nocton y cols quienes reporian una positividad con PCR del 25 al 38%
{(39). En pacientes con neuroborreliosis solo uno de cada 4 presenta DNA de B,
burgdorferi en LCR (27). Lo cual concuerda con los resultades encontrados en los

casos neuroldgicos con una positividad total de 11.6%.

La mayoria de las muestras se estudiaron por PCR con dos juegos de
iniciadores diferentes para la amplificacién del gene flagelar. Se logrd confirmar en el
91.3% la amphficacion con PCR anidado del gene flagelar. Johnson y cols. reportan
que los iniciadores empleados en fa PCR anidado no reaccionan con ningun otro DNA

de Borrelia sp ya que amplifican para un fragmento altamente conservado y especifico
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para B. burgdorferi (42). Lo que sugiere que los 23 casos positivos confirmados por
ambas técnicas son casos confirmados de Borreliosis de Lyme.

La amplificacién del gene ospA confirmada por southern-blot fué positiva para 3
casos neurologicos de polirradiculoneuritis con neuropalia eraneal. En ninguna muestra
de piel se amplificd el gene ospA. La PCR del gene ospA fue mas sensible en
muestras de LCR como lo reportan Nocton y cols. Johnson y cols. reportan una
disminucion del 30% para la amplificacion de este gene en aislados de California,
Nueva York y Alemania vy el mismo gene puede amplificar para otras especies de
Borrelia (42).

De los 43 casos cutaneos estudiados la PCR detectd como positivos el 67.4% y
por serologia e! 30.2%. De los 31 casos cuténeos positivos, 29 (93.5%) fué positive con
PCR y 13 {42%) por serologia. Por lo que Ja PCR en los casos cutaneos fue mas
sensible y puede ser una herramienta para el diagnéstico de Borreliosis de Lyme,
cuando el cuitivo es dificil y poco accesible

De los 15 casos neurolégicos positivos por serologia y/o PCR, 12 (80%) fueron
positivos por serologia y 5 {33.3%) por PCR. Por lo gue en casos neurologicos la
deteccién de anticuerpos contra proteinas de B. burgdorferi  resultd ser una mejor
prueba que la PCR para diagnosticar la enfermedad.

El método empleado para la extraccion de DNA de biopsias de piel (Quiagen) es
altamente confiable con una sensibilidad encontrada del 100%. Para el método de
isoliocianato de guanidina (1soQuick) empleado para la extraccion de DNA de muestras
de LCR, Mouritsen y cols. reportan una sensibllidad capaz de detectar hasta 10
esproquetas por mb {24). Por lo anterior los casos obtenidos con la amplificacion por

PCR son verdaderos positives y con muy baja proporcion de casos falsos negativos.

Como no se observé inhibicion en las muestras de LCR con la amplificacion por
PCR, las muestras que fueron negativas por esta técnica no contenian presencia de
whibidores. La disminucion sensibilidad de la PCR puede atribuirse a la etapa clinica
en que se tomo la muestra, la concentracion de DNA de B. burgdorferi por debajo del
limite de deleccion o que el sitio de Ta toma de la muestra no fué adecuado para

contener la espiroqueta. Algunas muestras fueron mantenidas en conservacion por
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mas de un aiio. Bretischneider y cols. reportan que la deteccién por PCR disminuye
hasta en un 50% en muestras conservadas mas de un afo (26). Nocton y cols.
reportan que se requieren al menos 10 equivalentes gendmicos para lograr la
amplificacion del gene ospA, siendo la baja concentracion de DNA la causa principal de
la sensibiltdad baja. Otro factor que puede dar falsos negativos por PCR, es el empleo

de antibidlicos en el ratamiento antes de la toma de la muestra {39).

Los esludios serolégicos nos proporcionan evidencia de infeccion por B
burgdorfer o enfermedad activa, pero contindian con anticuerpos durante afios (1) En

contrasle a la serologia, la técnica de PCR provee evidencia directa de la presencia de
la bacleria.
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Conclusion.

