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RESUMEN

La infeccién por Borrelia burgdorferi o borreliosis de Lyme

{BL) es una enfermedad transmitida por la picadura de una
garrapata, ¢generalmente del género Ixodes, gue inocula el agente
etioldgico, Borrelia burgdorferi (Bb). Las manifestaciones

clinicas de esta enfermedad multisistémica pueden ser
dermatoldgicas, articulares, neuroldgicas o cardiolbdgicas. EI
diagnéstico de esta infeccidn es en muchos casos dificil. pues
puede presentar sintomas y signos a veces inespecificos, y el
cultivo para el aislamiento de la Bb es muy poco rentable. La
aportacién por tanto de los datos seroldgicos es indispensable
para el diagndéstico de esta infeccidén. El interés por esta
enfermedad se ve incrementado por el hecho de que en nuestro pais
no se ha aislado aln la cepa espafiocla a partir de muestras
clinicas de enfermos, aungue si de garrapatas (cepa Esp-1}.

El objetivo de este trabajo ha sido el aislamiento de la
Borrelia espafiola de muestras ¢linicas de pacientes, el
desarrollo y wvaloracidébn de las técnicas seroldgicas de
inmunof luorescencia indirecta (IFI), enzimocinmunoanalisis (ELISA}
e inmunoblot con la cepa B3l y con la cepa espafiola Esp-1, el
desarrollo de un modelo matematico predictivo de enfermedad, y el
conocimiento de las manifestaciones clinicas mas frecuentes de
esta enfermedad en Espafia.

Debido a la gran variedad de sintomas vy signos inespecificos
que produce esta enfermedad, nos hemos basado en los criterios
del CDC parcialmente modificados para la valoracién de los
enfermos. Los pacientes fueron admitidos a este estudio desde
1987 a 1992.

No hemos conseguido aislar la cepa espaflola de Bb a partir
de muestras clinicas de pacientes.

Entre 136 pacientes c¢on serologia positiva para Bb
encontramos 64 gue cumplian los criterios de BL; cuarenta vy ocho
no los cumplian, presentando otras manifestacliones que no
pudieron ser justificadas por otras enfermedad.




Hubo 24 pacientes (18%) considerados positivos falsos por

presentar otra etiologia que justificd los sintomas.

lLas manifestaciones clinicas de BL mas frecuentes en nuestro
estudio han sido las neuroldgicas (62.5%), seguidas de las
cutaneas (30%), articulares (28%) v cardiocldgicas (3%).

El analisis de las técnicas seroldgicas reveld una .
sensibilidad del IFI del 75% y del ELISA del 62% y una
especificidad en el grupo de pacientes con serologia positiva
falsa del 27% vy 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 aungue muy similar
al ELISA. Su gran especificidad (85%) hace que sea un buen método
para eliminar reacciones cruzadas con otras etiologias. EI
inmunoblot ¢on la cepa Esp-1 no aporta mejores resultados gue con
la cepa B3l. Hemos desarrollado un mcdelo matematico para
predecir la BL basado en los resultados del! inmunoblot. Esta
predicciébn se puede obtener aplicando la siguiente férmula de
regresion logistica:

In {p/a)= ~-2,07829 + (-10,18426 x G72) + (7,29118 x G63) +
(18,72080 x G60) + (4,14442 x M41) + (8,02014 x G38) + (11,74381
X G34) + (12,43657 x M21) + (-8,59503 x G21)
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Las borreliosis son enfermedades infecciosas transmitidas
por la picadura de artropodos vectores, Yy bproducidas por
bacterias del género Borrelia. Estas infecciones son conocidas
desde la antigiiedad., y producen las fiebres recurrentes, que al
igual que el célera o la peste han jugado un papel importante en
la historia de la humanidad. La introduccidén de los antibidticos
¢ insecticidas ha permitido controlar en parte estas infecciones.
Desde la II Guerra Mundial en adelante, el estudio de las
borrelicsis, "enfermedades del pasado”, perdid mucho interés.
Prueba de ello fue el descenso del nimero de publicaciones. Hasta
los afios 50, ascendia a 50 o més publicaciones por afio pero, a
partir de entonces, salvo en determinadas endemias (1}, el namero
de publicaciones era inferior a 10 por afio (2).

El desarrollo de los medios de cultivo, los bproblemas
debidos a las variaciones antigénicas de las Borrelias y el

descubrimiento de nuevas especies, como la Borrelia burgdorferi

(Bb), han hecho gque aumente el interés por el conocimiento de
estas espirogquetas.

La infeccidn por Bb o borreliosis de Lyme (BL) es una
enfermedad transmitida por 1la picadura de una garrapata.
generalmente del género Ixodes, que inocula el agente etiolégico,
Bb. Esta Dbacteria, perteneciente a la familia de las
espiroquetaceas, produce infeccidn en el hombre v en los animales
salvajes y domésticos. Es. por Jlo tanto, el agente de una
Zoonosis.

Las manifestaciones clinicas de la infeccidn por Bb en el
hombre pueden ser dermatoldgicas, reumatoldgicas, neuroldgicas v
cardiacas, pues es una enfermedad multisistémica. Sin embargo, lo
mas caracteristico tras 1la picadura de la garrapata es la
aparicién de una lesidén cutanea conocida con el nombre de eritema
cronico migratorio (EM). Semanas o meses después algunos
pacientes desarrollan anomalias neurolégicas o cardiolodgicas vy
finalmente la enfermedad se puede manifestar por artritis.

El interés por esta infeccibdn se ve incrementado por la
dificultad en el diagnostico de la misma, pues puede presentar
sintomas vy signos inespecificos, y el cultivo para el aislamiento
de la Bb es muy poco rentable. La aportacidén de los datos



Tatroduccian

seroldgicos es, de esta manera, indispensable para el diagndstico
de esta enfermedad.

En Espafla se describe el primer caso de EM en 1977 (3).
Desde entonces, y hasta 1986, este cuadro clinico sélo habia sido
tomado en consideracidn en revisiones (4). Es en este afio cuando
durante el "II Congreso de la Sociedad Espafiola de Enfermedades
Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC)" se crea el "Grupo de
Estudio de la Enfermedad de Lyme en Espafia”, dirigido por el
Dr. Guerrero, cuyos obhjetivos eran llamar la atencidén sobre la
existencia de esta enfermedad en nuestro medio y ofrecer métodos
diagnésticos para el estudio de la misma (5). Desde entonces
comienzan a comunicarse en la literatura casos de infeccidn por
Bb en Espafia (6)}. En 1992 se consiguid aislar la cepa espafiola de
Bb (Esp-1) (7) a partir de garrapatas Ixodes ricinus (Ir). Aun en

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

1.1.- ANTECEDENTES HISTORICOS.

En 1909, el sueco Arvid Afzelius en una comunicacién
presentada en la reunidén de la BSociedad Dermatoldégica de
Estocolmo (8), describid una lesidn cutédnea conocida con el
nombre de eritema crdénico migrans, producida presumiblemente por
una garrapata del género Ixodes. Afzelius no publicd sus
observaciones hasta 1921 (9). Fue el primer caso referido de una
infeccidén que se denominaria EM.

En 1902, se describidé en Europa otra lesidén cutidnea conocida
como Acrodermatitis Crénica Atréfica (ACA) (10), cuyas
manhifestaciones va se conocian 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 siglo se describidé también
en Europa el tercer tipo de manifestacion cutanea gue mas tarde
se relacionaria con la infeccién por Bb: el linfocitoma (11).

Las primeras hipbtesis sobre el agente causal del EM se
inclinaban por una particula virica transmitida por la mordedura
de una garrapata, © una sustancia toxica implicada en dicha
mordedura. En 1923 lLipschitz especulaba sobre un agente
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infeccioso como causa de dicha lesibén (12).

En 1948, Lennhoff (13) dijo haber visto “elementos c¢on
aspecto de espiroguetas” en numerosas lesiones cutianeas que
incluian EM, aunque ésto no pudo ser confirmado posteriormente
(14).

Otras hipdétesis trataban de justificar la aparicidon de esa
lesidn como una reaccién alérgica tras la picadura de la
garrapata (15,16). Esta hipdtesis fue abandonada en 1951, cuando
Hollstrom (17) demostrd 1la eficacia del tratamiento con
penicilina para la curacidén del EM. Este hecho, junto con la
aparicién en 1955 de la lesidén cutanea tipica en un voluntario
que se inoculd® 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 conseguia el éxito en el tratamiento de la
ACA y linfocitoma con penicilina, asi como la transmisidn
experimental de dicho tipo de lesiones de humanos a humanos (19).

En 1962 cientificos franceses presentaron evidencias
seroldégicas que sugerian que el EM era una enfermedad rickettsial
{20,21). Utilizando una técnica de aglutinacidon (22) demostraron
que varios pacientes con EM tenian titulos altos de anticuerpos
frente a Rickettsia prowazekii, R.mooseri vy R.conorii. A pesar de

gque en 1973 Weber (23) no pudo confirmar tal evidencia, la
demostracién en 1979 de estructuras similares a rickettsias en
macréfagos de dos pacientes con EM por microscopia electrdnica
{24), inclinaban la hipbétesis hacia un agente rickettsial como
causa del EM.

Finalmente, en 1981 (25), Weber demostrd la no existencia de
anticuerpos frente a 14 rickettsias diferentes mediante tres
técnicas serolégicas 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 uwna bacteria, aunque era sensible a los
antibibdticos (27). ‘

En 1972, en una localidad de Connecticut conocida con el
nombre de Lyme, comienza un brote epidémico de artritis
oligoarticular entre la poblacidén juvenil. En 1975, Steere vy
colaboradores conocen la existencia de tal epidemia, y comienzah
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sus esfuerzos por establecer la etiologia de esta enfermedad
(28).

La acumulacién de casos en Aareas boscosas, el carécter
estacional de la enfermedad (verano y principios de otofio), vy el
frecuente comienzo del cuadro con una lesidon similar a la
descrita en Europa como EM, hicieron sospechar que se trataba de
una transmisidn vectoeorial por la picadura de una garrapata. En
1977 Steere y cols. concluyeron que dicho eritema v la artritis
podrian estar estrechamente emparentados, con un mismo mecanismo
de transmisidédn (29), hecho gque ratificaron en 1978 (30}.

En 1978 comenzaron los intentos de aislamiento del agente
causal de la "artritis de Lyme" en Connecticut, a partir de
garrapatas recogidas en dicha localidad (31,32). En ese afio,
Steere y cols. recogieron una garrapata de una lesi6én de un
paciente con EM, ¥ se la entregaron a Spielman y cols., de Ila
Facultad de Sanidad Publica de Harvard, quienes la identificaron
como Ixodes dammini (Id) (33). No obstante no se consiguid el

aislamiento de la espiroqueta de estas garrapatas.
Entre 1971 y 1976 Benach y Burgdorfer intentaban aislar el
agente causal de la fiebre de las Montafias Rocosas (Rickettsia

rickettsii) de la garrapata del perro (Dermacentor variabilis).

Sus resultados infructuosos les hicieron pensar en otra especie
de garrapata, Id, que habia sido implicado en la transmisién de
la "enfermedad de Lyme”™ (31,32). Aungue no consiguieron aislar la
Rickettsia, en 1981 encontraron en la hemolinfa de dos hembras de
Id unas estructuras gque en un principio confundieron con
microfilarias, pero més tarde, al tefiir con Giemsa una
preparacién del intestino medio de las garrapatas, observaron que
eran estructuras compatibles con espiroquetas débilmente teffidas.
La microscopia de campo oscuro de la fraccion de intestino medio
restante confirméd ia naturaleza espiroquetal de los
microorganismos hallados (34).

La colaboracidn posterior de Burgdorfer, Benach, ¥ Barbour,
condujo en 1982 a la caracterizacién morfoldgica e inmunolégica
del agente etioldgico de esta espiroguetosis (35,36). En sus
investigaciones, estos autores colocaron garrapatas infectadas
con espiroquetas sobre la piel de conejos albinos, y éstos
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desarrollaron una lesién similar al EM, en la que se visualizaban
espiroquetas (35). Ademas, detectaron anticuerpos frente a esta
espiroqueta en pacientes con "enfermedad de Lvme”, mediante
inmunofluorescencia indirecta (IFI) (371). Finalmente,
consiguieron el aislamiento a partir de muestras de pacientes
como sangre, piel Yy ligquido 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 aparicién del EM. Burgdorfer observd en
preparaciones de ninfas de Ir, recogidas en Suiza en 1978,
estructuras tintorialmente y morfoldgicamente 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), observé espiroquetas que, ademas de
indistinguibles en la morfologia, eran antigénicamente similares
a las aisladas en Id. Esta similitud se comprobd por IFI,
utilizande anticuerpos monoclonales frente a la espirogqueta
aislada de Id y por el perfil proteinico obtenido por SDS-PAGE
(electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato
sd6dico). Analizando por IFI sueros de pacientes con "enfermedad
de Lyme" también se observd esta similitud.

Burgdorfer, convencido de que el EM en Europa y la "artritis
de Lyme”™ en Estados Unidos eran expresiones de la misma
enfermedad, dirigié su atencidén a la costa oeste de Estados
Unidos, donde se describid el primer caso de EM, en el que se
implicaba la garrapata I.pacificus. Utilizando les 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 afectaciédn
neuroldégica en una mujer que habia sido picada por una garrapata
y habia desarrollado previamente a la clinica una lesiédn cuténea
gque no se identificdé como EM. Los autores confundieron la clinica
con la paralisis asociada a la picadura de garrapata de etiologia
probablemente tdoxica y que desparece después de retirar el agente
vector (42}). En el estudio de Steere y col. (29) se presentaban
también sintomas neuroldégicos en paclientes, similares a los
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descritos en la Iliteratura y asociados a EM (43). Un caso
descrito por Weber en 1974 (44) en el gue se describla un
paciente con afectacién articular ademas de neurolégica, acabaria
por explicar la asociacidén de las manifestaciones cutaneas,
neurocldgicas y articulares de la "enfermedad de Lyme".
Finalmente, en 1980 Steere asociaria a la misma enfermedad las
manifestaciones cardiacas (45).

En 1983, Weber vy cols. encontraron que pacientes con EM, ACA
y linfocitoma poseian titulos altos de anticuerpos frente a la
espiroqueta {46). Este hecho fue observado por diferentes grupos
aurcpeocs en los afics sucesivoes.

En 1984 se le dio el nombre de Bb al agente etioldégico de la
"enfermedad de Lyme”, actualmente conocida como BL o infeccidn
por Bb (47}). Se le liamd Bb en honor a su descubridor, Willy
Burgdorfer (48). A partir de 1984 se consiquid aislar la Bb de
lesiones cutéaneas de pacientes con ACA y con linfocitoma, de
sangre Y biopsias cutédneas de pacientes con EM y de liguido
cefalorraquideo (LCR) de pacientes con manifestaciones
neurolodogicas de borreliosis de Lyme.

En la actualidad 1la infeccidn por Bb es la enfermedad
transmitida por garrapata més frecuente en Estados Unidos (49),
aungue estd distribuida mundialmente (50).

