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RESUMEN

La infección por Borrelia burgdorferi o borreliosis de Lyme

<BL) es una enfermedad transmitida por la picadura de una

garrapata, generalmente del género Ixodes, que inocula el agente

etiológico, Borrelia burgdorferi (Bb>. Las manifestaciones

clínicas de esta enfermedad multisistémica pueden ser

dermatológicas, articulares, neurológicas o cardiológicas. El

diagnóstico de esta infección es en muchos casos difícil, pues

puede presentar síntomas y signos a veces inespecíficos. y el

cultivo para el aislamiento de la Bb es muy poco rentable. La

aportación por tanto de los datos serológicos es indispensable

para el diagnóstico de esta infección. El interés por esta

enfermedad se ve incrementado por el hecho de que en nuestro país

no se ha aislado aún la cepa española a partir de muestras

clínicas de enfermos, aunque sí de garrapatas (cepa Esp-1>.

El objetivo de este trabajo ha sido el aislamiento de la

Borrelia española de muestras clínicas de pacientes, el

desarrollo y valoración de las técnicas serológicas de

inmunofluorescencia indirecta (IFI>, enzimoinmunoanálisis (ELISA>

e inmunoblot con la cepa B3l y con la cepa española Esp-1, el

desarrollo de un modelo matemático predictivo de enfermedad, y el

conocimiento de las manifestaciones clínicas más frecuentes de

esta enfermedad en España.

Debido a la gran variedad de síntomas y signos inespecíficos

que produce esta enfermedad, nos hemos basado en los criterios

del CDC parcialmente modificados para la valoración de los

enfermos. Los pacientes fueron admitidos a este estudio desde

1987 a 1992.

No hemos conseguido aislar la cepa española de Bb a partir

de muestras clínicas de pacientes.

Entre 136 pacientes con serología positiva para Bb

encontramos 64 que cumplían los criterios de BL; cuarenta y ocho

no los cumplían, presentando otras manifestaciones que no

pudieron ser justificadas por otras enfermedad.



Hubo 24 pacientes (18%) considerados positivos falsos por

presentar otra etiología que justificó los síntomas.

Las manifestaciones clínicas de EL más frecuentes en nuestro

estudio han sido las neurológicas (62.5%>, seguidas de las

cutáneas (30%>, articulares (28%) y cardiológicas (3%).

El análisis de las técnicas serológicas reveló una

sensibilidad del IFI del 75% y del ELISA del 62% y una

especificidad en el grupo de pacientes con serología positiva

falsa del 27% y del 60% respectivamente. En base a la

concordancia entre ambas técnicas consideramos que son necesarias

tanto IFI como ELISA para detectar casos de BL. El inmunoblot con

la cepa B31 ha sido menos sensible que la IFI aunque muy similar

al ELISA. Su gran especificidad (85%> hace que sea un buen método

para eliminar reacciones cruzadas con otras etiologías. El

inmunoblot con la cepa Esp-l no aporta mejores resultados que con

la cepa B31. Hemos desarrollado un modelo matemático para

predecir la BL basado en los resultados del inmunoblot. Esta

predicción se puede obtener aplicando la siguiente fórmula de

regresión logística:

In <p/c¡)= —2,07829 + <—10,18426 x G72) + (7,29118 x £363> +

(18,72080 x 060) + (4,14442 x M41> + (8,02014 x 038) + (11.74381

x £334) + (12,43657 x M21> + (—8.59503 x 021>
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Itlodoeciós

Las borreliosis son enfermedades infecciosas transmitidas

por la picadura de artrópodos vectores, y producidas por

bacterias del género Borrelia. Estas infecciones son conocidas

desde la antiguedad, y producen las fiebres recurrentes, que al

igual que el cólera o la peste han jugado un papel importante en

la historia de la humanidad. La introducción de los antibióticos

e insecticidas ha permitido controlar en parte estas infecciones.

Desde la II Guerra Mundial en adelante, el estudio de las

borreliosis, enfermedades del pasado’, perdió mucho interés.

Prueba de ello fue el descenso del número de publicaciones. Hasta

los años 50, ascendía a 50 o más publicaciones por año pero, a

partir de entonces, salvo en determinadas endemias (1>, el número

de publicaciones era inferior a 10 por año (2).

El desarrollo de los medios de cultivo, los problemas

debidos a las variaciones antigénicas de las Borrelias y el

descubrimiento de nuevas especies, como la Borrelia burgdorferi

(Bb), han hecho que aumente el interés por el conocimiento de

estas espiroquetas.

La infección por Bb o borreliosis de Lyme (BL> es una

enfermedad transmitida por la picadura de una garrapata,

generalmente del género Ixodes, que inocula el agente etiológico,

Bb. Esta bacteria, perteneciente a la familia de las

espiroquetáceas, produce infección en el hombre y en los animales

salvajes y domésticos. Es, por lo tanto, el agente de una

zoonosis.

Las manifestaciones clínicas de la infección por Bb en el

hombre pueden ser dermatológicas, reumatológicas, neurológicas y

cardíacas, pues es una enfermedad multisistémica. Sin embargo, lo

más característico tras la picadura de la garrapata es la

aparición de una lesión cutánea conocida con el nombre de eritema

crónico migratorio (EM>. Semanas o meses después algunos

pacientes desarrollan anomalías neurológicas o cardiológicas y

finalmente la enfermedad se puede manifestar por artritis.

El interés por esta infección se ve incrementado por la

dificultad en el diagnóstico de la misma, pues puede presentar

síntomas y signos inespecíficos, y el cultivo para el aislamiento

de la Bb es muy poco rentable. La aportación de los datos

2



lii roflccláa

serológicos es, de esta manera, indispensable para el diagnóstico

de esta enfermedad.

En España se describe el primer caso de EM en 1977 (3>.

Desde entonces, y hasta 1986, este cuadro clínico sólo había sido

tomado en consideración en revisiones (4). Es en este año cuando

durante el ‘II Congreso de la Sociedad Española de Enfermedades

Infecciosas y Microbiología Clínica (SEIMCY se crea el ~Grupo de

Estudio de la Enfermedad de Lyme en España’, dirigido por el

Dr. Guerrero, cuyos objetivos eran llamar la atención sobre la

existencia de esta enfermedad en nuestro medio y ofrecer métodos

diagnósticos para el estudio de la misma <5). Desde entonces

comienzan a comunicarse en la literatura casos de infección por

Bb en España (6>. En 1992 se consiguió aislar la cepa española de

Bb (Esp-1) <7) a partir de garrapatas Ixodes ricinus (Ir). Aún en

la actualidad no se ha aislado esta cepa a partir de muestras

clínicas de enfermos.

1.1.- ANTECEDENTESIIISTORICOS.

En 1909, el sueco Arvid Afzelíus en una comunicación

presentada en la reunión de la Sociedad Dermatológica de

Estocolmo (8), describió una lesión cutánea conocida con el

nombre de eritema crónico migrane, producida presumiblemente por

una garrapata del género Ixodes. Afzelius no publicó sus

observaciones hasta 1921 (9). Fue el primer caso referido de una

infección que se denominaría EM.

En 1902, se describió en Europa otra lesión cutánea conocida

como Acrodermatitis Crónica Atrófica (ACA) (10), cuyas

manifestaciones ya se conocían desde 1883 en Europa y desde 1895

en EEUU, y que no fue relacionada con la picadura de una

garrapata hasta 1968. A comienzos de s~iglo se describió también

en Europa el tercer tipo de manifestación cutánea que más tarde

se relacionaría con la infección por Bb: el linfocitoma <11>.

Las primeras hipótesis sobre el agente causal del EM se

inclinaban por una partícula vírica transmitida por la mordedura

de una garrapata, o una sustancia tóxica implicada en dicha

mordedura. En 1923 •LipschUtz especulaba sobre un agente

a



Ial r od oce lá a

infeccioso como causa de dicha lesión (12).

En 1948, Lennhoff (13) dijo haber visto ‘elementos con

aspecto de espiroquetas’ en numerosas lesiones cutáneas que

incluían EM, aunque ésto no pudo ser confirmado posteriormente

(14).

Otras hipótesis trataban de justificar la aparición de esa

lesión como una reacción alérgica tras la picadura de la

garrapata (15,16). Esta hipótesis fue abandonada en 1951, cuando

Hollstróm (17) demostró la eficacia del tratamiento con

penicilina para la curación del EM. Este hecho, junto con la

aparición en 1955 de la lesión cutánea típica en un voluntario

que se inoculó una muestra de una biopsia del EM de un enfermo,

sugirieron un agente infeccioso como causa de la enfermedad (18).

En la misma época, se conseguía el éxito en el tratamiento de la

ACA y linfocitoma con penicilina, asi como la transmisión

experimental de dicho tipo de lesiones de humanos a humanos <19).

En 1962 científicos franceses presentaron evidencias

serológicas que sugerían que el EM era una enfermedad rickettsial

<20,21). Utilizando una técnica de aglutinación (22) demostraron

que varios pacientes con EM tenían títulos altos de anticuerpos

frente a Rickettsia prowazekii, R.mooseri y R.conorli. A pesar de

que en 1973 Weber (23> no pudo confirmar tal evidencia, la

demostración en 1979 de estructuras similares a rickettsias en

macrófagos de dos pacientes con EM por microscopia electrónica

(24), inclinaban la hipótesis hacia un agente rickettsial como

causa del EM.

Finalmente, en 1981 (25>, Weber demostró la no existencia de

anticuerpos frente a 14 rickettsias diferentes mediante tres

técnicas serológicas distintas en pacientes con EM.

El primer caso de EM descrito en los Estados Unidos data de

1962 (14,26). Algunos investigadores consideraban que el agente

causal no era una bacteria, aunque era sensible a los

antibióticos (27).

En 1972, en una localidad de Connecticut conocida con el

nombre de Lyme, comienza un brote epidémico de artritis

oligoarticular entre la población juvenil. En 1975, Steere y

colaboradores conocen la existencia de tal epidemia, y comienzan

4
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sus esfuerzos por establecer la etiología de esta enfermedad

(28).

La acumulación de casos en áreas boscosas, el carácter

estacional de la enfermedad (verano y principios de otoño>, y el

frecuente comienzo del cuadro con una lesión similar a la

descrita en Europa como EM, hicieron

una transmisión vectorial por la pi

1977 Steere y cois. concluyeron que

sospec

cadura

dicho

har

de

er i

que

una

tema

podrían estar estrechamente emparentados, con un mi

de transmisión (29), hecho que ratificaron en 1978

En 1978 comenzaron los intentos de aislamien

causal de la “artritis de Lyme” en Connecticut,

garrapatas recogidas en dicha localidad (31,32).

Steere y cols. recogieron una garrapata de una

paciente con EM, y se la entregaron a Spielman y

Facultad de Sanidad Pública de Harvard, quienes la

como Ixodes dammini (Id> (33). No obstante no se

estas garrapatas.aislamiento de

Entre 197

agente causal

rickettsii) de

Sus resultados

de garrapata,

la enfermedad

Rickettsia, en

íd unas estr

microf i lanas,

la espiroqueta de

1 y 1976 Benach y

de la fiebre de

la garrapata del

infructuosos les

Id. que había sido

de Lyme’~ (31,32).

1981 encontraron

ucturas que en

se trataba de

garrapata. En

y la artritis

smo mecanismo

(30)

to del agente

a partir de

En ese año,

lesión de un

cols., de la

identificaron

consiguió el

Burgdorfer intentaban aislar el

las Montañas Rocosas <Rickettsia

perro (Dermacentor variabilis)

.

hicieron pensar en otra especie

implicado en la transmisión de

Aunque no consiguieron aislar la

en la hemolinfa de dos hembras de

un principio confundieron con

pero más tarde, al teñir con Giemsa una

preparación del Intestino medio de las garrapatas, observaron que

eran estructuras compatibles con espiroquetas débilmente teñidas.

La microscopia de campo oscuro de la fracción de intestino medio

restante confirmó la naturaleza espiroquetal de los

microorganismos hallados (34).

La colaboración posterior de Burgdorfer, Benach, y Barbour,

condujo en 1982 a la caracterización morfológica e inmunológica

del agente etiológico de esta espiroquetosis (35,36). En sus

investigaciones, estos autores colocaron garrapatas infectadas

con espiroquetas sobre la piel de conejos albinos, y éstos

5
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desarrollaron una lesión similar al EM, en la que se visualizaban

espiroquetas <35). Además, detectaron anticuerpos frente a esta

espiroqueta en pacientes con “enfermedad de Lyme”, mediante

inmunofluorescencia indirecta (IFI) (37>. Finalmente,

consiguieron el aislamiento a partir de muestras de pacientes

como sangre, piel y liquido cefalorraquideo (LCR), de

espiroquetas indistinguibles de la detectada en Id (35,38,39.40).

En Europa, se sospechaba que el Ixodes ricinus (Ir) era el

vector implicado en la aparición del EM. Burgdorfer observó en

preparaciones de ninfas de Ir, recogidas en Suiza en 1978,

estructuras tintorialmente y morfológicamente similares a las

posteriormente detectadas en Id (34). Este hecho fue ratificado

en 1982 por el mismo Burgdorfer, quien recogiendo Ir de una zona

forestal de Suiza (41), observó espiroquetas que, además de

indistinguibles en la morfología, eran antigénicamente similares

a las aisladas en íd. Esta similitud se comprobó por IFI,

utilizando anticuerpos monoclonales frente a la espiroqueta

aislada de íd y por el perfil proteínico obtenido por SDS-PAGE

(electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato

sódico). Analizando por IFI sueros de pacientes con “enfermedad

de Lyme” también se observó esta similitud.

Burgdorfer, convencido de que el EM en Europa y la “artritis

de Lyme” en Estados Unidos eran expresiones de la misma

enfermedad, dirigió su atención a la costa oeste de Estados

Unidos, donde se describió el primer caso de EH, en el que se

implicaba la garrapata Ipacificus. Utilizando los mismos

procedimientos que con las otras especies de garrapatas, aislaron

espiroquetas similares a las halladas en Ir e Id <34).

En 1922 se describe en Francia un caso de afectación

neurológica en una mujer que había sido picada por una garrapata

y habla desarrollado previamente a la clínica una lesión cutánea

que no se identificó como EM. Los autores confundieron la clínica

con la parálisis asociada a la picadura de garrapata de etiología

probablemente tóxica y que desparece después de retirar el agente

vector <42). En el estudio de Steere y col. (29) se presentaban

también síntomas neurolóqicos en pacientes, similares a los
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descritos en la literatura y asociados a EM (43>. Un caso

descrito por Weber en 1974 (44) en el que se describía un

paciente con afectación articular además de neurológica, acabaría

por explicar la asociación de las manifestaciones cutáneas,

neurológicas y articulares de la “enfermedad de Lyme”.

Finalmente, en 1980 Steere asociaría a la misma enfermedad las

manifestaciones cardíacas (45).

En 1983, Weber y cols. encontraron que pacientes con EM, ACA

y linfocitoma poseían títulos altos de anticuerpos frente a la

espiroqueta (46). Este hecho fue observado por diferentes grupos

europeos en los aPios sucesivos.

En 1984 se le dio el nombre de Bb al agente etiológico de la

“enfermedad de Lyme’, actualmente conocida como BL o infección

por Bb <47). Se le llamó Bb en honor a su descubridor, Willy

Burgdorfer (48). A partir de 1984 se consiguió aislar la Bb de

lesiones cutáneas de pacientes con ACA y con linfocitoma, de

sangre y biopsias cutáneas de pacientes con EM y de liquido

cefalorraquideo (LCR> de pacientes con manifestaciones

neurológicas de borreliosis de Lyme.

En la actualidad la infección por Bb es la enfermedad

transmitida por garrapata más frecuente en Estados Unidos (49).

aunque está distribuida mundialmente (50).

1.2.- AGENTE ETIOLOGICO

El descubrimiento del agente etiológico de la “enfermedad de

Lyme” se produjo en 1982. Burgdorfer y cols. observaron las

espiroquetas, que más tarde recibirían el nombre de Bb, en

preparaciones del intestino medio de garrapatas, mediante tinción

con Glemsa y microscopia de campo oscuro (35).

Las Borrelias, junto con las Leptospiras y los Treponemas,

constituyen la familia Espirochaetaceae, que pertenecen al orden

Espirochaetales <tabla 1.1.). Algunas de estas espiroquetas son

capaces de producir patología en el hombre (51> (tabla 1.2.>.

7
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- Familia Espirochaetaceae

Género Espirochaeta
Género Cristispira

Orden Espirochaetales Género Treponema
Género Borrelia

- Familia Leptospiraceae

Género Leptospira

Tabla 1.1.- Clasificación de las espiroquetas

MICROORGANISMO ENFERMEDAD

Treponema
T . carateum Pinta
T.pallidum subespecies pertenue Pian
T.pallidum subespecies endemicum Sífilis endémica
T.pallidum subespecies pallidum Sífilis venérea

Leptospira interrogans Leptospirosis

Borre 1 ia
B. especies Fiebre recurrente
B.burgdorferi, B.garinhi Borreliosis de Lyme
B. del grupo VS461

Tabla 1.2. - Enfermedades humanas producidas por espiroquetas
y sus agentes etiológicos.

Las espiroquetas son bacterias de forma helicoidal y

móviles, con un tamaño de 0,1 a 3 i’m de ancho y 5 a 250 pm de

longitud (52). Poseen una membrana externa que rodea

completamente al cilindro protoplásmico; éste consiste en el

citoplasma con el aparato nuclear y los plásmidos, envuelto por

el peptidoglicano que forma parte de la membrana citoplásmica y

que confiere a la célula cierta rigidez.

Poseen uno o varios flagelos periplásmicos, dependiendo de

las especies. Estos se sitúan alrederor del cilindro

protoplásmico y están envueltos por la membrana externa. El

flagelo determina el movimiento en forma de espiral o muelle de

las celulas alrededor de su eje longitudinal.

8
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Bb mide de 0,18 a 0,25 i’m de ancho y de 4 a 30 um de largo

(48). Posee 7 flagelos periplásmicos. La espiral de esta

espiroqueta se distingue de la de Treponema y Leptospira en que

es laxa e irregular.

El análisis químico de la Bb revela que la membrana externa

tiene un contenido en proteínas del 45,9%, lípidos del 50,75% e

hidratos de

mediante ele

moleculares

conocidas s

OspA <Quter

(30—32 y 34—

superficie

proteína de

de la infecc

carbono del 3,33% <53). Las proteínas, estudiadas

ctroforesis en geles de poliacrilamida, paseen pesos

entre 17 y 100 kDaltons (lOa>. De ellas, las mejor

en dos proteínas de la membrana externa denominadas

Surface Protein A) y OspB (auter Surface Protein B)

36 kDa respectivamente>, que actúan como antígenos de

54). El antígeno de 41 lOa (antígeno flagelar), y la

60 ¡<Da juegan un papel importante en el diagnóstico

ión por Bb, ya que aparecen en la totalidad de cepas

aisladas (55>. En La variedad europea existe una proteína de 20

¡<Da llamada pC que se corresponde con una proteína de superficie

(56>.

El genoma

(excepcional en

plásmidos (5 en

aproximadamente

de homologías

de Bb está distribuido en un cromosoma lineal

bacterias) de 1070 kbases (kb> (57) y varios

la mayoría de las cepas> lineales y circulares de

50 kb. Este genoma presenta entre el 31 y el 51%

con las otras borrelias (58). Ciertos autores

consideran que en los plásmidos se localizan factores

virulencia, ya que la

de cultivo después de

hecho con la pérdida

codifica para la prote

y comun a una gran

negativas (60.61>. La

plásmido lineal de 49

OspB (62). Ciertos a

análisis

distintas

del perfil

cepas de Bb

Bb pierde su

10 a 15 pases

de plásmidos

ma de 60 ¡<Da

variedad de

cepa amen

kb que codif

utores han

plasmidico

<62).

poder patógeno en los medios

• habiéndose relacionado este

<59>. Uno de los plásmidos

(60>, fuertemente inmunógena

bacterias Gram positivas y

cana B31 de Bb contiene un

ica para las proteínas OspA y

sugerido la utilización del

como método para tipar las

de
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Las borrelias son bacterias Gram negativas. Sin embargo, el

Gram es menos sensible que otras tinciones como el Giemsa

<35,36), o las sales de plata (68,69). La tinción con naranja de

acridina permite también visualizar las espiroquetas (70).

Algunos autores como Barbour y cols. (56), y Wilske y cols

(55), entre otros, han observado diferencias entre las cepas de

Bb americanas y las cepas europeas, en lo que se refiere a la

morfología, número de flagelos, proteínas de membrana externa,

plásmidos y codificación del DNA. Estos autores (56,57) observan

gran hetereogeneidad antigénica y de peso molecular en las

proteínas OspA, OspB y pC en las cepas europeas, aunque no así en

las proteínas de 41 y 60 ¡<Da. Las cepas americanas presentan

homogeneidad en la OspA. mientras que la OspB parece ser más

hetereogénea.

1 .3. - EPIDEMIOLOGIA

1.3.1.- Agente vector.

Los principales vectores de la infección por Bb son los

ácaros pertenecientes al suborden Ixodida, superfamilia Ixodoidea

y familia Ixodidae, que comprenden 650 especies repartidas en 13

géneros (71), siendo los más importantes desde el punto de vista

médico Ixodes, Dermacentor, Amblyomma, Haemaphysalis e Hyalomma

(72)

En su morfología externa, son aplanados dorsoventralmente,

ovales y de 3 a 23 mm de longitud dependiendo de las especies y

de si están alimentados o no. Las hembras son más grandes que los

machos.

Se pueden distinguir dos regiones bien definidas en su

cuerpo: el gnatosoma o capítulo en la parte anterior y el

idiosoma que constituye el resto.

11



DI mdGcc 6’

1.- GNATOSOMA

También llamado rostro o ‘falsa cabeza” está situado

anteriormente, es visible por encima, y distingue las garrapatas

duras (familia Ixodidael de las garrapatas blandas <familia

Argasldae). El capítulo está constituido a su vez por las piezas

bucales, mediante las cuales la garrapata corta el tejido del

huésped y se fija para alimentarse, y una base denominada base

del capítulo que se articula libremente con el idiosoma y en la

que se implantan las piezas bucales.

2.- IDIOSOMA

La superficie dorsal está recubierta siempre de una placa o

escudo, muy quitinizado, llamado escudo dorsal. En los machos

éste recubre casi completamente la parte dorsal, y en las

hembras, larvas y ninfas ocupa sólo la mitad anterior. El escudo

posee unos surcos típicos, de valor taxonómico.

Los ojos se insertan en los bordes del escudo. Son muy

imperfectos, y su función es probablemente la de distinguir la

luz y a lo sumo el movimiento. La cara ventral posee la abertura

genital. Los machos en algunos géneros, poseen placas

esclerosadas o escudos en las proximidades del ano, cuya

disposición, número y forma determinan la taxonomía.

Las ninfas y adultos poseen 4 pares de patas que terminan en

uflas, y las larvas 3 pares.

Generalmente estas garrapatas son oscuras, pero pueden

poseer colores en el escudo y patas <especies ornamentadas). No

poseen órganos coxales.

El género Ixodes posee un caracter que lo distingue

fácilmente del resto de los Ixodidae: el surco anal en forma de

herradura bordeando al ano por delante. Es una especie carente de

ojos, con un rostro largo y un escudo de una sola tonalidad

(figura 1.2. y figura 1.3.).

Los principales vectores de la infección son distintos

dependiendo del área geográfica en el que se encuentren (tabla

1.3.).
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Algunas especies son más o menos específicas en cuanto al

huésped. En general las larvas y ninfas tienen predilección por

huéspedes pequeños. El 90% de ellas se alimentan de roedores del

género Peromyscus leucopus (73), y el resto de pájaros <que

explicaría en parte la amplia distribución de la infección en

distintos continentes), (74>, reptiles, etc. Los adultos, en

general, se alimentan de huéspedes grandes (caballos, vacas,

etc.) (75> <tabla 1.4.). El hombre es parasitado por todos los

estadios, pero preferentemente por larvas y ninfas. Los huéspedes

animales no suelen estar afectados por la enfermedad y pueden

servir como reservorios de la espiroqueta. Especialmente actúan

como tales los ratones y los pájaros.

A pesar de que algunos autores han descrito la transmisión

transovárica de la Bb que posibilitaría la perpetuidad de la

espiroqueta en las garrapatas (76), Burgdorfer y cols. observaron

que las garrapatas con gran cantidad de espiroquetas no producían

por lo general huevos viables, lo que controlaría en cierta

medida la transmisión de la infección (77>.

HUESPEDESANIMALES PARA CADA ESTADIO

GARRAPATAS LARVAS Y NINFAS ADULTOS

I.dammini Roedores, insectívoros, Ciervos
pájaros perros

1. scapularis Escinco, pájaros. Ciervos,
roedores osos,

perros,
cerdos

I.pacíficus Lagartos, pájaros, Ciervos,
roedores osos,

perros
1. dentatus Conejos, pájaros Conejos
I.ricinus Roedores, insectívoros Ciervos,

pájaros perros,
liebres,
vacas

I.persulcatus Roedores, Insectívoros Ciervos,
pájaros perros,

liebres,
vacas

Tabla 1.4. - Principales huéspedes de Ixodes

.
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La Bb se ha encontrado en el intestino de las garrapatas.

por lo que algunos autores han postulado que la transmisión de la

espiroqueta al huésped debe ser mediante regurgitación del

material del intestino (34), o a través de la saliva (78).

Ir tienen un ciclo vital con una duración media de 3 años,

con un máximo de actividad en primavera y otoño, y un mínimo en

verano e invierno. Necesita fluctuaciones de temperatura con

valor máximo de 359C y mínimo de 1OQC, y una humedad relativa del

80%.

En España se ha encontrado Ir en numerosos animales: perro,

cabra, ciervo, erizo orejudo, vaca, oveja, ratón campero. lirón

careto, rata de agua, murciélago ratero, liebre, turón, marta,

gamo, zorra, mirlo y jabalí (79). Se ha comprobado también que es

el vector de Bb en España (80). En Europa central se ha

relacionado directamente la intensidad de transmisión de la

infección por Bb con la presencia de los ‘ratones de bandas

negras”, Apodemus agrarius, e inversamente con la presencia de

lagartos (81).

Las garrapatas son los principales vectores de la infección

por Bb. Sin embargo, también se ha implicado en la transmisión de

esta infección los mosquitos y las moscas (82), lo que podría

explicar la ausencia, en algún caso, del antecedente de mordedura

de garrapata. Otras especies de garrapatas implicadas en la

transmisión de la Bb, además de las descritas anteriormante son:

I.dentatus. Dermacentoralbipictus, D.parumapertus, D.variabilis

,

Haemaphysalis leporipalustris, Rhipicephalus sanguineus, y

Ornithonyssus bacoti, Argas persicus y Ornithodorus coriaceus

(35,83,84).

La espiroqueta se ha aislado de la orina de roedores, perros

y vacas (85), proponiéndose un posible mecanismo de transmisión

directa de la infección por Bb. También se ha descrito la

transmisión de la espiroqueta de la madre infectada al feto (86>,

constatándose tal hecho por la recuperación de la Bb en muestras

clínicas del niño.
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1.3.2.- Distribución geográfica de la infección por Bb.

La infección por Bb está distribuida mundialmente (50),

correspondiendo a las zonas de existencia de los vectores

responsables de la transmisión de esta infección. Se han descrito

casos de infección por Bb en América (EEUU y Canadá>, Australia,

Europa (Dinamarca, Suecia, Gran Bretaña, Irlanda, Francia.

Alemania Occidental, Suiza, Austria, Bélgica, Holanda,

Luxemburgo. Hungría, Italia. Rumania, Rusia, Eslovenia.

Checoslovaquia, Portugal, España) , Asia (Japón y China>, y Africa

(regiones de Centro y Sur).

1.4.- DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

1.4.1.- Detección directa de Bb.