La técnica de PCR es una herramienta rapida y altamente especifica en e! diagnéstico
de Borreliosis de Lyme en pacientes con manifestaciones cutdneas, mientras que en
pacientes con manifestaciones neuroldgicas se logran determinar mayor ndmero de

casos por serologia.

En pacientes con manifestaciéon temprana el diagnastico de la enfermedad por
identificacion de anticuerpos conira B. burgdorferi tiene baja sensibilidad, y es la PCR

superior a la serologia.

E! estudio serolégico es de gran importancia en el diagnostico de las formas
cronicas de la enfermedad, sin embargo slo indica presencia de anticuerpos y no
necesariamente la enfermedad.
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ANEXOS.

Anexo 1. Preparacién del antigeno.

Un subcultive de B. burgdorferi {cepa B31) cullivado en el medio BSK |l (anexo 5), se
incubd por 5 a 7 dias. Las espirogquetas se cosecharon por centrifugacion a 210000g
por 30 min a 15°C y lavadas por triplicado en PBS 0.01 M (pH 7.2). Se conservaron en
10 mL de PBS a 4°C.

Para el ELISA, el botén resultante de 350 mL (aproximadamente) de medio de
cultivo se resuspendio en 15 mbL de PBS. La suspencion se sometd a sonicacion en un
bano de hielo por 10 min con un sonicador Cole Parmer {(Co. Chicago) a 0% de la
intensidad maxima. El sonicado se centrifugd a 21000g por 30 min a 4°C, El sedimento
se resuspendié una vez en 5 mbL de cloruro de sodio (NaCl) 1M y la suspension se
centnfugd nuevamente. La fraccidon soluble corresponde a la mezcla de antigeno, la

cual fue dializada con varios cambios de agua destilada y finalmente se conservo en
PBS



Anexo 2. Reactivos para ELISA.

Preparacion de amortiguador salino de fosfatos. 1X. (PBS).

r Cloruro de sodio (NaCl) 8.0¢g
" Fosfato dibasico de Sodio 23g
; dodecahidratado (NaHPC4.12H,0)

© T Fosfato de potasio (KH;PO4) 02g
- Cloruro de potasio {KCI} 02g
: Timerosal Oig
o Tween-20 0.5 mL
Agua destilada c.b.p. 1.0L

Solucion requladora de dietanclamina.

" Azida de sodio (NaNs) 0.02g
j Cloruro de magnesio hexahidratado 0.01g
(MgClz.6H20)

: Dietanotamina 97 mL
. Agua destilada c.b.p. 80.0 mL
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Anexo 3. Reactivos y materiales para electroforesis.

Amortiguador bara electroforesis (TAE).
(Tris —acetato 0.04 M, EDTA 0.001 M, pH 8.0)

Solucién stock concentrado. 50X
Tris base 2420¢g
Ac. Acético glacial 57.1 ml.
EDTA 100 mL (Sol. 0.5M)
Agua c.b.p. 1000 mL

Buffer de corrimiento (Loading buffer).

{Azul de bromofenocl 0.05%, glicerol 5%, EDTA 1mM).

Se pesa 0.1 g de azul de bromofenol.

Se disuelve en 10 mL de H20 bidestilada.

Se toman 2.5 mL de ésta solucidn y se mezcla con 3 mL de glicerol.
Se completa un volumen total de 10 mL.

Se adicionan 10 ul. de EDTA 1M.

A



Anexo 4. Soluciones para Southern blot.

Solucién desnaturalizante.
(0.5 M NaOH, 1 5 M NaCl).

50

NaOH 20.0¢g
) NaCl 87.66 g
Agua bidestilada c.b.p. 1000 mL
Esterilizar en autociave.
Solucidn neutralizante.
(0.5 M tris, 3 M NaCl, pH 7.5),
{ Tris base 80.57 g
1; NaCi 17532 g
: Ajustar pH a 7.5 con HC| concentrado
Agua bidestilada c.b.p. 1000 mL

‘Eslerilizar en autoclave.