1.2.- AGENTE ETIOLOGICO

El descubrimiento del agente etioldgico de la "enfermedad de
Lyme"” se produjo en 1982. Burgdorfer y cols. observaron las
espiroquetas, que mas tarde recibirian el nombre de Bb, én
preparaciones del intestino medio de garrapatas, mediante tincién
con Giemsa y microscopia de campo oscuro (35).

Las Borrelias, juntc 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 patologia en el hombre (51) (tabla 1.2.}.
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- Familia Espirochaetaceae
Género Espirochaeta
Género Cristispira

Orden Espirochaetales Género Treponema

Géneroc Borrelia

- Familia Leptospiraceae
Género Leptospira

Tabla 1.1.- Clasificacién de las espiroquetas

MICROORGANISMO ENFERMEDAD
Treponema

T.carateum Pinta

T.pallidum subespecies pertenue Pian

T.pallidum subespecies endemicum Sifilis endémica

T.pallidum subespecies pallidum Sifilis wvenérea
Leptospira interrogans Leptospirosis
Borrelia

B.especies Fiebre recurrente

B.burgdorferi, B.garinii Borreliosis de Lyme

B. del grupo VS46l N

Tabla 1.2.- Enfermedades humanas producidas por esgpiroquetas
y sus agentes etioldgicos.

Las espiroquetas son bacterias de forma helicoidal vy
méviles, con un tamafio de 0,1 a 3 um de ancho v 5 a 250 pm de
longitud (52). Poseen una membrana externa que rodea
completamente al cilindro protoplédsmico; éste consiste en el
citoplasma con el aparato nuclear vy los plasmidos, envuelto por
el peptidoglicano que forma parte de la membrana citoplasmica y
que confiere a la célula cierta rigidez.

Poseen unc o varios flagelos periplasmicos, dependiendo de
las especies. Estos se sitGan alrederor del cilindro
protoplasmico y estdn envueltos por la membrana externa. El
flagelo determina el movimiento en forma de espiral o muelle de
las celulas alrededor de su eje longitudinal.
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Bb mide de 0,18 a 0,25 #m de ancho y de 4 a 30 um de largo
{48). Posee 7 flagelos periplasmicos. La espiral de esta
espiroqueta se distingue de la de Ireponema y Leptospira en que
es laxa e irregular.

El analisis gquimico de la Bb revela que la membrana externa
tiene un contenido en proteinas del 45,9%, lipidos del 50,75% e
hidratos de carbono dei 3,33% (53). Las proteinas, estudiadas
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida, poseen pesos
moleculares entre 17 vy 100 kDaltons (kDa). De ellas, las mejor
conocidas son dos proteinas de la membrana externa denominadas
OspA {Outer Surface Protein A) y OspB (Outer Surface Protein B)
(30-32 y 34-36 kDa respectivamente), que actuan como antigenos de
superficie {(54). E]l antigeno de 41 kDa {antigeno flagelar), y la
proteina de 60 kDa juegan un papel importante en el diagndstico
de la infeccidébn por Bb, va que aparecen en la totalidad de cepas
aisladas (55}). En La variedad europea existe una proteina de 20
kDa llamada pC gque se corresponde con una proteina de superficie
(56).

El genoma de Bb estd distribuido en un cromosoma lineal
(excepcional en bacterias) de 1070 kbases (kb) (57) y varios
plasmidos (5 en la mavoria de las cepas) lineales y c¢irculares de
aproximadamente 50 kb. Este genoma presenta entre el 31 v el 51%
de homologias con las otras borrelias (58). Ciertos autores
consideran que en los plasmidos se localizan factores de
virulencia, va que la Bb pierde su poder patédgeno en los medios
de cultivo después de 10 a 15 pases, habiéndose relacionado este
hecho con la pérdida de pléasmidos (59). Uno de los plasmidos
codifica para la proteina de 60 kDa (60), fuertemente inmundgena
y comin a una gran variedad de bacterias Gram positivas vy
negativas (60.,61). La cepa americana B3l de Bb contiene un
plasmido lineal de 49 kb que codifica para las proteinas OspA y
OspB (62). Cliertos autores han sugerido la utilizacidén del
analisis del perfil plasmidico comoc método para tipar las
distintas cepas de Bb (62}.
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Recientemente, Baranton y cols. han separado 3 genoespecies
mediante el andlisis de la secuencia de RNAr 16s (63): Bb en
sentido esctricto, B.garinii, v el grupo VS461. En 1993, se ha
correlacionado estas genoespecies c¢on la existencia de 7
serotipos definidos ©por la reactividad con anticuerpos
monoclonales frente a diversos epitopos de la proteina OspA (64).

Las borrelias son bacterias microaerbé6filas. Se encuentran
incluidas dentro de los microorganismos de dificil cultivo. Se ha
utilizado un medio liquido complejo elaborado por Kelly en 1971
(65), modifificado por otros autores a lo largo del tiempo y lla-
mado en la actualidad medio BSK (66,67). La temperatura de creci-
miento es de 32 a 340C y el tiempo de generacidn de 8 a 24 horas.

La visualizacién de las espiroquetas sin tefiir se realiza
mediante microscopia de campo oscuro {figura 1.1.) o contraste de
fases, va que son invisibles al microscopio éptico ordinario por
ser su didmetro transversal menor que el poder de resolucidn del
instrumento.

Figura 1.1.- Imagen de la Bb vista mediante microscopia de campo oscuro.
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Las borrelias son bacterias Gram negativas. Sin embargo, el
Gram es menos sensible que otras tinciocnes como el Giemsa
{35,36), o las sales de plata (68,69). La tincién con naranja de
acridina permite también visualizar las espiroquetas {(70).

Afdunos autores como Barbour y cols. (56), y Wilske vy cols
(55), entre otros, han observado diferencias entre las cepas de
Bb americanas y las cepas europeas, en lo que se refiere a la
morfologia, nimero de flagelos, proteinas de membrana externa,
plasmidos y codificacién del DNA. Estos autores (56,57) observan
gran hetereogeneidad antigénica y de peso molecular en las
proteinas OspA, OspB v pC en las cepas europeas, aungue no asi en
las proteinas de 41 y 60 kDa. Las cepas americanas presentan
homogeneidad en la OspA, mientras que la OspB parece ser mas

hetereogénea.
1.3.- EPIDEMIOLOGIA
1.3.1.- Agente vector.

Los principales vectores de la infeccidn por Bb son los
dcaros pertenecientes al suborden Ixodida, superfamilia Ixodoidea
y familia Ixodidae, que comprenden 650 especies repartidas en 13
géneros (71}, siendo los mas importantes desde el punto de vista
médico Ixodes, Dermacentor, Amblyomma, Haemaphysalis e Hyalomma
(72).

En su morfologia externa, son aplanados dorsoventralmente,
ovales vy de 3 a 23 mm de longitud dependiendo de las especies vy
de si estadn alimentados o no. Las hembras son mas grandes que los
machos.

Se pueden distinguir dos regiones bien definidas en su

cuerpo: el gnatosoma o capitulo en la parte anterior y el
idiosoma que constituye el resto.

11
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1.- GNATOSOMA
También llamado rostro o “"falsa cabeza” estd situado

anteriormente, es visible por encima., y distingue las garrapatas
duras (familia Ixodidae) de las garrapatas blandas (familia
Argasidae). El capitulo esta 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 capitulo que se articula libremente con el idiosoma v en la
que se implantan las pilezas bucales.

2.- IDIOSOMA

La superficie dorsal estd 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 vy ninfas ocupa sdélo la mitad anterior. El escudo
posee unos surcos tipicos, de valor taxondmico.

Los ©ojos se insertan en los bordes del escudo. Son muy
imperfectos, y su funcién es probablemente la de distinguir 1la
luz v 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, cuva
disposicidén, ntmero vy forma determinan la taxonomia.

Las ninfas v 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 Organos coxales.

El género Ixodes posee un caracter gque Jo distingue
fdcilmente 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 1la infeccidn son distintos

dependiendo del Area geografica en el que se encuentren {(tabla
1.3.).

12
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ESPECIE LOCALIZACION

I.dammini Noroeste, zonas media-
. alta de EEUU

I.pacificus Costa oeste de EEUU

I.scapularis Sureste de EEUU

I.ricinus Europa vy norte Africa

I.persulcatus Asia

Amblyomma americanum Este v sur de EEUU

Tabla 1.3.- Principales acaros vectores de la infeccidn
por Bb v su distribucidn geografica.

Figura 1.2.- Vista dorsal de Ir hembra (aportacién original).
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Figura 1.3.- Vista ventral de Ir hembra (aportacién original).

El ciclo vital de estas garrapatas comprende 4 estadios:
huevo, larva, ninfa y adulto. Es un ciclo trifédsico, es decir,
parasitan 3 huéspedes.

Los adultos suelen permanecer alimentdndose en el huésped
durante 1 a 4 semanas. Luego se desenganchan y buscan refugio
bajo las hojas, piedras, detritus, raices de hierbas y arbustos,
o se esconden bajo la superficie del suelo. Las hembras ponen de
1000 a 8000 huevos en un tiempo muy variable después de la
alimentacidén, y después mueren. Las larvas salen y permanecen
inactivas hasta que trepan por la vegetacidn en busca de un
huésped. Responden a estimulos como didéxido de carbono, olor,
calor, sombra, vibraciones y movimientos, moviendo las patas
delanteras y realizando lo que se denomina "questing”. Se fijan
al huésped, v se alimentan de 3 a 7 dias. Después caen a la
vegetacién y se transforman en ninfas, que igualmente buscarén un
huésped del que alimentarse, realizando el "questing”. Una vez
alimentadas, caen, se transforman en adultos y comienza de nuevo.
el ciclo.

14
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Algunas especies son mds o menos especificas en cuanto al
huésped. En general las larvas y ninfas tienen predileccién por
huéspedes pequefios. El 90% de ellas se alimentan de roedores del

género Peromyscus leucopus {(73), v el resto de pajaros (que

explicaria en parte la amplia distribucidén de la infeccién 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 v ninfas. Los huéspedes
animales no suelen estar afectados por la enfermedad y pueden
servir como reservorios de la espirogqueta. Especialmente actlan

como tales los ratones v los pajaros.

A pesar de que algunos autores han descrito la transmisidn
transovarica de la Bb que posibilitaria la perpetuidad de la
espiroqueta en las garrapatas (76), Burgdorfer v cols. observaron
gue las garrapatas con gran cantidad de espiroquetas no producian
por lo general huevos viables, lo gue controlaria en cierta
medida la transmisién de la infeccién (77).

HUESPEDES ANIMALES PARA CADA ESTADIO

GARRAPATAS LARVAS Y NINFAS ADULTOS
I.dammini Roedores, insectivoros, Ciervos
pajaros perros
I.scapularis Escinco, pé&jaros, Ciervos,
roedores oS08,
perros,
cerdos
I.pacificus Lagartos, pajaros, Ciervos,
roedores 0808,
perros
I.dentatus Conejos, pajaros Conejos
I.ricinus Roedores, insectivoros Ciervos,
pajaros perros,
liebres,
vacas
I.persulcatus Roedores, insectivoros Ciervos,
pajaros 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 transmisién de la
espiroqueta al huésped debe ser mediante regurgitacidéon del .
material del intestino (34), o a través de la saliva (78).

Ir tienen un ciclo vital con una duracidon media de 3 afios,
con un maximo de actividad en primavera y otofio, v un minimo en
verano e invierno. Necesita fluctuaciones de temperatura con
valor maximo de 359C y minimo de 109C, y una humedad reliativa del
BO%.

En Espafia se ha encontrado Ir en numerosos animales: perro,
cabra, ciervo, erizo orejudo, vaca. oveja. ratdén campero. lirén
careto, rata de agua, murciélago ratero, liebre, turdén, marta,
gamo, zorra, mirlo y jabali (79). Se ha comprobado también que es
el vector de Bb en Espafia (80). En Europa central se ha
relacionado directamente la intensidad de transmisién de la
infeccidon por Bb con la presencia de los "ratones de bandas
negras”, Apodemus agrarius, e inversamente con la presencia de
lagartos (81).

Las garrapatas son 1os principales vectores de la infeccién
por Bb. Sin embargo, también se ha implicado en la transmisién de
esta infeccidén los mosquitos y las moscas (82), lo que podria
explicar la ausencia, en algin caso, del antecedente de mordedura
de garrapata. Otras especies de garrapatas implicadas en la
transmisidén de la Bb, ademas de las descritas anteriormante son:

I.dentatus, Dermacentor albipictus, D.parumapertus, D.variabilis,
Haemaphysalis leporipalustris, Rhipicephalus sanguineus, vy

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 transmisidn
directa de la infeccidon por Bb. También se ha descrito la
transmisidén de la espirogueta de la madre infectada al feto (86),
constatandose tal hecho por la recuperaciéon de la Bb en muestras
clinicas del nifio.
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1.3.2.- Distribucion geografica de la infeccién por Bb.

La infeccidén por Bb estd distribuida mundialmente (50),
correspondiendo a las 2zonas de existencia de los vectores
responsables de la transmisién de esta infeccién. Se han descrito
casos de infeccidn por Bb en América (EEUU y Canada}), Australia,
Europa (Dinamarca, Suecia, Gran Bretafla, Irlanda, Francia,
Alemania Occidental, Suiza, Austria, Bélgica, Holanda,
Luxemburgo, Hungria, Italia, Rumania, Rusia, Eslovenia,
Checoslovaquia, Portugal, Espafia), Asia (Japdén y China), vy Africa
(regiones de Centro y Sur).

1.4.- DIAGNOSTICO DE LABORATORIO
1.4.1.- Deteccidn directa de Bb.

Para la visualizacion directa de la espirogqueta en muestras
clinicas, como biopsias cutédneas 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), vy el naranja
de acridina (70). El Gram no se suele utilizar va que la
espiroqueta cambia su forma en el proceso de fijacidén y tincidn.
El inconveniente de estas técnicas de coloracién es que las
espiroquetas se pueden confundir con otras estructuras como
restos celulares, y el diagnéstico debe ser confirmado con otras
técnicas como el cultivo o la serologia.

La microscopia de campo oscurc se ha utilizado para la
visualizacidn de la Bb en muestras clinicas como sangre, higado
y rifion de animales infectados, y para los cultivos en los que el
numerc de espiroquetas era ¢grande.

Se han utilizado anticuerpos policlonales contra la
espiroqueta para la deteccidon de la misma en tejidos, mediante
estudios inmunohistoldégicos (89)., y anticuerpos monoclonales que
permiten determinar el tipo especificc de espirogueta de gque se
trate (90).
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La inmunofluorescencia directa se ha utilizado para el
estudio de prevalencia de garrapatas infectadas en determinadas
zonas geoqgraficas (76,80,91). Tambien se ha wutilizado Ila
inmunoperoxidasa (92), que emplea inmunoglobulinas marcadas con
peroxidasa.

QOtras estrategias para la visualizacidén de la espiroqueta
son la utilizacidn de sondas de DNA (60,93,94), la deteccidn del
antigeno en orina (95), la wutilizacidn del microscopio
electrdénico (96), vy mas recientemente la "reaccién en cadena de
la polimerasa” o PCR, que permite detectar el genoma del
microorganismo en muestras clinicas mediante la amplificacion del
DNA (97,98).

1.4.2.- Cultivo de muestras c¢linicas para el
aislamiento de la espiroqgqueta.