Para la visualización directa de la espiroqueta en muestras

clínicas, como biopsias cutáneas y de tejido sinovial, LCR y

sangre, se han utilizado tinciones como la plata (Warthin-Starry,

Dieterle y Steiner) (68,87,88), el Giemsa (35,36>, y el naranja

de acridina (70>. El Gram no se suele utilizar ya que la

espiroqueta cambia su forma en el proceso de fijación y tincion.

El inconveniente de estas técnicas de coloración es que las

espiroquetas se pueden confundir con otras estructuras como

restos celulares, y el diagnóstico debe ser confirmado con otras

técnicas como el cultivo o la serología.

La microscopia de campo oscuro se ha utilizado para la

visualización de la Bb en muestras clínicas como sangre, hígado

y riñón de animales infectados, y para los cultivos en los que el

número de espiroquetas era grande.

Se han utilizado anticuerpos policlonales contra la

espiroqueta para la detección de la misma en tejidos, mediante

estudios inmunohistológicos (89), y anticuerpos monoclonales que

permiten determinar el tipo especifico de espiroqueta de que se

trate (90>.
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La inmunofluorescencia directa se ha utilizado para el

estudio de prevalencia de garrapatas infectadas en determinadas

zonas geográficas (76,80,91). Tambíen se ha utilizado la

inmunoperoxidasa (92>, que emplea inmunoglobulinas marcadas con

perox idasa.

Otras estrategias para la visualización de la espiroqueta

son la utilización de sondas de DNA (60,93,941, La detección del.

antígeno en orina <95), la utilización del microscopio

electrónico (96), y más recientemente la ‘reacción en cadena de

la polimerasa” o PCR, que permite detectar el genoma del

microorganismo en muestras clínicas mediante la amplificación del

DNA (97,98).

1.4.2.—

aislamiento de la

Cultivo

espiroqueta.

de muestras clínicas para el

Aunque se ha aislado la Bb a partir de muestras clínicas,

como sangre (35,38,40,67,99,100), LCR (99,101),

(102), biopsias cutáneas (40,99,103,104), e

(105>, el porcentaje de recuperación es muy

líquidos orgánicos, y 6 a 45% del borde del

suponer el escaso número de espiroquetas en los

(106). Existen teorías que apoyan el hecho de q

tenga una presencia corta en la sangre, lo

también este bajo porcentaje de recuperación

La riqueza en componentes del medio

consiguiente facilidad de contaminación del

crecimiento de este microorganismo (67), la ba

líquido sinovial

incluso corazón

bajo (2 a 6% en

EM>, lo que hace

diversos órganos

ue la espiroqueta

que justificaría

107).

empleado

mismo,

ja sensi

con la

el lento

bilidad en

la recuperación de la espiroqueta, y el hecho de que pueda verse

afectada por el tratamiento antibiótico recibido por el paciente,

hacen que el cultivo de muestras clínicas para el aislamiento de

la misma no se haga de forma rutinaria.

Una alternativa para el cultivo de Bb es la inoculación de

muestras clínicas en animales de experimentación. Algunos autores

han conseguido recuperar la Bb del hígado, riñón y bazo de

roedores del desierto (108). Sin embargo, es una técnica que está

sólo al alcance de laboratorios especializados.
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Una vez aislada la espiroqueta, la diferenciación e

identificación de la misma suele realizarse por su patrón

proteínico, obtenido por separación por electroforesis en geles

de poliacrilamida con dodecil sulfato sódico (SDS-PAGE>. Wilske

y cols. han utilizado anticuerpos monoclonales contra las

proteínas OspA, pC (20-22 ¡<Da) y plOO para distinguir la Bb de

las borrelias de las fiebres recurrentes (109).

1.4.3.— Serología

Antes del descubrimiento del agente etiológico de la

borreliosis de Lyme, Steere y cols. relacionaron la presencia de

crioglobulinas ígM con la actividad de la infección, y la

presencia de ígG con la remisión de la misma (110). En 1983 se

comenzó a utilizar la inmunofluorescencia indirecta en la

detección de anticuerpos frente a Bb en pacientes con EM (111).

Se demostró la presencia de anticuerpos tipo ígM al comienzo de

la infección, y a las 6 semanas la producción de anticuerpos tipo

IgG.

En líneas generales, al comienzo de la infección por Bb, el

paciente suele desarrollar anticuerpos de tipo ígM

(inmunoglobulinas M> (entre la 2~ y 4~ semana del comienzo del

EM>. Estos alcanzan el máximo en la 6~ u 8~ semana, y luego

comienzan a decrecer. Sin embargo, en algunos pacientes, el

título de IgM permanece alto durante meses, o incluso puede

reaparecer en las fases tardías de la infección. Este fenómeno

indica la posible existencia de infección crónica. Los

anticuerpos de clase Iga (inmunoglobulinas G> se desarrollan en

la 4~ u 8~ semana del comienzo de la infección, alcanzan su

máximo al cabo de 4 o 6 meses, y permanecen elevados en pacientes

con infección crónica (112>.

En la actualidad, son tres las técnicas serológicas

empleadas para el estudio de la respuesta de anticuerpos de los

pacientes con infección por Bb~ la Inmunofluorescencia indirecta

(IFI>, el enzimoinmunoensayo <ELISA) y el inmunoblot.
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1.4.3.3.- Inmunoblot

Mediante una electroforesis en gel de poliacrilamida se

separan los distintos componentes proteínicos de la Bb. Estos se

transfieren a membranas de celulosa y, tras el enfrentamiento de

los sueros a estas membranas, se conoce el espectro de

reactividad de los anticuerpos contra los diferentes antígenos de

la Borrelia, utilizando una inmunoglobulina antihumana marcada

con una enzima.

Dos son las bandas proteínicas de la Bb detectadas en casi

la totalidad de las cepas aisladas hasta la actualidad. Estas

poseen unos pesos moleculares de 41 y 60 ¡<Da, respectivamente

(2,55). La banda de 41 ¡<Da corresponde al antígeno flagelar, y la

de 60 ¡<Da es un antígeno común a una gran variedad de bacterias,

cuya naturaleza como proteína de stress térmico se cuestiona

(60>.

La proteína OspA aparece en la región comprendida entre la

banda de 30 ¡<Da y la de 32 ¡<Da, la OspB está situada entre 34 y

36 ¡<Da, y la pC entre 21 y 22 ¡<Da, dependiendo de las cepas. Las

proteínas OspA y OspB están situadas en la envoltura externa de

la Bb y son codificadas por un plásmido lineal.

Mayor variabilidad existe entre las demás bandas proteínicas

detectadas en las diferentes cepas de Bb. Se han detectado

proteínas de 100, 94, 88, 83, 66, 57, 55, 50, 45, 39, 29 y 25

¡<Da.

Al comienzo de la infección por Bb, se suelen detectar

anticuerpos de tipo ígM contra el antígeno flagelar de 41 ¡<Da

(86,47>, y contra las proteínas de 60 a 66 ¡<Da (112>. A las 6 u

8 semanas de la enfermedad, los anticuerpos de tipo IgM comienzan

a decrecer y son sustituidos por los de tipo IgG contra las

proteínas de menor peso molecular (21—22 ¡<Da, 31 ¡<Da y 34 ¡<Da)

(112>. En 1992 Jiang y cols. describieron el mapa péptico del

antígeno flagelar (124). El papel del flagelo en la patogénesis

de la infección por Bb se desconoce, pero podría estar Implicado

en la invasión y/o ataque de las células huéspedes. Recientemen-

te, Luft y cols. han declarado que los mejores marcadores para la

infección por Bb son las proteínas de 41 y de 93 ¡<Da (125>.
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1.4.3.4.- serología en LCR

Además del análisis de los anticuerpos frente a Bb en el

suero, se han realizado estudios para detectar su presencia en el

LCR. En 1985, investigadores europeos detectaron una respuesta

mayor de anticuerpos frente a Bb en el LCR que en el suero de

pacientes con manifestaciones neurológicas (126). A partir de

entonces se comenzó a estudiar emparejadamente suero y LCR de

pacientes con este tipo de manifestaciones, con la finalidad de

evidenciar la producción intratecal de Igo dirigida contra la Bb

(127).

1.4.3.5.- Valoración de las técnicas serolóqicas.

Son varios los factores que pueden influir en los valores de

sensibilidad y especificidad de las técnicas serológicas

empleadas: la cepa de Bb utilizada, la naturaleza de la misma, la

valoración del titulo total de anticuerpos Iga e IgM del paciente

o de cada una de las clases específicas individualmente, y las

reacciones cruzadas.

La cepa más comunmente empleada es la B31 (ATCC 35210), cepa

que fue aislada de la garrapata íd en 1982. Las cepas

posteriormente aisladas en Estados Unidos son más o menos

similares antigénicamente (55,56,91,128,129,130,l3l>, mientras

que la variabilidad existente entre las cepas de Bb europeas

podría influir en los resultados de las técnicas serológicas

(56,132,133,134>.

Se pueden obtener diferentes resultados dependiendo de la

naturaleza del antígeno empleado: células completas, lisados,

lísados sonicados, fracciones enriquecidas del flagelo, etc.

Otro factor que debe tenerse en cuenta es el título de

anticuerpos totales (Iga e IgM>, o el título especifico de cada

una de las clases. En general, mientras que el título de IgM

puede ser menos específico, es más sensible al comienzo de la
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infección.

desaparece,

En las

mientras

fases avanzadas, la respuesta de

que la producción de Igo es mayor.

La especificidad de

afectada por la existencia

la Bb con las proteínas

enfermedades como sífilis

fiebres recurrentes (1

eritematoso sistémico

(99,115,126>, enfermedad

Montañas Rocosas (135) y,

(37,116>.

las técnicas serológicas se puede ver

de reacciones cruzadas del antígeno de

presentes en diversos síndromes y

(114,116>, pianypinta (37,115,116>,

16>, artritis reumatoide y lupus

<37,lll,112,135) , mononucleosis

periodontal (136), fiebre de las

en menor proporción, leptospirosis

Se han detectado anticuerpos de tipo IgM en pacientes

manifestaciones tardías de la infección, por lo que

utilización como parámetro para saber si la infección es reci

o no, debe ser interpretado con cautela. Tal hecho puede

debido a una nueva picadura de garrapata y reinfección

tratarse de un fenómeno recurrente. Los anticuerpos de tipo

pueden permanecer elevados durante meses e incluso años.

con

su

ente

ser

o

1 gG

El desarrollo de una respuestá inmune en pacientes con

infección por Bb no es siempre protectivo. El hecho de que se

haya observado la espiroqueta en tejidos de pacientes con altos

niveles de anticuerpos indicaría la no erradicación de la

infección (137), y la persistencia de los síntomas en pacientes

tratados con antibióticos hacen suponer que puede haber otros

mecanismos responsables de los síntomas e independientes de la

infección crónica (138).

La relativa alta proporción de pacientes con

Bb y serología negativa, sobre todo en los casos de

EM (37,113>, puede ser explicada por el retraso en

de anticuerpos (112), el tratamiento antibióti

recogida del suero antes de que los niveles de anti

detectables, y el criterio de positividad

monitorízación de los títulos de anticuerpos

infección por

pacientes con

la producción

co (139>, la

cuerpos fueran

empleado. La

no puede ser

1 gM
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utilizada en esos casos como control de mejoría de la infección,

pues los antibióticos pueden abortar la respuesta inmunológica.

La presencia de anticuerpos residuales, posiblemente

representativos de una infección pasada, pueden dificultar la

interpretación de los resultados, siendo necesarios estudios de

seroprevalencia frente a Bb en aquellas comunidades con casos de

borreliosis de Lyme. En Europa los datos de seroprevalencia van

desde valores del 3% al 40% (140). El hecho de que se trate de

anticuerpos no específicos, o representativos de una infección

latente, es en la actualidad, materia de especulación.
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1.5.- OBJETIVOS

1.- Cultivo de muestras clínicas (biopsias cutáneas,

y LCR) en medio de Kelly modificado para el aislamento de

española de Bb.

2.- Desarrollo de la técnica de IFI e inmunoblot con

B31 para la detección de anticuerpos frente a Eh.

sangre

la cepa

la cepa

3.- Conocer la frecuencia de las manifestaciones clínicas de

la infección por Eh en España.

4.- Estudio comparativo

utilizando sueros de pacientes

y sueros de donantes de

especificidad y aplicabilidad

entre IFI, ELISA

con procesos compat

sangre, valorando

de cada una de las

e inmunoblot

ibles con la EL

sensibilidad,

técnicas.

5.— Utilizando la cepa española Esp-l, valorar la utilidad

del inmunoblot en los casos de pacientes con serología positiva

para Bb por otras técnicas.

6.- Analizar la concordancia de las técnicas serológicas.

7.- Establecer un modelo matemático predictivo de infección

por Bb basado en los resultados del inmunoblot.
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Material y ultodús

2.1.- MATERIAL

2.1.1.- CEPAS EMPLEADAS

Las cepas de Bb empleadas en este trabajo fueron las

siguientes:

- Cepa B31; cepa americana

procedente de Shelter Island (USA)

tres técnicas serológicas.

aislada de

(ATCC 35210

la

) , ut

garrapata

ilizada en

- Cepa Esp-1: Cepa española

utilizada en el inmunoblot.

aislada de la garrapata Ir,

2.1.2.- MEDIO DE CULTIVO

Se utilizó para el cultivo

(BSK II) (66), cuya composición

el medio de Kelly modificado

es la siguiente:

- Agua destilada

- 10 X CMRL 1066 sin glu

- Neopeptona (Difco>.

— Fracción V sérica de a

— Yeastolate (Difco)....

- HEPES (Sigma)

- Glucosa (Malinc¡<rodt).

- Citrato sódico (Sigma)

- Piruvato sádico (Sigma)

- N—Acetil glucosamina (Sigma)

- Bicarbonato sódico (Sigma)..

tamina y NaHCO, (Gibco

lbúminá bovina (Sigma>

.900

.100

ml.

ml.

5 g/l.

SO gil.

2 gil.

6 gIl.

5 gil.

0,7 gIl.

0,8 gil.

0,4 gIl.

2,2 gIl.

Una vez

ajustó el pH

filtración al

disueltos todos

a 7,6 con NaCE

vacio, utilizando

los

iN.

un

componentes en

El medio se

agitación, se

esterilizó por

filtro de acetato de celulosa

de Millipore con un tamaño de poro de 0.2 i.un.

Id,

las
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El medio se suplementó con 70 g/l de gelatina.

Se utilizaron tubos de cristal estériles en los que se

añadió 5 ml del medio. Una vez sembrada cada muestra se añadió al

medio suero de conejo esterilizado por filtración (filtros de

0,22 um>, para conseguir una solución al 6% de suero de conejo.

2.1.3.- MUESTRASANALIZADAS

2.1.3.1.- Muestras clínicas para cultivo

Las muestras clínicas empleadas fueron: sangre, biopsia

cutánea y LCR.

2.1.3.2.- Sueros y LCR

Los sueros y LCR procedentes de pacientes con sospecha de

infección por Bb fueron recogidos en el laboratorio de

Enfermedades Infecciosas del Hospital Ramón y Cajal de Madrid y

procedían del mismo hospital y de otros diecisiete hospitales

españoles. El período de recogida de muestras fue el comprendido

entre Enero de 1987 y Diciembre de 1992. Los sueros y LCR se

distribuían en varias alícuotas, y se mantenían a -7090 hasta su

uso.

Lo sueros empleados como controles negativos eran de

donantes de sangre y fueron obtenidos en el Banco de Sangre del

Hospital Ramón y Cajal.

2.1.4.- REACTIVOS Y MATERIALES

2.1.4.1.— IFI

Antes de la fijación de las espiroquetas a los portaobjetos,

éstas se lavaron con tampón fosfato salino <PBS-MgCI± -ácida),

cuya composición fue la siguiente:
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- Agua destilada 1 1.

- NaCí 9 g/l.

— KH1 PO4 0,165 g/l.

— 1<± I1P04 0,67 g/l.

- NaN1 al 10% en agua destilada 2 ml.

— MgClz. 6 lizO, 1,25 M 1.75m1.

Para las diluciones de los sueros a analizar se utilizó

tampón fosfato salino (PES), con Tween y ácida de sodio (PES-

Tween—ácida) con la siguiente composición:

— NaCí 7,65 g/l.

— NazHPO4 . ...0,72 g/l.

— KH±PO~ . . ..0,21 g/l.

— Tween—20 500 ul/l.

— NaN, al 10% 2m1.

Se empleó PBS pH 7,2 proporcionado por BioMerieux en los

lavados de los portaobjetos para la eliminación de los restos de

anticuerpos no unidos al antígeno.

Los anticuerpos antiinmunoglobulina humana de oveja

conjugados a fluoresceína utilizados, fueron proporcionados por

la casa Wellcome. En cada ensayo se empleó un control positivo de

sífilis FTA-ABS de la casa comercial Biomerieux.

Los portaobjetos con 15 pocillos de Smmde diámetro cada uno

eran de la casa comercial Cultek.

2.1.4.2.— ELISA

Se utilizó un ELISA proporcionado por la casa comercial

MarDx, que emplea la cepa B31 de Bb fijada a placas de

PO í i estireno.
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2.1.4.3.- Inmunoblot

Para la obtención del antígeno para el Inmunoblot se utilizó

una membrana de diálisis (SPECTRA/POR1 dialysis membranes>, de

Spectrum Medical Industries Inc.

Empleamos reactivos comerciales (BCA* Protein assay reagent

de Pierce> para determinar la concentración de proteínas en el

extracto antigénico obtenido.

Para la fabricación de los geles empleamos los siguientes

reactivos: acrilamida, bisacrilamida, dodecil sulfato sádico,

persulfato amónico y TEMED (N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamína>

Todos fueron suministrados por BioRad.

Las soluciones empleadas fueron las siguientes:

Solución patrón al 30% de acrilamida-bisacrilamida:

Acrilamida 14,6 g.

Bisacrilamida 0,4 g.

Agua destilada hasta 50 ml.

- Tampón del gel separador: Tris-ClH l,SM, pH 8,8.

Tris Base 18,15 g.

Agua destilada hasta lOOml.

Ajustado con CIH a pH 8,8.

- Solución del gel separador:

Solución patrón

Tampón del gel separador..

SDS al 10%

Agua destilada

Persulfato amónico al 10%.

TEMED

4 ml (geles al 12%).

..2,5 ml.

‘.100 pl.

.3,35 ml.

.50 pl.

..5i’l.
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- Tampón del gel concentrador: Tris-CíE 0,5 M pH 6.8.

Tris Base 3 g

Agua destilada hasta 50 ml.

Ajustado con CíE a pH 6,8.

ón del gel concentrador:

Solución patrón

Tampón del gel concentrador

SDS al 10%

Agua destilada

TEMED

... loo

...lOii

ml.

ml.

pi.

ml.

1.

de tratamiento de muestra:

Tris-CíE 0.5 M pH 6

SDS 10%

Glicerol

2-mercaptoetanol

Azul de bromofenol

Agua destilada....

2,5 mi.

4m1.

2m1.

lml.

lmg.

0,5 mi.

- Tampón

proteínas (pH

de llenado de la cubeta

8,6):

Tris base

Glicina

SDS 10%

Agua destilada hasta 4 1.

para la electroforesis de

57,Sg.

40 ml.

- Tampón de transferenciae

Tris 25 mM pH 8,3.

Glicina 192 mM.

Metanol 20%.

- Tampón de bloqueo para el enfrentamiento

Tris—MCI 0,OlM.

CiNa 9%.

Leche de vaca descremada en polvo

de los sueros:

8,8%.

- Soiuci

- Tampón
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Los marcadores preteñidos fueron facilitados por la casa

BioRad y los marcadores de peso molecular por SIGMA (Daiton Mar¡<

VII). Además de estos marcadores, se emplearon los anticuerpos

monoclonales CB49, CB625, CBl, CB312, CB2 y 1101 para comprobar

el peso molecular calculado de las proteínas.

La membrana de transferencia empleada fue el Immobilón

PVDF de Millipore. En la transferencia de las proteínas se empleó

papel Whatman 3MM.

BioRad proporcionó los anticuerpos antiinmunoglobulina

humana de tipo O conjugados a fosfatasa alcalina así como los

sustratos de dicha enzima BCIP/NBT (5-bromo-4-clor-3--indolil

fosfato y cloruro de p-nitro azul de tetrazolio) . Los anticuerpos

de tipo IgM eran de la casa SIGMA.

2.1.5.- EQUIPOS

En la elaboración del medio de cultivo se utilizaron los

siguientes aparatos: agitadores (Selecta Giralt>, plimetro (Crison

serie 0501), balanza (Mettier p 1210), balanza de precisión

(Sartorius Giralt S.A.).

En la inoculación de las muestras para el cultivo de la

espiroqueta se utilizó una campana de flujo laminar (Telstar> y

para su crecimiento una estufa Rost—Frei (Pacisa).

En la preparación del antígeno se utilizó: centrífuga <Jouan

CR 412, Izasa>, sonicador (W—380> y evaporador en vacío

(Balzers)

En la elecroforesis de las proteínas, se emplearon

cristales, separadores, cubeta (Mini Protean II) y fuente de

alimentación, suministrados por la casa BioRad. La cubeta

necesaria para la transferencia de las mismas fue la Mini Trans-

blot electrophoretic Transfer Celí, suministrada igualmente por

BioRad.
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Se utilizó un densitómetro para la lectura de las bandas

resultantes del Inmunoblot EC9lO equipado con un software EC934

(E-C Apparatus Corporation, Florida, USA>.

El espectrofotómetro para la lectura de las microplacas

usadas en los enzimoinmunoanálisis, y el lavador automático fue

proporcionado por Flow Laboratories (Titertek Multiscan de ocho

canales y Titertek Microplaque washer, respectivamente).

Para la visualización de las espiroquetas, se empleó un

microscopio de campo oscuro y de fluorescencia (Nikon).
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2.2.- METODO

2.2.1.- CULTIVO DE LAS MUESTRASCLíNICAS

Las muestras clínicas se cultivaron siguiendo los protocolos

de Steere y cols (99).

1.- Sangre:

Las muestras de sangre se recogieron en tubos estériles con

heparina y se sembraron en cantidades de 0,2 a 0,4 ml en tubos

con 5 ml de medio BSKII, sin previa centrifugación. A la semana

de la inoculación se realizaba un subcultivo.

2.- Biopsias cutáneas:

Se maceraron en 1 ml de medio y tras dejarlas en reposo

durante 3 horas, se sembraban cantidades de 0,1 ml en tubos con

5 ml del medio de cultivo.

3.- LCR:

Se sembró en cantidad de 0,5 a imí en medio BSKII.

Todas las muestras clínicas una vez sembradas se incubaban

a 33 QC y se observaban en campo oscuro en busca de espiroquetas

el 3Q y 7Q día y luego semanalmente durante 3 meses.

2.2.2.— IFI

Tanto para la obtención del antígeno como para la técnica de

IFI se siguieron los protocolos de Russell y cols. (111) y Craft

y cois. (141).

2.2.2.1.- OBTENCIONDEL ANTíGENO

Para la preparación de los portaobjetos empleados en la IFI

se utilizó un cultivo temprano de la cepa de Bb. Se partió de un

inóculo congelado de la espiroqueta, en el que se observaban

antes de su congelación al menos 50 borrelias por campo en el
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examen con el objetivo de 40X, de una gota de 20 vil bajo un cubre

de 22x22. Se sembró en cuatro tubos de medio BSKII de 10 a 12

gotas de dicho inóculo y se incubó a 33QC en estufa con aire

ambiente, de cuatro a cinco días. El adecuado crecimiento se

manifestaba por un cambio del color rojo del medio a amarillo-

anaranjado.

El cultivo resultante de los cuatro tubos se reunió en un

tubo con capacidad de 50 cc, y se centrifugó a 5.000 rpm durante

30 minutos a 4QC. Se eliminó el sobranadante y se resuspendió el

botón blanco resultante en una solución de PBS-MgCI1-Acida. Se

centrifugó de nuevo a 5.000 rpm durante 30 minutos a 49C, y se

repitió la misma operación dos veces más, hasta completar tres

lavados.

Después del último lavado, se resuspendieron los organismos

en 5 ml de la misma solución (PBS-MgCI2-Acida).

La suspensión de espiroquetas obtenida se diluía 1:50,

1:100, 1:200 y 1:400 en PBS y se examinaba una gota de 20 vil en

el microscopio de campo oscuro bajo cubres de 22x22. La dilución

adecuada era aquella que mostraba de O a 4 borrelias en varios

campos utilizando el objetivo de 40X.

Se utilizaron portas de 15 pocillos, que se lavaron

previamente con solución jabonosa y, tras ser aclarados, se

dejaron secar en la estufa.

Se depositaban alícuotas de 20 pl de la dilución de

organismos en cada pocillo, y se dejaban secar los portas hasta

el día siguiente en que se guardaban a -702C hasta su uso.

2.2.2.2.- TECNICA DE IFI

Se analizaron por lEí todos los sueros y LCR recogidos entre

Enero de 1987 y Diciembre de 1992, de pacientes con sospecha de

infección por Bb. Igualmente se analizaron 50 sueros de donantes

36



Ma ter Ial y •étodos

de sangre, obtenidos en el Banco de sangre del Hospital Ramón y

Ca jal.

Los sueros en estudio se diluían 1/64, 1/128 y 1/256 en PBS-

Tween-Acida, y para los LCR se hacían diluciones seriadas

partiendo del LCR puro. Para la estandarización de la técnica, y

la utilización de las mismas condiciones, en cada ensayo se

empleaban los siguientes controles:

- Controles positivos

:

- un control positivo de sífilis <ETA-ABS), puro que se

consideraba con positividad 4+, y diluido 1/200 con positividad

1+. Este control era suministrado por la casa BioMérieux.

- un suero de un paciente diagnosticado de infección

por Bb (procedente de la Clínica Mayo, Rochester, Minnesota),

diluido 1/100 que se consideraba de 3+ a 4+ de positividad.

- Control negativo: PBS.

En cada ensayo, se colocaban 20 pl de cada suero y LCR en

los pocillos de los portas, previamente fijados con acetona

durante 10 minutos, y después de 30 minutos en cámara húmeda a

37QC, se lavaban con PBS pH 7,2 durante 10 minutos. Una vez secos

se añadían 20 vil de inmunoglobulina antihumana conjugada con

fluoresceína, procediendo con la incubación y el lavado de la

misma manera que antes, añadiendo un último lavado de 2 minutos

con agua destilada. Una vez secos se añadía una gota de liquido

de montaje (glicerol) y bajo un cubreobjetos se observaban los

portas en el microscopio de fluorescencia con el objetivo de 40X.

Para obtener la dilución a la que debía ser utilizada la

inmunoglobulina ant ihumana conjugada a fluoresceína, se seguía el

siguiente procedimiento: se hacían diluciones de la

inmunoglobulina seriadas <1:100, 1:200, 1:400, 1:800, etc>. Se

utilizaban para cada dilución los controles positivo y negativo

anteriormente descritos, y se aplicaba en ellos la IFI. Se leían

los portaobjetos empezando por la dilución más baja del
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conjugado,

negativo).

reactividad

siguiente:

y siguiendo los grados de reactividad (del 4+

La dilución elegida era aquella que mostrase

indicada para cada control. El esquema seria

Dilución
conjugado

Control - Control 4+ Control 1+

1:100 <1+ 4+ 3+
1:200 4+ 2+
1:400 4+ 1+
1:800 3+

En este caso, la dilución elegida seria

que se utilizaba un conjugado nuevo, se seguía

para la estandarización de la técnica.

Se consideraba un

o mayor a 1/256 mos

consideraban positivo

mostraba igualmente

comparable la cantidad

la 1:

este

400. Cada vez

procedimiento

suero positivo cuando a la dilución igual

traba una fluorescencia 1+. El LCR se

cuando a la dilución igual o mayor a 1/2

una fluorescencia de 1+, para hacer

de IgG que en él existe con la del suero.

2.2.3.- ELISA.