Buffer de hibridacion.

Al buffer ECL se le agrega NaCl a una concentracidon 0.5M y se adiciona el agente

blogueador a la mezcla anterior a una concentracion 5% (wfv), mezclar durante una

hora en agitador magnético. Calentar a 42°C por 30 min con agitacién ocasional,

Conservar en congelacién.



51
Anexo 5. Descripcién y preparacién del medio de cultivo
Ingredientes para preparar 676 mL de medio semisolido Barbour
Syoenner-Kelly 1l conteniendo el antibibtico Rifampicina.

Namero  Ingrediente y proveedor Cantidad

7 Neopeplona {Difco) disclver en 200 mL de agua 2099

2 Yeaslolate {Difco) 1274

3 HEPES (Sigma) 3.0g

4 -D(+)-Glucosa (Sigma) 25¢g

5 Citrato de sodio (Sigma) 0.35g

6 Piruvato de sodio {Sigma) 0449

7 N-Acetil-D-glucosamina {Sigma) 02g

8 Bicarbonate de sodio {Sigma) 119

9 Rifampicina {Sigma) disolver en 1.35 mL DMSQ 0.0338 g
(Sigmay)

10 Suero de conejo (Pel Freeze) 32mL

11 Medio CMRL 10686 (10X) sin L-glutamina y bicarbonato 50 mL

de sodio (Gibco)

12 Albdmina de suero bovine {Armour) disuelta en 2509
250 mL de agua

13 Gelatina (Difco) disuelta en 30 mL de agua 7049

14 Agarosa ( SeaKem LE; FMC Corp., Marine Colloids 0.95¢g
Div.) disuelta en 50 mL de agua

15 L-Cistena HCL (Sigma) 0.125¢

16 DL-Ditiofreitol (Sigma) disuelto en 20 mL de agua 0.097 g

17 Superdxido dismutasa 0.012g

Tabta 1.

Preparacion del medio BSK II.

Se empleo agua bidestilada para enjuagar dos veces los recipientes de vidrio antes de
ser esterilizados y como disolvente para los ingredientes del medio enlistado en la
Tabla 1. La Neopeptona es adicionada a 200 mL de agua que se lleva a ebullicion y se
enfria a 95°C. Manteniendo en agitacidn continua, la mezcla es gradualments enfriada
a menos de 40°C. Los ingredientes 2-9 (Tabla 1) son adicionados secuencialmente
mientras la mezcla es agitada. El suero de conejo, el cuat ha sido inactivado a 56°C
por 1 h es filtrado a través de filtros Nalgene (Nalge Co., Rochester) de 0 22 pm vy
adicionado a la mezcla junto con el medio CMRL v la albomina de suero bovino. La

albumina es mantenida en agitacion durante 2 h en 250 mL de agua en un recipiente
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separado y filtrada a través de un filtro de 0.45 um antes de ser adicionada. Ej pH del
medio es ajustado a 7.6 con hidroxido de sodio 1N.

Los pasos finales incluyen la preparacion de las soluciones de gelatina y de agarosa.
La gelatina es adicionada a 30 mL de agua; la agarosa es adicionada a 50 mL de agua
en recipientes separados. Ambas son solubilizadas y esterilizadas en autoclave. La
suspension descrita en el parrafo anterior es filirada a través de un fillro Sterivex-GS
bell (Milipore} de 0.22 um dentro de la solucidn enfriada de gelatina la cual es
posteriormente incubada por 13 min. en un bafio de agua a 52°C. La solucién de
agarosa, la cual es enfriada a 52°C, y los agentes reductores (ingredientes 15-17 en
Tabla 1), los cuales han side adicionados a 20 mL de agua y pasados a través de un
filtro de 0.22 um, son adicionados y mezclados vigorosamente con el medio esteril. £l
medic completo es inmediatamente dispensado en alicuctas de 7.0 mL en tubos para

cultivo de plastico de 8 mL.