Aunque se ha aislado la Bb a partir de muestras clinicas,
comc sangre (35,38,40,67,99,100), LCR (99.,101), liquido sinovial
(102), biopsias cutaneas (40,99,103,104), e incluso corazdn
(105), el porcentaje de recuperacidn es muy bajo (2 a 6% en
liquidos organicos, v 6 a 45% del borde del EM}, lo gue hace
suponer el escaso nuimero de espiroquetas en los diversos érganos
(106). Existen teorias que apovan el hecho de que la espirogueta
tenga una presencia corta en la sangre, lo que justificaria
tamhién este bajo porcentaje de recuperacidén (107). ,

La riqueza en componentes del medio empleado con la
consiguiente facilidad de contaminacién del mismo, el lento
crecimiento de este microorganismo {67), la baja sensibilidad en
la recuperacidn de la espiroqueta, y el hecho de gue pueda verse
afectada por el tratamiento antibiético recibido por el paciente,
hacen que el cultivo de muestras clinicas para el aislamiento de
la misma no se haga de forma rutinaria.

Una alternativa para el cultivo de Bb es la inoculacidn de
muestras clinicas en animales de experimentacién. Algunos autores
han consegquido recuperar la Bb del higado, rifién y bazo de
roedores del desierto (108). Sin embargo, es una técnica que esta
sd6lo al alcance de laboratorios especializados.
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Una vez aislada la espiroqueta. la diferenciacidén e
identificacién de la misma suele realizarse por su patrén
proteinico, obtenido por separacidén por electroforesis en geles
de poliacrilamida con dodecil sulfato sddico (SDS-PAGE)}. Wilske
y cols. han utilizado anticuerpos monoclonales contra las
proteinas OspA, pC (20-2Z kDa) vy pl00 para distinguir ia Bb de
las borrelias de las fiebres recurrentes (109).

1.4.3.- Serclogia

Antes del descubrimiento del agente etioclégiceo de la
borreliosis de Lyme, Steere y cols. relacionaron la presencia de
crioglobulinas IgM con la actividad de la infeccidén, y la
presencia de IgG con la remisién de la misha {110). En 1983 se
comenzdé a utilizar la inmunofluorescencia indirecta en la
deteccidn de anticuerpos frente a Bb en pacientes con EM (111).
Se demostrd la presencia de anticuerpos tipo IgM al comienzo de
la infeccidn, y a las 6 semanas la produccidn de anticuerpos tipo
IgG.

En lineas generales, al comienzo de la infeccidn por Bb, el
paciente suele desarrollar anticuerpos de tipo IgM
(inmunoglobulinas M) (entre la 28 y 48 semana del comienzo del
EM). Estos alcanzan el maximo en la 68 u 8a semana, y luego
comienzan a decrecer. Sin embargo, en algunos pacientes, el
titulo de IgM permanece alto durante meses, ¢ inclusc puede
reaparecer en las fases tardias de la infeccidén. Este fendmeno
indica la posible existencia de infeccidén croénica. Los
anticuerpos de clase IgG (inmunoglobulinas G) se desarrollan en
la 48 u 828 semana del comienzo de la infeccidén, alcanzan su
maximo al cabo de 4 o 6 meses, y permanecen elevados en pacientes
con infececidon crénica (112}.

En la actualidad, son tres las técnicas seroldgicas
empleadas para el estudio de la respuesta de anticuerpos de los
pacientes con infeccidn por Bb: la inmunofluorescencia indirecta
(IFI), el enzimoinmunoensayo {ELISA) y el inmunoblot.
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1.4.3.1.- IFI

Fue la primera técnica seroldgica empleada. Emplea células
completas de Borrelia fijadas a portaobjetos. El1l suero del
paciente se enfrenta a la espiroqueta fijada, y se revela con
inmunoglobulina antihumana marcada con fluoresceina (figura 1.4).
Los valores de sensibilidad y especificidad de este ensayo estéan
sujetos a la subjetividad del lector, pues el titulo de
anticuerpos antiborrelia del paciente se obtiene por el nivel de
fluorescencia que se observe en los portaobjetos, pudiendo ser
diferente dependiendo de la lectura realizada.

Algunos autores han utilizado materiales absorbentes, como
los derivados del Treponema phagedenis biotipo Reiter

(113,114,115) o de la B.hermsii (116), para eliminar posibles
reacciones cruzadas de la Bb con otras espiroquetosis, pero los
resultados son controvertidos.

El factor reumatoide puede reaccionar con la Bb, siendo la
causa de la posible existencia de falsos positivos. Se ha
propuesto la eliminacién de los mismos mediante el pretratamiento
del suero del paciente con una inmunoglobulina anti-IgG (117).

Figura 1.4.~- Imagen de la Bb vista por IFI
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1.4.3.2.- ELISA

La mayoria de los ELISAs utilizan extractos completos o
sonicados de la espiroqueta como antigeno. A diferencia del IFI,
en el ELISA el revelado se realiza con inmunoglobulinas
antihumanas marcadas con una enzima (figura 1.5.).

Se han realizado modificaciones de esta técnica, en las que
como antigeno se utiliza el flégelo de la Bb (61), una fraccidn
enriquecida del mismo (118,119), distintas fracciones de la
espirogqueta (120), o bien, se realiza un paso previoc de absorcidn
para eliminar posibles reacciones cruzadas (121). También se ha-
desarrollado un ELISA de captura (122). Berardi vy cols. obtienen
mejores resultados con él1 en la deteccidén de anticuerpos de
pacientes con infeccibén temprana, gque con la utilizacidn del
ELISA convencional, aunque el tiempo empleado sea mavor.
Recientemente se ha utilizado un ELISA en el que previamente se
secuestran los anticuerpos en inmunocomplejos, v con el que se
obtienen buenos resultados en pacientes seronegativos (123).
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Figura 1.5.- Imagen de una placa de ELISA.
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1.4.3.3.- Inmunoblot

Mediante una electroforesis en gel! de poliacrilamida se
separan los distintos componentes proteinicos de 1la Bb. Estos se
transfieren a membranas de celulosa vy, tras el enfrentamiento de
los sueros a estas membranas, se conoce el espectro de
reactividad de los anticuerpos contra los diferentes antigenos de
la Borrelia, utilizando una inmunoglobulina antihumana marcada
con una enzima.

Dos son las bandas proteinicas de la Bb detectadas en casi
la totalidad de las cepas aisladas hasta la actualidad. Estas
poseen unos pesos moleculares de 41 y 60 kDa, respectivamente
(2,55). La banda de 41 kDa corresponde al antigeno flagelar, v la
de 60 kDa es un antigeno comin a una gran variedad de bacterias,
cuya hnaturaleza como proteina de stress térmico se cuestiona
(60).

La proteina OspA aparece en la regién comprendida entre la
banda de 30 kDa vy la de 32 kDa, la OspB esta situada entre 34 vy
36 kDa, v la pC entre 21 y 22 kDa, dependiendo de las cepas. Las
proteinas OspA vy OspB estdn situadas en la envoltura externa de
la Bb v son codificadas por un plasmido lineal.

Mavor variabilidad existe entre las demas bandas proteinicas
detectadas en las diferentes cepas de Bb. Se han detectado
proteinas de 100, 94, 88, 83, 66, 57, 55, 50, 45, 39, 29 y 25
kDa.

Al comienzc de la infeccién por Bb, se suelen detectar
anticuerpos de tipo IgM contra el antigeno flagelar de 41 kDa
(86,47), v contra las proteinas de 60 a 66 kba (112). A las 6 u
8 semanas de la enfermedad, los anticuerpeos de tipo IgM comienzan
a decrecer y son sustituldos por los de tipo IgG contra las
proteinas de menor peso molecular (21-22 kDa, 31 kDa y 34 kDa)
(112). En 1992 Jiang y cols. describieron el mapa péptico del
antigeno flagelar (124). El papel del flagelo en la patogénesis
de la infeccidn por Bb se desconoce, pero podria estar implicado
en la invasién yv/o ataque de las células huéspedes. Recientemen-
te, Luft y cols. han declarado que los mejores marcadores para la
infecci®én por Bb son las proteinas de 41 y de 93 kba (125).
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1.4.3.4.- Serologia en LCR

Ademds del! analisis de los anticuerpos frente a Bb en ei
suerc, 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 neurolédgicas {(126). A partir de
entonces se comenzdé a estudiar emparejadamente suero y LCR de
pacientes con este tipo de manifestaciones, con la finalidad de
evidenciar la preoduccidn intratecal de IgG dirigida contra la Bb
(127}.

1.4.3.5.- Valoracion de las técnicas serolégicas.

Son varios los factores gue pueden influir en los valores de
sensibilidad vy especificidad de las técnicas seroldégicas
emplieadas: la cepa de Bb utilizada, la naturaleza de la misma, la
valoracidn del titulo total de anticuerpos IgG e IgM del paciente
o de cada una de las clases especificas individualmente, y las
reacciones cruzadas.

La cepa mas comunmente empleada es la B31 (ATCC 35210), cepa
que fue aislada de la garrapata Id en 1982. Las cepas
posteriormente aisladas en Estados Unidos son mds o menocs
similares antigénicamente (55,56,91,128,129,130,131), mientras
que la variabilidad existente entre las cepas de Bb europeas
podria influir en los resultados de las técnicas serologicas
{56,132,133,134).

Se pueden obtener diferentes resultados dependiendo de la
naturaleza del antigeno empleado: células completas, lisados,
lisados sonicados, fracciones enriquecidas del flagelo, etc.

Otro factor gque debe tenerse en cuenta es el titulo de
anticuerpos totales (IgG e IgM), o el titulo especifico de cada
una de las clases. En general, mientras gque el titulo de IgM

puede ser menos especifico, es mas sensible al comienzo de la
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infeccién. En las fases avanzadas, la respuesta de IgM
desaparece, mientras que la produccién de IgG es mavor.

La egpecificidad de las técnicas seroldgicas se puede ver
afectada por la existencia de reacciones cruzadas del antigeno de
la Bb con las proteinas presentes en diversos sindromes v
enfermedades como sifilis (114,116}, pian y pinta (37,115,116),

fiebres recurrentes (i1l16), artritis reumatoide vy lupus
eritematoso sistémico {37,111,112,135), mononucleosis
{99,115,126}), enfermedad periodontal (136), fiebre de las

Montafias Rocosas (135) y,., en menor proporcidédn, leptospirosis
(37.116) .

Se han detectado anticuerpos de tipo IgM en pacientes con
manifestaciones tardias de la infeccién, por 1lo dque su
utilizacidén como pardametro para saber si la infeccidn es reciente
0 no, debe ser interpretado con cautela. Tal hecho puede ser
debido a una nueva picadura de garrapata vy reinfeccién, o
tratarse de un fendmeno recurrente. Los anticuerpos de tipe IgG
pueden permanecer elevados durante meses e incluso afios.

El desarrollo de una respuesté"inmune en pacientes con
infeccidén por Bb no es siempre protectivo. El hecho de que se
haya observado la espiroqueta en tejidos de pacientes con altos
niveles de anticuerpos indicaria la no erradicacién de la
infeccidén (137), v la persistencia de los sintomas en pacientes
tratados con antibidticos hacen suponer que puede haber otros
mecanismos responsables de los sintomas e independientes de la
infeccidn crénica (138).

La relativa alta proporcidn de pacientes con infeccidn por
Bb y serologia negativa, sobre todo en los casos de pacientes con
EM (37,113), puede ser explicada por el retrasc en la produccién
de anticuerpos (112), el tratamiento antibiético (139), la
recogida del suero antes de que los niveles de anticuerpos fueran
detectables, y el «criterio de positividad empleado. La
monitorizacion de los titulos de anticuerpos no puede ser
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utilizada en esos casos como control de mejoria de la infecciébn,
pues los antibidticos pueden abortar la respuesta inmunoldgica.

La presencia de anticuerpos residuales, posiblemente
representativos de una infeccidn pasada. pueden dificultar la
interpretacidn de los resultados, siendo necesarios estudios de
seroprevalencia frente a Bb en aquellias 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 especificos, o representativos de una infeccién
latente, es en la actualidad, materia de especulaciodon.
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1.5.- OBJETIVOS

1.- Cultivo de muestras clinicas (biopsias cutaneas, sangre
vy LCR) en medio de Kelly modificado para el aislamento de la cepa
espafiola de Bb.

2.- Desarrollo de la técnica de IFI e inmunoblot con la cepa
B31 para la deteccidén de anticuerpos frente a Bb.

3.~ Conocer la frecuencia de las manifestaciones clinicas de
la infeccidén por Bb en Espafia.

4.- Estudio comparativo entre IFI, ELISA e inmunoblot
utilizando sueros de pacientes con procescos compatibles con la BL
vy sueros de donantes de sangre, valorandeo sensibilidad,

especificidad y aplicabilidad de cada una de las técnicas.

5.- Utilizandoe la cepa espafiocla Esp-1, valorar la utilidad
del inmunoblot en los casos de pacientes con serologia positiva
para Bb por otras técnicas.

6.- Analizar la concordancia de las técnicas serolédgicas.

7.- Establecer un modelo matematico predictivo de infeccién
por Bb basado en los resultados del inmunoblot.
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2.1.- MATERIAL
2.1.1.- CEPAS EMPLEADAS

Las cepas de Bb empleadas en este trabajo fueron las
siguientes:

- Cepa B3l: cepa americana alislada de la garrapata Id,
procedente de Shelter Island (USA) (ATCC 35210), utilizada en las

tres técnicas serolbgicas.

- Cepa Esp-1l: Cepa espafiola aislada de la garrapata Ir,
utilizada en el inmunoblot. e

2.1.2.- MEDIO DE CULTIVO

Se utilizd para el cultivo el medio de Kelly modificado

(BSK II) (66}, cuya composiciédn es la siguiente:

- Agua destilada........ ... . i il ..900 ml.

- 10 X CMRL 1066 sin glutamina y NaHCO, (Gibco)...100 ml.

- Neopeptona (DifCo) ...t ittt e tenreeeneas 5 g/l.

-~ Fraccidn V sérica de albGmina bovina {Sigma)..... 50 g/1l.

- Yeastolate (Difco) ... ..o nnnnnns 2 g/l.

— HEPES {(Sigma) ... u it ittt in i inae s nnannas 6 g/l.

- Glucosa (Malinckrodt)......ou ' iimmei i teeeneannnnn 5 g/l.

- Citrato sO6dico (SIigmMa) ... es e e eeereeeeneeaananesns 0,7 g/l.
- Piruvato sédico (Sigma)........cciiiiiin, 0,8 g/l.
- N-Acetil glucosamina (Sigma)........... ... .. ... 0,4 g/l.
- Bicarbonato sdédico (Sigmal.......... .. ... 2.2 g/l.

Una vez disueltos todos los componentes en agitacidn, se
ajustd el pH a 7.6 con NaOH IN. El medio se esterilizé por
filtracién al vacio, utilizando un filtro de acetato de celulosa
de Millipore con un tamafio de poro de 0,2 um.
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El medic se suplementd con 70 g/l de gelatina.

Se utilizaron tubos de cristal estériles en los due se
afladid 5 ml del medio. Una vez sembrada cada muestra se afiadid al
medio suero de conejo esterilizado por filtracidén (filtros de
0,22 um), para conseguir una solucidn al 6% de suero de conejo.