• Los sueros analizados por ELISA fueron los recogidos entre

enero de 1987 y Diciembre de 1992, remitidos al laboratorio por

la sospecha de infección por Bb. Se analizaron también 116 sueros

de donantes de sangre,

Para el

Diagnost ics

anticuerpos

(IgM & Iga)

ELISA, se utilizó un ¡<it comercial de la casa MarDx

Inc. (Carísbad, California), que permite analizar

antiborrella de las clases IgM e IgO conjuntamente

y por separado.

La cepa de Bb utilizada es la B31,

(microplacas) de pocillos de poliestireno.

los siguientes pasos:

unida a un soporte

La técnica consta de

al

la

el
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1.- Incubación de las muestras de suero diluidas 1:100 con

tampón, en las microplacas con el antígeno, durante 30 minutos a

temperatura ambiente en agitación. Los anticuerpos presentes en

los sueros se unirán al antígeno de la borrelia.

2.- Tres lavados de

de anticuerpos no unidos

1 minuto cada uno para eliminar restos

al antígeno.

3.- Incubación durante 30 minutos con los anticuerpos

antiinmunoglobulina humana conjugados a peroxidasa. El conjugado

se unirá a los complejos antígeno-anticuerpo que se hayan formado

en el primer paso.

4.- Lavado como en el paso 2.

5.- Incubación durante 10 minutos con el sustrato de la

peroxidasa.

6.- Incubación durante 2 minutos con una

para parar la reacción.

solución del ácido

7.— Lectura en espectrofotómetro a 450 nm de longitud de

onda.

En cada ensayo se utilizaba un control positivo alto, un

positivo bajo y un negativo, suministrados en el ¡<it. Los sueros

se analizaban por duplicado, y el control positivo bajo se

analizaba por triplicado. Para calcular el resultado de la

técnica se calculaba la media de las densidades ópticas de cada

suero, y ésta se dividía por el valor de la media de las

densidades ópti

resultaba mayor

cas de los

o igual a 1

tres

se

controles positi

consideraba ELISA

vos bajos.

positivo.

Se realizó ELISA (IgG&IgM> en todos los sueros y aquéllos

que resultaban positivos se ensayaban con los ELISAs individuales

(IgG independiente de IgM>.

Si
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El ELISA Iga se realizaba del mismo modo que el completo

mientras que el IgM llevaba un paso previo de eliminación de

anticuerpos IgG mediante una centrifugación.

2.2.4.- INMUNOBLOT

Se siguió el protocolo de Fister y cols. (142) para la

puesta a punto y desarrollo del inmunoblot.

2.2.4.1.- OBTENCIONDEL ANTIGENO

Se preparaba 1 litro de medio de Kelly modificado en el

que se inoculaban varias alícuotas de la cepa de Bb congelada. Al

cabo de 7 días se obtenía un cultivo en el que se observaban

aproximadamente 50 espiroquetas por campo (401<). Se distribuía el

litro en seis botellas de 250 cc y se centrifugaba el medio a

10.000 x g durante 20 minutos a 4QC. Una vez eliminado el

sobrenadante se resuspendía el botón resultante de cada botella

con 15 ml de PBS-MgCI1-Acida pH 7,2 por aspirado con pipeta

Pasteur. y se centrifugaba de nuevo a 10.000 x g durante 20

minutos a 49C.

Se repitía el proceso de lavado dos veces más, y al final se

resuspendían los botones con la espiroqueta en 6 ml de PBS PH

7,2.

Los 6 ml del cultivo se sonicaban para romper las células.

Tras una centrifugación a 10.000 x g durante 20 minutos, se

recogía el sobrenadante que posteriormente se dializaba contra

PBS durante una noche en nevera, en agitación.

La solución obtenida se congelaba a -709C y se liofilizaba,

para su conservación hasta su uso.
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2.2.4.2.- CARACTERIZACION DEL ANTíGENO

2.2.4.2.1.- Valoración de proteínas

Para medir la concentración de proteínas del extracto

antigénico obtenido se utilizó el método de Biuret con reactivos

comerciales (BCA* Protein assay reagent de Pierce) (143).

2.2.4.2.2.- PAGE—SDS

Los geles de poliacrilamida se forman por co-polimerización

de acrilamida y bis-acrilamida (N,N’metilen bisacrilamida). El

dodecil sulfato sódico (SDS) es un detergente aniónico que

desnaturaliza las proteínas por envolvimiento de la estructura de

las mismas, confiriendo una carga negativa en proporción a su

tamaño. Los geles de poliacrilamida discontinuos están formados

por un gel concentrador que permite reunir las proteínas aún en

grandes volúmenes de muestra, y un gel separador que permite

separar las proteínas previamente concentradas con gran

resolución.

La polimerización se realizó según el método de Laemmli

(144).

La parte concentradora de los geles se preparó con

acrilamida al 4%, ocupando en la zona superior liS de la longitud

total del gel. La parte inferior separadora, se preparó con

acrilamida al 12% y ocupaba las 4/5 partes de los geles.

Para la preparación de los geles se montó el sandwich con

los cristales utilizando espaciadores de 0,75 mmy se pipeteó la

solución del gel separador. Se cubrió la superficie del gel con

agua destilada evitando la formación de burbujas de aire y se

mantuvo en reposo durante 30 minutos con objeto de permitir la

polimerización.

Tras añadir los componentes del gel concentrador sobre el

gel separador ya polimerizado, se insertó un peine en el extremo
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superior para la formación de los pocillos. Se utilizaron peines

de 10 pocillos, y de frente único.

Las muestras liofilizadas se resuspendieron en tampón de

tratamiento de muestra a la concentración de lmg/ml y se

calentaron durante 2 minutos a 100QC. Cuando se empleaban los

peines de 10 pocillos se cargaban 5 vil de la muestra por pocillo,

y 50 vil cuando se utilizaron los de frente único. Se aplicaba

sobre el gel además de la muestra unos marcadores preteñidos con

la finalidad de observar el avance del frente de muestra, al

igual que unos marcadores de peso molecular.

Una vez aplicadas las muestras sobre el gel se llenó la

cámara superior y la inferior de la cubeta con el tampón de

llenado y se corrió el gel a voltaje constante (200 voltios)

durante aproximadamente 30 minutos. Se observaba siempre que

llegara el frente a la misma distancia con el fin de hacer la

lectura de las bandas más fácil.

Para la visualización de las proteínas los geles se tiñeron

sumergiéndolos en una solución de azul de Comassie R-250 al

0,125% en ácido acético/metanol/agua (10/40/50) durante una hora

y se destiñeron con ácido acético/metanol/agua para remover el

exceso de tinción (7,5/10/87,5) durante apoximadamente 3 horas.

Para calcular el peso molecular de las proteínas del

antígeno obtenido se comparó la movilidad electroforética de las

mismas con la movilidad de los patrones de peso molecular

comerciales empleados. También se utilizaron los siguientes

anticuerpos monoclonales de ratón: líGí (reconoce la proteína

Osp—A), CB2 <reconoce la Osp-B), CEl <contra el antígeno

flagelar>, CB312 <contra la proteína de 72 ¡<Da), CB49 (contra la

de 19 ¡<Da) y CB625 ( contra la de 21 ¡<Da). El revelado se realizó

con inmunoglobulinas antiratón conjugadas a fosfatasa alcalina.
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Los geles discontinuos de poliacrilamida fueron cargados con

50 vil de la concentración del extracto antigénico de 1 mg/ml.

Dichos geles fueron polimerizados con peine de frente único de

6,5 cm de longitud. Los 50 vil se repartían homogéneamente a lo

largo del peine.

El gel conteniendo las proteínas separadas

electroforéticamente fue sumergido en 50 ml de tampón de

transferencia y se mantuvo en agitación lenta durante 20 minutos

con la finalidad de extraer el SDS.

La membrana de transferencia (inmobilón) se humedeció con

metanol durante unos segundos y se lavá con agua destilada. Se

mantuvo en tampón de transferencia durante 20 minutos. Se preparó

un “sandwich’ poniendo dos rectángulos de papel Whatman de 7 x 10

cm en los extremos del mismo y entre ellos el gel y un rectángulo

de 5,6 x 8 cm de la membrana de transferencia (inmobilón).

Una vez preparado el “sandwich” se colocó éste entre los dos

electrodos de la cubeta de transferencia de modo que las

proteínas del antígeno separadas electroforéticamente, en su

migración hacia el ánodo quedaran retenidas en el inmobilón. La

cubeta se llenó hasta cubrir el ‘sandwich” con el tampón de

transferencia y se realizó la transferencia a 100 voltios y 250

mA durante una hora.

La membrana se cortó en tiras de 2,5 cm de ancho, una vez

realizada la transferencia, y se conservaron en refrigeración

hasta su uso.

2.2.4.3.2.— Revelado

Los sueros analizados por Inmunoblot fueron los recogidos

2.2.4.3.- TECNICA DE INMUNOBLOT

2.2.4.3.1.- Transferencia
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entre enero de 1990 y junio de 1991, que habían resultado

positivos por IFI y/o ELISA. Igualmente se analizaron 20 sueros

de donantes de sangre del Banco de Sangre del Hospital Ramón y

Cajal, y 20 sueros de pacientes a los que se había solicitado IFI

y ELISA, y habían resultado negativos por ambas técnicas.

En cada ensayo se utilizaba un control positivo

correspondiente a un paciente con infección por Bb por presentar

EM, y un pool de sueros de donantes como control negativo. El

procesamiento de los sueros se realizó de la siguiente manera:

1.- Se saturaba cada tira con 1,8 ml de tampón de bloqueo

durante una hora, a 37QC.

2.- Se añadían 9 pl de cada suero a analizar al tampón de

bloqueo de manera que se obtenía una concentración -1:200. Para

cada suero utilizábamos dos tiras, con la finalidad de estudiar

los anticuerpos de tipo Iga e IgM presentes.

3.- Seguidamente se lavaban las tiras 4 veces con una

solución de suero fisiológico con 0,05% de Tween 20 y una 5~ vez

con la solución salina sin el detergente. En cada lavado, se

sumergían las tiras durante 5 minutos.

4.- Las tiras se incubaban con los anticuerpos antí IgO y

anti IgM humana conjugados a fosfatasa alcalina diluidos 1/1000

durante 1 hora a temperatura ambiente en agitación lenta. Para

cada tira se utilizaba 1 ml de conjugado diluido en tampón de

bloqueo.

5.- Se procedía a los mismos lavados que en el paso 3.

6.- Se incubaban las tiras con el sustrato de la enzima (NBT

y BCIP> durante 10 minutos a temperatura ambiente en agitación

lenta. El NBT se preparaba disolviendo 30 mg de cloruro de p-

nitro azul de tetrazolio en 1 ml de N,N-Dimetilformamida al 70%.

Para la preparación del ECI?, se disolvían 15 mg de 5-bromo-4-
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clor-3--indolil fosfato (BCIP) en 1 ml de N,N--Dimetilformamida.

Ambas soluciones se conservaron a 49C y en el momento del

revelado 100 vil de cada solución se añadían a 10 ml de tampón

carbonato (0,lM bicarbonato sádico, lmM cloruro magnésico, pH

9,8), obteniéndose de esta manera el sustrato de la fosfatasa

alcalina.

7.- Finalmente las tiras se lavaban una última vez con la

solución salina y se dejaban secar al aire, conservándose a

temperatura ambiente.

2.2.4.3.3.- Cuantificación de las bandas

Las bandas resultantes del inmunoblot fueron cuantificadas

por lectura en densitómetro. Para ello fueron fotocopiadas en

papel. de transparencia (Staedtler Lumocolor Film> y leídas en un

Densitómetro de Transmisión EC91O equipado con un software EC934

(E-C Apparatus Corporation, Florida, USA).

La intensidad de reacción de los anticuerpos presentes en el

suero frente a cada proteína, correspondía al área bajo la curva

que leía el densitómetro al pasar por cada una de las bandas del

inmunoblot. Considerábamos la banda de 41 ¡<Da del control

positivo con una densidad del 100% y calculábamos el valor de

cada una de las bandas de los demás sueros en referencia a este

valor.

2.2.5.- VALORACIONDIAGNOSTICA DE LOS ENFERMOS

La valoración de los enfermos se basó en los criterios de

diagnóstico de infección por Bb del CDC (the Centers for Disease

Control, USA), parcialmente ampliados. Incluimos el linfocitoma

y la ACA como manifestaciones tardías de la enfermedad (145). El

CDC define caso de enfermedad de Lyme aquel paciente con EM, o

que presenta una manifestación dermatológica, articular,

neurológica o cardiaca admitida como manifestación tardía

(tabla), con exclusión de otras enfermedades y con confirmación
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del laboratorio. Esta confirmación hace referencia a la

existencia del aislamiento de la espiroqueta a partir de una

muestra de tejido o líquido orgánico, o la detección de

anticuerpos de tipo IgG o IgM en el suero o LCR del paciente, o

al cambio del título de estas inmunglobulinas de la fase aguda a

la convaleciente.

Las manifestaciones tardías admitidas por el CDC son las

siguientes:

artri

de ar

1.- CUTANEAS: EH. Hemos incluido la ACA y linfocítoma.

2.- ARTICULARES: Ataques fugaces (semanas o meses> de

tis (mono u oligoarticular). Algunas veces pueden seguirse

tritis crónica mono u ol.igoarticul.ar.

No se consideran:

- Artritis crónica progresiva no precedida de episodios

fugaces.

- Poliartritis crónica simétrica.

- Síndromes de fibromialgias, artralgias, mialgias aislados.

3.- NEUROLOGICAS

:

- Meningitis linfocitaria.

- Neuritis craneal (principalmente parálisis facial).

- Radiculoneuropatía.

- Encefalomielitis con evidencia serológica en LCR.

No se consideran:

- Parestesias.

- Cefalea.

- Astenia.

4 . - CARDIOVASCULARES

:

- Bloqueos A-y de 29 ó 39 grado de comienzo agudo, y que

desaparecen en días o semanas. Algunas veces se asocian a

miocarditis.

No se consideran:

- Bloqueos de rama.

- Palpitaciones.

— Bradicardias.

- Miocarditis aislada.
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Atendiendo a estos criterios, se clasificaron los pacientes

con serología positiva en tres grupos:

1.- Pacientes con criterios de SL (grupo 1).

2.- Pacientes sin criterios de SL (grupo II>.

3.- Pacientes con serología positiva falsa (grupo III>.

Estos pacientes presentaban otra etiología que pudiera explicar

los síntomas.

Un especialista en enfermedades infecciosas realizaba La

valoración clínica de los enfermos.

2.2.6.- VALORACION DE LAS TRES TECNICAS SEROLOGICAS

UTILIZADAS.

Para el diseño del protocolo de recogida de datos clínicos

y serológicos de los pacientes, y posterior análisis de los

mismos, se emplearon el programa informático de Bioestadística

Sigma Plus (Horus Hardware, S.A.), y el PRESTA V2.2. Se

utilizaron el indice kappa y la regresión logística en el

análisis de las técnicas serológicas.

En la evaluación de las características generales de los

pacientes (epidemiología, manifestaciones clínicas, etc.> se

empleó el test exacto de Fisher con una p(O,Q5 para considerar

diferencias estadísticamente significativas.

2.2.6.1.- Indice kappa

En el análisis estadístico de las técnicas serológicas de

IFI y ELISA se utilizó el índice kappa (k> (146), para evaluar la

concordancia entre ambas técnicas. El índice kappa se representa

como la cantidad de concordancia que quede después de eliminar la

debida al azar (P0-P0) dividida por la máxima cantidad de tal

acuerdo extra que podría ocurrir.

Sea P0 la proporción de acuerdos observados y P, la

proporción de acuerdos esperados por azar,
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kz P,-P../l—P,

donde P,,-P6 es el acuerdo observado no debido al azar, y 1-Pe el

máximo acuerdo posible no debido al azar.

La escala de valoración del índice ¡< fue propuesta por

Landis y Koch (147>. y se clasifica en las siguientes categorías:

kappa grado de concordancia

<0.00 pobre
0,00—0,20 ligera
0,21-0,40 mediana
0,41—O, 60 moderada
0,61—0,80 sustancial
0,81-1 casi perfecta

2.2.6.2.- Regresión logística

La regresión logística compara los datos de dos grupos de

individuos, y obtiene un modelo según el cual se clasifican lo

mejor posible cada individuo en el grupo que le corresponde. Uno

de los grupos es el de pacientes con criterios de BL y el otro es

el grupo control. Para analizar qué control es el más adecuado,

se realizaron dos estudios, tanto para la cepa B31 como para la

Esp-1. En uno se utilizó como control un grupo de donantes de

sangre (supuestamente sanos> y en el otro un grupo de enfermos

pero sin diagnóstico de BL.

ESTUDIO 1.

-

Se clasificaron los individuos en dos grupos:

- Grupo A: donantes de sangre, y

— Grupo B: pacientes con criterios de BL.

Si p es la probabilidad de pertenecer al grupo B y q la de

pertenecer al grupo A, el modelo de regresión logística toma la

forma:

In (p/q)= a + bxí + cx1 + •.. nc, = Y
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donde In significa logaritmo neperiano, a.. .z son los

coeficientes y x1. . .x, son variables, que corresponden a los

valores de cada una de las bandas del inmunoblot. La probabilidad

por tanto de que un paciente padezca la enfermedad vendría dada

por la fórmula:

p=

Una vez estimados los coeficientes por el método de máxima

verosimilitud, se evaluó el modelo, cuantificando el acierto en

la clasificación.

Para llegar a obener los coeficientes de la fórmula anterior

se siguieron los siguientes pasos:

1.- Se calculó la media de los resultados de la lectura en

densitónietro de las bandas en cada uno de los grupos.

2.- Se eliminaron del análisis aquellas bandas cuya media en

los dos grupos fuera O o muy próximo a 0, pues significaría que

no tienen valor discriminatorio entre los dos grupos.

3.- Se realizaron los contrastes de hipótesis de no

significación de cada coeficiente <por la prueba de Wald);

asimismo se cuantificó la bondad del ajuste del modelo por la

prueba del logaritmo de la razón de verosimilitudes (148).

4.- Para obtener el mejor modelo en el estudio de la cepa

B31 se siguió la estrategia hacia atrás, que consiste en ir

eliminando del análisis aquellas bandas con p más alta, hasta

consiguir que todas fueran menores que 0,05. En el lnmunoblot con

la cepa Esp-l se siguió la estrategia hacia adelante, consistente

en comenzar con la variable cuya p fuera más baja, e ir añadiendo

la siguiente con p menor.

Una vez calculadas los coeficientes, para saber si un

paciente pertenece al grupo B. bastaría con sustituir los valores

de sus bandas, y calcular Y. De la fórmula anterior se deduce:
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p/q= e’

Así, si Y es positivo, p sería mayor que q y por lo tanto la

probabilidad de que el paciente perteneciera al grupo B

(pacientes con criterios de BL) sería mayor que la de que

perteneciera al grupo A.

ESTUDIO 2.-

Se clasificaron los pacientes de la siguiente manera:

- Grupo 1: Pacientes sin infección por Bb (pacientes posi-

tivos falsos y pacientes con serología negativa para Bb por IFI

y ELISA, y por lo tanto no diagnosticados de infección por Bb).

- Grupo 2: Pacientes con criterios de infección por Bb.

Se aplicó regresión logística de la misma manera que la

descrita en el estudio 1.

2.2.6.3.- Recogida de datos de los pacientes.

A la vez que se enviaba el resultado de las técnicas

serológicas a los médicos remitentes, se enviaba una copia del

modelo de recogida de datos del enfermo, solicitando la

cumplimentación del mismo y el envío de una nueva muestra.

A continuación se describe el proto¿olo seguido para la

recogida de los datos de cada paciente:

RECOGIDADE DATOS CLíNICOS DE PACIENTES CON SOSPECHADE

INFECCION POR Borrelia burgdorferi

* DATOS DEL PACIENTE:

NOMBREY APELLIDOS:

EDAD: SEXO:

HOSPITAL: PROVINCIA:

NOMBREDEL MEDICO RESPONSABLE: SERVICIO:

TELEFONODE CONTACTO:
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* ANTECEDENTES EPIDEMIOLOGICOS:

1.- HISTORIA DE PICADURA DE GARRAPATA: SI ( ), NO

CAPITAL, PUEBLO O/Y PROVINCIA:

TIEMPO TRANSCURRIDOHASTA LA APARICION DE LOS SíNTOMAS:

2.- AMBIENTE RURAL: SI < ), NO

3.- CONTACTOCON ANIMALES: SI ( ), NO

4.- OTROSANTECEDENTESEPIDEMIOLOGICOS:

* SíNTOMAS O SIGNOS CLíNICOS:

1.- CUTANEOS: TIEMPO DE EVOLUCION:

ERITEMA MIGRATORIO; SI ( ), NO

NUMERODE LESIONES:

LOCALIZACION:

OTRAS MANIFESTACIONES CIJTANEAS:

2.- ARTICULARES: TIEMPO DE EVOLUCION:

ARTRITIS: SI ( ), NO

LOCALIZACION DE LA ARTRITIS:

CARACTERíSTICAS DE LA ARTRITIS:

OTRAS MANIFESTACIONES ARTICULARES:

3.- NEUROLOGICOS: TIEMPO DE EVOLUCION:

MENINGITIS LINFOCITARIA: SI ( >, NO

NEURITIS CRANEAL: SI ( ), NO

RADICULONEUROPATIA: SI ( >, NO

ENCEFALOMIELITIS: SI ( >, NO

NEUROPATíA PERIFERICA: SI ( >, NO

- POLINEUROPATIA: SI ( >, NO

- NEUROPATíA POR ATRAPAMIENTO: SI U, NO (>

- MONONEURITISMULTIPLE: SI ( >, NO

OTRAS MANIFESTACIONES NEUROLOGICAS:

4.- CARDIACOS: TIEMPO DE EVOLUCION:

BLOQUEOA-V: SI ( >, NO

GRADO:

OTROSMANIFESTACIONES CARDIACAS:

* OTROS SIGNOS O SíNTOMAS ATRIBUIDOS A LA ENFERMEDAD:

* ¿SE HAN DESCARTADO RAZONABLEMENTE OTRAS ETIOLOGíAS QUE PUEDAN

51



Maleihí y métodos

* DATOS DE LABORATORIO DE INTERES:

- SANGRE: VDRL:
FTA-ABS:
ANA:
FR:

- LCR:
- LIQUIDO SINOVIAL:
- BIOPSIA DE PIEL:

* ESTUDIOS CLíNICOS ALTERADOS: <E.C.G., RADIOLOGíA, ETC.>

* TRATAMIENTOS RECIBIDOS:

* EVOLUCION DE LA ENFERMEDAD:

* TIEMPO DE SEGUIMIENTO:

* IMPRESION CLíNICA:

RECOGIDADE DATOS SEROLOGICOS

- Fecha:

- Suero nP:

- ¡FI: Positiva/Negativa; Titulo:

- ELISA (IgG&IgM>: Positiva/Negativa; Título:

— ELISA (Iga): Positiva/Negativa; Título:

- ELISA (IgM): Positiva/Negativa; Título:

Inmunoblot:

- 72 ¡<Da: Capta/no capta;
— 63 kDa:
-60¡<Da:
— 50 ¡<Da:
— 45 ¡<Da:
- 41 kDa:
- 38 ¡<Da:
- 36 ¡<Da:
— 34 ¡<Da:
— 31 ¡<Da:
- 21 ¡<Da:
- 19 ¡<Da:

Densidad:
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3.1.- Cultivo de muestras clínicas para el aislamiento de la

espiroqueta

Se sembraron un total de 20 muestras: 3 biopsias cutáneas,

11 muestras de sangre y 6 LCR.

De las biopsias cutáneas, una procedía de un paciente con

ACA, otra de un paciente con EM, y la tercera era de un paciente

que presentaba nódulos cutáneos (no cumplía criterios de SL).

Sólo el paciente con ACA había recibido tratamiento antibiótico

antes de la obtención de la biopsia.

Se sembraron las siguientes muestras de sangre: 5 muestras

de 3 pacientes con EM, una muestra de un paciente con ACA, 2

muestras de 2 pacientes sin criterios de SL, 2 muestras de un

paciente positivo falso, y una de un paciente con afectación

neurológica aceptada como criterio de BL (neuritis). Uno de los

pacientes con EH había recibido tratamiento antes de obtener la

sangre. Lo mismo sucedió con el paciente con ACA. De los dos

pacientes sin criterios de BL uno había recibido tratamiento

antibiótico, al igual que el paciente con serología positiva

falsa.

El LCR se obtuvo de los siguientes pacientes: un paciente

con EM, un paciente con meningitis que había sido tratado

previamente, un paciente con neuritis, dos pacientes sin

criterios de SL y un paciente con serología positiva falsa y que

había recibido tratamiento antes de la obtención del LCR.

En ninguno de los casos se consiguió aislar la cepa española

de Bb.

3.2.- Características de los pacientes

Se obtuvieron un total de 1991 muestras (1631 sueros y 360

LCR>, pertenecientes a 1500 pacientes. De éstos, 136 (9%)

tuvieron serología positiva para Bb por IFI y/o ELISA (IgG&IgM),

o presentaron EM. De acuerdo con la clasificación de los

pacientes, descrita en el apartado de métodos, 64 (47%> cumplían

criterios de SL (grupo 1), 48 (35%) no los cumplían (grupo II) y

24 <18%) eran positivos falsos <grupo III).
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Para evaluar algunas de las características de los pacientes

y analizar si hay diferencias estadísticamente significativas

entre los distintos grupos, se estudiaron un total de 100

pacientes con serología negativa para Bb (seleccionados mediante

una randomización). considerándolos como controles negativos.

3.2.1.- Distribución geográfica de los casos

Se obtuvieron 7 casos de pacientes con criterios de BL

(grupo 1) en 1987. 13 en 1988, 19 en 1989, 12 en 1990, 9 en 1991

y 4 en 1992 (el número de muestras analizadas en estos años: 160

en 1987, 352 en 1988, 439 en 1989, 373 en 1990, 394 en 1991 y 273

en 1992). Los pacientes pertenecían a las provincias de Madrid

(32), Segovia (3), Avila (2), Valladolid (1). Guadalajara (3),

Barcelona <4). Pamplona (1>. Asturias (8), La Coruña (2). Badajoz

(1), Málaga (3), Córdoba (2>, Valencia (1).

Los casos del grupo II

siguiente manera: 5 en 1988,

y 6 1992. Pertenecían a

Guadalajara (1>. Barcelona

Asturias (2), La Coruña (2),

se distribuyeron por años de la

10 en 1989, 12 en 1990. 15 en 1991

las provincias de Madrid (30),

(3), Pamplona (1) y Zaragoza (2),

Lugo <1). Badajoz <2) y Málaga (4>.

Los pacientes con serología positiva

otra etiología que pudiera justificar los

en los siguientes años: 1 en 1987, 6 en

1990, 5 en 1991 y 1 en 1992. Veintitrés de

provincia de Madrid y uno a La Coruña.

falsa (grupo III), con

síntomas se obtuvieron

1988. 6 en 1989, 5 en

ellos pertenecían a la

Del grupo utilizado como control negativo, 55 procedían de

la provincia de Madrid, y el resto se repartían entre las

provincias de Guadalaja (8>, Segovia (2), La Coruña (3), Orense

(1>, Asturias (6), Vitoria (4), Barcelona (3), Zaragoza (2),

Pamplona (1), Málaga (9), Burgos (2>, Murcia <1), Córdoba (2) y

Albacete (1).
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3.2.2.- Edad de los pacientes y distribucian por sexo

La edad media de los 64 pacientes con cri

43 años, con desviación típica de 20 y rango

y máximo de 84 (tabla 3.1.). El 62,5% (40) de

y el 37,5% (24) mujeres (figura 3.1.).

terios de BL fue de

con un mínimo de 6

ellos eran varones

Los pacientes sin criterios de BL tenían una edad medi

39 años, con desviación típica de 19 y rango con un mínimo

años y máximo de 83 tabla (3.1.). Veintiocho de ellos

varones (58%) y 20 mujeres (42%> (figura 3.1.).

a de

de 5

eran

La edad media de los pacientes con serología falsa positiva

fue de 44 años, con desviación típica de 14 y rango con un mínimo

de 23 años y máximo de 65 (tabla 3.1.). El 87,5% de ellos eran

varones <21) y el 12.5% mujeres (3> (figura 3.1.).