2.1.3.- MUESTRAS ANALIZADAS

2.1.3.1.- Muestras clinicas para cultivo

Las muestras clinicas empleadas fueron: sangre, biopsia
cutanea vy LCR.

2.1.3.2.- Sueros y LCR

Los sueros y LCR procedentes de pacientes con sospecha de
infeccién por Bb fueron recogidos en el laboratorio de
Enfermedades Infecciosas del Hospital Ramén y Cajal de Madrid y
procedian del mismo hospital v de otros diecisiete hospitales
egpafioles. El periodo de recogida de muestras fue el comprendido
entre Enero de 1987 y Diciembre de 1992. Los sueros y LCR se
distribuian en varias alicuotas, vy se mantenian a -709C hasta su
uso.

Lo sueros empleados como controles negativeos eran de
donantes de sangre y fueron obtenidos en el Banco de Sangre del
Hospital Ramdn y Cajal.

2.1.4.- REACTIVOS Y MATERIALES
2.1.4.1.- IFI
Antes de la fijacidon de las espiroquetas a los portacbietos,

éstas se lavaron con tampdn fosfato salino (PBS-MgCl, -acida),
cuvya composicidn fue la siguiente:
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R 2= 3 9 g/l

e ¥ ; T = & T 0,165 g/1.
e S T 2@ P 0,67 g/l.
- NaN; al 10% en agua destilada......... 2 ml.

- MgCl,. 6 HaO, 1,25 M............. ... 1,75ml.

Para las diluciones de los sueros a analizar se utilizé
tampén fosfato salino (PBS), con Tween y aAcida de sodio (PBS-
Tween-acida) con la siguiente composiciodn:

e NACL . et et e e 7.65 g/1.

- NayHPO(. oo i i i e 0,72 g/l.
= KHiPOr. o oot i e 0,21 g/1l.
= TwWween =20 .« i it it ittt ettt st e sarans 500 ul/l1.
- NaN;y al 10%.. ... ... ittt i tenn Zml.

Se empleé PBS pH 7,2 proporcionado por BioMerieux en los
lavados de los portaobjetos para la eliminacién de los restos de
anticuerpos no unidos al antigeno.

Los anticuerpos antiinmunoglobulina humana de o©oveja
conjugados a fluoresceina utilizados, fueron proporcionados por
la casa Wellcome. En cada ensayoc se empled un control positivo de
sifilis FTA-ABS de la casa comercial Biomerijeux.

Los portaobjetos con 15 pocillos de 5mm de didmetro cada uno
eran de la casa comercial Cultek.

2.1.4.2.~ ELISA

Se utilizé un ELISA proporcionado por la casa comercial
MarDx, que emplea la cepa B3l de Bb fijada a placas de
poliestireno.
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2.1.4.3.- Inmunoblot

Para la obtencién del antigenoc para el Inmunoblot se utilizé
una membrana de dialisis (SPECTRA/POR]l dialysis membranes), de
Spectrum Medical Industries Inc.

Empleamos reactivos comerciales {BCA* Protein assay reagent
de Pierce) para determinar la concentracién de proteinas en el
extracto antigénico obtenido.

Para la fabricacidn de los geles empleamos los siguientes
reactivos: acrilamida, bisacrilamida, docdecil sulfato sédico,
persulfato ambénico y TEMED (N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina)
Todos fueron suministrados por BioRad.

Las soluciones empleadas fueron las siguientes:

- Solucidén patrén al 30% de acrilamida-bisacrilamida:
Acrilamida............. 14,6 ¢g.
Bisacrilamida........... 0.4 g.

Agua destilada hasta 50 ml.

- Tampdn del gel separador: Tris-ClH 1,5M, pH 8,8.
Tris Base......coeviue.. 18,15 g.
Agua destilada hasta 100ml.
Ajustado con ClH a pH 8,8.

- Solucién del gel separador:

Solucidén patrén............ 4 ml (geles al 12%).
Tampdén del gel separador....2,5 ml.

SDS al 10%.......00viiivnnn, 100 nl.

Agua destilada ............. 3,35 ml.

Persulfato aménico al 10%...50 ul.

TEMED. . .t it ittt it e i it v v st 5 ul
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- Tampén del gel concentrador: Tris-ClH 0,5 M pH 6,8.
Tris Base.. ... 3 g
Agua destilada hasta 50 ml.
Ajustado con ClH a pH 6.,8.

-~ Solucién del gel concentrador:
Solucidén patrén ... ... 1,3 ml.
Tampdn del gel concentrador...2,5 ml.

SDS al 10%..... . i nnnas 100 wul.
Agua destilada ............... 6,1 ml
TEMED. . o it i i i i e 10 wni

- Tampdn de tratamiento de muestra:

Tris-ClH 0,5 M pH 6,8....... 2.5 ml,
SDS 10%. ... ii i 4 ml.
Glicerol ..... ... .. 2 ml.
2-mercaptoetanol ........... 1 ml.
Azul de bromofenol ......... 1 mg.
Agua destilada.............. 0,5 ml.

- Tampdn de llenado de la cubeta para la electroforesis de
proteinas (pH 8,6):

Tris base..... .. 12 g.
Glicina ....iii i it 57,8qg.
SDS 10%. . ... it i i 40 ml.

Agua destilada hasta 4 1.

- Tampdén de transferencia:
Tris 25 mM pH 8,3.
Glicina 192 mM.
Metanol 20%.

- Tampdén de blogueo para el enfrentamiento de los sueros:
Tris~HC1 0,01M.
ClNa 9%.
Leche de vaca descremada en polvo 8,8%.
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Los marcadores pretefiidos fueron facilitados por la casa
BioRad y los marcadores de peso molecular por SIGMA (Dalton Mark
VII). Ademds de estos marcadores, se emplearon los anticuerpos
monoclonales CB49, CB625, CBl, CB312, CB2 ¥ 11Gl para comprobar
el peso molecular calculado de las proteinas.

L.a membrana de transferencia empleada fue el Immobildn
PVDF de Millipore. En la transferencia de las proteinas se empled
papel Whatman 3MM.

BioRad proporciond los anticuerpos antiinmunoglobulina
humana de tipo G conjugados a fosfatasa alcalina asi como los
sustratos de dicha enzima BCIP/NBT (5-bromo-4-clor-3-indolil
fosfato v cloruro de p~-nitro azul de tetrazolio). Los anticuerpos
de tipo IgM eran de la casa SIGMA.

2.1.5.- EQUIPOS

En la elaboracién del medio de cultivo se utilizaron los
siguientes aparatos: agitadores (Selecta Giralt), pHmetro {(Crison
serie 0501), balanza (Mettler p 1210), balanza de precisidon
(Sartorius Giralt S.A.).

En la inoculacidn de las muestras para el cultivo de la
espirogqueta se utilizd® una campana de flujo laminar (Telstar) vy
para su crecimiento una estufa Rost-Frei (Pacisa).

En la preparacidén del antigeno se utilizé: centrifuga {(Jouan
CR 412, Izasa), sonicador (W-380) vy evaporador en vacio
{Balzers).

En la elecroforesis de las proteinas, se emplearon
cristales, separadores, cubeta (Mini Protean II) y fuente de
alimentacién, suministrados por la casa BioRad. La cubeta
necesaria para la transferencia de las mismas fue la Mini Trans-
blot electrophoretic Transfer Cell, suministrada igualmente por
BioRad.
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Se utilizdé un densitometro para la lectura de las bandas
resultantes del Inmunoblot EC%10 equipado con un software EC934
(E-C Apparatus Corporation, Florida, USA).

El espectrofotdometro para la lectura de las microplacas
usadas en los enzimoinmunoanalisis, v el lavador automatico fue
proporcionado por Flow Laboratories {Titertek Multiscan de ocho

canales y Titertek Microplaque washer, respectivamente).

Para la visualizacidén de las espiroquetas, se empled un
microscopio de campo oscuro vy de fluorescencia (Nikon).
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2.2.- METODO
2.2.1.- CULTIVO DE LAS MUESTRAS CLINICAS

Las muestras clinicas se cultivaron siguiendo los protocolos
de Steere y cols {99).

l.- Sangre:

Las muestras de sangre se recogieron en tubos estériles con
heparina v se sembraron en cantidades de 0,2 a 0,4 ml en tubos
con 5 ml de medio BSKII, sin previa centrifugacién. A la semana
de la inoculacidén se realizaba un subcultivo.

2.- Biopsias cuténeas:

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 sembr® en cantidad de 0,5 a 1ml en medio BSKII.

Todas las muestras clinicas una vez sembradas se incubaban
a 33 ©C y se observaban en campo oscuro en busca de espiroquetas
el 30 y 70 dia vy luego semanalmente durante 3 meses.

2.2.2.- IFI
Tanto para la obtencién'del antigeno como para la técnica de
IFI se siguieron los protocolos de Russell ¥ cols. (111) vy Craft
y cols. (141}).
2.2.2.1.- OBTENCION DEL ANTIGENGC
Para la preparacioéon de los portaobjetos empleados en la IFI
gse utilizd un cultivo temprano de la cepa de Bb. Se partid de un

indcule congelado de la espiroqueta, en el gue se observaban
antes de su congelacidn al menos 50 borrelias por campo en el
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examen con el objetivo de 40X, de una gota de 20 nl bajo un cubre
de 22x22. Se sembrd en cuatro tubos de medio BSKII de 10 a 12
gotas de dicho indculo y se incubd a 332C en estufa con aire
ambiente, de cuatro a cinco dias. El adecuado crecimiento se
manifestaba por un cambio del color rojo del medio a amarillo-
anaranjado.

El cultivo resultante de los cuatrc tubos se reunid en un
tubo con capacidad de 50 cc, v se centrifugd a 5.000 rpm durante
30 minutos a 42C. Se eliminé el sobranadante v se resuspendid el
botén blanco resultante en una solucidén de PBS-MgCl,-Acida. Se
centrifugd de nuevo a 5.000 rpm durante 30 minutos a 40C, y se
repitidé la misma operacidén dos veces mas, hasta completar tres
lavados.

Después del Gltimo lavado, se resuspendieron los organismos
en 5 ml de la misma solucidon (PBS-MgCl;-Acida).

La suspension de espiroguetas obtenida se diluia 1:50,
1:100, 1:200 y 1:400 en PBS y se examinaba una gota de 20 ul en
el microscopio de campo oscuro bajo cubres de 22Zx22. La dilucién
adecuada era aquella gue mostraba de 0 a 4 borrelias en varios
campos utilizando el objetivo de 40X.

Se wutilizaron portas de 15 pocillos, gque se lavaron
previamente con solucién jabonosa y, tras ser aclarados, se
dejaron secar en la estufa.

Se depositaban alicuotas de 20 nl de la dilucién de
organismos en cada pocillo, y se dejaban secar losg portas hasta
el dia siguiente en que se guardaban a -700C hasta su uso.

2.2.2.2.- TECNICA DE IFI

Se analizaron por IFI todos los sueros Yy LCR recogidos entre

Enero de 1987 y Diciembre de 1992, de pacientes con sospecha de
infeccidon por Bb. Igualmente se analizaron 50 sueros de donantes
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de sangre, obtenidos en el Banco de sangre del Hospital Ramdén vy
Cajal.

Los sueros en estudio se diluian 1/64, 1/128 y 1/256 en PBS-
Tween-Acida, y para los LCR se hacian diluciones seriadas
partiendo del LCR puro. Para la estandarizacidén de la técnica, vy
la utilizacién de las mismas condiciones, en cada ensayo se
empleaban los siguientes controles:

- Controles positivos:
- un control positivo de sifilis (FTA-ABE), puro que se

consideraba con positividad 4+, y diluido 1/200 con positividad
1+4. Este control era suministrado por la casa BioMérieux.

- un suero de un paciente diagnosticado de infeccidn
por Bb (procedente de la Clinica Mayo, Rochester, Minnesota),
diluido 1/100 que se consideraba de 3+ a 4+ de positividad.

- Control] negativo: PBS.

En cada ensayo, se colocaban 20 ul de cada suero y LCR en
los pocillos de los portas, previamente fijados con acetona
durante 10 minutos, y después de 30 minutos en camara himeda a
379C, se lavaban con PBS pH 7.2 durante 10 minutos. Una vez secos
se afladian 20 ul de inmunoglobulina antihumana conjugada con
fluoresceina, procediendo ccon la incubacién y el lavado de la
misma manera que antes, afiadiendo un Gltimo lavado de 2 minutos
con agua destilada. Una vez secos se afladia una gota de liquido
de montaje {(glicerocl) y bajo un cubreobjetos se observaban los
portas en el microscopio de fluoreséencia con el objetivo de 40X.

Para obtener la dilucién a la gue debia ser utilizada 1la
inmunoglobulina antihumana conjugada a fluoresceina, se seguia el
siguiente procedimiento: se hacian diluciones de la
inmunoglobulina seriadas (1:100, 1:200, 1:400, 1:800, etc). Se
utilizaban para cada dilucidn los controles positivo vy negativo
anteriormente descritos, vy se aplicaba en ellos la IFI. Se leian
los portaobjetos empezando por la diluciéon més baja del
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conjugado, y siguiendo los grados de reactividad (del 4+ al
negativo). La dilucidén elegida era agquella gque mostrase la
reactividad indicada para cada control. El esquema seria el
siguiente:

Dilucidn Control - Control 4+ Ccontrol 1+
conjugado

1:100 <1+ 44 3+
1:200 - 4+ 2+
1:400 - 4+ 1+
1:800 - 3+ -

En este caso, la dilucién elegida seria la 1:400. Cada vez
gque se utilizaba un conjugado nuevo, se seguia este procedimiento
para la estandarizacidédn de la tégnica.

Se consideraba un suero positivo cuando a la dilucién igual
o mayor a 1/256 mostraba una fluorescencia 1+. El LCR se
consideraban positivo cuando a la dilucidn igual o mavor a 1/2
mostraba igualmente wuna fluorescencia de 1+, para hacer
comparable la cantidad de IgG que en &l 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 laboratoric por
la sospecha de infeccidédn por Bb. Se analizaron también 116 sueros
de donantes de sangre.

Para el ELISA, se utilizd un kit comercial de la casa MarDx
Diagnostics Inc. (Carlshad, California), que permite analizar
anticuerpos antiborrelia de las clases IgM e IgG conjuntamente
{IgM & IgG) y por separado.

La cepa de Bb utilizada es la B31l, unida a un soporte
{microplacas) de pocillos de poliestirenc. La técnica consta de
los siguientes pasos:
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l1.- Incubacidon de las muestras de suero diluidas 1:100 con
tampén, en las microplacas con el antigeno, durante 30 minutos a
temperatura ambiente en agitacién. Los anticuerpos presentes en
los sueros se uniran al antigeno de la borrelia.

2.- Tres lavados de 1 minuto cada uno para eliminar restos
de anticuerpos no unidos al antigeno.

3.- Incubacién durante 30 minutos con 1los anticuerpos
antiinmunoglobulina humana conjugados a peroxidasa. E! conjugado
se unira a los complejos antigeno-anticuerpc que se hayan formado
en el primer paso.