El número de varones en el grupo de pacientes con serología

negativa fue de 42 y el de mujeres 58, habiendo diferencias

estadísticamente significativas con respecto a los 136 pacientes

con serogía positiva (hubo más varones en este último grupo).

DISTRIBUCION POR EDADES DE LOS PACIENTES

INTERVALO DE EDAD GRUPO 1 GRUPO II GRUPO III

0—9 1 1 0
10—19 4 4 0
20—29 13 11 2
30—39 8 7 4
40—49 6 6 1
50—59 7 4 6
60—69 8 5 2
>69 7 3 0

Tabla 3.1..- Distribución por edades de los pacientes.
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DISTRIBUCION POR SEXO DE LOS PACIENTES

1 20
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Figura 3.1.- Distribución por sexo de los pacientes (grupo 1,11 y III

de pacientes con serología positiva para Eh y grupo control con serología

negativa).

3.2.3.- Procedencia de los pacientes por servicios médicos

La mayoría (36%> de los pacientes con serología positiva

para Bb fueron atendidos en un servicio de Neurología (49/136>.

Enfermedades Infecciosas o Microbiología clínica atendió al 32%

de los pacientes (43/136). El 14% de los pacientes provenían de

un servicio de Dermatología <19/136>. El resto de los casos se

distribuyó entre los servicios de Medicina Interna (10%),

Medicina Preventiva (3%), Reumatología (2%), Pediatría (2%),

Cardiología (1%) y Oftalmología (1%) (Tabla 3.2.>.

No se observaron diferencias estadísticamente significativas

(p>0..O5) en cuanto a la procedencia por servicios médicos entre

los distintos grupos de pacientes con serología positiva, así

como entre el grupo de pacientes con serología positiva (136

pacientes) y el total de pacientes utilizados como controles

negativos (con serología negativa).

II III Cositrol <—)

GRUPOS
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SERVICIO

Ng DE CASOS CON SOSPECHA DE INFECCION
POR Bb

ControlGrupo 1 Grupo II Grupo III Total
ng (%) ng <U ng (%> ng <%) ng <%>

Neurología 26 (40) 16 (33> 7 (29) 49 (36> 30 <30)
Infecc—Micro. 16 (25) 12 (25) 15 (62) 43 (32) 26 (26)
Dermatología 11 (17) 7 (14.5) 1 (4> 19 (14> 24 (24>
M. Interna 5 (8) 8 (17) 0 (0) 13 (9,5) 12 (12)
ti. Preventiva 2 (3) 2 (4) 0 (0) 4 (3) 1 (1)
Rewnatología 2 (3> 1 (2) 0 (0) 3 (2> 2 (2)
Pediatría 1 (1,5) 2 (4) 0 (0) 3 <2) 3 (3)
Cardiología 1 (1,5> 0 (0> 0 (0) 1 (0,7> 0 (0)
Oftalmología 0 (0) 0 (0) 1 (4) 1 <0,7) 0 <0)
Hematología O (O> 0 (0) 0 (01 0 (0> 1 (1)
Digestivo 0 (0> 0 (0> 0 (0) 0 (0> 1 (1)

TOTAL 64 48 24 136 100

Tabla 3.2.-
servicios médicos.

Procedencia de los pacientes y del grupo control por

3.2.4.- Datos epidemiológicos

El 51% de los 136 pacientes con serología positiva para

tuvieron datos epidemiológicos que justificaran la sospecha

infección por Bb (figura 3.2.1.

Bb

de

De los 136 casos, 21 (16%) relataron picadura de garrapata,

48 <36%) vivían en ambiente rural y 20 (15%) tenían contacto con

animales. El resto (10%> refIrió actividades al aire libre como

paseos por el campo y caza, actividades agrícolas, de jardinería

y ganaderas. Además hubo un 4% de los enfermos (6 casos> que

refirieron picadura de insectos como antecedentes epidemiológico.

En el grupo de pacientes utilizados como control negativo el

1% de los casos relató picadura de garrapata, el 22% vivía en

ambiente rural y el 17% tuvo contacto con animales. Hubo

diferencias estadísticamente significativas <p<0,05> en cuanto a

la frecuencia de picadura de garrapata entre el grupo de

pacientes con serología positiva <136 pacientes) y el control

negativo, pero no en cuanto al ambiente rural y el contacto con

animales (p>0,05).
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DATOS EPIDEMIOLOGICOS DE LOS PACtENTES

50’

40’

30

20

10

Garrapata ~ 21 1
Rural [] 48 22

Animales ~ 20 17

Figura 3.2.- Datos epidemiológicos más importan

serología positiva para Bb y del grupo control.

tes de los pacientes con

3.2.5.- Manifestaciones clínicas

3.2.5.1.— Grupo 1

Entre los 64 pacientes con criterios de BL, 17 (26,5%)

presentaron EM, dos sufrieron una ACA (3%) y hubo un paciente con

linfocitoma <1,5%>. De los 17 pacientes con EM, diez lo tuvieron

como única manifestación. En los 7 casos restantes, tres

presentaron además síntomas articulares, tres manifestaciones

neurológicas y en un paciente coincidió el EM con síntomas

articulares y neurológicos.

En los pacientes con manifestaciones cutáneas, el tiempo

medio transcurrido desde el comienzo de los síntomas y la

obtención del primer suero fue de 17 días con un rango con mínimo

de 2 días y máximo de 2 meses. Los pacientes con ACA tuvieron un

tiempo de evolución de 1 mes y 3 meses respectivamente. Se

realizaron 8 biopsias cutáneas, de las que 2 correspondían a EM,

dos eran de los pacientes con ACA. y una del paciente con

linfocitoma. En todos los casos el resultado fue patológico.

Seroposftivos Seronegativos
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Presentaron artritis 18 de los pacielites del grupo 1 <28%>.

Fueron en su mayoría artritis monoarticular u oligoarticular;

sólo hubo un caso con una artritis poliarticular intermitente de

pequeñas articulaciones, similar a la artritis reumatoide. La

articulación más afectada fue la rodilla (11 casos>, seguida del

tobillo (7), muñeca (4>, hombro y mano que afectaron a 2

pacientes, y codo, cadera y pie con un caso cada una de ellas.

Seis pacientes tuvieron manifestaciones neurológicas además de

las articulares.

El tiempo medio desde el comienzo de los síntomas

articulares de estos pacientes fue de 2 años, con mínimo de 2

días y máximo de. 16 años. Siete pacientes (11%> referían

artralgias de características inespecificas. Se tomaron dos

muestras de líquido sinovial de pacientes con sintomatología

articular y en ambas se detectaron cambios inflamatorios.

Cuarenta (62,5%) de los 64 pacientes con criterios de HL

presentaron afectación

apareció en 30 pacientes. La

meningitis lifocitaria. Tamb

pares craneales, fundamenta

afectación del sistema

polirradiculopatia y mononeur

presentaron la llamada “triada

craneal-pollrradiculopat la>. El

estos pacientes desde el comie

aproximadamente un año (mínimo 10

neurológica, que como única afectación

manifestación más frecuente fue la

ién fue frecuente la afectación de

lmente la parálisis facial y la

nervioso periférico como

itis múltiple. Dos enfermos

clásica” (meningitis-neuritis

tiempo medio de evolución de

nzo de los síntomas fue de

días y máximo 12 años).

El LCR fue estudiado en 27 pacientes

17 de ellos (63%>.

y resultó patológico en

Hubo dos casos (3%) de afectación cardiológica, ambos con

bloqueo atrio-ventricular. Uno de ellos presentó además artritis

y parálisis facial bilateral. El tiempo medio de evolución de

estos pacientes fue de E años, con mínimo de 1 mes y máximo de 12

años.

Las manifestaciones clínicas de los pacientes con criterios

de HL se muestran en la tabla 3.3.
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MANIFESTACIONES CLíNICAS

NP DE PACIENTES GRUPO 1

NP

CUTANEAS 20 (31%>
EM 17
ACA 2
Linfocí toma 1

ARTICULARES 18 (28%>
Artritis 18

NEUROLOGICAS 40 (62,5%Y
Meningitis 14
Meningitis—encefalitis 2
Neuropatía craneal 11

Parálisis facial 10
Polirradiculopatía 13

“Triada clásica~’ 2
Neuropatía periférica 12

CARDIOLOGICAS 2 (3%)
Bloqueo atrioventricular 2

Tabla 3.3.- Manifestaciones clínicas de los pacientes con criterios de BL.

Se estudió la presencia de ANA en el suero de 42 pacientes

del grupo 1. Sólo hubo un caso con ANA positivos aunque su

clínica no correspondía a la de un lupus eritematoso sistémico.

De los 45 pacientes a los que se realizó el FR, hubo 6 cuyo

resultado fue positivo. Ninguno de ellos cumplía criterios de

artritis reumatoide.

Los pacientes pertenecientes al grupo control (con serología

negativa) presentaban en un 38% manifestaciones cutáneas, en un

70% articulares, en un 32% neurológicas y en un 29%

cardiológicas. La frecuencia de manifestaciones articulares y

cardiológicas fue mayor en el grupo control que en el de

pacientes con criterios de BL de forma estadísticamente

significativa <p<0,O5), mientras que las manifestaciones

neurológicas fueron más frecuentes en el grupo de pacientes con

BL (p<O,05>. No se observaron diferencias estadisticamente

significativas en cuanto a las manifestaciones cutáneas <p>0,05).
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Considerando sólo las manifestaciones aceptadas como

criterios de BL se observó diferencias estadísticamente

significativas <p<0,O5) en la frecuencia de aparición de las

manifestaciones neurológicas que fue mayor en el grupo de

pacientes con los criterios de HL. En lo referente a las

manifestaciones articulares, éstas fueron más frecuentes en el

grupo control de forma estadísticamente significativa (p<0,05).

No se observaron estas diferencias en la frecuencia de la

afectación cardiológicas (p>0,05)

3.2.5.2.— Grupo II

Hubo 48 pacientes con serología positiva para Bb. pero cuyas

manifestaciones clínicasnotumplían los criterios de BL. No se

diagnosticó otrá enfermedad que pudiera justificar los síntomas.

Dieciseis de los 48 pacientes tuvieron manifestaciones cutáneas

(33%), de las cuales 6 <37,5%> correspendían a morfea. Se realizó

biopsia cutánea en 5 de los 16 pacientes <3 morfeas), resultando

todas ellas patológicas.

Los síntomas articulares como las artralgias, no aceptadas

por el CDC como criterio de infección por Bb, afectaron como

única manifestación a 8 pacientes (17%).

Veintiún pacientes tuvieron como única manifestación la

neurológica (44%). Cuatro pacientes tuvieron además alguna lesión

cutánea, y uno presentó manifestaciones neurológicas, cutáneas y

cardiológicas. Entre los enfermos con sintomatología neurológica

hubo 7 casos de esclerosis múltiple.

Un paciente presentó una pericarditis con derrame sin que

pudiera demostrarse otra etiología. El resto de los pacientes

presentaban una clínica inespecífica con fiebre y cefalea, y uno

formaba parte de un estudio de seroprevalencia realizado en la

Rioja.

Las manifestaciones clínicas de los pacientes sin criterios

de BL se detallan en la tabla 3.4.
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MANIFESTACIONES CLíNICAS

NP PACIENTES GRUPO II

NP (%)

CUTANEAS 16 (33%)

ARTICULARES 12 (25%)

NEUROLOGICAS 25 (52%)
Cerebro-vascular 3
Demencia 3
Mielopatía 2
Esclerosis múltiple 7
Otras 10

CALRDIOLOGICAS 2 (4%)

Tabla 3.4. - Manifestaciones clínicas del grupo II.

Los resultados en cuanto a los ANA y FR fueron los

siguientes: de los 33 pacientes a los que se realizó ANA. 3

fueron positivos. Cuatro de los 35 pacientes a los que se realizó

FR fueron positivos. Ninguno de ellos cumplia criterios

diagnósticos de lupus eritematoso diseminado ni de artritis

reumatoide.

3.2.5.3.— Grupo III

Veinticuatro pacientes fueron clasificados como positivos

falsos por tener una serología positiva para Bb, y haber otra

etiología que pudiera justificar los síntomas. De los 24

pacientes, 6 (25%) tuvieron RPR y FTA-Abs positivo en sucesivos

sueros recogidos a lo largo del tiempo, 5 (21%) fueron

diagnosticados de fiebre botonosa mediterránea, 4 (17%) fueron

VIH positivo, 4 <17%) fueron diagnosticados de tuberculosis, 3

(12,5%> de fiebre Q, y el resto fueron pacientes con brucelosis,

rabdomiosarcoma embrionario de meninges, neoplasia de pulmón,

mononucleosis infecciosa, meningitis criptocócica y síndrome de

Eaton-Lambert. En dos ocasiones coincidió un FTA-Abs positivo con

una fiebre botonosa mediterránea, y en una con un VIE positivo.

También un paciente sufrió una tuberculosis y una meningitis

criptocócica simultáneamente (tabla 3.5.>.
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NP

ETIOLOGIA

PACIENTES POSITIVOS FALSOS

NP (%)

SíFILIS 6 (24%)
FIEBRE BOTONOSA MEDITERRANEA 5 (21%>
VIH 4 (17%>
TUBERCULOSIS 4 (17%)
FIEBRE Q 3 (12,5%)
BRUCELOSIS 1 (4%)
MONONUCLEOSIS INFECCIOSA 1 <4%)
MENINGITIS CRIPTOCOCICA 1 (4%>
RABDOMIOSARCOMA 1 (4%)
NEOPLASIA PULMON 1. (4%)
5. EATON-LAMBERT 1 (4%>

Tabla 3.5.- Etiología de los pacientes con serología positiva falsa.

Sólo uno de los siete pacientes a los que se realizó ANA fue

positivo. El mismo resultado hubo con el FR.

3.2.5.3.1.- Estudio de pacientes con tuberculosis

Debido al alto porcentaje de pacientes con serología

positiva para Bb que fueron diagnosticados de tuberculosis, y

ante la alta incidencia de tuberculosis en nuestro país, se

realizó un estudio para determinar la posible reacción cruzada

entre ambas etiologías. Con este objetivo se realizó la detección

de anticuerpos frente a Bb en el suero de 50 pacientes con

tuberculosis confirmada por cultivo. Las técnicas empleadas

fueron ELISA e inmunoblot. La detección de anticuerpos frente a

Mycobacterium tuberculosis se realizó mediante un ELISA de la

casa comercial ANDA Biologicals. Se consideraba positivo cuando

el título obtenido era igual o mayor a 300 Unidades/ml.

De los 50 sueros, 11 fueron ELISA positivo para Bb. Tres de

ellos tuvieron RPR positivo, y fueron excluidos del estudio. De

los 8 sueros con ELISA (IgG&IgM> positivo (17%>, todos excepto

uno fueron positivos en el ELISA para tuberculosis. En la tabla

3.6. se describen los resultados del ELISA para tuberculosis y

para Bb en estos sueros, así como la localización de la

tuberculosis en los pacientes.
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±49 Localización
tuberculosis

Serología TEO
unidades/ml

Serología Lyme
IgG&IgM IgM IgG

1 Pulmonar < 100 2.17 <1 1.34
2 “ > 350 1.81 <1 <1
3 ~‘ > 900 1.01 <1 <1
4 “ 350 1.01 <1 <1
5 Peritoneal 300 1.21 <1 <1
6 Esquelética >1500 2.22 <1 1.67
7 Pleural > 600 1.66 <1 <1
8 Miliar > 525 2.45 <1 <1

Tabla 3.6.- Características de los
serología positiva para Eh.

pacientes con tuberculosis y

3.3.— Serología

3.3.1.- IFI y ELISA

Se obtuvieron un total de 1631 sueros correspondientes a

1500 pacientes, en el período comprendido entre enero de 1987 y

diciembre de 1992. Los sueros fueron analizaron por IFI y ELISA

completo (IgG&IgM). Se consideró IFI positivo cuando se obtenía

un titulo igual o mayor a 1/256, y ELISA positivo cuando se

obtenía un valor igual o mayor que 1, como se ha descrito en el

apartado de métodos. Aquellos sueros con un ELISA (IgG&IgM)

positivo se analizaban por ELISA individualizado, que detectaba

anticuerpos de tipo IgG e IgM por separado.

Fueron seleccionados 136 pacientes de los 1500 analizados,

por poseer algún suero positivo por IFI y/o ELISA (IgG&IgM> o por

presentar EM. Se obtuvieron 311 sueros pertenecientes a estos 136

pacientes, de los cuales 173 eran sueros de pacientes del grupo

1, 86 de pacientes del grupo II y 52 de pacientes del grupo III.

totalidad de

3.3.1.1.- Resultados de lEí y

los sueros de los pacientes.

ELISA en la

Globalmente, 228 de los 311 sueros <73%) fueron IFI positivo

y 175 (58,5%) ELISA (IgG&IgM) positivo (12 sueros no se

analizaron por ELISA). Ambas fueron positivas en 151 ocasiones

(50,5%>, y las dos fueron negativas en 54 sueros (18%>.
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En el grupo 1, de los 173 sueros. 130 tuvieron una IFI

positiva (75%). La mayoría de los títulos de IFI (60%> fue de

1/256, el 23% de los sueros (30) alcanzó el título de 1/512, el

14% (18) presentó una titulación de 1/1024 y sólo el 3% (4) llegó

a un título de 1/2048 (tabla 3.7.).

De los 173 sueros, 107 tuvieron un ELISA (IgG&IgM) positivo

(62%>. IFI y ELISA fueron positivas en el 58% de los casos

(99/170), y negativas en el 19% de los sueros <32/170) (tabla

3.8.>. De 102 sueros Que resultaron ELISA completo positivo (5

sueros no se analizaron por ELISA individual), 67 (66%) fueron

ELISA IgG positivo, 17 <17%> fueron ELISA IgM positivo, 23

resultaron tanto ¡go como IgM negativos (22%> y 6 (6%) positivos

(tabla 3.9.).

De los 47 sueros de los pacientes con EM, pertenecientes al

grupo 1, 35 (74,5%) fueron lEí positivo, 30 (67%) ELISA (IgG&IgM)

positivo (dos sueros no se analizaron por esta técnica), eL 67%

(30/45) tuvieron ¡FI y ELISA positivo, y el 22% (10/45> IFI y

ELISA negativo (tabla 3.8.).

El grupo II de pacientes sin criterios de borreliosis, el

70% de los sueros (60/86) fueron lEí positivo; de ellos 40 (67%)

poseían titulo de 1/256, 13 (22%) de 1/512 y 7 <12%) de 1/1024

(tabla 3.7.>. El 61% de los sueros (47/77> fueron ELISA (IgG&IgM)

positivo, y fueron los dos positivos en 36 sueros (47%) y

negativos en 13 sueros (17%) <tabla 3.84. El ELISA IgO fue

positivo en 28 de los 47 sueros (60%>, el IgM en 5 pacientes

(11%>, y en 15 fueron los dos ELISAs individuales negativos (32%>

(tabla 3.9.).

En el grupo de pacientes con serología positiva falsa <grupo

III) se obtuvieron los siguientes valores: de los 52 sueros, 38

(73%) fueron IFI positIvo, (20 con título 1/256, 14 con título

1/512. 3 con 1/1024. y 1 de 1/16000> (tabla 3.7.), 21 fueron

ELISA (IgG&IgM> positivo (40%). En 16 (31%) coincidieron

positivas ambas técnicas, y en 9 sueros (17%) lEí y ELISA fueron

negativos (éstos correspondían a pacientes con resultados

positivos en sueros anteriores o posteriores) (tabla 3.8.>.
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Catorce sueros (67%) de los 21 que se analizaron por ELISA

individual fueron IgG positivo, 2 (9,5%) fueron IgM positivo,

5 (24%> fueron IgG e IgM negativos (tabla 3.9.).

NP PACIENTES
TITULO IFI

256 512 1024 2048 >2048

GRUPO 1 78 (60) 30 (23) 18 (14) 4 <3) 0 (0)

GRUPO II 40 (67> 13 (22) 7 (12) 0 (0) 0 (0>

GRUPO III 20 (53) 14 (37) 3 (8) O (0) 1 (3)

TOTAL 138(60,5> 57 (25) 28 (12) 4 (2) 1 (0.4)

losTabla 3.7.. - Título de TEl en [a totalidad de los sueros de
pacientes con sospecha de BL.

IFI ELISA( IgG&IgM>
POSITIVO POSITIVO TOTAL

nP sueros (U nP sueros <%)

Grupo 1 130 (75%) 107 (62%> 173
EM 35 (74,5%> 30 (67%) 47

Grupo II 60 (70%) 47 (61%> 86
Grupo III 38 (73%> 21 (40%) 52

TOTAL 228 (73%) 175 <58,5%> 311

losTabla 3.8.. - Resultados de lEí y ELISA <IgG&IgM) de los sueros de

pacientes con sospechade BL.

NP PACIENTES

ELISA (IQG&IgM) ELISA IgG ELISA IgM
POSITIVO POSITIVO POSITIVO

NP <%) ±42 (%)

GRUPO 1 102 67 (66%) 17 (17%)
GRUPOII 47 28 (60%) 5 <11%>
GRUPO III 21 14 (67%> 2 (9,5%)

TOTAL 170 109 <64%) 24 (14%)

Tabla 3.9..- Resultados de ELISA (IgG&IgM), IgG e IBM en la
de los sueros de pacientes con sospecha de infección por Eb.
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3.3.1.2.- Resultados de IFI y ELISA en el primer

suero recibido de cada paciente.

Considerando el primer suero recibido de cada paciente, los

resultados de las técnicas serológicas son las siguientes: de los

136 sueros, pertenecientes a los 136 pacientes con sospecha de

infección por Bb, 105 (77%) tuvieron IFI positivo. 88 (67%)

tuvieron ELISA (IgG&IgM) positivo (5 sueros no se analizaron por

ELISA); el 54% de las sueros (71/131> fueron IFI y ELISA

positivos, y el 8% (11/131> fueron IFI y ELISA negativos (tabla

3.10>.

El porcentaje de pacientes del grupo 1, en el que el primer

suero recibido fue IFI positivo fue del 81% (52/64); ELISA

(IgG&IgM) positivo tuvieron el 73% de los sueros <46/63): ELISA

e IFI positivo tuvieron 41 sueros (65%), y ELISA e IFI negativo

6 sueros <9,5%) (tabla 3.10).

En el grupo de pacientes con criterios del CDC, aquellos que

presentaron EM tuvieron los siguientes resultados en el 12 suero:

el 82% (14/17) tuvieron IFI positiva, el 75% (12/16) tuvieron

ELISA (IgG&IgM) positiva, el 75% (12/16> de ellos tuvieron tanto

lEí como ELISA positivo, y el 19% (3/16) IFI y ELISA negativo

(tabla 3.10).

Los pacientes pertenecientes al grupo II tuvieron los

siguientes resultados en el primer suero: el 73% IFI positiva

(35/48>, el 66% ELISA (IgG&IgM) positiva (29/44), el 50% IFI y

ELISA positivo, y el 9% IFI y ELISA negativo (tabla 3.10>.

El 75% (18/24) de los pacientes falsos positivos (grupo III

>

tuvieron IFI positiva en su 1Q suero, el 54% (13/24) tuvieron

ELISA <IgG&IgM) positivo, el 33% <8/24> fueron IFI y ELISA

positivo, y el 4% <1/24> IFI y ELISA negativo <tabla 3.10).
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Resultados

PRIMER SUERO DE CADA PACIENTE

IFI ELISA (IgG&IgM)
POSITIVO POSITIVO TOTAL

149 (%> 142

Grupo 1 52 (81%) 46 (73%) 64
EM 14 (82%> 12 (75%) 17

Grupo II 35 (73%) 29 (66%> 48
Grupo III 18 (75%) 13 (54%) 24

TOTAL 105 <77%) 88 (67%) 163

Tabla 3.10..- Resultados de
los pacientescon sospechade BL.

IFI y ELISA (IgG&lgM> en el primer suero de

3.3.1.3.- Controles negativos

IFI: Se analizaron 50 sueros de donantes de sangre obtenidos

en el Banco de Sangre del Hospital Ramón y Caja].. Todos ellos

resultaron con títulos menores de 1/128 en el ¡FI. Correspondería

a una especificidad del 100%.

ELISAt De 116 sueros de donantes de sangre, 3 (2,5%) fueron

positivos por ELISA (IgG&IgM). Se trataría de una especificidad

del 97,5%.

SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE IFI Y ELISA

Los valores de sensibilidad y especificidad

ELISA están representados en la tabla 3.11.

INDIVIDUOS SENSIBILIDAD ESPEC1FI CI DAD

IFI Grupo 1
- IP suero 81%
— Total 75%

Grupo II 30%
Grupo III 27%
Tuberculosis NR NR
Donantes de sangre - 100%

ELISA Grupo 1
- 19 suero 73%
— Total 62%

Grupo II 39%
Grupo III 60%
Tuberculosis 83%
Donantes de sangre — 97.. 5

Tabla 3.11.- Valores de sensibilidad y
cada grupo de individuos <NR: no realizada>.

especificidad de lEí y ELISA en
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Resultados

3.3.1.4.- Cálculo del índice kappa.

Para estudiar el grado

¡FI y ELISA se ha empleado

índice k de cada uno de los

totalidad de los sueros, se

de concordancia entre las técnicas de

el índice kappa (k). Los valores del

grupos de pacientes, considerando la

muestran en la siguiente tabla 3.12.

Grupo 1 0.46 (0.07)
EM 0,72 (0,14)

Grupo II 0,2 (0.11)
Grupo III 0.04 (0.11>

TOTAL 0,31 (0,05>

Tabla 3.12. - Valores del índice kappa de IPI
los grupos de pacientes.

y ELISA para cada uno de

3.3.1.5.- Serologiaen LCR

Se analizaron por ¡FI 360 LCR de pacientes con sospecha de

infección por Bb. Se hacían diluciones seriadas partiendo del LCR

puro, y al igual que para los sueros, se incluían en cada ensayo

dos controles positivos y uno negativo. Considerábamos la ¡FI

positiva cuando a la dilución de 1/2 se mostraba una

fluorescencia de 1+.

De los 360 LCR, 76 eran de pacientes con al menos una

serología positiva en suero: cincuenta eran de 31 pacientes con

criterios de BL, 10 de 9 pacientes sin criterios de BL y 16 de 8

pacientes con serología positiva falsa.

Hubo dos pacientes con EM que presentaban además

manifestaciones neurológicas aceptadas como criterios del CDC

(uno presentaba meningitis y polirradiculopatia y el otro

parálisis facial bilateral y polirradiculopatia>. Del primero se

recogieron 2 LCR, cuyas ¡FI fueron positivas a las diluciones

1/32 y 1/4. Los 4 LCR recogidos del segundo paciente tuvieron los

siguientes resultados: 1/64, 1/64, 1/16 Y 1/2.

Indice kappa (error estándar)
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keo si tajo,

De los 44 LCR de los 27 pacientes con manifestaciones

neurológicas aceptadascomo EL, dieciocho resultaron positivos y

26 negativos. Los LCR positivos correspondían a 11 de los 27

pacientes, de los cuales 7 presentaban meningitis linfocitaria.

Además hubo cuatro pacientes con meningitis línfocítaria en cuyos

LCR no se detectaron anticuerpos frente a la Bb.

Un paciente con ACA y otro con artritis

manifestaciones neurológicas no aceptadas como BL.

obtuvieron tres LCR, resultando los tres negativos.