4.~ Lavado como en el paso 2.
5.- Incubacidn durante 10 minutos con el sustrato de la
peroxidasa.

6.- Incubacidn durante 2 minutos con una solucién del acido
para parar la reaccidn.

7.- Lectura en espectrofotdédmetro a 450 nm de longitud de
onda.

En cada ensayo se utilizaba un control positivo alto, un
positivo bajo vy un negative, suministrados en el kit. Los sueros
se analizaban por duplicado, y el control positivo bajo se
analizaba por triplicado. Para calcular el resultade de la
técnica se calculaba la media de las densidades 6pticas de cada
suero, Y ésta se dividia por el valor de la media de las
densidades Opticas de los tres controles positivos bajos. €Si
resultaba mayor o igual a 1, se consideraba ELISA positivo.

Se realizé ELISA (IgG&IgM) en todos los sueros y aquéllos

que resultaban positivos se ensavaban con los ELISAs individuales
(IgG independiente de IgM).
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El ELISA IgG se realizaba del mismoc modo que el completo
mientras qgue el IgM llevaba un paso previo de eliminacidén de
anticuerpos IgG mediante una centrifugacidn.

2.2.4.- INMUNOBLOT

Se siguidé el protocolo de Fister y cols. (142) para la
puesta a punto y desarrollo del inmunoblot.

2.2.4.1.- OBTENCION DEL ANTIGENO

Se preparaba 1 litro de medio de Kelly modificado en el
que se inoculaban varias alicuotas de la cepa de Bb congelada. Al
cabo de 7 dias se obtenia un cultivo en el gque se observaban
aproximadamente 50 espiroquetas por campo (40X). Se distribuia el
litro en seis botellas de 250 cc y se centrifugaba el medio a
10.000 x g durante 20 minutos a 49C. Una vez eliminado el
sobrenadante se resuspendia el botdn resultante de cada botella
con 15 ml de PBS-MgCl:;-Acida pH 7.2 por aspirado con pipeta
Pasteur, y se centrifugaba de nuevo a 10.000 x g durante 20
minutos a 49€cC.

Se repitia el proceso de lavado dos veces mas, vy al final se
resuspendian 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 centrifugacidén a 10.000 x g durante 20 minutos, se
recogia el sobrenadante que posteriormente se dializaba contra

PES durante una nhoche en nevera, en agitacion.

La solucién obtenida se congelaba a -702C v se liofilizaba,
para su conservacidn hasta su uso.
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2.2.4.2.- CARACTERIZACION DEL ANTIGENO
2.2.4.2.1.- Valoracién de proteinas

Para medir la concentracidn de proteinas del extracto
antigénico obtenido se utilizd el método de Biuret con reactivos
comerciales (BCA* Protein assay reagent de Piercel} (143).

2.2.4.2.2.- PAGE-SDS

Los geles de poliacrilamida se forman por co-polimerizacién
de acrilamida y bis-acrilamida (N,N'metilen bisacrilamida). EIl
dodecil sulfato sdédiceo (SDS) es un detergente anidonico que
desnaturaliza las proteinas por envolvimiento de la estructura de
las mismas, confiriendo una carga negativa en proporcidén a su
tamafio. Los geles de poliacrilamida disceontinuos estan formados
por un gel concentrador que permite reunir las proteinas aiin en
grandes volimenes de muestra, vy un gel separador dgue permite
separar las proteinas previamente concentradas con gran

resolucién.

La polimerizacioén se realizd segin el método de Laemmli
(144).

La parte concentradora de los geles se prepard con
acrilamida al 4%, ocupando eﬁ la zona superior 1/5 de la longitud
total del gel. La parte inferior separadora. se prepard con
acrilamida al 12% y ocupaba las 4/5 partes de los geles.

Para la preparacidon de los geles se montdé el sandwich con
los cristales utilizando espaciadores de 0,75 mm y se pipeted la
solucidén del gel separador. Se cubrié la superficie del gel con
agua destilada evitando la formacidn de burbujas de aire y se
mantuvo en reposo durante 30 minutos con objeto de permitir la
polimerizacidn.

Tras afladir los componentes del gel concentrador sobre el
gei separador va polimerizado, se insertdé un peine en el extremo
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superior para la formacidon de los pocillos. Se utilizaron peines
de 10 pocillos, v de frente Unico.

Las muestras liofilizadas se resuspendieron en tampdon de
tratamiento de muestra a la concentracidén de 1Img/ml vy se
calentaron durante 2 minutos a 100¢C. Cuando se empleaban los
peines de 10 pocillos se cargaban 5 nl de la muestra por pocillo,
y 50 ul cuando se utilizarcn los de frente Unico. Se aplicaba
sobre el gel ademas de la muestra unos marcadores pretefiidos 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 llend la
camara superior y la inferior de la cubeta con el tampdén de
llenado vy se corrido el gel a voltaje constante (200 wvoltios)
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 méas facil.

Para la visualizacidon de las proteinas los geles se tifieron
sumergiéndolos en una solucién de azul de Comassie R-250 al
0,125% en acido acético/metanol/agua (10/40/50) durante una hora
y se destifieron con &acido acético/metanol/agua para remover el
exceso de tincidn (7,5/10/87,5) durante apoximadamente 3 horas.

Para calcular el peso molecular de 1las proteinas del
antigenco obtenido se compard la movilidad electroforética de las
mismas con la movilidad de 1los patrones de peso molecular
comerciales empleados. También se utilizaron 1los siguientes
anticuerpos moncclonales de ratoéon: 11Gl (reconoce la proteina
Osp-A), CB2 (reconoce la Osp-B), CBl (contra el antigeno
flagelar), CB312 (contra la proteina de 72 kDa), CB49 (contra la
de 19 kDa) y CB625 ( contra la de 21 kDa). El revelado se realizd
con inmunoglobulinas antiratén conjugadas a fosfatasa alcalina.
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2.2.4.3.- TECNICA DE INMUNOBLOT
2.2.4.3.1.- Transferencia

Los geles discontinucs de poliacrilamida fueron cargados con
50 nl de la concentracién del extracto antigénico de 1 mg/ml.
Dichos geles fueron polimerizados con peine de frente Unico de
6,5 cm de longitud. Los 50 ul se repartian homogéneamente a lo
largo del peine.

El gel conteniendo las proteinas separadas
electroforéticamente fue sumergido en 50 ml de tampdédn de
transferencia y se mantuvo en agitacién lenta durante 20 minutos
con la finalidad de extraer el SDS.

La membrana de transferencia (inmobildén) se humedecid con
metanol durante unos segundos y se lavd con agua destilada. Se
mantuvo en tampdén de transferencia durante 20 minutos. Se prepard
un "sandwich” poniendo dos rectangulos de papel Whatman de 7 x 10
cm en los extremos del mismo v entre ellos el gel y un rectangulo
de 5,6 x 8 cm de la membrana de transferencia (inmobilén).

Una vez preparado el "sandwich” se colocd éste entre los dos
electrodos de la cubeta de transferencia de modo gue las
proteinas del antigeno separadas electrofor@ticamente, en su
migracidén hacia el anodo quedaran retenidas eh el inmobildén. La
cubeta se llend hasta cubrir el "sandwich” con el tampdn de
transferencia y se realizd la transferencia a 100 voltios y 250
mA durante una hora.

La membrana se cortd en tiras de 2,5 cm de ancho, una vez
realizada la transferencia, y se conservaron en refrigeracién
hasta su uso.

2.2.4.3.2.- Revelado

Los sueros analizados por Inmunoblot fueron los recogidos
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entre enero de 1990 y junio de 1991, gue habian resultado
positivos por IFI v/o ELISA. Igqualmente se analizaron 20 sueros
de donantes de sangre del Banco de Sangre del Hospital Ramén y
Cajal, vy 20 sueros de pacientes a los que se habia solicitado IFI
y ELISA, vy habian resultado negativos por ambas técnicas.

En cada ensavyo se utilizaba un control positivo
correspondiente a un paciente con infeccién por Bb por presentar
EM, ¥y un pool de sueros de donantes como control negativo. EI
procesamiento de los sueros se realizé de la siguiente manera:

1.- Se saturaba cada tira con 1,8 ml de tampédn de blogueo
durante una hora, a 37QC.

2.- Se afiadian 9 ul de cada suerc a analizar al tampdn de
blogueo de manera gue se obtenia una concentraciodn .1:200. Para
cada suero utilizabamos dos tiras, con la finalidad de estudiar
los anticuerpos de tipo IgG e IgM presentes.

3.- Seguidamente se lavaban las tiras 4 veces con una
solucidén de suero fisiolbgico con 0,05% de Tween 20 y una 58 vez
con la solucidén salina sin el detergente. En cada lavado, se
sumergian las tiras durante 5 minutos.

4.- Las tiras se incubaban con los anticuerpos anti IgG ¥y
anti IgM humana conjugados a fosfatasa alcalina diluidos 1/1000
durante 1 hora a temperatura ambiente en agitacién lenta. Para
cada tira se utilizaba 1 ml de conjugado diluido en tampdn de
bloqueo.

5.- Se procedia 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 agitacién
lenta. E1 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 preparacion del BCIP, se disolvian 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 nl de cada solucidén se afiadian a 10 ml de tampdn
carbonato (0,1M bicarbonato sbédico, 1mM clorurc magnésico, pH
9,8), obteniéndose de esta manera el sustrato de la fosfatasa
alcalina.

7.- Finalmente las tiras se lavaban una lltima wvez con la
solucidn salina y se dejaban secar al aire, conservandose a
temperatura ambiente.

2.2.4.3.3.- Cuantificacidén de las bandas

Las bandas resultantes del inmunoblot fueron cuantificadas
por lectura en densitdometro. Para ello fueron fotocopiadasren
papel de transparencia (Staedtler Lumocolor Film) y leidas en un
Densitometro de Transmisién EC%10 equipado con un software EC934
(E-C Apparatus Corporation, Florida, USA).

La intensidad de reaccidn de los anticuerpos presentes en el
suero frente a cada proteina, correspondia al area bajo la curva
que leia el densitdmetro al pasar por cada una de las bandas del
inmunoblot. Considerdabamos 1la banda de 41 kDa del control
positivo con una densidad del 100% y calculabamos el valor de
cada una de las bandas de los demas sueros en referencia a este
valor.

2.2.5.- VALORACION DIAGNOSTICA DE LOS ENFERMOS

La valoracidn de los enfermos se basdé en los criterios de
diagnéstico de infeccidén por Bb del CDC (the Centers for Disease
Control, USA), parcialmente ampliados. Incluimos el linfocitoma
y la ACA como manifestaciones tardias de la enfermedad (145). El
CDC define caso de enfermedad de Lyme aquel paciente con EM, o
que presenta una manifestacién dermatolégica, articular,
neuroldégica o cardiaca admitida como manifestacidon tardia
{tabla), con exclusidn de otras enfermedades vy con confirmacidn
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del laboratorio. Esta confirmacién hace referencia a Ila
existencia del aislamiento de la espiroqueta a partir de una
muestra de tejido o 1liquido orgéanico, o la deteccidn de
anticuerpos de tipo IgG o IgM en el suero o LCR del paciente, o
al cambio del titulo de estas inmunglobulinas de la fase aguda a
la convaleciente.

Las manifestaciones tardias admitidas por el CDC son las
siguientes:

1.- CUTANEAS: EM. Hemos incluido la ACA v linfocitoma.

2.- ARTICULARES: Atagues fugaces (semanas o meses) de
artritis (mono u oligoarticular). Algunas veces pueden seguirse
de artritis crdénica mono u oligoarticular.

No se consideran:

- Artritis crénica progresiva no precedida de episodios
fugaces.

- Poliartritis crénica simétrica.

Sindromes de fibromialgias, artralgias, mialgias aislados.
3.- NEUROLOGICAS:
Meningitis linfocitaria.

Neuritis craneal (principalmente paralisis facial}.

Radiculoneuropatia.

Encefalomielitis con evidencia seroldgica en LCR.
No se consideran:
Parestesias.

Cefalea.

Astenia.
4.~ CARDIOVASCULARES:
Bloqueos A-V de 2¢ & 32 grado de comienzo agudo, y gque

desaparecen en dias o semanas. Algunas veces se asocian a
miocarditis.

No se consideran:

Blogqueos de rama.

Palpitaciones.

Bradicardias.

Miocarditis aislada.
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Atendiendo a estos criterios, se clasificaron los pacientes
con serologia positiva en tres grupos:

1.- Pacientes con criterios de BL {grupo I}.

2.- Pacientes sin criterios de BL {(grupo II}.

3.- Pacientes con serologia positiva falsa {(grupo III}.
Estos pacientes presentaban otra etiologia que pudiera explicar
los sintomas.

Un especialista en enfermedades infecciosas realizaba La
valoracidn clinica de los enfermos.

2.2.6.- VALORACION DE LAS TRES TECNICAS SEROLOGICAS
UTILIZADAS.

Para el disefio del protocolo de recogida de datos clinicos
y seroldgicos de los pacientes, y posterior analisis de los
mismos, se emplearon el programa informatico de Bioestadistica
Sigma Plus (Horus Hardware, S.A.), y el PRESTA V2.2. Se
utilizaron el 1indice kappa v 1la regresion logistica en el
andlisis de las técnicas seroldgicas.

En la evaluacién:de las caracteristicas generales de los
pacientes (epidemiologia, manifestaciones clinicas, etc.) se
empled el test exacto de Fisher con una p<0,05 para considerar
diferencias estadisticamente significativas.

2.2.6.1.- Indice kappa

En el an&lisis estadistico de las técnicas sercldgicas de
IFI y ELISA se utilizé el indice kappa (k) (146), para evaluar la
concordancia entre ambas técnicas. El indice kappa se representa
como la cantidad de concordancia que quede después de eliminar la
debida al azar (P,-P.)} dividida por la maxima cantidad de tal
acuerdo extra gque podria ocurrir.

Sea P, la proporcién de acuerdos observados y P, la
proporciétn de acuerdos esperados por azar,
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k= po"pe/l_Pg
donde P,-P, es el acuerdo observado no debido al azar, v 1-Pe el

maximo acuerdo posible no debido al azar.

La escala de valoracidén del indice k fue propuesta por

Landis vy Koch (147}, v se clasifica en las siguientes categorias:

kappa grado de concordancia
<0,00 pobre

0,00-0.,20 ligera

0,21-0,40 mediana
0,41-0,60 moderada
0,61-0,80 sustancial
0,81-1 casi perfecta

2.2.6.2.- Regresibon logistica

La regresidén logistica compara los datos de dos grupos de
individuos, y obtiene un modelo segin el cual se clasifican lo
mejor posible cada individuo en el grupo gue le corresponde. Uno
de los grupos es el de pacientes con criterios de BL v el otro es
el grupo control. Para analizar qué control es el mas adecuado,
se realizaron dos estudios, tanto para la cepa B3l como para la
Esp-1. En uno se utilizé como control un grupo ge donantes de
sangre {(supuestamente sanos) v en el otro un‘grhpo de enfermos
pero sin diagnéstico de BL.

ESTUDIO 1.-

Se clasificaron los individuos en dos grupos:

- Grupc A: donantes de sangre, vy
- Grupo B: pacientes con criterios de BL.