Se analizaron 10 LCR de 9 pacientes con

neurológicas no aceptadas como criterio de BL.

fueron positivos por ¡FI.

presentaron

De ellos se

manífestaciones

Cuatro de ellos

Se obtuvieron 16 LCR de 8 pacientes positivos falsos con

manifestaciones neurológicas. Trece de ellos resultaron ¡FI

positiva y eran de cinco pacientes, tres de los cuales

presentaron meningitis <uno diagnosticado de brucelosis, otro con

VIH positivo y sífilis latente y el tercero con sífilis). Los

otros dos presentaban una tuberculosis con afectación renal y un

rabdomiosarcoma embrionario primario.

3.3.2.- Inmunoblot

Se realizó el inmunoblot en los sueros de los pacientes con

sospecha de infección por Bb recogidos entre Enero de 1990 y

Junio de 1991, que habían resultado positivos por ¡FI y/o ELISA.

También se realizó en 20 sueros de donantes de sangre obtenidos

en el Banco de Sangre del Hospital Ramón y Cajal, y en 20 sueros

de pacientes con serología negativa para ab.

Se obtuvieron los

- 28 sueros de 17

- 24 sueros de 16

— 13 sueros de 10

siguientes sueros:

pacientes con criterios de HL.

pacientes sin criterios de SL.

pacientes positivos falsos.
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Resoltados

Las bandas resultantes del inmunoblot se leyeron en un

densitómetro. En cada ensayo se utilizó un control positivo de un

paciente con EM, y un pool de sueros de donantes de sangre como

control negativo. La banda de 41 kDa del control positivo se

consideraba con 100% de densidad en la lectura, y el resto de las

bandas de los sueros se referían a este valor.

En el estudio del inmunoblot con la cepa ESí, para cada

suero se utilizaban dos tiras con las bandas proteínicas; en una

se detectaban anticuerpos de tipo IgG y en la otra anticuerpos de

tipo IgM, mediante la utilización de inmunoglobulinas antihumanas

específicas de cada tipo, mareadas con fostatasa alcalina. Para

la cepa Esp-1 se analizaron únicamente los anticuerpos de tipo

IgG, debido a la baja proporción de individu&s en cuyos sueros se

detectaban anticuerpos de tipo IgM.

En la figura 3.3. se muestra el patrón proteínico de las dos

cepas de Bb B31 y Esp-1.

iW <~>

wm 0

66

45 ¡
36

— 29
24
20
14

Figura 3.3. - Patrónproteínico de las cepasB31 y Esp-l teñido con Coma-
ssie. A la derecha, en kDa, figuran los pesos moleculares de los marcadores.
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Une lt&tos

3.3.2.1.— Cepa BM

Una vez realizada la electroforesis en gel, y mediante la

tinción con Comassie, el patrón proteínico de la cepa B31 mostró

las bandas de aproximadamente los siguientes pesos moleculares:

72, 63, 60, 50, 45, 41, 38, 36, 34, 31, 21 y 19 kDa.

En la figura 3.4. se muestra el resultado del inmunoblot del

control positivo, así como la gráfica obtenida de la lectura en

el densitómetro.

Para analizar los resultados del inmunoblot se utilizó la

regresión logística, y se realizaron dos estudios:

- ESTUDIO 1.-

Se clasificaron los individuos en:

- Grupo A: donantes de sangre. Se realizó el inmunoblot en

20 sueros de donantes.

— Grupo B: pacientes con criterios de HL. Para la regresión

logística se empleó el primer suero recibido de los 17 pacientes

con criterios de HL obtenidos entre Enero de 1990 y Junio de

1991.

Para el análisis mediante regresión logística de las bandas

del inmunoblot leídas en el densitómetro, se siguieron los

siguientes pasos:

1.- Se hallaron las medias de los resultados de la lectura

de cada banda en cada uno de los grupos. Se eliminaron las si-

guientes bandas, cuya media era O o próximo a 0: 72, 63, 45, 38,

36, 31 y 19 de tipo 1gW y 60, 45, 38, 36, 31 y 19 de tipo IgG.

2.- Se aplicó la regresión logística con las bandas

restantes. Se fueron eliminando aquellas bandas cuyos valores de

p eran los más elevados, hasta que se obtuvieron los siguientes

resultados:
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Figura 3.4.- Inmunoblot con la cepa B31 realizado con el suero utilizado
como control positivo y su lectura en el densitómetro. Línea A: anticuerpos
de tipo M (¡sfr!); línea B: anticuerpos de tipo G (IgG). Se señalan los pesos
moleculares en kDa. Se señalan los pesos moleculares en kfla.
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Resol tados

Coeficientes p

Constante —1,59564 0.01612
M60 13.32519 0,09312
G50 —16,21558 0,05858
041 11,05719 0,00520
034 20,81751 0.08215
M21 —21,83286 0,03163

log de la razón de verosimilitudes del modelo 25,69691 con
p= 0,00013

La fórmula

siguiente:

de regresión logística obtenida fue por tanto

ln (p/q) = —1,59564 +

(11,05719 x 041)

(13,32519 x H60)

+ (20.81751 x 034)

+ (—16,21558 x 050)

+ (—21,83286 x M22>

Cuando el valor de esta fórmula aplicada a un suero

positivo, éste pertenece a un paciente con mayor probabilidad

que pertenezca al grupo B que al grupo A. Si es negativo,

probabilidad de que no cumpla criterios de HL es mayor.

Aplicando esta

- clasificados en los

valores:

fórmula en

grupos A y

los sueros de

E se obtienen

los pacientes

los siguientes

— Sensibilidad~ 76,5%

estarían clasificados como

- Especificidad: 90%

pertenecerían a tal grupo).

(13 pacientes de

pertenecientes a

(18 de los 20

los 17 del

tal grupo).

donantes de

3.- Una vez calculada la fórmula de regresión logística,

ésta se aplicó en cada uno de los sueros de los pacientes

estudiados:

- Pacientes con criterios de EL: se recibieron a lo largo

del tiempo 11 sueros más de los 17 pacientes, cuyo primer suero

fue utilizado para la regresión. De los 11, 6 pertenecerían al

grupo E. Corresponderla a una sensibilidad del 55%.
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lesíl lados

- Pacientes sin criterios de SL: de los 24 sueros de los 16

pacientes sin criterios de SL. 11 pertenecerían al grupo de

donantes y 13 al grupo de pacientes con criterios de BL. Se

trataría de una especificidad del 46%.

- Pacientes con serología positiva falsa: De los 13 sueros

de los lo pacientes positivos falsos, 8 fueron clasificados como

donantes de sangre, y 5 como pacientes con BL. La especificidad

en este grupo de pacientes sería del 62%.

- Pacientes con serología negativa para Bb: de los 20 sueros

pertenecientes a estos pacientes, 11 pertenecerían al grupo A y

9 al 5. Correspondería por lo tanto a una especificidad del 55%.

— Donantes de sangre: 18 de los 20 donantes de sangre

pertenecerían a tal grupo. La especificidad sería del 90%.

- Pacientes con tuberculosis confirmada por cultivo: de los

47 pacientes estudiados, 42 fueron pertenecerían al grupo A, y 5

al grupo de pacientes con criterios de BL. En este-grupo la

especificidad seria del 89%.

- ESTUDIO 2.-

La clasificación de los pacientes fue la siguiente:

- Grupo A: Pacientes sin EL. Agrupamos aquí los pacientes

con serología negativa para Bb (20 sueros> y los pacientes con

serología positiva falsa (se tomó el primer suero de los 10

pacientes positivos falsos>.

- Grupo B: Pacientes con criterios de BL (17 sueros).

Los pasos seguidos para la obtención de la fórmula de la

regresión logística fueron los mismos empleados en el estudio

anterior:

1.- Se eliminaron las siguientes bandas por tener una media

en los dos grupos de O o próximo a 0: 72, 63, 60, 50, 45, 38, 36,

34, 31 y 19 del tipo IgM, y 45, 36, 31 y 19 del tipo IgG.

2.- Eliminando las bandas cuya p era la más elevada, se

llegaron a los siguientes resultados:

76



Coef icientes

Constante —2,07829 0.00211
067 —10,18462 0.06198
063 7,29118 0.07991
660 18,72080 0.18084
M41 4,14442 0.18817
638 8,02014 0.09004
034 11,74381 0.01497
M21 12,43657 0.03370
621 —8.59503 0.09148

log de la razón de verosimilitudes del modelo 27,39949
con p= 0,00066

La fórmula

siguiente:

ln (p/q) = —2,07829 + (—10,

(4,14442 x M41> + (8,0

(12,43657 x M21) + <—8

Aplicando la fórmula

coeficientes en los grupos

valores:

de los

a los

clasif

Corres

es la

18462 x 067) + (18,72080 x 060) +

2014 x 038) + (11,74381 x 034) +

.59503 x 021>

de regresión obtenida con estos

A y E se obtienen los siguientes

— Sensibilidad: 76,5% (13 de los 17 pacientes con

de EL estarían bien clasificados).

- •Especificidad: 93,3% (28 de los pacientes sin
por Bb estarían clasificados como donantes de sangre).

3.- Continuando con

sueros obtenidos, los

continuación:

criterios

infección

la aplicación de la fórmula en todos los

resultados son los que vienen a

— Pacientes con criterios de EL: de los 11 sueros recibidos

17 pacientes de este grupo, 4 clasificarían correctamente

pacientes. La sensibilidad sería del 36%.

Pacientes sin criterios de BLo de los 24 12

icarian a los pacientes como pertenecientes A.

pondería por lo tanto a una especificidad de

- Pacientes con serología positiva falsa: de

de los 10 pacientes, 11 los descartarían de ser

criterios de EL. Sería una especifidad del 85%.
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Rostí íadoí

los 20

sin BL.

- Pacientes con serología negativa para Bb: de

sueros, 19 clasificarían a los pacientes como pacientes

Hablaríamos de una especificidad del 95%.

- Donantes de sangre: De los 20 donantes, 16 estarían

clasificados como grupo A. Se trataría de una especificidad del

80%.

- Pacientes con tuberculosis: 43

tuberculosis pertenecerían al grupo de

tanto la especificidad sería del 91,5%

de los 47 pacientes con

pacientes sin EL. Por lo

En la tabla 3.1

y especificidad del

grupos de pacientes

3 están detallados

inmunoblot con la

y de acuerdo con 1

los datos de sensibilidad

cepa B31 en los distintos

os estudio 1 y 2.

SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD

INDIVIDUOS Estudio 1 Estudio 2 Estudio 1 Estudio 2

Grupo 1
1Q suero
Siguiente
Totalidad

Grupo II
Grupo III

Tuberculosis

Serología
negativa

Donantes
de sangre

Tabla 3.13.- Valores
inmunoblot con la cepa B31.

de sensibilidad y especificidad obt enidos en el

En la figura 3.5. se muestran algunos de los resultados del

inmunoblot con la cepa B31 de pacientes con sospecha de BL y en

la figura 3.6. los resultados del inmunoblot de algunos donantes

de sangre y pacientes con serología por IFI y ELISA negativo.

76,5%
55%
68%

76,5%
36%
61%

46%
62%

89%

55%

90%

50%
85%

91,5%

95%

80%
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Figura 3.5.- Inmunoblot IgM e IgO realizado con sueros de pacientes con
sospecha de BL. A la izquierda0 en kDa. figuran algunos de los pesos
moleculares. Línea A: paciente con EM; línea B: polirradiculopatía: líneaC~
meningoencefalitis y maculas puntiformes; línea 13: artritis: línea E: morfea;
línea F: poliartralgias y fiebre; línea G: tuberculosis.
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Figura 3.6. - Inmunoblot IgM e IgG de donantes y de pacientes con
serología por IPX y ELISA negativa. En la izquierda, en kfla, figuran algunos
de los pesos moleculares. Líneas A,E,C y 13: donantes: líneas E,F y 0:
pacientes con IFI y ELISA negativas.
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Resul lados

3.3.2.2.— Cepa Esp-l

El patrón proteínico de la cepa espaflola

las bandas de aproximadamente los siguientes

72, 63, 60, 50, 45, 41. 38. 36, 34, 31, 21 y

del

lect

de Bb Esp-l mostró

pesos moleculares:

19 Kda.

En la figura 3.7. se muestra el inmunoblot con la cepa Esp-l

control positivo, así como la gráfica resultante de la

ura en el densitómetro.

tipo

real

Debido a la baja proporción

Igl,! frente a la cepa B31. el

izó únicamente para detectar

de pacientes con anticuerpos

inmunoblot con la cepa Esp-l

anticuerpos de tipo IgG.

Se analizaron los siguientes sueros:

— 20 sueros de 13 pacientes con criterios de

- 14 sueros de 10 pacientes sin criterios de

- 6 sueros de 5 pacientes positivos falsos. -

Además se analizaron 20 sueros de donantes de

pacientes con serología negativa por IFI y ELISA.

Para la valoración de los resultados del

calculó la fórmula de regresión logística como en

cepa B31. Se realizaron dos estudios.

de

se

EL.

EL. -

sangre y 20 de

inmunoblot

el caso de

se

la

- ESTUDIO 1.-

Se clasificaron los pacientes en dos grupos:

- Grupo

- Grupo

primer suero

A: donantes de sangre (20 sueros), y

E: pacientes con criterios de BL. Se utilizó el

recogido de los 13 pacientes con criterios de EL.

Se siguieron los siguientes pasos:

1.— Se eliminaron las bandas de 34 y 20 ¡<Da por tener medias

en los dos grupo de O o próximas. Su valor discriminatorio seria

nulo.
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Figura 3.7. - Inmunoblot con la cepa Esp-l del suero utilizado como
control positivo y su lectura en el densitómetro. Línea A: anticuerpos de tipo
M (IgM); línea B: anticuerpos de tipo G (IgO). Se seflalan los pesos
moleculares en ¡<Da.
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lelilí Radie

2.- Para llegar al mejor modelo se siguió la estrategia

hacia adelante, que consiste en hacer la regresión logística con

cada banda individualmente, escoger aquella cuya p sea la menor

e ir añadiendo de una en una las siguientes con p más baja. Así

se llegó a los siguientes resultados:

Coeficientes p

Constante —2.06023 0.00438
060 79,74036 0,22557
045 —1,74881 0,65613
041 0,69297 0,21146
031 9,96331 0,25764

Iog de la razón de verosimilitudes del modelo 21,00470
con p=O,000SS

La fórmula de regresión logística es la siguiente:

ln (p/q) = —2,06023 + (79,74036 x 060) + (—1,74881 x 045) +

(0,69297 x 041) + (9,96331 x 031)

Con estos coeficientes y aplicando la fórmula obtenida en

los grupos A y B, se obtuvieron los siguientes valores de

sensibilidad y especificidad:

- Sensibilidad: 69% (9 de los 13 pacientes con criterios de

EL fueron clasificados correctamente).

- Especificidad: 100% (todos los donantes de sangre fueron

clasificados como tales).

- 3.- Se aplicó la fórmula de regresión logística a todos

los grupos de pacientes estudiados. Los resultados son los

siguiente:

- Pacientes con criterios de BL: se recibieron 7 sueros más

de los 13 pacientes de este grupo. De ellos, 5 los clasificarían

correctamente. Corresponderla a una sensibilidad del 71%.

- Pacientes sin criterios de BL: se recibieron 14 sueros de

estos pacientes. Siete de ellos clasificarían a los pacientes

como donantes de sangre. Sería una especificidad del 50%.
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Reíd ados

- Pacientes con serología positiva falsa: se recibieron un

total de 6 sueros de estos pacientes. Sólo 2 de ellos estarían

clasificados como donantes de sangre. Sería una especificidad del

33%.

- Donantes de sangre: de los

estarían correctamente clasificados.

100%.

20 donantes, todos ellos

La especificidad sería del

- Pacientes con serología negativa por IFI y ELISA: de los

20 sueros, sólo 1 estaría mal clasificado. Correspondería a una

especificidad del 95%.

— Pacientes con tuberculosis

:

3 estaría bien clasificados.

de los 47

Sería una

pacientes, todos

especificidad del

- ESTUDIO 2.-

La clasificación de los pacientes fue como sigue:

- Grupo A: pacientes sin EL. A este grupo pertenecerían los

20 pacientes con serología negativa por IFI y ELISA. y 5

pacientes con otra etiología que pudiera justificar los síntomas

(positivos falsos).

- Grupo E: pacientes con criterios de EL (13 primeros sueros

recibidos de los 13 pacientes con criterios de EL).

Se siguieron los pasos como en el estudio 1,

primer paso, pues ninguna banda tuvo como media O

1.- Siguiendo

siguientes valores

Coeficientes p

eliminando el

ó próximo.

Constante 1,68662 0>00175
072 —0á4597 0,77412
045 3,21062 0,51441
041 1,24579 0,04674

log de la razón de verosimilitudes del modelo 15,66127 con p=
0,00148

salvo

94%.

la estrategia hacia adelante, se llegó a los

de los coeficientes:
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tese II •dos

fórmula de

= 1,68662

24579 x 041)

regresión logística en este caso es:

+ <—0,24597 x 072> + (3,21062 x 045) +

Aplicando

obtuvieron los

esta fórmula a

valores:

cada uno de los grupos,

— Sensibilidad: 62% <8

clasificados como pacientes con

- Especificidad: 92% (23 de

pacientes como pacientes sin EL)

de los 13

criterios de

los 25 sueros

sueros

infección

clasifiar

estarían

por Bb).

ían a los

2.- Aplicando la fórmula de regresión logística a los

pacientes estudiados, se obtienen los siguientes resultados:

- Pacientes con criterios de EL: de los 7 sueros recogidos

al cabo del tiempo de los 13 pacientes, 5 estarían bien

clasificados <sensibilidad del 71%).

- Pacientes sin criterios de EL: 4 de los 14 sueros

clasificaría correctamente al paciente (especificidad del 29%).

- Pacientes con serología positiva falsa: de l¿s 6 sueros de

los 5 pacientes, sólo 1 clasificaría incorrectamente al paciente

(especificidad del 83%).

- Donantes de sangre: de los 20 sueros, 17 estarían bien

clasificados (especificidad del 85%>.

- Pacientes con serología negativa: de los 20 sueros, 18

estarían bien clasificados (especificidad del 90%).

- Pacientes con tuberculosis: 8 de los 47 pacientes estarían

clasificados como pacientes con criterios del CDC (especificidad

del 83%).

En la tabla 3.14 están detallados los resultados

sensibilidad y especificidad del inmunoblot con la cepa Esp-l,

los distintos grupos de pacientes, y mediante los estudios 1 y

de

en

2.

La

ln (p/q>

(1,

se
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INDIVIDUOS

SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD

Estudio 1 Estudio 2 Estudio 1 Estudio 2

Grupo 1
1Q suero
Siguiente
Totalidad

Grupo II
Grupo III

69%
71%
70%
—
—

62%
71%
65%

—
—

50%
33%

29%
83%

Serología
negativa — — 95% 90%

Tuberculosis - - 94% 83%

Donantes
de sangre - — 100% 85%

Tabla 3.14.- Valores de sensibilidad
inmunoblot con la cepa Esp-l.

y especificidad obtenidos en el

En la figura 3.8. se muestra algunos de los resultados del

inmunoblot con la cepa Esp-l de pacientes con criterios de EL,

• donantes de sangre.

ABCD EEG

¡‘~0 U
63-- g
41-j

r19-

kv

H

-l

?1

¡ ¡

Fignra 3.8.- Inmunoblot con la cepa Esp-l de los sueros siguientes:
línea A: paciente con EM, meningitis y polirradiculopatía; línea E:
polineuropatía y lesión eritematosa; línea O: poliartralgias y fiebre; línea
D: síndrome paraneoplásico de pulmón; línea E y F: donantes; línea G y II:
pacientes con IFI y ELISA negativos. A la izquierda se señalan algunos de los
pesos moleculares.
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En las tabla 3.15.

resultados de IFI, ELISA,

clínicas de los pacientes

HL y positivos falsos.

a 3.17 del anexo

serología en el LCR

con criterios de EL.

se detallan los

y manifestaciones

sin criterios de

En las tablas 3.18. a 3.23. se detallan los resultados del

inmunoblot con la cepa ESI de los pacientes con criterios de EL,

sin criterios, de los pacientes positivos falsos, donantes de

sangre, de los pacientes con IFI y ELISA negativos y de los

pacientes con tuberculosis.

En las tabla 3.24. a 3.29. se señalan los datos del

inmunoblot con la cepa Esp-l de los mismos grupos de pacientes

que los detallados con la cepa BM.
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PACIENTES CON CRITERIOS DE HORRELIOSIS DE LYNE
69

PACIENTE

30

SUERO

lEO ELRSA SE6OLOGIA LCR N&NIFESTICTOIES CLINJCAS

CAN 1~G 1<1 [CI TITULO

I
II
34

023
2*

IZO

MR
NR
0.11

NI
NR
NR

NR
NR
NI

013
OIl

22
4

EM, ArtrItis, PoIlietropaOla
liaI~las, auteila, ujueas, v6.lto¡

2 19
201

251
256

>1
>1

>1
>1

Cl
Cl

NI NR EN
Fiebre, artro.iaiglas

3 407
422
5:4
605
320
156
000

64
2041

602
64
64
64

IZO

5.35
1.14
>1
Cl
CI
<3
0.79

NO
<3
Cl
63
IR
NI
NR

NR
>1
>0
IR
NR
NI
Nl

ECl
SIsdro.e grIpal, fiebre, aNtedí

4 472
505
522
545

256
532
532
512

>1
>1
6.32
>1

>1
>3
Cl
CI

<3
Cl
CI
Cl

EM artritis

625
646

251
256

0.15
6.77

<0
CI

CI
CI

—

— —

EH, sesinjítis, polltradicslopatla

£ III
*75

SíZ
256

>1
>1

>1
>3

CI
Cl

El

1 010
III
055
09

tíO,
3024
256
258

>3
>I

.1
1.2

>3
>1
CI
0.91

>1
>1
Cl
0.52

FIS, •euiigilií, polirradiculopatla

¡ 15! <64 CI 00 NR EM

9 699 <64 0.35 CI Cl El

91 207
241
315
6:3

!56
256
256

23

1.01
0.05
1.13
0.09

0
0.11
1.14
0.71

52
0.1
0.00
0.1

EM. Politeuropaíia

ti 390
226
112
410

íOtO
502
256
256

1,36
2.20
2.40
1.11

1.10
.12

1.6*
3.33

0.01
0.06
1.11
0.31

EN

06 III
311

tíS
256

0.40
1.16

1.20
[.30

Cl
0.03

El

322 576 256 1.61 t.63 6.20 EN

333 500 1124 2.60 2.47 0.69 EN, parálisis facial
Artralgias, asleila

III 611
679
III

256
256
256

¡.07
1.01
0.60

6.11
0.70
0.90

III
0.20
0.34

£6, Artritis
Fiebre

314 ¿1
36
NI
13

256
256
250
<64

1.11
3 .30
1.01
0.10

3.02
NR
II
II

6.45
II
UN
NR

20
31
4%
02

64
00
16

EN par¿lEsls facIal bilateral
polírradícuíopaíia

65 20
07

tIl
256

1.10
I.i2

1.11
0.01

0.40
60

II NI El

lo 93
55
99

III
31

Ita
120
tSO
512
£12

CI
CI
0.41
0.53
0.59

Cl
Cl
CI
CI

Cl
<0
CI
Cl
Cl

irírítís, parálIsis facial bilateral
Ilo~ueo aErio.,eutrlcíla,

13 09
II?

£12
tU

>3
>1

II
>1

NR
CI

.~ AittitlO, parálísis facial

II 620
504

¡624
256

¡.64
>1

Cl
CI

CI
CI

ArOritis, lomomeurítís •IItOpl¡

Tabla 3.15.- Resultados de la serología en suero y en LCR, y
manifestaciones clínicas de los pacientes con criterios de BL.
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<continuación)

PACIENTES CON CRITERIOS DE BORRELIOSIS DE ¡NNE
NO NO

PiCIENTE SUERO

IP ELISI

*06 IdO

SEIOLOCIA LCR IINIFESTRcIONES CLINICIS

¡¡6 LCR TITULO

lO 509
Sal
100
126
152
lIS
294
310
ONO
527
691
114
lIS
II!
2*3
III

512 1.10 NI
UIt 0.05 IR
256 0.95 NI
±50 Oíl NR

64 0.04 iR
±50 líO 1.10
256 1.70 0.99
021 0.92 NO
256 III NR
lIS 0.59 NR
25$ 1.14 1.07
256 1.10 II!
021 0.19 1.01

64 1.11 NR
121 0.62 NR
121 0.19 NR

Nl lía Cl Rcrodor.auitis ahíta atréfica
NI 021 CI Aríritio. Pérdida de fuura ea
NR clíturas escapular y pelvíama
NR
NR
CI
t.Ot
IR
NR
NR
0.03
0.01
0.07
NR
NR
MR

II 651 2049 >1 >1 CI $94 2 Artritis, Polimeoropatia
Erípellí cutáíea geteral liada, fiebre,
arlromiaígiag

02 22
IGl
345

2041 1.16 [.46
256 ¡.67 0.0
256 1.19 1.04

1.45 Arrllis, Parálisis facial
1.31 Fiebre
001

64 47
II

256 0.42 0.5
121 <1 NR

0.92 112 CI Rrtrltí, polirradicolopaia
NR

II 43
95
07
56
70
90

256 Cl CI
256 ú.43 Cl
saz oía <í
256 1.75 CI
Z5$ 1.15 CI
512 0.67 CI

Cl 42 CI Artritos
CI Erite.a. parálíslí 051, a.ioíroflas
<o tebrlcula
Cl
Cl
CI

12 II
It?
395

256 >1 CI
250 II CI
256 >1 >1

>1 52 CI loíim fui.
>0 Taqué O cadicarája, fiebre
CI

14 210
201
303
411

t£6 >0 >1
256 >R >1
SI! >1 >1
Sl! >3 >1

CI ¿TI CI IteiIu<l[is
CI tOE 2 Lesiomes cuchen, déficit SeIíttISO
CI 114 Cl ictor
CI 432 Cl

95 27$ 256 >1 Cl >1 Ni NR Artritis. Lesiotes papílo-eriteaatosas
1 Iqusí escier6tlco acráfico

II 360
(II
990
III

7624 >1 >1
1124 >1 >1
1024 >9 >1
1021 >1 >1

Cl 361 >16 ParAltois facial, íeaimgltls
CI III 1 Polirradlcolopatla

III 2 PoIiarRraIgIas
CI

II 750
712
933

1NZ$ 0.67 Cl
424 CI CI

1024 0.09 CI

CI NR NI ArIrItis. Useiuis
CI Urticaria, mialgia, atiesta
CI

t2 1$
II!

44

6024 >1 >6
¡924 >9 >1
902* >1 >9

CI 91 It Rettm<Itts
CI III 6
CI

23 14!
151

Sl! 9.59 CI
920 NR NR

CI 943 9 Nemiaglila, Parílisis facial
NR 05! 2 Poiirradicílopatfa

955 2 AtIro.ial<Ias
lOt <9

2? 272 216 0.95 CI CI NI NN Ieuíi¡itlo, Radículopatla

20 330
362

£12 9.69 NR
SI! 9.10 CI

NR III CI NuaIíjlIl~
CI Fiebre

29 354
III

¿56 >1 >1
256 >1 >1

CI 49± CI Polírra4iculoaesrepalla
CI

3R 36! 1921 9.13 CI CI NO NR NeuIR(iiiN
Fiebre, pollaítrai(ias

It III
434
461

tSE >6 >1
216 >1 >6
256 >1 >1

CI 411 2 PoItrEttIcmI,íeuopatit
>1
>9

Tabla 3.15. Resultados de la serología en suero y en LCR, y
manifestaciones clínicas de los pacientes con criterios de EL.
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(continuación)

PACIENTES CON CRITERIOS DE BORRELIOSIS DE LYNE
NO NO

PACIENTE SUENO

IP! ELISO

CAN l~O

SEAOLOGIA LCR MARIFESTAcEONESCLíNICAS

1(19 LCR TITULO

33 426
451
£7?
1934
300
lIS

0124 1.10 Cl
256 0.50 Cl

54 0.0 NR
0 0.70 NR

¡tI 0.60 NR
[24 1.01 III

CI NR NO Bloqueo atrlove¡trlcular. Cefalea
CI
NI
NR
NR
Ni

3! $63
704

532 >0 >1
256 >1 >1

CI MR NR Ra*iculopasla
CI

39 656
$19
560

256 9.4 CI
256 0.4! Cl

14 CI PR

CI 675 CI lo.omeurIIls uIltiplo
CI 571 CI
NI

90 613
603
125
202
292

512 >1 >1
£12 0.44 0.71
255 1.11 Cl
266 1.2 1.00
tS$ 2.7 1.12

Cl 602 2 Nemi.glOis. Lo.baigiao
Cl
CI
0.)
0.36

4! 73?
761
003

£12 >1 >1
10t4 >1 >2
256 >1 >1

CI 7*5 Cl Folirrídiculoiouropatla. Férula peso

Cl

92 101
710

512 >1 >4
266 >1 >1

CI NR NR OltEitis
CI

44 II?
939

£12 >1 Cl
1924 >1 CI

CI 930 >04 NemlígNias, Polirradiculopaíla
CI 140 >60

45 950
II

256 6.33 CI
532 0.001 0.15

Cl Oíl CI Polimeuropatía.
1.11

41 035
03?