Si p es la probabilidad de pertenecer al grupo B v g la de
pertenecer al grupo A, el modelo de regresién logistica toma la

forma:

In (p/q)=a + bx; + ¢c%x; + ... 2%, =Y
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donde In significa logaritmo neperiano, a...z2 son los
coeficientes y X;...x, son variables, gque corresponden a los
valores de cada una de las bandas del inmunoblot. La probabilidad
por tanto de que un paciente padezca la enfermedad vendria dada
por la férmula:

p= 1/(1+e™")

Una vez estimados los coeficientes por el método de maxima
verosimilitud, se evalud el modelo, cuantificando el acierto en
la clasificacién.

Para llegar a obener los coeficientes de la formula anterior
se siguieron los siguientes pasos:

1.- Se calculd la media de los resultados de la lectura en
densitometro de las bandas en cada uno de los grupos.

2.- Se eliminaron del andlisis aquellas bandas cuya media en
los dos grupos fuera 0 o muy proxime a 0, pues significaria gque
no tienen valor discriminatorio entre los dos grupos.

3.- Se realizaron 1los contrastes de hipdtesis de no
significacién de cada coeficiente (por la prueba de Wald);
asimismo se cuantificé la bondad del ajuste del modelc por la
prueba del logaritmo de la razdédn de verosimilitudes (148).

4.- Para obtener el mejor modeloc en el estudio de la cepa
B3l se siguidé la estrategia hacia atras, que consiste en ir
eliminando del an&lisis aquellas bandas con p mas alta, hasta
consiguir que todas fueran menores gue 0,05. En el inmunoblot con
la cepa Esp-1 se siguid la estrategia hacia adelante, consistente
en comenzar con la variable cuya p fuera mas baja, e ir affadiendo
la siguiente ¢con p menor.

Una vez calculadas los coeficientes, para saber si un

paciente pertenece al grupo B, bastaria con sustituir los valores
de sus bandas, v calcular Y. De la férmula anterior se deduce:
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p/q= €'

Asi, si Y es positivo, p seria mayor que q y por lo tanto la
probabilidad de que el paciente perteneciera al grupo B
(pacientes con criterios de BL) seria mayor que la de que
perteneciera al grupo A.

ESTUDIO 2.-
Se clasificaron los pacientes de la siguiente manera:

- Grupo 1: Pacientes sin infeccidn por Bb (pacientes posi-
tivos falsos y pacientes con serologia negativa para Bb por IFl
y ELISA, y por lo tanto no diagnosticados de infecciébn por Bb).

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

Se aplicdé regresidn logistica de la misma manera gque la
descrita en el estudio 1.

2.2.6.3.- Recogida de datos de los pacientes.

A la vez gque se enviaba el resultado de las técnicas
serolbgicas a los médicos remitentes, se enviaba una copia del
modelo de recogida de datos del enfermo., solicitando la
cumplimentacidén del mismo y el envio de una nueva muestra.

A continuacién se describe el protocolo seguido para la

recogida de los datos de cada paciente:

RECOGIDA DE DATOS CLINICOS DE PACIENTES CON SOSPECHA DE
INFECCION POR Borrelia burgdorferi

* DATOS DEL PACIENTE:
NOMBRE Y APELLIDOS:

EDAD: SEXO:
HOSPITAL: PROVINCIA:
NOMBRE DEL MEDICO RESPONSABLE: SERVICIO:

TELEFONO DE CONTACTO:
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* ANTECEDENTES EPIDEMIOLOGICOS:
l.- HISTORIA DE PICADURA DE GARRAPATA: SI ( ), NO ( }
CAPITAL, PUEBLO O/Y PROVINCIA:
TIEMPO TRANSCURRIDO HASTA LA APARICION DE LOS SINTOMAS:
2.~ AMBIENTE RURAL: SI ( ), NO ( )
3.~ CONTACTO CON ANIMALES: SI ( ), NO ()
4.- OTROS ANTECEDENTES EPIDEMIOLOGICOS:

* SINTOMAS O SIGNOS CLINICOS:
1.- CUTANEOS: TIEMPO DE EVOLUCION:
ERITEMA MIGRATORIO: SI ( ), NO ( )
NUMERO DE LESIONES:
LOCALIZACION:
OTRAS MANIFESTACIONES CUTANEAS:
2.- ARTICULARES: TIEMPO DE EVOLUCION:
ARTRITIS: SI ( }, NO ( )
LOCALIZACION DE LA ARTRITIS:
CARACTERISTICAS 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 ( }
NEUROPATIA PERIFERICA: SI ( )}, NO ( )
- POLINEUROPATIA: SI ( ), NO ( )
- NEUROPATIA POR ATRAPAMIENTO: SI (}, NO ()
- MONONEURITIS MULTIPLE: SI ( ), NO ( )

OTRAS MANIFESTACIONES NEUROLOGICAS:
4.- CARDIACOS: TIEMPO DE EVOLUCION:
BLOQUEO A-V: SI ( ), NO ( )}
GRADO:
OTROS MANIFESTACIONES CARDIACAS:

* OTROS SIGNOS O SINTOMAS ATRIBUIDOS A LA ENFERMEDAD:
* ¢SE HAN DESCARTADO RAZONABLEMENTE OTRAS ETIOLOGIAS QUE PUEDAN
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DATOS DE LABORATORIO DE INTERES:

SANGRE:

LCR:

VDRL:

FTA-ABS:

ANA:

FR:

LIQUIDO SINOVIAL:
BIOPSIA DE PIEL:

ESTUDIOS CLINICOS ALTERADOS: (E.C.G., RADIOLOGIA, ETC.)

TRATAMIENTOS RECIBIDOS:

EVOLUCION DE LA ENFERMEDAD:

TIEMPO DE SEGUIMIENTO:
IMPRESION CLIRNICA:

‘RECOGIDA DE DATOS SEROLOGICOS

- Fecha:

- Suero no:

IFI: Positiva/Negativa; Titulo:
ELISA (IgG&IgM}): Positiva/Negativa; Titulo:

ELISA (IqG):
ELISA (IgM):

Inmunoblot:

- 72
- 63
- 60
- 50
- 45
- 41
- 38
- 36
- 34
- 31
- 21
- 19

kDa:
kDa:
kDa:
kDa:
kDa:
kDa:
kDa:
kDa:
kDa:
kDa:
kDa:
kDa:

Positiva/Negativa; Titulo:
Positiva/Negativa; Titulo:

Capta/no capta; Densidad:
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Fesaltados

3.1.- Cultivo de muestras clinicas para el aislamiento de la
espiroqueta

Se sembraron un total de 20 muestras: 3 biopsias cutaneas,
11 muestras de sangre y 6 LCR.

De las biopsias cutdaneas, una procedia de un paciente con
ACA, otra de un paciente con EM, vy la tercera era de un paciente
que presentaba ndédulos cutédneos (no cumplia criterios de BL).
Sélo el paciente con ACA hablia recibido tratamiento antibidtico
antes de la obtencién 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 BL, 2 muestras de un
paciente positivo falso, y una de un paciente con afectaciodn
neurclogica aceptada como criterio de BL (neuritis). Uno de los
pacientes con EM habia recibido tratamiento antes de obtener la
sangre. Lo mismo sucedid con el paciente con ACA. De los dos
pacientes sin criterios de BL uno habia recibido tratamiento
antibidtico, al igual que el paciente con serologia positiva
falsa.

El LCR se obtuvo de los siguientes pacientes: un paciente
con EM, un paciente con meningitis gque habia sido tratado
previamente, un paciente con neuritis, dos pacientes sin
criterios de BL vy un paciente con serologia positiva falsa y que
habia recibido tratamiento antes de la obtencidn del LCR.

En ninguno de los casos se consiguid aislar la cepa espaficla
de Bb.

3.2.- Caracteristicas de los pacientes

Se obtuvieron un total de 1991 muestras (1631 sueros y 360
LCR}, pertenecientes a 1500 pacientes. De éstos, 136 (9%)
tuvieron serologia positiva para Bb por IFI y/o ELISA (IgG&IgM),
¢ presentaron EM. De acuerdo con la clasificaciéon de los
pacientes, descrita en el apartado de métodos, 64 (47%) cumplian
criterios de BL (grupo I), 48 (35%) no los cumplian (grupo II) y
24 (18%) eran positivos falsos {grupo III).
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fdesultados

Para evaluar algunas de las caracteristicas de los pacientes
y analizar si hay diferencias estadisticamente significativas
entre los distintos grupos, se estudiaron un total de 100
pacientes con serologia negativa para Bb (seleccionados mediante

una randomizacién), considerandolos como controles negativos.
3.2.1.- Distribucidn geografica de los casos

Se obtuvieron 7 casos de pacientes con criterios de BL
(grupo I) en 1987, 13 en 1988, 19 en 1989, 12 en 1990, 9 en 1991
Yy 4 en 1992 (el numero de muestras analizadas en estos afios: 160
en 1987, 352 en 1988, 439 en 1989, 373 en 1990, 394 en 1991 y 273
en 1992). Los pacientes pertenecian a las provincias de Madrid
(32). Segovia (3), Avila (2), Valladolid (1), Guadalajara (3},
Barcelona (4), Pamplona (1), Asturias (8), La Corufia (2}, Badajoz
(1), Malaga (3), Cbrdoba (2}, Valencia (1).

Los casos del grupo II se distribuyveron por afios de la
siguiente manera: 5 en 1988, 10 en 1989, 12 en 1990, 15 en 1991
y 6 1992. Pertenecian a las provincias de Madrid (30},
Guadalajara (1), Barcelona (3), Pamplona (1) vy Zaragoza (2),
Asturias (2), La Corufia (2), Lugo (1), Badajoz {(2) v Malaga (4).

L.os pacientes con serologia positiva falsa (grupo III), con
otra etiologia que pudiera justificar los sintomas se obtuvieron
en los siguientes afios: 1 en 1987, 6 en 1988, 6 en 1989, 5 en
1990, 5 en 1991 v 1 en 1992. Veintitrés de ellos pertenecian a la
provincia de Madrid vy uno a La Corufia.

Del grupo utilizado como control negativo, 55 procedian de
la provincia de Madrid, y el resto se repartian entre las
provincias de Guadalaja (8), Segovia {2), La Corufia (3), Orense
(1), Asturias (6}, Vitoria (4), Barcelcona (3), Zaragoza (2).
Pamplona (1), Malaga (9), Burgos (2), Murcia (1), Cordoba (2} vy
Albacete (1).
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Resgliados

3.2.2.~ Edad de los pacientes y distribucion por sexo

La edad media de los 64 pacientes con criterios de BL fue de
43 afios, con desviacién tipica de 20 y rango con un minimo de 6
vy maximo de 84 (tabla 3.1.). El 62,5% (40) de ellos eran varones
y el 37,5% (24) mujeres (figura 3.1.).

Los pacientes sin criterios de BL tenian una edad media de
39 afios, con desviacidn tipica de 19 y rango con un minimo de §
aflos y maximo de 83 tabla (3.1.). Veintiocho de ellos eran
varones (58%) y 20 mujeres (42%) (figura 3.1.}.

La edad media de los pacientes con serologia falsa positiva
fue de 44 afios, con desviacién tipica de 14 y rango con un minimo
de 23 affos y maximo de 65 (tabla 3.1.). El 87,5% de ellos eran
varones {21} vy el 12,.5% mujeres (3} (figura 3.1.}.

El numero de varcnes en el grupo de pacientes con serologia
negativa fue de 42 y el de mujeres 58, habiendo diferencias
estadisticamente significativas con respecto a los 136 pacientes

con serogia positiva (hubo mds varones en este Qdltimo grupo).

DISTRIBUCION POR EDADES DE LOS PACIENTES

INTERVALC DE EDAD GRUPO I GRUPO 11 GRUPO III

0-9

10-19

20-29 1
30-39

40-49
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60-69

>69
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Tabla 3.1..- Distribucién por edades de los pacientes.
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Figura 3.1.- Distribucién por sexo de los pacientes (grupo I,II vy III
de pacientes con serologia positiva para Bb y grupo control con serclogia

negatival.

3.2.3.- Procedencia de los pacientes por servicios médicos

La mayoria (36%) de los pacientes con serologia positiva
para Bb fueron atendidos en un servicio de Neurologia (49/136}.
Enfermedades Infecciosas o Micrebiclogia ¢linica atendid al 32%
de los pacientes (43/136). El 14% de los pacientes provenian de
un servicio de Dermatologia (19/136). El resto de los casos se
distribuyé entre 1los servicios de Medicina Interna (10%),
Medicina Preventiva (3%), Reumatologia (2%), Pediatria (2%},
Cardiologia (1%) vy Oftalmologia (1%) (Tabla 3.2.1}.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas
(p>0,05) en cuanto a la procedencia por servicios médicos entre
los distintos grupos de pacientes con serologia posgitiva, asi
como entre el grupo de pacientes con serologia positiva (136
pacientes) y el total de pacientes utilizades como controles
negativos (con serologia negativa}.
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Resultados

NO DE CAS0OS CON SOSPECHA DE INFECCION

POR Bb

SERVICIO Grupo I Grupo II Grupo III Total Control

ne (%) ne (%) nc (%) ne (%) no (%)
Neurologia 26 (40) 16 (33) 7 (29) 49 (36) 30 (30)
Infecc-Micro. 16 (25} 12 (25%) 15 (62) 43 (32) 26 (26)
Dermatologia 11 (17) 7 (14.5) 1 (4) 19 (14) 24 (24)
M. Interna 5 (8) 8 (17) 0 (0) 13 {(9,5) 12 (12)
M. Preventiva 2 (3) 2 (4) 0 (0) 4 (3) 1 (1)
Reumatologia 2 (3) 1 (2) 0 (0) 3 (2) 2 (2)
Pediatria 1 (1,5} 2 (4) 0 (0) 3 {(2) 3 (3)
Cardiologia 1 (1,5 0 (0) 0 (0) 1 (0,7} 0 {(0)
Oftalmologia 0 (0) 0 (0) 1 (4) 1 {(0,7) 0 (0)
Hematologia 0 (9) 0 (0) 0 (0} 0 (0) 1 (1)
Digestivo 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (1)
TOTAL 64 48 24 136 100

Tabla 3.2.- Procedencia de los pacientes y del grupo control por

servicios médicos.

3.2.4.- Datos epidemiolégicos

El 51% de los 136 pacientes con serologia positiva para Bb
tuvieron datos epidemiolégicos que justificaran la sospecha de
infeccidn por Bb (figura 3.2.}.

De los 136 casos, 21 (16%) relataron picadura de garrapata,
48 (36%) vivian en ambiente rural v 20 (15%) tenian contacto con
animales. El resto (10%) refirié actividades al aire libre como
paseos por el campo vy caza, actividades agricolas. de jardineria
y ganaderas. Ademas hubo un 4% de los enfermos (6 casos) que
refirieron picadura de insectos como antecedentes epidemicolégico.

En el grupo de pacientes utilizados come control negativo el
1% de los casos relatd picadura de garrapata, el 22% vivia en
ambiente rural y el 17% tuvo contacto con animales. Hubo
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) en cuanto a
la frecuencia de picadura de garrapata entre el grupo de
pacientes con serologia 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 ERPIDEMIOLOGICOS DE LOS PACIENTES
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Figura 3.2.- Datos epidemioldgicos mas importantes de los pacientes con

serologia positiva para Bb y del grupo control.
3.2.5.- Manifestaciones clinicas
3.2.5.1.- Grupo I

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 tUnica manifestacién. En los 7 c¢asos restantes, tres
presentaron ademas sintomas articulares, tres manifestaciones
neurocldgicas ¥ en un paciente coincidié el EM con sintomas
articulares y neurclégicos.

En los pacientes con manifestaciones cutaneas, el tiempo
medio transcurrido desde el comienzo de los sintomas y la
obtencidon del primer suero fue de 17 dias c¢on un rango con minimo
de 2 dias vy maximo de 2 meses. Los pacientes con ACA tuvieron un
tiempo de evolucidéon de 1 mes y 3 meses respectivamente. Se
realizaron 8 biopsias cutédneas, de las que 2 correspondian a EM,
dos eran de los pacientes c¢con ACA, y una del paciente con
linfocitoma. En todos los casos el resultado fue patoldgico.
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fesultados

ﬂwuﬁ&é/

Presentarcn artritis 18 de los pac1entes del grupo I (28%).
Fueron en su mayoria artritis monoarticular u oligoarticular;
sO0lo hubo un caso con una artritis poliarticular intermitente de
pequefias articulaciones, similar a la artritis reumatoide. La
articulacién mads afectada fue la rodilla (11 casos), seguida del
tobillo (7}, mufieca (4), hombroc y mano que afectaron a 2
pacientes, y codo, cadera y pie con un caso cada una de ellas.
Seis pacientes tuvieron manifestaciones neurcldédgicas ademas de
lag articulares.

El tiempo medio desde el comienzo de 1los sintomas
articulares de estos pacientes fue de 2 afios, con minimo de 2
dias Yy maximo de. 16 afios. Siete pacientes (11%) referian
artralgias de caracteristicas inespecificas. Se tomaron dos
muestras de liquido sinovial de pacientes con sintomatologia
articular y en ambas se detectaron cambios inflamatorios.

Cuarenta (62,5%) de los 64 pacientes con criterios de BL
presentaron afectacidn neuroldgica, que como anica afectacidn
aparecid en 30 pacientes. La manifestacidon mas frecuente fue la
meningitis lifocitaria. También fue frecuente la afectacidn de
pares craneales, fundamentalmente la pardalisis facial y la

afectacidn del sistema nervioso periférico como
polirradiculopatia y mononeuritis maltiple. Dos enfermocs
presentaron la llamada "triada clasica” {(meningitis-neuritis

craneal-polirradiculopatia). El tiempo medio de evolucidn de
estos pacientes desde el comienzo de los sintomas fue de
aproximadamente un afio (minimo 10 dias y maximo 12 afios).

El LCR fue estudiado en 27 pacientes y resultd patolégico en
17 de ellos (63%).

Hubo dos casos (3%) de afectacidén cardiolégica, ambos con
blogueo atrio-ventricular. Uno de ellos presentdé ademas artritis

y paradlisis facial bilateral. El tiempo medio de evolucidén de .

estos pacientes fue de 6 afifos, con minimo de 1 mes y maximo de 12
afios.

Las manifestaciones clinicas de los pacientes con criterios
de BL se muestran en la tabla 3.3.
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Resoltados

NS DE PACIENTES GRUPO I

MANIFESTACIONES CLINICAS NO {%)
CUTANEAS 20 (31%)
EM 17
ACA 2
Linfocitoma 1
ARTICULARES 18 (28%)
Artritis 18
NEUROLOGICAS 40 (62,5%)
Meningitis 14
Meningitis-encefalitis 2
Neuropatia craneal 11
Paralisis facial 10
Polirradiculopatia 13
"Triada clasica” 2
Neuropatia periférica 12
CARDIOLOGICAS 2 (3%)
Blogueo atrioventricular 2

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

Se estudid la presencia de ANA en el suero de 42 pacientes
del grupo I. S6lo hubo un caso con ANA positivos aunque su
clinica no correspondia a la de un lupus eritematoso sistémico.
De los 45 pacientes a los que se realizé el FR, hubo 6 cuyo
resultado fue positivo. Ninguno de ellogs cumplia criterios de
artritis reumatoide.

Los pacientes pertenecientes al grupo control {(con serologia
negativa) presentaban en un 38% manifestaciones cutidneas, en un
70% articulares, en un 32% neuroldgicas y en un 29%
cardiolodogicas. La frecuencia de manifestaciones articulares y
cardiolégicas fue mayor en el dgrupo control gque en el de
pacientes con criterios de BL de forma estadisticamente
significativa (p<0.,05}), mientras que las manifestaciones
neuroldgicas fueron mas frecuentes en el grupo de pacientes con
BL (p<0,05). No se observaron diferencias estadisticamente
significativas en cuanto a las manifestaciones cuténeas (p>0,05).
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Basalrades

Considerando sélo las manifestaciones aceptadas como
criterios de BL se observd diferencias estadisticamente
éignificativas {p<0,05) en la frecuencia de aparicidon de las
manifestaciones neurolodgicas que fue mayor en el grupo de
pacientes con los criterios de BL. En lo referente a las
manifestaciones articulares, éstas fueron mas frecuentes en el
grupo control de forma estadisticamente significativa (p<0,05).
No se observaron estas diferencias en 1la frecuencia de la
afectacidon cardioldgicas (p>0,05).

3.2.5.2.- Grupo II

Hubo 48 pacientes con serologia positiva para Bb, pero cuvas
manifestaciones clinicas no cumplian los criterios de BL. No se
diagnosticd otra enfermedad que pudiera justificar los sintomas.
Dieciseis de 1os 48 pacientes tuvieron manifestaciones cutaneas
{33%), de las cuales 6 (37,.5%) correspendian a morfea. Se realizo
biopsia cutanea en 5 de los 16 pacientes (3 morfeas), resultando

todas ellas patolodgicas.

Los sintomas articulares como las artralgias, no aceptadas
por el CDC como criterio de infeccidén por Bb, afectaron como
inica manifestacidédn a 8 pacientes (17%).

Veintiun pacientes tuvieron como Unica manifestacién la
neuroldgica {44%). Cuatro pacientes tuvieron ademas alguna lesion
cutanea, y uno presentd manifestaciocones neuroldgicas, cutaneas y
cardiologicas. Entre los enfermos con sintomatologia neuroldgica

hubo 7 casos de esclerosis miltiple.

Un paciente presentdo una pericarditis con derrame sin que
pudiera demostrarse otra etiologia. El resto de los pacientes
presentaban una c¢linica inespecifica con fiebre y cefalea, y uno
formaba parte de un estudio de seroprevalencia realizado en la
Rioja.

Las manifestaciones clinicas de los pacientes sin criterios
de BL se detallan en la tabla 3.4.
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Fesultados

NO PACIENTES GRUPO II

MANIFESTACIONES_CLINICAS NO (%)
CUTANEAS . 16 (33%)
ARTICULARES 12 (25%)
NEUROLOGICAS 25 (52%)

Cerebro-vascular 3

Demencia 3

Mielopatia 2

Esclerosis miltiple 7

Otras 10
CARDIOLOGICAS 2 (4%)

Tabia 3.4.- Manifestaciones clinicas del grupo II.

Lgs resultados en cuanto a los ANA y FR fueron los
siguientes: de los 33 pacientes a los dque se realizd ANA, 3
fueron positivos. Cuatro de los 35 pacientes a los que se realizd
FR fueron positivos. Ninguno de ellos cumplia criterios
diagndosticos de lupus eritematoso diseminado ni de artritis
reumatoide.

3.2.5.3.- Grupo III

Veinticuatro pacientes fueron clasificados como positivos
falsos por tener una serologia positiva para Bb, y haber otra
etiologia que pudiera justificar los sintomas. De los 24
pacientes, 6 {(25%) tuvieron RPR vy FTA-Abs positivo en sucesivos
sueros recogidos a lo largo del tiempo, 5 (21%) fueron
diagnosticados de fiebre botonosa mediterrédnea, 4 (17%) fueron
VIH positivo, 4 (17%) fueron diagnosticados de tuberculosis, 3
(12,5%) de fiebre Q, vy el resto fueron pacientes con brucelosis,
rabdomiosarcoma embrionario de meninges, neoplasia de pulmén,
mononucleosis infecciosa, meningitis criptocécica vy sindrome de
Eaton-Lambert. En dos ocasiones coincidié un FTA-Abs positivo con
una fiebre botonosa mediterrénea, y en una con un VIH positivo.
También un paciente sufrié una tuberculosis y una meningitis
criptocdcica simultéaneamente (tabla 3.5.).
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Fesuliados

NO@ PACIENTES POSITIVOS FALSOS

ETIOLOGIA NO (%)
SIFILIS 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%)
NECPLASIA PULMON 1 (4%)
S. EATON-LAMBERT 1 (4%)

Tabla 3.5.- Etiologia de los pacientes con serologia positiva falsa.

S6lo uno de los siete pacientes a los que se realizd 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 serologia
positiva para Bb gque fueron diagnosticados de tuberculosis, vy
ante la alta incidencia de tuberculosis en nuestro pais, se
realizdé un estudio para determinar la posible reaccidédn cruzada
entre ambas etiologias. Con este objetivo se realizd la deteccidn
de anticuerpos frente a Bb en el suero de 50 pacientes con
tuberculosis confirmada por cultivo. Las técnicas empleadas
fueron ELISA e inmunoblot. La deteccidén de anticuerpos frente a
Mycobacterium tuberculosis se realizd mediante un ELISA de la

casa comercial ANDA Biologicals. Se consideraba positivo cuando
el titulo 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, asi como la localizacién de la
tuberculosis en los pacientes.
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NO Localizacion Serologia TBC Serologia Lyme
tuberculosis unidades/ml IgG&IgM IgM I1qgG

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.- Caracteristicas de 1los pacientes con tuberculosis vy

serologia positiva para Bb.

3.3.- Serologia

3.3.1.~ IFI y ELISA

Se obtuvieron un total de 1631 sueros correspondientes a
1500 pacientes, en el periodo comprendido entre enero de 1987 vy
diciembre de 1992. Los sueros fueron analizaron por IFI y ELISA
completo (IgG&IgM). Se considerd IFI positivo cuando se obtenia
un titulo igual o mayvor a 1/256, y ELISA positivo cuando se
obtenia un valor igual o mayvor gue 1, como se ha descrito en el
apartado de métodos. Aquellos sueros con un ELISA (IgGaIgM)
positivo se analizaban por ELISA individualizado, gue detectaba
anticuerpos de tipo IgG e IgM por separado.

Fueron seleccionados 136 pacientes de los 1500 analizados,
por poseer algun suero positivo por IFI v/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
I, 86 de pacientes del grupo II v 52 de pacientes del grupo III.

3.3.1.1.- Resultados de IFI y ELISA en la
totalidad de los sueros de los pacientes.

Globalmente, 228 de los 311 sueros (73%) fueron IFI positivo
y 175 (58,5%) ELIsSA (IgG&IgM) positivo (12 sueros no se
analizaron por ELISA). Ambas fueron positivas en 151 ocasiones
(50,5%), v las dos fueron negativas en 54 sueros (18%).
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Resulrados

En el grupo I, de los 173 sueros, 130 tuvieron una IFI
positiva (75%). La mayoria de los titulos de IFI (60%) fue de
1/256, el 23% de los sueros (30} alcanzd el titulo de 1/512, el
14% (18) presentd una titulacidn de 1/1024 v sd6lo el 3% (4) llegd
a un titulo 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), ¥ negativas en el 19% de los sueros (32/170) (tabla
3.8.}. De 102 sueros gue 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 IgG como IgM negativos (22%) ¥ 6 (6%) positivos
(tabla 3.9.).

De los 47 sueros de los pacientes con EM, pertenecientes al
grupao I, 35 {74.5%) fueron IFI positivo, 30 (67%) ELISA {(IgG&IgM)
positivo (dos sueros no se analizaron por esta técnical), el 67%
(30/45) tuvieron IFI 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 IFI positivo; de ellos 40 (67%)
poseian 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 pdsitivos en 36 sueros (47%) vy
negativos en 13 sueros (17%) {(tabla 3.8.). El ELISA IgG fue
positivo en 28 de los 47 sueros {(60%), el IgM en 5 pacientes
(11%)., v en 15 fueron los dos ELISAs individuales negativos (32%)
{tabla 3.9.).

En el grupo de pacientes con serologia positiva falsa (grupo

III) se obtuvieron los siguientes valores: de los 52 sueros, 38
(73%) fueron IFI positivo, (20 con titulo 1/256, 14 con titulo
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%) IFI y ELISA fueron
negativos (éstos correspondian a pacientes c¢on resultados
positivos en sueros anteriores o© posteriores) {(tabla 3.8.}.

66



Resuitades

Catorce sueros (67%) de los 21 que se analizaron por ELISA
individual fueron IgG positivo, 2 (9,5%) fueron IgM positivo, vy
5 (24%) fueron IgG e IgM negativos (tabla 3.9.).
NO PACIENTES (%)
TITULO IFI
256 512 1024 2048 >2048

GRUPO I 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) 0 (0) 1 (3)
TOTAL 138(60.,5}) 57 (25) 28 (12) 4 (2) 1 (0,4)

Tabla 3.7..- Titulo de IFI en la totalidad de los sueros de los

pacientes con sospecha de BL.

IFI ELISA(IgG&IgM)
POSITIVO POSITIVO TOTAL

n® sueros (%) no sueros (%)
Grupo I 130 (75%) 107 (62%) 173
EM 35 (74,5%) 30 {67%) 47
Grupo II 60 (70%) 47 (61%) 86
Grupo I1III 8 (73%) 21 (40%) 52
TOTAL 228 (73%) 175 (58,5%) 311

Tabla 3.8..~ Resultados de IFI vy ELISA (IgG&IgM) de los sueros de los
pacientes con sospecha de BL.

NO PACIENTES

ELISA (IgG&IgM) ELISA IgG ELISA IgM

POSITIVO POSITIVO POSITIVO

NO (%) NO (%)

GRUPO I 102 67 (66%) 17 (17%)
GRUPO II 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 IgM en la totalidad

de los sueros de pacientes con sospecha de infeccién por Bb.
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3.3.1.2.- Resultados de IFI vy ELISA en el primer
suero recibido de cada paciente.

Considerando el primer suero recibido de cada paciente, los
resultados de las técnicas seroldgicas son las siguientes: de los
136 sueros, pertenecientes a los 136 pacientes con sospecha de
infeccién por Bh, 105 (77%}) tuvieron IFI positivo, B8 (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, v el 8% (11/131) fueron IFI y ELISA negativos (tabla
3.101}.

El porcentaje de pacientes del grupo I, 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%), v ELISA e IFI negativo
6 sueros (9,5%) (tabla 3.10).

En el grupo de pacientes con criterios del CDC, aquellos gue
presentaron EM tuvieron los siguientes resultados en el 10 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
IFI como ELISA positivo, y el 19% (3/16) IFI y ELISA negativo
(tabla 3.10).

Los pacientes pertenecientes al grupo II tuvieron Ilos
siguientes resultados en el primer suero: el 73% IFI positiva
(35/48), el 66% ELISA (IgG&IgM) positiva (29/44), el 50% IFI vy
ELISA positivo, v el 9% IFI v ELISA negativo (tabla 3.10}.