50

250 >1 >1
256 >1 >1
256 >1 >1

Cl 030 CI Memi¡(ee¡cefaliti.. Artralgias
Cl
Ci

50 672 20 >1 Cl CI NR EN Polimeoropatia

52 701
706
?97

Ití >0 Cl
024 >0 CI

O CI NR

Cl 103 Cl Meíiigitís
<2
00

43 23 t56 >1 0.06 líO NR NR Artriils

01 lOO 64 1.03 0.22 4.40 Poilísuropaifa

103 [40 260 .63 0.5 9.43 iR Nl IIoio¡eurltls Níltiple

104 52
179
255

IZO 0.00 0.16
64 1.2 9.1?

029 Cl NR

0.12 HA, Poliíoiropatla
9.3 cefalea
NR

II? 209

252

64 1.94 9.57

69 0.02 NO

[.96 220 2 IleRNígoeucefalltls.
lácuRas poNElfarmes

NR 254 Cl

009 240 266 1.1? 0.5 0.4 299 CI Pollrra*IcoIopalSa

[24 454
461

04 0.90 0.10
255 0.10 0.05

0.1 452 CI PollRehropasla. t.esIéu uritematosa
0.45

21 360 ±56 0.2 0.69 0.33 IR IR Parállílo facía]

450 64? 11$ 0.6% PR NR 144 CI RecEitíl cuneaR, afecttct4í tEtgétIto

140 609
699
733

04
¿II

260 1.51 [.10
256 1.11 .5,
020 0.9 NI
[29 1.11 NR
IZO 9.61 NR

9,37 ¡62 Cl ICemNugitls, Pollusuropatía
0.41
NR
NI
NO

III III Stt ¡ .06 0.09 iii it it ArirILlí

¡59 410 ±56 1.9! 1.20 0.40 4,0 CI ParáilsNs facial de repellci6í

153 766 ¡II ¡.2! 9.66 2.2 NI NO Pollrradicuiopatla

Tabla 3.15.- Resultados de la serología en suero y en LCR, y
manifestaciones clínicas de los pacientes con criterios de BL.
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<continuación)

PACIENTES CON CRITERIOS DE BORRELIOSIS DE ¡NNE
NO NO

PACIENTE SUERO

IFI ELISA

CNN lic

SEROLOGíA LCR NANIFESTACIONES CLIMICAS

1(19 LCR TITULO

[57 232 £12 ¡ .t 1 .Z Oíl 240 CI Neuritis cra¡eai, parálisis facial

lEí 205 £12 1 3.09 106 IR NR Llifucltoaa. PoIlarIralgias

16 271
309
456
919
N61

121 CI CN
532 >1 Cl
£12 >1 >1
255 >1 Cl
t£$ >3 Cl

Ci Artritis. O.erasoler.la
>1
>1

>1

Tabla 3.15.- Resultados de la serología en suero y en LCR, y
manifestaciones clínicas de los pacientes con criterios de borreliosis de
Lyme.

PACIENTES SIN CRITERIOS DE BORRELIOSIS DE LYNE
NO

PICtEITE

RO

SOBRO

IFI EL] SA

GRIS ¡(G

LEROLOBIA LCR ASNIFEUTACIONES CLíNICAS

III LCR T1!Ut.O

26 219
233
NON

2119 >1 >3
512 >1 >1
129 Cl NR

Cl
CI
NI

±20 Cl ruferuedad *eumiíRNuiiamte, nIelopalfa,
a.totrofia, paraparesia espésí Aca,
Nuabaifla

ti 291
333
500

[tI NR NR
±56 iR CA
2196 NR CI

NR
Cl
CI

Nl NI Erupc]ám eriteuatopapulosa descaNatica
circtiada. Fiebre

35 525 255 Cl CI CI ISorfes

16 617
IZO

£12 Ci CI
[ti 0.09 CI

CI
CI

Asnea

39 SIl
759

256 Cl Cl
256 CI Cl

Ci
Ci

tSR 2
934 Cl

Desalel iiNzaciám atrofia •uscular
irtral(ias

43 $51
690

ItA CI Ni
256 Cl CI

NR
Cl

NR NR E¡cierosNs •OltipIe

49 093
932

±56 Cl Nl
64 Cl IR

NR
NR

. Pericarditls CON derra.e penicArdico
Ortrai<ias

II 6719 65 >0 Ci >1 ISorfea

09 214
293
414
£57
515
046
219
±IN
452
£12
RBI

120 NR NR
£12 NR Ni
155 NO NR

04 CI NR
RS Cl Ni
64 Cl Nl

256 1.6 NI
256 1.25 3.3
121 1.49 0.70

64 [.2 ¡.04
0 0.35 [.23

NR
NR
NR
NR
Ni
Al
Nl
Oil
0.9!
2.11
0.11

Psiiartralgiaí, fNebre

65 51£ 256 CI CI Ci 556 Cl

7$ 52%
991

¿5$ NR Cl
26$ NR CI

Ci
Ci

NO 0% Fátbte, celaba

77 lIS
595

£12 NR >1
259 CI CI

CI
CI

lorfea

70 732 255 >1 Cl CI PoIlartraIgIas

05 17 ¡It 1.24 [.40 0.02 70 2 RIpertemsIóm imuracraueol

Nl II
97

512 1.10 1.90
532 1.01 4.61

¡.70
1.90

II Cl E,tler,sli ulitiple. l?traIIla>

09 [$9 256 1.51 2. al 0.92 IR Nl Ezopeilí ehíte.otosa, paresia

Tabla 3.16.- Resultados de la serología en suero y LCR y manifestaciones
clínicas de los pacientes sin criterios de BL.
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<continuación)

PACIENTES SIN CRITERIOS DE BORRELIOSIS DE ¡NNE
NR NR

PACIERTE SUERO

[FI ELISA

GIl [fO

SEROLOOIA LCI MANIFESTICIONES CLIRICAS

I(l LCR TITULO

NI tI! 64 1.6± 9.73 0.64 Esclerosis súltiple

Rl NI

229

64 0.62 9.53

256 9.74 NR

035 COAYIi[ioIes,elcefailtis

NR

94 3?

494

259 0.70 9.73

¡024 i 0.16

0,24 ISORINfIGÍs punuiesla cern cultivo se(alivo.
0.33 Nielopalia

45 30?
356

1124 0.03 0.12
[024 2.04 1.61

0.15 Enotesa reí ce,tro socrático.
9.21 hiooeoteíta facial, paipilacleues,

iuubaifia, fiebre

46 [30 [20 ION GIN 0.66 lorfea

it tío
240

ísi ONZ 0.00
256 0.02 1.41

0.12 Luasteso evasesceute ou guiríaida,
0.11 fIebre, hidrocofalla, artro.ial(ias,

cefalea

INi 2ZS
232

64 1.61 1.70
R2N 6.61 1.13

1.19 Ni OR ISáculos puslolusas dlseuluadas, febrícula
0.11

A Rl 313
405

256 1.50 [.40
266 I.?O ¡.20

0,10 bus.ieiiAizaciárn, ictus
0.04

RIS Si 251 ¡.16 1.63 0.41 [92 CI Cefaha, aselia, aN.eiio 061

lIS 450
7±1

64 0.46 0.41
0024 1.19 .52

0.77 Ni Ni Esclerosis ulítiple
1.13

III 442
UN

SAZ 2*1 0.44
266 2.29 1.10

0.31 470 Cl Pérdida le Nelorla, deseicia
0.05

[27 479
449

121 l.N5 0.05
12N 0.19 0.01

1.01 477 Cl Esclerosis siluipie
1.20

it, 524 t£9 1.17 1.55 1,0£ Nl NR Paraparesia espística

líA 561 256 0.29 NI Nl Nódulos cutáleos

135 639 266 0.40 NI NR Medea

[43 UN
740

23

SI! 2.40 ZIl
Slt 2.30 iSO
50! [.30 1.11

0.14 139 2 DesOída síbagída
0.45
1.51

144 753
60

256 1.31 1.17
255 ¡.52 9.66

9.11 NR IR Fiebre, lesisues cutáNeas isespeclllcas
1.21

046 443 256 1.24 0.69 9.52 - CUsica abifarraia laespecífaca

146 562 256 1 2 9.00 - - Cerslcaijias , lesiás lítrasedular

041 574 256 1.13 A Ii 0.29 Esclerosis sáltaple

INi 501 94 1 [.40 0. Rl Pérdida de sesorta, du.u,cia

151 636 14 u. [2 0.90 0.36 Papulo.áculas uritesatosas

ANt 653 256 u .20 0.79 0.07 Paraparosia espástica boreditario

[55 407 256 ¿.36 1.05 0.11 — Poliarlralfias

050 12$
127
120

ItN ¡.30 9,79
IZO 1.29 NON
64 4.10 NR

0.40 Artratjias, fubrícula, asteaia
9.20
NR

¡54 207 25$ lii iii [.31 Ariralgias

161 205 266 A .9? 1.05 0.12 Artralgias

¡62 ¿II £12 1.10 ¡.60 0.99 — ArIraIgiaN

[63 213 £12 1.10 l.NA 0.20

[94 44 259 ¡.26 0.74 1.07 Esclerosis •éltiple

67 655
III
777

[024 >1 CI
0024 >0 CI
[024 >1 CI

>1 ElasLesa •aculopapuloso jeNenaliZaio
CI
CI

79 744
023

26$ CI CI
256 CI Cl

<3 Eritemas •úitiptís violáceos,
CI poliarttaRglao

Tabla 3.16. Resultados de la serología en suero y en LCR. y
manifestaciones clínicas de los pacientes sin criterios de BL.
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PACIENTES CON SEROLOGíA POSITIVA FALSA
09 II

PACIERTE SUENO

IP] ELISA SEROLOCIA LcR DIAGNOSTIcO FINAL

LCR TITULO4AM IfO R9IS

47 020
07

[05
lOS
502
StO

SO

512
256
256
206

54
[tI
Oil

CI
0.01
0.9
CI
0.7?
0.3
4.33

NR
CO
ORN
SR
NR
II

59

iR
CA
0.21
NI
NR
NR
909

929 >10 brucelosi 5. OFoI i Nemiopal la motora.
99 69 NORII(Ati[IIStoCilania.PolAarIrai4ias
119 >2 fiebre, cefaiea, arirosialgiasO
096 >06
£05 AZí

06 129
[6£
230
250
£02
SIN

025
256
256
256
tSé
020

CI
Ci
CI
CI
Cl
<1

NR
Ci
CO
CI
CI
NR

NR
CI
CI
(0
CA
Rl

¡4 1! Sifllis.lNeíilgitislisfocitariécróuical
±6 92
50 2

57 415
SIl

Z£9
121

Ci
CI

Cl
Nl

Ci
NR

00 iR Fiebre botomosa •ediletráíea

II 201
006

256
512

CI
CI

CI
CI

CI
CI

Sífilis.

6! 309
43

256
tSé

CI
CI

CI
CI

CI
CI

OIR.. ALeolés enileuatosí, solestias
faroleas, psiiartral<iami

05 394
40<

SOlO
[024

>1
>0

>1
>0

CI
CI

305 3250 SífIlis. ONeNiRdiRisO
40£ >06

iB 430
579
603

1124
£12

64

CI
CI
CI

CI
CI
lii

Ci
CI
SR

<Nt 2 Tubercoloslo iafectaciíí retal.
Poiiseuropatla des.ieliuiíaste,
sielopaila dorsal

SN 002 25$ >1 CI CI NR Rl Fiebre 0. Orodocardiiisl

00 702
056

131

024
52
SAZ
512

>1
>1
>1
[.7

>0
>0
1.13
2.13

CI
CI
0.70
[.16

Tubarcolosio. Pericarditis>

75 729 0 >R Ci >0 741 CI Fiebrebotososamedlterrárnea. Aleuiugit¡ui

Ti 742 5 >0 >1 Cl Rl NI Fiebre bocornosa medí terrátea

72 043

4%

Oíl
£12
15$

CI
>0
5.70

NR
0.17
0.15

NR
0.4
0.72

NN4 CI SíNdrome para¡eoplásici polmól.
IPoIINeoropatiaO

40 ZIO
350

t£S
£12

1.11
0.75

CI
0.66

Cl
0.1?

NR NR Fieirebitomooamedi iercéíea .VDRLposi lico

III 203
324
<53

Z£$
512
256

¡.9
1.4
2

0.5
5.1
[.7

0.0
0.4
0.36

- Fiebre bulomosa mediterráuea.

iZO 390
420

±56
64

9.66
0.67

0.69
0.20

0.30
0.00

- TuberculOsis ósea Iparestesiasi

[té 190 SI! 1.04 [.14 1.70 — Momospeleosls ilfecciosa

1!? SIN Itt 1.57 1.50 0.14 IR NR Memlrnfitiscniptocécica

34 630 54 [.23 0.51 9.43 — lulecciós [Ile, Neuií~luis por císdida

150 640 66 1.33 0.40 0.35 lmfecclóm III., Omaculopápilas
en uesalodescasatioas , hebreo

13? 664 Z55 1.77 iR NI Fiebre

HO 595
515

25$
ití

1.01
9.15

0.19
NI

0.14
NR

- Fiebre 4

116 24* 206 1.20 1.20 0.10 SifiLio. IMIelopaita ocr coNpresioíA

3< 454
477

552
SI!

CI
CI

CI
CI

CI
CI

565 N labtosioíarcosa embriomario prisanis.
<II 4 Olidrocefaiiao

loo IZI SI! [.1? 0.03 9.71 222 CI SOudrpse de Eatou-Lambert

Tabla 3.11.- Resultados de la serología en suero y LCR, y
manifestaciones clínicas de los pacientes con serología positiva falsa.
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95 08 00 MI 006
ION 226 372 470 210

711<
720

. . . . .

. . . . .

6319
13*

. . . . .

016 . . . . . . . 0.51

6DM!
60*

. . . . .

. . . . .

609
50*

. . . 0.31 .

. . . 0.26 .

450
45*

.

. . . — . —

<lIS
400

. . — III . •. —

. [OS 0.25 1.00 . . 0.34 . 0.71

1119
31*

. . . . .

. . . . 0.51 1.03

2619
350

. . —

. . . —

3919
341

. 0.20 . . .

. — . . —

lID
III

. . . .

• 0.00 . .

2119
21<

1.20
0.21

los
[90

. — . . .

. . . .

Tabla 3.18.- Resultados del inmunoblot con la cepa B31 de los pacientes
con criterios de borreliosis de Lyme.

(continuación>
PACIENTES CON CRITERIOS DE BORRELIOSIS DE LYME

MANíAS Nl PICIENTE [OS lO II 0! 02 1! 40 90 45
NR SURDO 301 *5 214 2! 090 345 262 202 50

7219
72<

. . . . . . . -

. . . . .

$119
$34

. . . . . . . -

9.47 . . . . . . — —

6019
610

. . . . .

0.07 . . . . . . í.5

SON
sía

. . . — . . . 0.4!

012 . 0.60 — 0.12 . . 0.26

SSMO
¡SG

. - . .

. . . — —

1119
40<

- . 0.36 . 0.23 0.70 0.29

0.75 0.36 9.55 O.[2 0.11 0.23 1.15 0.42 92£

1119
319<

3019
366

. . . - — . . . —

. . - . . . . . 0.35

. . . . .

— . 0.35 . .

3419
345

- . . - - - luz

. 0.24 0.47 9.16 . . . . 0.12

3119
314

. . - . .
— — — . . —

III
lIS

. . . . . 0.13 9.71 —

lIS . 0.33 0.5? — . . 0.25 0.05

III,
19<

. . . - . . . -

. . . . . — . —

Tabla 3.18.- Resultados del
con criterios de borreliosis de Lyme.

inmunablot con la cepa B31 de los pacientes
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Resultados

(continuación)

PACIENTES CON CRITERIOS DE BORRELIOSIS DE LYNE
15015$ NO PACIENTE A] 07 [0) [9 194 107 099 24 [24 [25

NI SUERO ti [lO 040 £2 119 210 200 454 461 250
720
72<

. . . . - -

. . . . 0.3< 0.71 OZI [ti —

621
03<

. . . - — . . . . —

. . . 0.11 9.13 0.46 — — . —

ISIS
006

. . - - - 0.76 -

. . — - - - 9.2! — . 9.12

SON
£001

. . . . - 0.31 . -

. . . . 0.10 . 0.3! — —

<BM
4501

. . . . - . . -

. — . . . .

4519
41<

0.2± — . . . - 1.61 0.10 . 0.90
[.56 0.27 . 9.13 0.10 .93 0.11 0.49 [.50 [.2!

INI
350

3619
300

. — . . . . R.ZN

. — . 9.50 . .

. — . . . . [.53 . . —

. . . . . 0.63 0.!? —

340
350

0.24 . . . . . . . 0.11
0.4* . . - — 1.11 . 0.31 — 9.00

lío
30<

. -

— . 0.45 . . —

0.32 - 0.76 0.40 0.09 006
0.3I . 0.03 1.50 021 0.11 0.00

219
21<

ORN
[90

Tabla 3.18.- Resultados del inmunoblot con la cepa B31 de los pacientes

con criterios de borreliosis de Lyme.

PACIENTES SIN CRITERIOS DE BORRELIOSIS DE LYHE

IANDiS 59 PACIENTE 85 06 06 NO NR II 04 04 05 05
NR SOERO 17 68 97 059 tít Iii 307 444 207 306

=
720 . . 0.12 — . .
12< . . . . . .

. . . . . . -

. . . . . . — . —

áIM
63<

. . . — . . . . -

. . . . . .

SIN
600

. . . — 1.52 .

. . . . . .

5019
500

. . . . 0.93 . . . 0.1*

. . . . . . . oit

459<
450

. . . . . .

. . . . . .

<II
400

. 0.33 . — [.51 - . . . í.ío

[.19 . 0.07 Otí . . . . 0.11 0.30

¡Oil
¡NG

. . 8.20 . . -

. . 0.14 0.76 — . . —

369
366

. . — . . —

. . oto - —

7*9
144

. . . . 1.11 — . . — 1.14

. — — . . . . . 0.5* 4.35

3119
3001

. . . . . — . . . —

. . — . — —

tíl
tíO

— 9.12 — . . . . . s.s:

9.14 — — 1.10 . - 0.14 0.t£

lIS
¡*0

- . . . - . . . -

— — . . . . . —

Tabla 3-19.- Resultados del
sin criterios de borreliosis de Lyme.

inmunoblot con la cepa B31 de los pacientes
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ReSultados

<continuación)
PACIENTES SIN CRITERIOS DE BORRELIOSIS DE LYHE

509005 OOPOCIENTE 06 lOO III 000 ION [3 013 lIS MIS [IR
000 SUFRO ¶30 10< 205 124 251 313 NOS III 45< II!=

uN . . . . .
IZO . . . — . —.
6219 . . . . - .
63< . — *7< Ial — . ...
600
600

. . . . .

. . . . . .

Sf8
500

*519
*50

409<
000

0.21 - . . . .
. - 0.61 . . .

. . . . — . -

. . . . . . . . . —

0.12 . . . . . —
.20 — 1.01 O.IN . . . . — 0.70

3190

JAN
HC

3419
140

319
3100

. 1.50 — . . 1.57 . 0.73 0.30 —

. . — . . .

. . . - - .

0.11 . . . . .
0.22 — . . . .

. - . . - .

. . . . . —

0.15 . . . - i.7é . 0.50-
. . - . 0.3? . 0.60 —

iON
ZIS

ION
loo

Tabla 3.19.- Resultados del inrnunoblot con la cepa B31 de los pacientes

sin criterios de borreliosis de Lyme.

(continuación>

PACIENTES SIN CRITERIOS DE BORRELIOSIS DE LYME

SANIOS 00 PACIENTE 12[ 60 00 60
NO SUERO 470 250 298 462

. . . . . .

. . . . . .

121<
iZO — . 4.19

6389
630

501<
500

£089
£00

. . . -

. — 0.11 9.tO

— 0.17 0.04 0.24

- 5.10 0.17 0.4!

¿SN
*56

— —

—

41IS
400 3.14 [lA 0.73 RON

31989
31<

. . . -

— — —

iSA!
154

. . -

HM
3*0

. —

— 9.24 0.41 0.119

3119
350 —

tIRE
200

- -

. . 9.13 -

5989
[90

. . -

. . —

Tabla 3.19.- Resultados
sin criterios de borreliosis de Lyme.

del inmunoblot con la cepa 831 de los pacientes
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Resol ladeo

PACIENTES CON SEROLOGíA POSITIVA FALSA
BANDAS SO PAcIENTE 97 62 54 It II III III

NO SUERO ION INI O £ 30* 2N3 01*
7284
72*

038
4301

. . . . . 1.13 —

0.16 — . . . 9.14 —

. — . . —

0.10 0.70 -

6*84
600

. . . -

0.07 . 0.17 • —

SOIS
£84

*519
45*

. . . -

- - 0.34 — . —

. — -

. . —

SIIS
9001

JAN
¡NO

369<
3001

. — OZ) — — 0.57 1.17

0.06 - 0.09 O.[0 . 0.47 0.33

- . . — . —

- . . . . -

— — . . —

- — . -

3489
7*01

[lIS

- . . - -

0.0* . . — . . 0.14

. . .

- . . .-

tIN
ZIé

• 8.NO . . . 0.52

— 0.45 1.19 1.18 . 0.44

0489
11*

. . .

— . .

Tabla 3.20.- Resultados del inmunoblot con la cepa 831 de los pacientes
positivos falsos.

(continuación)

PACIENTES CON SEROLOGíA POSITIVA FALSA

RANMAS 1 NO PACEENIE III IZO líO Ité 3* [00NO SUElO 453 340 *20 40 *5< aZ
128
ItO

- . . . - -

9.24 — — . 0.21 —

638
<3*

. .

0.07 —

<08<
$14

. .

. . — . —

509<
SIC

. . -

0.35 . . — -

4384 - . . - . -
— — . —

SIDO
4101

. . . [.44 1.11 —

0.90 9.00 4.[I 0.21 0.44 —

3AM
1001

. . - . -

. - 0.54 -

3619
360

. . —

. . — — —

248
24*

- - - - -

— — — — 0.31

IRIS
3301

. . . . . -

0.95 . . . . —

2319
ZIO

. . . . 1.00

8.16 0.17 — . 8.15

ORN
loa

. .

. . — —

Tabla 3.20. - Resultados del
positivos falsos.

inmunoblot con la cepa B31 de los pacientes
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letul tados

DONANTES DE SANGRE
BAMBAS NO 0 3 5 4 lO II 1£ 06 II ¡9
1289

724
639<
62<

. . . . . .

. . 027 - III 0-22 0,1£ . . —

. . . . . . . . . ORO

16£ . . . . — —

6089
$001

SRM
500

. . . - 0.27 -

. . . . . .

. . 0.25 - 0.26

— 4.16 0.05 — - O.t4 0.24

4584
S£01

- . . . . .

. . . . . — . . .-

4019
400

. . . . — [.9* . . 0.38 0.23

0.75 0.21 . 0.25 - 0.11 0.30 0.16 0.30

3089
305

. . . - - 0.2! -

. . . . — — 0.03 —

3619
3601

. . — . . . . —
— . — . - . . . —

349<
34*

¡[¡4
3101

. . . — - 0,7* — . 0.2)

— . 0.30 . — 0,30 . — 0.08

. . . . - — - - 4.00-

. . . . . . .

209<
21*

00)!
¡Oc

— . . . — 0.33 . . 0.90 *28

— 0.04 . . — 0.07 0.03 0.06 0.05 0.01

. . . . .

. . . . .

Tabla 3.21.- Resultados del inmunoblot con la cepa 831 de los donantes
de sangre.

(continuación)

DONANTES DE SANGRE
RANDAS 00 00 tI
729<

72* — 9.43

6284

53<

— —

IBM

60<

SOIS

SMC

- -

<SN

45*

— —

4119

01< 0.1I —

3084
3801
3519

35*
3484
3401

. -

3184
30<

. -

ti”
2101 . —

lis
lié

— —

—

Tabla
de sangre.

3.21 - Resultados del inmunoblot con la cepa 831 de los donantes
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les oLtados

PACIENTES CON SEROLOGIA POR lEí Y ELISA NEGATIVA
006055 09 59 76 II OIR OtO 147 222 lOt 276 30*
7219

72S
5)84
63*

$084
loo
5084

50*

4519

40*

419<
47*

— —-

0.09 — — 0.1? — 2.72 . . 2.5)

. . . . . .

0.07 — . . . .

- - - - - . .-

. . — . — 0.11

0.08 0.5 —

. . . . . . . . —

. . . . . .

— . . . . . . . —

G.[2 . 0.21 059 . ION 2.50 1.51

INII
INC

3684
7501

3419
39*

aIRE
310

. . . . . .

- 0.20 . . . . ..-

. . . . . . ..-

. . . . . .

. . . . — .

[.0) . . . O.))

. - . . . . -

. . . — — — . —

ION — . - 0.05 - 5.19
0.07 - . 0.20 - .

tIRE
210

099<
0501

Tabla 3-22.- Resultados del inmunoblot con la cepa B31 en los pacientes

con serología negativa por ff1 y ELISA.

(continuación)

PACIENTES CON SEROLOGíA NEGATIVA POR lEí Y ELISA

flNIAS 8*2 331 350 )SN

- - -

. — . . —

HM
72*

. —

—

6184
<3*

6019
¡9*

£OM
50*

—

. —

. —

4£)!
9501

. -

. . —

*119
OtO

2

2.4! 4.29 tOS

3*19
180

. —

3684
¡$4

- -

. —

149<
34* — —

auN
OIR

. — —

. -

¡084
tío

- -

—

IOM
[90

. . —

. —

Tabla 3.22. - Resultados del inmunoblot con la cepa B31 de los pacientes
con serología negativa por lEí y ELISA.
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*05*0 lados

PACIENTES CON TUBERCULOSIS
BARBAS 99 2 3 9 5 1 4 5 6 22 ±3
729<

72*

. . . . . . . -

. . — . 0.0* — 5.69 —

6319
63<

. . . . . — - . . —

0.03 4.21 1.17 . —

600<
60*

- 0.04 . . . . -

. . . . — . . . —

SOM
OIt

. . . . . .

. . . . . . . — -

<584
4601

- . - . . - . -

. . 9.011 . 200.50 [7.17 — —

<[0<
*1*

1,15 . . . — 3.9* — . . —
0.00 [.25 — 0.10 . . — [98.9<4 1.29 *7*

3*84 . . . . . .

— . —

308
2601

. . . . . . — —

. . . . - - . o.±s -

3<84
34<

. . . . . . - . . -

. — . . . .

¡IR
10*

. —

— - —

219<
21*

0.15 2.02 . . a.:!
0.01 0.02 — . - 13.14 - . —

98
9*

. . . . . . -

. . . . .

Tabla 3.23.- Resultados del inrnunoblot con la cepa E31 de los pacientes
con tuberculosis.

(continuación)

PACIENTES CON TUBERCULOSIS
BANDAS NO 24 25 24 27 30 32 35 )6 lA 40 45
7219

71<

. . — . . . .

9.03 . 0.04 . . . . . . 0.12

<31<
oa*

. . . . . . . . — —

— 0.03 0.13 — . . . — 1.58 0.02

*019
600

. — — — . — . . —

[.004 . — — — . . . — — —

SIN
59*

. . . . . — — — — . —

. . — . — . . . — —

4584
<501

. . . . . . -

0.01 . — 1.9! - [.15 . . 0.11 . 0.00

SIM
41*

. . . . - . - . . . —

0.004 0.12 0.92 — 0.02 - 0.004 14£ 0.0< . —

3*19
31*

. . . . - . .

0.04 . — . . . . . — . —

3é84
3501

. . . . - . . . -

0.03 . — . . .

7484
3*4

. . . . - . . . . -

— — . . . . . . . —

219<
31*

. . . . . . .

. . — — . . . . . . —

tu)!
11*

. . - . - . - - . -

. . . . — . . . —

149<
1401

. - - . - - .

. — - . - . . . —

Tabla 3.23.- Resultados del
con tuberculosis.

inmunoblot con la cepa B31 de los pacientes
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Resul lados

PACIENTES CON CRITERIOS DE BORRELIOSIS DE LYME
BANBAS 1 NO PACIENTE 7 97 *7 48 48 *05 [05 04 Al Nl

NO SUtil [£1 !S0 JIS 048 1t5 171 361 05 t2 [9*=
72* [$2 . 4.0! 0.32 tIC 0.4A
52*

60<

500

45<

*0*

)56

0.000 [.72 .12 0.67 0.51 . ¡.54 9.72 0.999

. 1.45 0.45 • .55 0.67 0.00

2.16 2.16 — . .60 . l.G[

- 2.2 2.20 . . 0.007 . 0.02

5.47 1.65 [.65 0.12 2)4 0.08 2.79 1.1) 0.03 0.26

— . . . . - - 0.01

— . . — .

35* 2.69 — . . . . . . —

31* 0.15 . — — 0.25 2*3 . 0.0) —

lié . . . — — .

— . 0.03 0*0 0.05 . 007 —

BARIAS NO FACIlITE Nt *1 40 *5 Nl [01 [06 824 [±4 [25

NO SUElO 145 262 242 50 [IR tAl 298 45* ¿$1 366

Tabla 3.24.- Resultados del inrnunoblot con la cepa Esp-l de los
pacientes con criterios de borreliosis de Lyme.

(continuación)

PACIENTES CON CRITERIOS DE BORRELIOSIS DE LYNE

72* — — . - — — 0.01 8.08 1.10 0.4!

63* 0.11 — . — aus 15£ 0.44 !.t[ 1.05 [.04

60* 0.0< — — . 1.04 0.07 . . 8.55

590 . . . . . 7.4< O.IS — . 0.01

55* — . .18 . . 0.70

41< 2.36 0.43 — 0.50 8.44 Rl) 9.5! J.69 3.21

¡0< . . . - . . . . . —

350 . . — . . . — . —

~3*01 - . — — . . . — . —

alo . . — . 6.96 0.44 . t.t4 2.57 0.90

2*4 . - — . . . — . ——

19* 0.17 — — . . 1.10 . 6.0006

Tabla 3.24.- Resultados del inmunoblot
pacientes con criterios de borreliosis de Lyme.

con la cepa Esp-l de los
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OesuI lados

PACIENTES SIN CRITERIOS DE BORRELIOSIS DE LYME
RANDAS RO PACIENTE 85 85 19$ Al 95 97 Ni 00 001 [*4

l~~ ~ 77 69< 97 [$4 307 J£S 033 ±05 209- 124
72* . — [.9* 19,95 . . 0.04 . . [.47

53< 0.019 — 0.009 I.¿i 0.76 0.95 0.819 1.55 0.69

$901

50*

*5*

[.44 [.78 — 3.45 0.04 . — . [.5!

I.ét 0.04 IZO 0.44 0.07 3.95 . . 0.0<

3.65 01£ [.97 0,0) [.05 44 - . . 4.47

lIb

7801

36*

35*

1101

±1*

3,03 0.02 2.21 1.57 [.10 2.12 2.31 0.2% 1.90 1.22

. . . . . . -

. . — . . .

. . . . .

0.11 - . 0.04 4.03 4.27 -

. . — — . . . . —.

0.499 . 4.08 0.0! — *006*90

Tabla 3.25.- Resultados del inmunoblot con la cepa Esp-l de los

pacientes sin criterios de EL.

<continuación)

PACIENTES SIN CRITERIOS DE BORRELIOSIS DE LYME

BANOIS 1 NP PACIENTE 113 [1£ 60 60

NO SUERO 333 *50 240 ¿St

720

510

0.003 [.05 . 0.07

0.41 4.04 1.15 IAl

SAO 3.93 9.07 —

504 . 0.103

45< . 0.54 . —

40* 0.495 !.SN 2.01 lIS

1001

3601 . . . -

34< . - —

100 9.001 1.41 ¡.38 3.37

±101 — . —

010 . 0.04 9.43 1.1<

Tabla 3.25.- Resultados del inmunoblot con la cepa Esp-l de los

pacientes sin criterios de borreliosis de Lyme.
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Resultados

PACIENTES CON SEROLOGíAPOSITIVA FALSA

%hOlbS NS ORIENTE $2 $9 III 111 020 12$
NO SUERO 384 0 5 203 .224 420 00

72* 0.01 [£6 0.77 0.04 [.04 — 0.21

630 2*! 0.47 [.37 [.57 —

600 — . 0.8* 1.12 . 0.3

60* . *56 — . . . 0.017

460 . — . . . . 5.19

40* SA! 0.6< 5.05 0.046 SSS — 0.56

38* . — . . —

35* . . .

3*0 . . —

31* — 0.50 0.01

loe . . — - —

íoa . . . 1.16 0.00 —

Tabla 3.26.- Resultados del inmunoblot con la cepa Esp-1 de los
pacientes positivos falsos.

DONANTES DE SANGRE

RANDAS NO 0 3 * 7 0 0 00 II 2 II 04
72* — — . 0.22 — . — 0.11 5,5* [.53 0.4!

$30 [.15 - . 1.35 0.36 1.10 . — 0.58 1.60 0,7£ [1

IRé

50*

. . . . . — . —

- — 0.49 0.05 . — — — — —

450

40*

. — 0.!6 0.24 . - — —

. 2.73 2.49 2.!! — 0.03 0.17 . . — —

394 — . laR 0.13 — . — — — .-

35* . . — — . . — — — — —

1*01 — . . .— . - . - . . —

3*0 — . . — — . . — —

— . . . . . . —

0001 — . — - — . . . . — 0.29

Tabla
de sangre.

3.21c Resultados del inmunoblot con la cepa Esp-l de los donantes
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Ron [GaGes

(continuación)

DONANTESDE SANGRE

156006 NO 0£ 0$ 07 it 13 II
tU 0.30 4.15 9.70 . 5.03 —

11* 0.51 0.03 0.13 OSO 0.04 0.0!

01* . . . . . 0.02

£00 — — — — — 0.01

9 . .

tío - . — - 4.01 -

10< . .

3001 .

14* . .

II. .

731 . . —

Tabla 3.27.- Resultados del inmunoblot con la cepa Esp-l de los donantes
de sangre.

PACIENTES CON SEROLOGíA NEGATIVA POR IFI Y ELISA

BiABAS 59 76 III i*7 03 319 24=
7201 0.35 . . 5.05 0.080 0.14
63* 2.31 . 0.0! . 0.05

SSS — — 1.39 • . —

£001 - 0.0? —

*5* — . 0.0[ - -

¿íd .07 [.65 — — 9.494

39* . 1.51 . . —

Jés . .

3*01

31*

2101

19<

. . . — —

. . . . —

. . —

— . . —

Tabla 3.28. - Resultados del. inmúnoblot
pacientes con serología negativa por IFI y ELISA.
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PACIENTES CON TUBERCULOSIS

BAIlAS 80 2 3 * 5 7 8 0* 5 II 11 1)

lIS

62<

£001

£001

¿5*

*1*

0.G[ — - — 0.16 0.00 0.12 5.22 2.68

0.115 . — 0.1* . . 1.)! . 4.70 0.23 0.41

7.3< - ~7 . . . .

- . - . . . — . -

5.05 - . . - . .

0.0) OZA 0.10 0.2! 0.01 7.60 — 9.56 0.6a —

2N0

3001

. . — . — oíl —

. . . . . .

34*

aí*

tAO

. . . . . . .

. . . . . . —

. . . . — .

. — — — . . . —¡4*

Tabla 3.29.- Resultados del inrnunoblot con la cepa Espl de los

pacientes con tuberculosis.

<continuación)

PACIENTES CON TUBERCULOSIS

RiADAS 05 [4 II 06 17 II [0 20 II 22 23 24

7201 413 6.64 0.14 0.16 0.54 0.07 0.61 0.23 1.95 t.*t

636 6.34 2.75 . 2.47 ±77 [.20 4.34 0.45 0.03

60* . . — — . — . . — —

5901 . — . 9.14 . . . . . —

*5< — 3.34 . 0.94 - . .

543 . 0.02 . . . . 0.04 2.43 !.[7

30* . 0.10 — — — . . . — . —

76* . . — . . . .

34* . . . . — — .

3101 . — . — 8.94 — . . 9.0* —

tío . — . — . . . . — —.

[4* . . . . — — — . . -

Tabla 3.29.- Resultados
pacientes con tuberculosis.

del inmnnoblot con la cepa Espl de los
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(continuación)

PACIENTES CONTUBERCULOSIS

000005 ¡¡00 25 26 ¿9 JO 32 33 74 35 J4 40 4!
72* 0.80 1)) . 0.11 0.02 . 0.109 1.03 . 0.03 [.80

¡3* ¿.7* 27£ 4.57 0.75 9.85 0.08 0.71 OIR 2.2* í.2i 16$

4.01 — . —

51* . . . — — . .

45* . . . . . . . 0.0*2

0.50 RAS - . tao

36< . . — . . . . . . —

39* . . . . . . —

aío — . . — . . - 0.02 0.05

ata . . . . . .

04* . - . — . . .

Tabla 3.29.- Resultados del inmunoblot con la cepa Esp-l de los
pacientes con tuberculosis.

(continuación)

PACIENTES CON TUBERCULOSIS

BANDAS 1 Nl 43 44 *0
726 — 6.72 ¡.5!

63* — . 1.64

$001 . — —

5001 . . [.77

46* 9.11 . —

4101 . . —

38* . . —

36*

14* — —

71* .

¿[01 —

¡19< — — —

Tabla 3.29. - Resultados del inmunoblot con la cepa Esp-l de los

pacientes con tuberculosis.
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El diagnóstico de certeza

establece con la recuperación del

enfermedad, a partir de muestra

mediante su visualización directa.

Bb. el porcentaje de recuperación

de un proceso infeccioso

microorganismo causante de

s clínicas del paciente,

En el caso de la infección

de la espiroqueta a partir

líquidos orgánicos está entre el 2 y el 6%, y

biopsia cutánea del borde del EH, entre el E y el.

se debe al escaso número de espiroquetas exi

diversos órganos (106> y a la posibilidad de que

tenga una presencia corta en la sangre (107).

antibiótico previo a la toma de la muestra

interferir en la recuperación de la espiroqueta

de cultivo BSK II es un medio muy rico en nutrient

el crecimiento de otras bacterias u hongos, lo

productivo el cultivo de las muestras por la

se

la

o

por

de

a partir de la

45% (106>. Esto

stentes en los

la espiroqueta

El tratamiento

clínica puede

(149). El medio

es que favorece

que hace menos

posibilidad de

contaminación. Las borrelias son gérmenes de crecimiento lento,

dividiéndose aproximadamente cada 12horas (67). Ello implica que

el cultivo de este microorganismo en muestras de pacientes.

incluso cuando se logra, precisa demasiado tiempo (de 2 a 3

semanas) para ser útil en el diagnóstico. En nuestro estudio, el

resultado del cultivo de muestras clínicas para el aislamiento de

la Bb ha sido negativo. El bajo número obtenido de muestras, y la

alta proporción de muestras de pacientes que había

antibioterapia (8 de las 20 muestras eran de pac

tratamiento previo) podría explicar tal resultado.

conocimiento de la infección por Bb en Espafla, conduc

clínico la sospeche en pacientes en los que no haya

otra etiología que pueda justificar los síntomas

muestras de los pacientes se hace cuando ya

tratamiento, lo que probablemente impida la reo

microorganismo. Debido a que la biopsia cutánea del

n recibido

ientes con

El escaso

e a que el

encontrado

La toma de

han recibido

uperación del

EH parece ser

la muestra

aislar la

necesidad

estos de

española

necesario

más rentable,

Bb a partir

de Insistir en

pacientes con

de Bb. Dada la

un laboratorio

y dado que en Espafla no se ha conseguido

de muestras clínicas, se impone la

el cultivo de muestras procedentes de

EM para la recuperación de la cepa

baja rentabilidad del cultivo, sería

de referencia encargado del cultivo de
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estas muestras para aumentar la probabilidad de aislar la Bb.

La baja sensibilidad del cultivo para el aislamiento de la

espiroqueta hace que el diagnóstico de esta infección se base

fundamentalmente en la serología. Como sucede en otras

enfermedades diagnosticadas mediante la serología, la valoración

clínica, con exclusión de otras etiologías, es esencial. La

infección por Bb produce una gran variedad de síntomas y signos,

en muchos casos inespecíficos, que pueden conducir erróneamente

al diagnóstico de esta enfermedad, cuando no se trata de ella.

Hemos basado la valoración clínica de los enfermos en los

criterios del CDC parcialmente modificados (145) para ser más

estrictos y homogeneizar los criterios. Hemos incluido la

acrodermatitis crónica atrófica y el linfocitoma, pues en Europa

se ha demostrado claramente la asociación entre estas entidades

y la HL (19). Es importante insistir sobre la existencia de unos

criterios clínicos en los que basarse para diagnosticar casos de

infección por Bb, con fines epidemiológicos y de valoración de

técnicas (145). La utilización indiscriminada de las técnicas

serológicas para el diagnóstico de esta infección, conduce al

aumento en el número de falsos positivos. Por otra parte, tampoco

se pueden desestimar desde un punto de vista terapeútico los

casos con serología positiva para Bb pero sin criterios EL, por

la posibilidad de la existencia de manifestaciones clínicas de

infección por Bb atípicas o desconocidas.

Siguiendo los criterios del CDC parcialmente ampliados hemos

clasificado los pacientes con serología positiva para Bb

dependiendo de si cumplían o no los mismos. Hemos considerado a

los pacientes con serología positiva pero con otra etiología que

pudiera justificar los síntomas como positivos falsos. Dado que

el cultivo no es productivo, hemos utilizado la clínica del

enfermo como “gold standard’~ para la valoración de la serología.

Para el estudio de la serología, hemos obtenido un total de

1991 muestras <sueros y LCR) correspondientes a 1500 pacientes,

entre Enero de 1987 y Diciembre de 1992. De estos pacientes, 136
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tuvieron serología positiva y 64 de ellos cumplían criterios de

HL. El número de pacientes diagnosticados fue aumentando con los

años, alcanzando un pico máximo en 1989 para comenzar a decrecer

después (7 en 1987, 13 en 1988, 19 en 1989, 12 en 1990, 9 en 1991

y 4 en 1992). El número de muestras

obteniéndose 160

1988, 1989, 1990,

de los pacientes

los años puede

captación de caso

siguientes años.

enviar muestras

después. Además,

siguió una curva similar

352. 439, 373, 395 y 273 en los años 1987,

1991 y 1992 respectivamente. Esta distribución

diagnosticados de infección por Bb a lo largo de

ser debido a varias razones. La campaña de

s comenzó en 1987 y se mantuvo durante los dos

A partir de entonces los médicos comenzaron a

obteniendo el mayor número de ellas dos años

con el diagnóstico en nuestro laboratorio de

casos provenientes de otros hospitales de España, comenzaría la

puesta en marcha de las técnicas serológicas en otros

laboratorios, lo que llevaría al descenso en el envío de

muestras.

La mayor parte (64%) de los enfermos con criterios de HL

procedían de hospitales del centro de España: 32 casos de Madrid

y 10 casos de las provincias más próximas (3 de Segovia, 2 de

Avila, 1 de Valladolid, 3 de Guadalajara y 1 de Badajoz). El 23%

de los pacientes eran del Norte de España: 8 casos de Asturias,

4 de Barcelona y 2 de La Coruña. Hubo un 5% que procedían de

hospitales del Sur de España (3 de Málaga y 2 de Córdoba). Por

último un paciente (2%) era de Badajoz y uno de Valencia <2%).

Estos resultados pueden estar sesgados por el mayor contacto

tenido con los hospitales a los que pertenecían los pacientes con

serología positiva- De hecho, en el grupo de 100 pacientes con

serología negativa estudiados como control negativo, el 55% de

ellos procedían de Madrid, y el resto estaban distribuidos con

frecuencias similares a los casos diagnosticados de EL- A pesar

de ello, la procedencia de nuestros casos concuerda con la

descrita por Anda y cols. en la menor frecuencia de casos en el

sur de España que en el resto de la península (150).

Se impone la necesidad de estudios epidemiológicos que
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delimiten las zonas endémicas y donde el índitrde sospecha deba

ser mayor. En España se han realizado estudios de seroprevalencia

en La Rioja (151), donde el porcentaje de individuos con

serología positiva para Bb estaba entre el 3% y el 30%. En esta

misma provincia se hizo un estudio por inmunofluorescencia con

garrapatas Ir en el que el 11% de las garrapatas fueron positivas

(80>. En Sevilla la seropositividad en pacientes sin

sintomatología de infección por Bb era del 1.3% (152) y en

Valladolid del 10.5% (153). En nuestro estudio hemos tenido casos

de BL en otras provincias de España en las que sería interesante

conocer la seroprevalencia para la mejor valoración de las

técnicas serológicas.

La edad media de los pacientes con serología positiva fue de

43 años, correspondiendo ésta a la edad del hombre medio activo.

Por otra parte el 65% de estos pacientes eran varones y el 35%

mujeres. Se observaron diferencias estadisticamente

significativas en cuanto a la distribución por sexo con respecto

al grupo de pacientes con serología negativa utilizado como

control, en el que la proporción de varones fue menor (42%

varones y 58% mujeres). La mayor frecuencia de varones en el

grupo de pacientes con serología positiva puede ser debida a que

probablemente son éstos los que pueden tener mayor exposición al

vector por sus salidas al campo o por actividades como caza, etc.

La mayoría de los pacientes con serología positiva procedían

de servicios de Neurología (36%>. Le seguía los servicios de

Infecciosas y Microbiología (32%) y los de Dermatología <14%>. El

Servicio de Medicina Interna envió al 9.5% de los pacientes. El

grupo de pacientes con serología negativa (control negativo> tuvo

una distribución por servicios médicos similar, no encontrándose

diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos.

Esto haría suponer la mayor concienciación por parte de los

neurólogos de la existencia de esta enfermedad, y por lo tanto la

probable mayor captación de casos procedentes de estos servicios.

La picadura de garrapata, el ambiente rural y el contacto
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con animales son los antecedentes epidemiológicos más frecuentes

en los tres grupos de pacientes con serología positiva para Bb

(pacientes con criterios de EL, pacientes sin criterios y

positivos falsos>. Sin embargo, sólo el 51% de los 136 pacientes

con serología positiva tuvieron datos epidemiológicos que

justificaran la sospecha de EL. El carácter retrospectivo en la

valoración de los casos clínicos y por tanto la falta de

interrogatorio dirigido a este respecto podría justificar la baja

frecuencia de antecedentes epidémiológicos en nuestros enfermos.

No hubo diferencias estadísticamente significativas en cuanto a

la epidemiología entre los tres grupos de pacientes con serología

positiva. Por ello, no podríamos descartar que la seropositividad

en los pacientes sin criterios de EL y en los pacientes positivos

falsos pudiera ser debida a una infección asintomática por Bb,

aunque ésta no sea responsable de su clínica, y que pudiera

justificar parte de las reacciones cruzadas con otras

enfermedades. Es muy probable, por otro lado, que entre los

pacientes sin los criterios de EL existan individuos con la

enfermedad -

Entre el grupo de pacientes con serología negativa (grupo

control> y el de pacientes con serología positiva <136 pacientes)

se observaron diferencias estadísticamente significativas en

cuanto a la frecuencia de picadura de garrapata (mayor en el

segundo grupo>, pero no en cuanto al ambiente rural y el contacto

con animales- La falta de interrogatorio por parte del clínico en

algunos casos y la falta de este dato en otros podría sesgar

estos resultados. A pesar de ello, el antecedente de picadura de

garrapata podría ser un dato muy importante, pues en nuestra

serie sólo el 16% de los pacientes recuerdan picadura de

garrapata coincidiendo con lo descrito en la literatura en que

menos del 50% lo hacen (154).

La infección por Bb produce manifestaciones cutáneas,

articulares, neurológicas y cardiológicas. De los 64 pacientes

con criterios de BL, 20 (31%> presentaron manifestaciones

cutáneas. Hubo diecisiete casos de EM (27%). Este número de casos
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coincide con lo descrito en Europa, donde el porcentaje de

pacientes con EM oscila entre el 12-7% al 60% (155), mientras que

es mucho menor que el de EEUU (del 60% al 80%). Por otra parte,

Anda y col.(15O) recogen 9 casos de EM y hacen una revisión de

los casos publicados en España llegando a ser un 26% los

pacientes con EM. En nuestro estudio, diez de los 17 pacientes

(59%) con EH presentaron esta lesión como única manifestacion.

Hay que tener en cuenta que la escasa sensibilización hacia la

enfermedad de los dermatólogos puede hacer que se diagnostiquen

menos casos de los que realmente existen. Por otra parte el

tratamiento antibiótico en este estadio de la enfermedad puede

evitar la progresión de la misma, por lo que habría que insistir

sobre la concienciación por parte del clínico de la existencia de

esta infección. Ha habido dos casos de ACA y un caso de

linfocitoma. Hemos incluido estas manifestaciones como

maniestaciones cutáneas de la infección por Bb a pesar de no

cumplir los criterios del CDC porque aunque estas lesiones son

muy poco frecuentes en Estados Unidos, en Europa se han

relacionado claramente con esta enfermedad (156>.

El número de pacientes con artritis ha sido del 28%. Este

número es más elevado que el encontrado por Anda y col. (150), en

que sólo un 7% de los pacientes padecen artritis, e incluso más

elevado que lo descrito en Europa, en que la incidencia de

artritis está entre el 0.7% y el 24% (155). A diferencia de lo

ocurrido en Europa, en EEUU la artritis es la manifestación más

frecuente de BL.

Las manifestaciones neurológicas aceptadas por el CDC han

afectado a 40 pacientes (62.5%), siendo así la mayoría de los

pacientes con infección por Bb en nuestro estudio. Este dato

coincide con la incidencia de este tipo de manifestaciones en

Europa, que está entre el 18.3% y 62.1% (155), mientras que en

EEUU la frecuencia de manifestaciones neurológicas es menor (99).

La mayoría de los pacientes con serología positiva procedían del

servicio de Neurología, por lo que estos resultados podrían estar

sesgados por la mayor concienciación por parte del neurólogo en
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la existencia de esta enfermedad. Sin embargo, en el grupo

control de pacientes con serología negativa la incidencia de

manifestaciones neurológicas fue inferior de forma

estadísticamente significativa a la de pacientes con criterios de

BL. Por ello pensamos que ese sesgo posible no ha influido en la

frecuencia de manifestaciones neurológicas. Sólo 13 (42%) de los

31 pacientes con manifestaciones neurológicas a los que se

realizó serología en LCR resultaron positivos, indicando que

probablemente la serología en LCR tiene una sensibilidad baja en

pacientes con algún tipo de manifestación neurológica.

El porcentaje de afectación cardiológica ha sido del 3%.

Este dato también coincide con la literatura europea en la que se

describe que la incidencia de carditis está entre el 3% y el 6%

(155)

En Europa, se han diagnosticado con mayor frecuencia las

manifestaciones neurológicas y con menor incidencia las

articulares. Los casos de ACA y linfocitoma son bien conocidos.

En América. sin embargo, ha habido más casos de BL con

manifestaciones articulares y menos frecuentes han sido las

neurológicas. Las razones posibles para justificar esta

variabilidad geográfica son de tres tipos: diferencias en el

poder patogénico de las distintas cepas, diferencias en la

reactividad del huésped de acuerdo con factores genéticos, y

secundarias al diverso grado de alerta de los clínicos al

sospechar la enfermedad. Recientemente se ha documentado

variabilidad fenotípica y genotípica entre diversos tipos de

Borrelias productoras de EL. Se separaron tres genoespecies

mediante análisis de secuencias del RI4Ar 16s (Bb sensu stricto,

B. garinii y grupo VS461> y siete serotipos definidos por la

reactividad con anticuerpos monoclonales frente a diversos

epitopos de la proteína OspA (63,64). Wilske y col. han sugerido

diferentes potenciales patogénicos y organotrópicos de los

distintos serotipos OspA. La distribución geográfica de esas

especies es hetereogénea y quizás pueda explicar en parte las

diferentes manifestaciones ciánicas. Bb sensu stricto parece ser
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la única que está presente en EEUU mientras que ésta coexiste con

B. garinii en el oeste de Europa y con el grupo VS461 en el norte

de Europa.

Las técnicas serológicas utilizadas para el diagnóstico de

laboratorio de infección por Bb han sido la Inmunofluorescencia

Indirecta (IFI>, el enzimainmunoensayo (ELISA) y el inmunoblot.

Los sueros analizados por IFI y ELISA han sido los obtenidos

en el período de Enero de 1987 a Diciembre de 1992. Para el

estudio del inmunoblot hemos estudiado los sueros que tuvieron

algún resultado positivo por IFI y/o ELISA entre Enero de 1990 y

Junio de 1991.

Hemos valorado los resultados de IFI y ELISA por una parte

en la totalidad de los sueros obtenidos de los pacientes y, por

otra, teniendo en cuenta sólo el primer suero recibido de los

mismos, por considerar que supuestamente el paciente no ha estado

sometido a tratamiento antibiótico previo y, por tanto, es el

suero más intacto (139). Para calcular la especificidad de las

técnicas serológicas, hemos estudiado sueros de donantes de

sangre obtenidos en el Banco de Sangre del Hospital Ramón y Cajal

(50 para lEí y 116 para ELISA).

En el grupo de pacientes con criterios de BL (64 pacientes),

la sensibilidad de IFI teniendo en cuenta la totalidad de los

sueros ha sido del 75% y del ELISA del 62%. Los datos de

sensibilidad y especificidad de IFI y ELISA descritos en la

literatura difieren de unos trabajos a otros. Cutíer et al.

consideran que el ELISA es más sensible y especifico que el IFI

(157), mientras que Magnarelli et al. no observan diferencias

significativas entre ambas técnicas (158). En nuestro caso la

sensibilidad del ¡FI fue mayor que la del ELISA, sin embargo al

comparar los datos de los distintos laboratorios hay una serie de

factores que hay que tener en cuenta: tipo de técnica

desarrollada, criterio de positividad, criterio de definición de

grupo control y tipo de clasificación de los pacientes
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(dependiendo del estadio de la enfermedad o atendiendo a

características clínicas en general>.

En la puesta a punto de las técnicas serológicas, el método

para la preparación del antígeno, la cepa empleada e incluso el

pase de la cepa (59) y el medio empleado, son factores que hacen

que en muchas ocasiones no sean comparables los resultados de

unos laboratorios con los de otros.

- El criterio de positividad parece ser más fácil en el ELISA

que en el IFI, puesto que en este último la subjetividad del

lector podría influir en los resultados, mientras que la

automatización del ELISA haría más fácil y objetiva la

interpretación de los mismos. Sin embargo, este factor parece no

interferir en el estudio de Magnarelli et al. (158), lo que nos

hace pensar que la lectura de la fluorescencia por parte de

personal especializado es clave a la hora de interpretar los

resultados.

El criterio de elección del grupo control también hace que

varíen los resultados. En el ELISA, para elegir el punto de corte

a partir del cual considerar el resultado positivo, se analiza un

grupo de donantes de sangre supuestamente sanos, se hace la media

de las densidades ópticas obtenidas, y se calcula el punto de

corte sumando a esa media 2 ó 3 desviaciones standard. Por lo

tanto, el número de donantes y el criterio elegido puede influir

en los resultados.

El estadio de la enfermedad en que se encuentre el paciente

en la obtención del suero es otro factor importante. La EL se

desarrolla por lo general en tres etapas. Comienza con la

aparición del EM en el lugar de la picadura de la garrapata.

Semanas o meses después puede aparecer afectación del sistema

nervioso o cardiológico, y finalmente pueden aparecer

manifestaciones articulares como la artritis. No obstante, en

muchas ocasiones las distintas manifestaciones se solapan, por lo

que la clasificación de los pacientes dependiendo del estadio en
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el que se encuentre es difícil. Algunos de los pacientes

de nuestro estudio se han valorado prospectivamente. mientras que

de la mayoría se ha hecho la valoración de la historia clínica de

manera retrospectiva. Este es el motivo por el que se han

analizado sensibilidad y especificidad de las técnicas

serológicas en la totalidad de los sueros. También hemos

estudiado los valores de sensibilidad en el primer suero recibido

de los pacientes, a pesar de no encontrarse en el mismo estadio

de la enfermedad. En este caso, la sensibilidad de las dos

técnicas se ve incrementada: 81% para lEí y 73% para ELISA. El

aumento de la sensibilidad en el primer suero recibido de los

pacientes puede ser debido a que con el tratamiento antibiótico

la respuesta inmunológica de los pacientes disminuye <139); por

otra parte, el titulo de anticuerpos tiende a ir bajando con el

paso del tiempo, permaneciendo elevados sólo en los casos de

infección crónica (145>.

El título de TEl que hemos considerado positivo fue el igual

o mayor a 1/256. No hubo diferencias en los títulos de IFI en los

distintos grupos. Esto puede implicar que el título de lEí no

tiene valor discriminatorio y que el aumento del punto de corte

en el título de IFI no aumenta necesariamente la especificidad de

la técnica mientras que puede generar un detrimento de la

sensibilidad.

El bajo porcentaje de casos con ELISA IgH positivo implica

el escaso número de pacientes diagnosticados tempranamente. Por

otra parte, el gran número de pacientes con criterios de BL que

tuvieron ELISA (IgG&IgM) positivo y fueron negativos al analizar

ELISA Igo y ELISA IgM individualmente (22%> indica la menor

sensibilidad de los ELISAS individuales en el diagnóstico de la

infección por Bb. Sin embargo, en el grupo de pacientes sin

criterios de BL y en el de positivos falsos, tampoco los ELISAs

individuales IgG e IgM descartaron tal infección, pues sólo el

32% y el 24% respectivamente fueron negativos en ambos ELISAs.

Estos resultados pueden estar sesgados porque sólo se analizaron

mediante los ELISAs individuales aquellos sueros que tuvieron
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resultado positivo en el ELISA (IgG&IgM)

utilización de los ELISAs individuales

aporta buenos resultados, por lo que su

podría limitar.

• A pesar de ello,

en nuestras manos

uso probablemente

De los 47 sueros de los pacientes que presentaron EM,

(74.5%) fueron

Considerando

sensibilidades

La alta sensib

coincide con

sensibilidad s

temprana de la

este estudio

diagnóstico de

llegan con un

IFI positivo y 30 (67%> fueron ELISA positivo.

sólo el primer suero de los pacientes, las

de lEí y ELISA fueron 82% y 75% respectivamente.

ilidad de ambas técnicas en estos pacientes no

la literatura, en la que se describe que la

e aproxima al 50% cuando se trata de una fase

enfermedad (111). La mayoría de los pacientes de

fueron analizados retrospectivamente y el

la infección es hospitalaria donde los enfermos

cuadro más avanzado que a la asistencia primaria.

En muchos casos puedeque los sueros obtenidos de los enfermos no

coincidan con la fase temprana de la enfermedad sino que se hayan

obtenido más tardíamente, cuando la respuesta inmune es mayor.

También el desconocimiento por parte del clínico de la existencia

de la enfermedad puede retrasar la obtención del suero, lo que

justificaría estos resultados.

En el grupo de pacientes sin criterios de EL obtenidos en

nuestro trabajo, la especificidad de lEí y ELISA es muy baja (30%

y 39% respectivamente>. El envío de muestras de manera

indiscriminada o sólo con la intención de descartar esta

enfermedad en casos con difícil diagnóstico puede conducir a

estos resultados. Sin embargo, es probable que parte del grupo,

a pesar de no cumplir los criterios de EL, sean pacientes con

infección por Bb. La posibilidad de que enfermedades como la

morfea y la esclerosis múltiple sean debidas a esta espiroqueta

está muy debatida, si bien se ha detectado el genoma de la Bb en

biopsias cutáneas de lesiones de morfea por POR (159>, y hay

datos de seroconversión para Bb en pacientes con esclerosis

múltiple (160>. En nuestro estudio, hay 6 pacientes con morfea y

7 con esclerosis múltiple. El que se trate o no de infección por

la

no

se

35
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Bb es difícil de aclarar.

En el grupo de los 24 pacientes positivos falsos, la

especificidad fue del 27% por IFI y 60% por ELISA. Muchos de los

casos eran pacientes diagnosticados de sífilis y VIH,

coincidiendo con lo descrito en la literatura (114,116.161>.

Valorando este grupo de pacientes con serología positiva y con

otra etiología que justificara los síntomas, encontramos un alto

porcentaje de pacientes diagnosticados de tuberculosis (17%>.

Esta reacción cruzada ha sido muy poco descrita en la literatura

(60,126> y para estudiarla realizamos un estudio con 50 pacientes

con tuberculosis confirmada por cultivo. De ellos, tres tuvieron

RPR positivo y fueron excluidos del estudio. Se analizaron estos

pacientes por ELISA (IgG&IgM), resultando ser positivos el 17% de

ellos. Por lo tanto la especificidad fue del 83%. La alta

incidencia de tuberculosis en nuestro país hace que a la baja

frecuencia de infección por Bb se le una la dificultad por la

existencia de reacciones cruzadas con esta entidad. Por ello.

hemos visto necesaria la valoración de otras técnicas como el

inmunoblot para el estudio de este tipo de pacientes.

La especificidad en el grupo de donantes de sangre ha sido

del 100% en el lEí y del 975% en el ELISA. Estos datos coinciden

claramente con los obtenidos por Russell y col. (111>.

Para valorar la concordancia entre IFI y ELISA hemos

utilizado el índice kappa (k>. Este indice calcula el grado de

concordancia entre dos variables, y elimina aquella que pueda ser

debida al azar. La escala de valoración del indice k se clasifica

en las categorías de pobre (k>0.00), ligera <k=0.00-0.20),

mediana (k=0.21-0.40), moderada (k=O.41-0.60), sustancial

(k=0.61—0.80) y casi perfecta (k=O.81—l><147). El índice 1< en la

totalidad de los sueros estudiados tiene un valor de 0-31, lo que

corresponde a una concordancia mediana. Si calculamos dicho

índice en cada uno de los tres grupos en que hemos clasificado

los pacientes, observamos que en el grupo de pacientes con

criterios de BL alcanza un valor de 0-46 (concordancia moderada),
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en el grupo de pacientes que no cumplen los

un valor de 0.2 (concordancia ligera).

positivos falsos el índice k es de 0.04

También hemos calculado este valor en el grupo

EH, pues cumplen el criterio clínico definitivo

Bb. En estos pacientes el índice k es de 0.72,

una concordancia sustancial casi perfecta. Con

podemos ver que las técnicas serológicas tiene

concordancia en los pacientes que podemos

infección por Bb. mientras que ésta es menor en

criterios de infección. En los pacientes en

etiología que pueda justificar los síntomas, el

k es prácticamente 0, lo que corresponde a

criterios de BL tiene

y en los pacientes

(concordancia pobre).

de pacientes con

de infección por

que corresponde a

estos resultados

n mayor grado de

considerar con

los pacientes sin

los que hay otra

valor del índice

una concordancia

pobre. De estos datos se deduce que aunque la sensibilidad de lEí

es mayor a la del ELISA, probablemente sea necesaria la

utilización de ambas técnicas para el diagnóstico de casos de

infección por Bb pues la concordancia de las dos técnicas en el

análisis de los sueros aumentaría la fiabilidad en el resultado,

y por lo tanto la posibilidad de diagnosticar casos de BL cuando

se trata de ellos.

Utilizando la cepa B31 de Bb hemos analizado por inmunoblot

los sueros de los pacientes que durante el período de Enero de

1990 a Junio de 1991 fueron positivos por lEí y/o ELISA, y por lo

tanto eran sugestivos de padecer infección por Bb. Igualmente

hemos utilizado 20 sueros de pacientes con resultados negativos

por ambas técnicas, y 20 sueros de donantes de sangre obtenidos

en el Banco de Sangre del Hospital Ramón y Cajal. Hemos incluido

en este estudio los 50 pacientes con tuberculosis confirmada por

cultivo, que previamente habían sido analizados por ELISA (con

una especificidad del 83%), con la finalidad de ver qué

valoración tiene el inmunoblot en este grupo de pacientes.

El empleo del ínmunoblot para el diagnóstico de la

borreliosis de Lyme tiene dos inconvenientes fundamentales. Por

una parte esta técnica es más laboriosa que otras como lEí o

ELISA y requiere aparatos más caros y sofisticados. Además, el
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criterio de positividad empleado varía mucho de unos laboratorios

a otros, haciendo que la interpretación de los resultados sea

difícil y en muchos casos no comparable.

En 1988 Grodzicki y Steere obtenían los mejores resultados

en el análisis del inmunoblot al utilizar como criterio de

positividad en un suero obtenido en la fase aguda de la

enfermedad, la aparición de 2 o más bandas de tipo IgM, o bien 4

o más de tipo IgG, o al menos una de cada tipo. Un suero de la

fase convaleciente era positivo cuando aparecían bandas distintas

a las de la fase aguda (118>. Con este criterio resultaba que el

era más sensible y específico que el ELISA en la etapa

temprana de la enfermedad

aparición del EM). Por otra

tardía no era mejor; conclu

realización del inmunoblot,

sólo a los pacientes con dif

al. consideraban el inmunob

de 4lkDa y una de bajo peso

Se basaban en estudios

anticuerpos frente al antí

aparecer durante

(primeros 30 días después de la

parte la especificidad en la etapa

ían que debido a la dificultad en la

éste probablemente debería aplicarse

icil diagnóstico. En 1989 Karlsson et

lot positivo cuando aparecía la banda

molecu lar

previos

geno de 4

la enfermedad

(18, 21.5

que demos

lkDa eran

y que la mitad

ó 23 kDa)

traban que

los primeros

de los pacien

162)

los

en

tes

con infección

bajo

era

infe

ser

cons 1

en el

bandas

peso molecular. De su tr

más sensible que el ELI

cción, sin embargo no era

buen complemento para

deraron que de los crite

estudio de Grodzicki,

para considerar un

finalmente la

otras técnicas

por Bb tenían anticuerpos frente a proteínas de

abajo, concluían que el inmunoblot

SA en las fases tempranas de la

más específico, por lo que podría

el ELISA. Raoult et al. (161>

nos utilizados para el inmunoblot

bastaba con que hubiera más de 3

resultado positivo. Limitaban

a la confirmación dedel inmunoblot

Otros grupos (163) consideraban la

utilización

serológicas.

presencia de 4 bandas en el inmunoblot como criterio

positividad, si bien proponían la necesidad de la utilizac

combinada de ELISA e inmunoblot en el diagnóstico de

borreliosis de Lyme.

inmunoblot

de

i ón

la
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A la variación en el criterio de positividad se une el hecho

de que la presencia de bandas frente a antígenos de Bb en el

inmunoblot no está limitada a pacientes con BL. Karlsson et al.

(162) y Hanser et al. (60> observaron que pacientes con

enfermedades de etiología diferente a la infección por Bb

resultaban ser positivos en el análisis por inmunoblot. Otros

autores demostraban la presencia de múltiples bandas en el

inmunoblot de sueros de donantes de sangre, supuestamente sanos

(164>, con lo que la dificultad en la interpretación de los

resultados del inmunoblot se veía incrementada.

Además del problema de la elección del criterio de

positividad y la existencia de falsos positivos en el análisis

del inmunoblot hay otro inconveniente, que es la subjetividad en

la lectura de las bandas. A pesar de que en 1988 Grodzicki (118)

proponía el empleo del densitómetro para objetivar dicha lectura,

no es hasta 1992 cuando Pachner et al. utilizan esta técnica

(165). Para obtener el criterio por el cual considerar un

inmunoblot positivo, utilizan 23 sueros de donantes de sangre.

Calculan la media de cada una de las bandas resultantes de la

lectura por densitómetro y le suman 3 desviaciones standard.

Todas aquellos sueros cuyas bandas tuvieran valores por encima de

los calculados a partir de los donantes de sangre, tendrían

inmunoblot positivo. Con este método, obtienen unos valores de

sensibilidad y especificidad altos, con lo que proponen la

utilización del densitómetro para la valoración del inmunoblot.

En nuestro estudio hemos utilizado el densitómetro para la

lectura de las bandas resultantes del inmunoblot. Para la

valoración de los resultados hemos empleado la regresión

logística. El método utilizado por Pachner et al. (165>, en el

que emplea la media más dos o tres desviaciones standard para el

cálculo del punto de corte del inmunoblot, implica la

distribución normal de las bandas. Es difícil la demostración de

la distribución normal de unas variables cuando se tiene un

número tan bajo de individuos <23 donantes de sangre). Utilizar

la teoría de la distribución normal cuando no se cumple conduce
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a conclusiones de validez sospechosa. En nuestro trabajo, hemos

estudiado 20 sueros de donantes y hemos comprobado que los

resultados obtenidos en el inmunoblot no seguían una distribución

normal. La regresión logística no asume la normalidad en la

distribución de las variables, por lo que la hemos aplicado en el

evaluación de nuestros resultados. Otra ventaja que tiene la

utilización de la regresión logística es que se trata de un

análisis multivariante que analiza todas las bandas en conjunto,

a diferencia de lo que ocurre en el trabajo de Pachner et al.

(165), en el que cada banda era considerada independiente de las

demás. Se estudian así patrones completos de reactividad y el

significado del inmunoblot se puede interpretar aplicando la

fórmula obtenida-

La regresión logística compara los datos de dos grupos de

individuos, y obtiene un modelo predictivo según el cual se

clasifican lo mejor posible estos individuos en los grupos

correspondientes. Hemos realizado dos estudios. En el estudio 1

hemos clasificado los individuos en pacientes con criterios de BL

y donantes de sangre (individuos supuestamente sanos), y en el

estudio 2 la clasificación ha sido en pacientes con BL (el mismo

grupo utilizado en el primer estudio>, y pacientes sin BL

(individuos que no cumplían los criterios e individuos con otra

etiología que justificara los síntomas) - Hemos empleado el primer

suero recibido de cada paciente, pues es el suero más temprano en

la evolución clínica. Una vez obtenido el modelo, éste se aplica

mediante una fórmula a los resultados del inmunoblot de los

distintos individuos, sabiendo así si dichos individuos quedarían

clasificados como individuos con infección por Bb o no. Se han

llevado a cabo los dos tipos de estudios con la finalidad de ver

si hay diferencias en la utilización como grupo control

individuos supuestamente sanos (donantes de sangre), o individuos

enfermos pero con otra etiología distinta a la que se analiza.

Los resultados que hemos obtenido del inmunoblot reflejan

igual sensibilidad en los dos estudios, cuando se analizan los

datos del primer suero recibido de cada paciente <76-5%). cuando
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analizamos los

sensibilidad baja

Esta disminución

resultados en los

(55% en el estudio

en la sensibilidad

sueros siguientes.

1 y 36% en el estudio

se puede explicar por

misma razón

puede verse

(139). Si

sensibilidad

el estudio 2

especificidad

utilización de

los pacientes

que en el caso de IFI y ELISA: la respuesta inmune

afectada por el tratamiento antibiótico recibido

consideramos la totalidad de los sueros, la

del inmunoblot es del 68% en el estudio 1 y 61% en

Con estos resultados y sin tener en cuenta la

de la técnica, deducimos que sería mejor la

la fórmula obtenida en el estudio 1 para valorar

sugestivos de padecer infección por Bb. pues se

obtiene una sensibilidad mejor. No obstante, como el inmunoblot

sería un método de confirmación y no un método de despistaje, nos

interesaría más que tuviese una buena especificidad.

En cuanto a las especificidades calculadas en los distintos

grupos de individuos podemos ver que en todos los

pacientes sin Lyme, son más bajas en el estudio 1 q

(pacientes sin criterios de BL: 46% frente a 50%;

falsos: 62% frente a 85%; pacientes con tuberculosis:

a 91.5%>; sin embargo, no es así en los donantes de

que se obtiene una especificidad en el estudio 1 de

estudio 2 del 80%. La baja especificidad en el grupo

de sangre coincide con la de otros autores, que

justificar tal resultado por la posibilidad de la

inmune frente a espiroqueta sapróf itas de la boca (166

y col. (167> encuentran que el 7.2% de los donantes

tenían ELISA positivo, y de éstos el 37.5% fueron conf i

inmunoblot. Concluyen, dando mayor importancia a este

que la detección de anticuerpos frente a ab como

despistaje no es un buen método para prev r

la enfermedad por transfusión. En definiti

especificidades en los distintos grupos de

en el estudio 2

utilizar la fórmu

sea más correcto

control de casos

que en el 1, nos hace

la obtenida de esos datos.

en estudios clínicos la

con otras enfermedades

grupos de

ue en el 2

positivos

89% frente

sangre, en

1 90%, y en

de donantes

tratan de

respuesta

>. Weiland

de sangre

rmados por

resultado,

método de

eni la transmisión de

va. el hecho de que las

pacientes sean mayores

pensar que es mejor

Además, probablemente

utilización como grupo

que puedan confundirse

la

2).

la
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la estudiada, pues el clínico hace el diagnóstico diferencial

este tipo de pacientes y no con donantes de sangre.

La sensibilidad del

utilizando el estudio 1.

inmunoblot con la cepa 531 es mejor

Teniendo en cuenta la especificidad,

ésta es mejor en el estudio 2. Si comparamos

los obtenidos por IFI y ELISA, vemos que el

mayor sensibilidad de las tres técnicas (75%>

estudio 1, el ELISA es menos sensible que

frente a 68%) y considerando el estudio 2,

tienen la misma sensibilidad (62% y 61%).

sensibilidad del inmunoblot es mayor en el

estudio 2, el hecho de que en este últ

sensibilidad en el inmunoblot muy similar a

a la mayor especifi

1, nos hace pensar

-diagnóstico de la

para la interpret

serología positiva

(7,29118 x 063) +

038) + (11,74381 X

del

sin

espec

de el

parte

hayan

estos resultados con

IFI es el que tiene

Si consideramos el

el inmunoblot (62%

prácticamente ambos

A pesar de que la

estudio 1 que en el

imo se obtiene una

la del ELISA, unido

cidad del inmunoblot en el estudio 2 que en el

que el estudio 2 es el más adecuado para el

SL, y por lo tanto la fórmula que proponemos

ación del inmunoblot en pacientes con una

es: ln(p/q>= —2,07828 + (—10,18426 x 072> +

18,72080 x 060> + (4,1442 x M41> + (8,02014 X

034) + (12,43657 x M21> + (—8,59503 x 021).

Si comparamos las especificidades del inmunoblot, del IFI y

ELISA, y utilizando la fórmula, vemos que en los pacientes

criterios de SL el inmunoblot es el que tiene mayor

ificidad (50% frente a 30% de IFI y 39% de ELISA). A pesar

lo, es una especificidad muy baja. La probabilidad de que

de esos pacientes realmente padezcan una SL o de que la

padecido previamente podría explicar estos resultados.

El grupo de pacientes positivos falsos han tenido unas

especificidades en lEí, ELISA e inmunoblot de 27%, 60% y 85% (si

consideramos el estudio 2 como el más adecuado>. Esto implicaría

que definitivamente el inmunoblot podría ser la mejor técnica

para eliminar las reacciones cruzadas en este tipo de pacientes.

De la misma manera, en el estudio realizado en los pacientes con

tuberculosis, vemos que la especificidad del inmunoblot es mayor

con

con
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en el estudio 2 que en el 1 (91.5% y 89% respectivamente>.

cualquier caso, el inmunoblot

especificidad del 83%) para eh

infección por Bb y la tubercul

nuestra hipótesis de que la f

inmunoblot será de ayuda en

serología positiva. Nos permi

verdaderos y positivos falso

probabilidad cuantificada de

pertenezca al grupo de posi

podría ser de una inest

pacientes.

es mejor que el ELISA (con una
minar la reacción cruzada entre la

osis. Estos datos siguen apoyando

órmuta propuesta para valorar el

aclarar el significado de una

tirá descriminar entre positivos

s. Puede ofrecer al clínico la

que el paciente tenga una EL o

tivos falsos. Este dato nos parece que

imabie ayuda en el manejo de los

El análisis del inmunoblot con la cepa española Esp-l,

aislada de la garrapata Ir, refleja en general peores resultados

en cuanto a sensibilidad y especificidad que los obtenidos con la

cepa americana B31. Se han realizado con la cepa española los

estudios 1 y 2, al igual que con la B31, sin embargo, sólo se ha

analizado el inmunoblot para detectar anticuerpos de tipo Igo,

debido a la baja frecuencia de pacientes con criterios de

infección por Bb que captaban bandas de tipo IgM en el inmunoblot

con la cepa B31. Este factor probablemente haga que ambos

análisis no sean comparables, pues la regresión logística se ha

hecho utilizando variables diferentes en ambas técnicas.

En base a los resultados del

vemos que la sensibilidad es mayor

La especificidad en los distintos grupos

mayor en el estudio 2 que en el 1 en el

serología positiva falsa, siendo éstos

interpretación de los resultados debe

estos datos, Quizás habría que elegir el

la mayor especificidad obtenida en

positivos falsos, a pesar de que la sensi

afectada con respecto al estudio 1. Hay

estos resultados pueden estar sesgados

inmunoblot con la cepa Esp-l

en el estudio 1 que en el 2.

de pacientes

de los

casos

más e

udio 2

grupo

dad se

tener

sólo

sólo es

pacientes con

en los que la

stricta. Según

de acuerdo con

de pacientes

ve débilmente

en cuenta que

porque se han

caso

los

ser

est

el

bi Ii

que

no

analizado únicamente los anticuerpos de tipo Igo, sino también

En
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porque el inmunoblot se ha realizado, además de en otros grupos

de individuos, en los sueros de los pacientes que previamente

habían resultado positivos por IFI y/o ELISA con la cepa B31. La

cepa Esp-1 es una cepa recientemente aislada de la garrapata Ir

(7>. A pesar de que no encontramos diferencias notorias en cuanto

al patrón proteínico de las dos cepas, es bien sabida la

variabilidad genética, proteínica e intnunogénicade las distintas

cepas de Eh <55,56>. En nuestro estudio hemos observado grandes

diferencias en cuanto al patrón de reactividad de los sueros con

respecto al inmunoblot con la cepa BSl. Hasta el momento no se

han realizado estudios de valoración de técnicas serológicas con

la cepa Esp-1, por lo que tampoco podemos comparar nuestros

resultados con otros- Sin embargo, consideramos la necesidad de

más estudios con la esta cepa no sólo en el inmunoblot, sino

también en IFI y ELISA, pues la utilización de distintas cepas en

las técnicas serológicas hace que no sean comparables unas con

otras (59).

La necesidad de que cada laborator

resultados para valorar la sensibilidad

técnicas serológicas se basa en las di

entre los distintos laboratorios (168

una técnica viene reflejada por la

io analice sus propios

y especificidad de las

screpancias existentes

>. La reproducibilidad de

capacidad de obtener los

mismos resultados

dicha técnica

condiciones. 5

reproducción

laboratorios

utilización

estandarizaci

uti lizaci

la necesi

en el análisis de los sueros,

con los mismos criterios

in embargo, está descrita la

de los resultados no só

sino también dentro del mismo

de un control positivo

ón de las técnicas en el propi

ón de la mismas técnicas en otros

dad de otro control positivo bi

cuando se repite

y bajo las mismas

gran dificultad en la

lo entre distintos

laboratorio (168). La

es básico en la

o laboratorio. Para la

laboratorios se impone

en documentado para su

utilización como control interno común a los demás laboratorios.

Dado que en la actualidad las discrepancias entre laboratorios

son grandes, es fundamental que cada laboratorio establezca sus

propios criterios y los aplique a sus pacientes, sin comparar sus

resultados con los obtenidos en otros laboratorios, Utilizando
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los datos de distintos laboratorios, el clínico puede obtener un

resultado confuso, lo que iría en perjuicio del propio paciente.
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Couc Los toles

1.— La rentabilidad del

no endémica es muy baja, ya

cepa española de Bb a partir

cultivo de Bb en un hospital de zona

que no hemos conseguido aislar la

de muestras clínicas de pacientes.

2.- La infección por Bb no es excepcional en España. Hemos

detectado 64 casos de pacientes que cumplían los criterios

diagnósticos de BL y cuarenta y ocho que aún sin criterios, no se

encontró otra etiología que justificara sus síntomas.

3.- Existe un alto porcentaje de pacientes positivos falsos

(18%), siendo por tanto fundamental la exclusión previa de otras

etiologías para el diagnóstivo de BL.

4.- El antecedente de picadura de garrapata es

epidemiológico más interesante para la sospechade BL.

5.- Las manifestaciones más frecuentes de BL en

neurológicas (62.5%), seguidas de las cutáneas

culares (28%>. y las cardiológicas (3%).

las

art i

el dato

España son

(31%), las

6.—

(62%>, y

B31.

La sensibilidad de IFI (75%> es mayor que

ésta muy similar a la del inmunoblot (61%)

la de ELISA

con la cepa

7.- El inmunoblot (con la cepa B31)

específica (85%) en el grupo de pacientes

principalmente en los enfermos con tuberculos

el ELISA con una especificidad del 60%.

específica en este grupo de pacientes es el

es la técnica más

positivos falsos.

is (91.5%). Le sigue

La técnica menos

IFI (27%>.

8.— Esiste una baja especificidad en el grupo de pacientes

sin criterios de BL (30% por IFI, 39% por ELISA y 50% por

inmunoblot con la cepa B31>.
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Co mc íes ioses

9.- En

buena por

i nmunoblot

con la cepa

el grupo

las tres

(100% por

B31

de donantes de sangre la especificidad es

técnicas, siendo algo inferior por el

IFI, 97.5% por ELISA y 80% por inmunoblot

10.- La concordancia entre IFI y ELISA es mej

de pacientes con criterios de BL (¡<=0.46) que

cumplían dichos criterios (K=0.2). La concordancia

pacientes positivos falsos es muy baja (k=O.04).

or

en

en

en

el

el

el grupo

que no

grupo de

11.—

ELISA. El

descartar

Como método de

inmunoblot con

las reacciones

despistaje son necesarias tanto

la cepa B31 es la mejor técnica

cruzadas con otras etiologías.

12.- El inmunoblot con la cepa Esp-1 no aporta mejores

resultados que con la cepa B31.

13.- En la interpretación del inmunoblot. la fórmula de

regresión logística ln (p/q> = —2.07829 + (—10.18426 x G72> +

(7.29118 x 063> + (18.72080 x 060) + (4.14442 x M41) + <8.02014

x 038> + (11.74381 x 034) + (12.43657 x M21) + (—8.59503 x 021>

constituye un buen modelo matemático predictivo de BL.

IFI y

para
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