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

tuvieron IFI positiva en su 12 suero, el 54% (13/24) tuvieron
ELISA (IgG&IgM} positivo, el 33% (8/24) fueron IFI y ELISA
positivo, v el 4% (1/24) IFI y ELISA negativo (tabla 3.10).
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PRIMER SUERO DE CADA PACIENTE

IF1 ELISA (IgGkIgM)
POSITIVO POSITIVO TOTAL
NO (%) NO (%)
Grupo I 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 IF1 y ELISA (IgG&lgM) en el primer suero de
los pacientes con sospecha de BL.

3.3.1.3.~ Controles negativos

IFI: Se analizaron 50 sueros de donantes de sangre obtenidos
en el Banco de Sangre del Hospital ERamdén y Cajal. Todos ellos
resultaron con titulos menores de 1/128 en el IFI. Corresponderia
a una especificidad del 100%.

ELISA: De 116 sueros de donantes de sangre, 3 (2,5%) fueron
positivos por ELISA (IgG&IgM). Se trataria de una especificidad
del 97,5%.

SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE IFI Y ELISA
Los valores de sensibilidad y especificidad de IFI y el
ELISA estan representados en la tabla 3.11.

TECNICA INDIVIDUOS SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD
IFI Grupo I
-~ 10 suero 81¢% -
~ Total 75% ' -
Grupo II - 30%
Grupo III - 27%
Tuberculosis NR NR
Donantes de sangre - 100%
ELISA Grupo I
- 10 suero 73% -
- Total 62% -
Grupo II - 39%
Grupo II1I1 - 60%
Tuberculosis - 83%
Donantes de sangre - 97.5

Tabla 3.11.- Valores de gensibilidad y especificidad de IFI y ELISA en
cada grupo de individuos (NR: no realizado).
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3.3.1.4.- Calculo del indice kappa.

Para estudiar el grado de concordancia entre las técnicas de
IFI y ELISA se ha empleado el indice kappa (k). Los valores del
indice k de cada uno de los grupos de pacientes, considerando la
totalidad de los sueros, se muestran en la siguiente tabla 3.12.

Indice kappa {error estandar)
Grupo I 0,46 {0,07)

EM 0.72 (0,149
Grupo II 0.2 (0,11)
Grupo 111 0,04 (0,11
TOTAL 0,31 {0,05)

Tabla 3.12.- Valores del indice kappa de IFI y ELISA para cada uno de
los grupos de pacientes.

3.3.1.5.- Serologia en LCR

Se analizaron por IFI 360 LCR de pacientes con sospecha de
infeccidén por Bb. Se hacian diluciones seriadas partiendo del LCR
puro, v al igual que para los sueros, se incluian en cada ensayo
dos controles posgsitives vy uno negativo. Considerabamos la IFI
positiva cuando a la dilucién de 1/2 se mostraba una
fluorescencia de 1+.

De los 360 LCR, 76 eran de pacientes con al mencs una
serologia 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 serologia positiva falsa.

Hubo dos pacientes con EM que ©presentaban ademés
manifestaciones neurolégicas aceptadas como criterios del CDC
{uno presentaba meningitis y polirradiculopatia y el otro
paralisis facial bilateral v polirradiculopatia). Del primero se
recogieron 2 LCR, cuvas IFI 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.
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De los 44 LCR de los 27 pacientes con manifestaciones
neurolégicas aceptadas como BL, dieciocho resultaron positivos y
26 negativeos. Los LCR positivos correspondian a 11 de los 27
pacientes, de los cuales 7 presentaban meningitis linfocitaria.
Ademéas hubo cuatro pacientes con meningitis linfocitaria en cuyos
LCR no se detectaron anticuerpos frente a la Bb.

Un paciente con ACA y otro con artritis presentaron
manifestaciones neuroldgicas no aceptadas como BL. De ellos se
obtuvieron tres LCR, resultando los tres negativeos.

Se analizaron 10 LCR de 9 pacientes con manifestaciones
neuroldgicas no aceptadas como criterio de BL. Cuatro de ellos
fueron positivos por IFI.

Se obtuvieron 16 LCR de 8 pacientes positivos falsos con
manifestaciones neurologicas. Trece de ellos resultaron IFI
positiva y eran de c¢inco pacientes, tres de los cuales
presentaron meningitis {uno diagnosticado de brucelosis, otro con
VIH positivo y sifilis latente vy el tercero con sifilis). Los
otros dos presentaban una tuberculosis con afectacién renal y un

rabdomiosarcoma embrionario primario.

3.3.2.~- Inmunoblot

Se realizd el inmunoblot en los sueros de los pacientes con
sospecha de infeccidn por Bb recogidos entre Enero de 1990 vy
Junio de 19921, gque habian resultado peositivos por IFI y/o ELISA.
También se realizd en 20 sueros de donantes de sangre obtenidos
en el Banco de Sangre del Hospital Ramdon vy Cajal, v en 20 sueros
de pacientes con serologia negativa para Bb.

Se obtuvieron los siguientes sueros:

- 28 sueros de 17 pacientes con criterios de BL.
- 24 sueros de 16 pacientes sin criterios de BL.
‘- 13 sueros de 10 pacientes positivos falsos.
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Las bandas resultantes del inmunoblot se leyeron en un
densitdémetro. En cada ensayo se utilizd un control positivo de un
paciente con EM, vy un pool de sueros de donantes de sangre como
control negativo. La banda de 41 kDa del control positivo se
considerabé con 100% de densidad en la lectura, v el resto de las
bandas de los sueros se referian a este valor.

En el estudio del inmuncblot con la cepa B3l, para cada
suero se utilizaban dos tiras con las bandas proteinicas; en una
se detectaban anticuerpos de tipo IgG v en la otra anticuerpos de
tipoc IgM, mediante la utilizacidn de inmunoglobulinasg antihumanas
especificas de cada tipo, marcadas con fostatasa alcalina. Para
la cepa Esp-1 se analizaron unicamente los anticuerpos de tipo
IgG, debido a la baja proporcién de individuos en cuyos sueros se
detectaban anticuerpos de tipo IgM.

En la figura 3.3. se muestra el patrdédn proteinico de las dos
cepas de Bb B3l y Esp-1.

=N MDY WA O
hO o OO O

Figura 3.3.- Patrdn proteinico de las cepas B31 y Esp-1 tefiido con Coma-
gsie. A la derecha, en kDa, figuran los pesos moleculares de los marcadores.
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3.3.2.1.- Cepa B31

Una vez realizada la electroforesis en gel, y mediante la
tincién con Comassie, el patrdn proteinico de la cepa B3l mostré
las bandas de aproximadamente los siquientes pesos moleculares:
72, 63, 60, 50, 45, 41, 38, 36, 34, 31, 21 vy 19 kDa.

En la figura 3.4. se muestra el resultado del inmunoblot del
contrcl positivo, asi como la grafica obtenida de la lectura en
el densitémetro.

Para analizar los resultados del inmuncoblot se utilizé la
regresidn logistica, y se realizaron dos estudios:

- ESTUDIO 1.-

Se clasificaron los individuos en:

- Grupo A: donantes de sangre. Se realizd el inmunoblot en
20 sueros de donantes.

- Grupeo B: pacientes con criterios de BL. Para la regresién
logistica se empled el primer suero recibido de los 17 pacientes
con criterios de BL obtenidos entre Enero de 1990 y Junio de
1991.

Para el analisis mediante regresidén logistica de las bandas
del inmunoblot leidas en el densitémetro, se siguieron los
siguientes pasos:

l1.- 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, cuva media era 0 o préximo a 0: 72, 63, 45, 38,
36, 31 v 19 de tipo IgM, y 60, 45, 38, 36, 31 v 19 de tipo IgG.

2.~ Se aplicdé la regresién leogistica con las bandas
restantes. Se fueron eliminando aquellas bandas cuvos valores de
p eran los mas elevados, hasta que se cbtuvieron los siguientes

resultados:
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Figura 3.4.- Inmunoblot con la cepa B31 realizado con el suero utilizado
como control positivo ¥ su lectura en el densitédmetro. Linea A: anticuerpos
de tipo M (IgM); iinea B: anticuerpos de tipo G (IgG). Se sefialan los pesos
moleculares en kDa. Se sefialan los pesos moleculares en kDa.
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Coeficientes o}

Constante -1,59564 0.01612
M60 13,32519 0,09312
G50 -16,21558 0.,05858
G4l 11,05719 0,00520
G34 20,81751 0,08215
MZ21 -21,83286 0,03163

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

La féormula de regresidn logistica obtenida fue por tanto la
siguiente:

In (p/g) = -1,59564 + (13,32519 x M60) + (-16,21558 x G50} +
(11,05719 x G41) + (20,81751 x G34) + (-21,83286 x M22)

Cuando e! valor de esta formula aplicada a un suero es
positivo, éste pertenece a un paciente con mayor probabilidad de
quebpertenezca al grupo B gque al grupo A. Si es negativo., la
probabilidad de que no cumpla criterios de BL es mayor.

Aplicando esta férmula en los sueros de los pacientes
clasificados en los grupos A y B se obtienen los siguientes
valores:

-~ Sensibilidad: 76,5% (13 pacientes de los 17 del grupo B
estarian clasificados como pertenecientes a tal grupo}.

- Especificidad: 90% (18 de los 20 donantes de sangre
pertenecerian a tal grupo).

3.- Una vez calculada la formula de regresidon logistica,
ésta se aplicd en cada uno de los sueros de los pacientes
estudiados:

- Pacientes con criterios de BL: se recibieron a lo largo
del tiempo 11 sueros mas de los 17 pacientes, cuyo primer suero

fue utilizado para la regresidén. De los 11, 6 pertenecerian al
grupo B. Corresponderia a una sensibilidad del 55%.
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- Pacientes sin criterios de BL: de los 24 sueros de los 16

pacientes sin criterios de BIL, 11 pertenecerian al! grupo de
donantes y 13 al grupo de pacientes con criterios de BL. Se
trataria de una especificidad del 46%.

- Pacientes con serologila positiva falsa: De los 13 sueros

de los 10 pacientes positivos falsos, 8 fueron clasificados como
donantes de sangre, vy 5 como pacientes con BL. La especificidad
en este grupo de pacientes seria del 62%.

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

pertenecientes a estos pacientes, 11 pertenecerian al grupo & y
9 al B. Corresponderia por lo tanto a una especificidad del 55%.
- Donantes de sangre: 18 de los 20 donantes de sangre

pertenecerian a tal grupo. La especificidad seria del 90%.
- Pacientes con tuberculosis confirmada por cultivo: de los

47 pacientes estudiados, 42 fueron pertenecerian al grupo A, ¥ 5
al grupo de pacientes con criterios de BL. En este- grupe la
especificidad seria del 89%.

- ESTUDIO 2.~

La clasificacién de los pacientes fue la siguiente:

- Grupo A: Pacientes sin BL. Agrupamos aqui los pacientes
con serologlia negativa para Bb (20 sueros) y los pacientes con
serologia positiva falsa (se tomd el primer suero de los 10
pacientes positivos falsos).

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

Los pasos seguidos para la obtencién de la formula de la
regresidén logistica fueron los mismos empleados en el estudio
anterior:

l.- Se eliminaron las siguientes bandas por tener unha media
en los dos grupos de 0 o préximo a 0: 72, 63, 60, 50, 45, 38, 36,

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

2.- Eliminando las bandas cuvya p era la mas elevada, se
llegaron a los siguientes resultados:
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Coeficientes P

Constante -2,0782%9 0.00211
G67 -10,18462 0.06198
G63 7.29118 0.07991
G60 18,72080 0.18084
M41 4,14442 0.18817
G38 8,02014 0.09004
G34 11,74381 0.01497
M21 12,43657 0.03370
G21 -8,59503 0.09148

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

La formula de regresién logistica en este caso es la
siguiente:

In (p/q) = ~2,07829 + (-10,18462 x G67) + (18,72080 x G60) +
(4,14442 x M41) + (8,02014 x G38) + (11,74381 x G34) +
(12,43657 x M21) + (-8,59503 x G21)

Aplicando la férmula de regresién obtenida c¢on estos
coeficientes en los grupos A y B se obtienen los siguientes
valores:

- Sensibilidad: 76,5% (13 de los 17 pacientes con criterios
de BL estarian bien clasificados).

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

3.~ Continuando con la aplicaciéon de la férmula en todos los
sueros obtenidos, los resultados son los dque vienen a

continuacidn:

- Pacientes con criterios de BL: de los 11 sueros recibidos

de los 17 pacientes de este grupo, 4 clasificarian correctamente
a los pacientes. La sensibilidad seria del 36%.
- Pacientes sin criteriocos de BL: de los 24 sueros, 12

clasificarian a los pacientes como pertenecientes al grupo A.
Corresponderia por lo tanto a una especificidad del 50%.

- Pacientes con serologia positiva falsa: de los 13 sueros
de los 10 pacientes, 11 los descartarian de ser pacientes con
criterios de BL. Seria una especifidad del 85%.
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~- Pacientes con serologia negativa para Bb: de los 20

sueros., 19 clasificarian a los pacientes como pacientes sin EL.
Hablariamos de una especificidad del 95%.

- Donantes de sangre: De los 20 donantes, 16 estarian
clasificados como grupo A. Se trataria de una especificidad del
BO0%.

- Pacientes con tuberculosgis: 43 de los 47 pacientes con
tuberculosis pertenecerian al grupo de pacientes sin BL. Por lo

tanto la especificidad seria del 91,5%.

En la tabla 3.13 estan detallados los datos de sensibilidad
y especificidad del inmunoblot con la cepa B31 en los distintos

grupos de pacientes y de acuerdo con los estudio 1 vy 2.

SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD

INDIVIDUOS Estudio 1 Estudio 2 Estudio 1 Estudio 2
Grupo 1

10 suero 76,5% 76,5% - -

Siguiente 55% 36% - -

Totalidad 68% 61% - -
Grupo Il - - 46% 50%
Grupo III - - 62% 85%
Tuberculosis - - 89% 91,5%
Serologia
negativa - - 55% 95%
Donantes
de sangre - - 90% 80%

Tabla 3.13.- Valores de sensibilidad y especificidad obtenidos en el
inmunoblot con la cepa B3l.

En la figura 3.5. se muestran algunos de los resultados del
inmunoblot con la cepa B3l de pacientes con sospecha de BL Yy en
la figura 3.6. los resultados del inmunoblot de algunos donantes
de sangre y pacientes con serologia por IFI y ELISA negativo,
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Figura 3.5.- Inmunoblot IgM e IgG realizado con sueros de pacientes con
sospecha de BL. A 1a izquierda, en kDa, figuran algunos de los pesos
moleculares. Linea A: paciente con EM; linea B: polirradiculopatia; linea C:
meningoencefalitis y maculas puntiformes; linea D: artritis; linea E: morfea;
linea F: poliartralgias y fiebre; linea G: tuberculosis.

Figura 3.6.- Inmunoblot IgM e IgG de donantes y de pacientes con
serologia por IFI y ELISA negativa. En la izquierda, en kDa, figuran algunos
‘de los pesos moleculares. Lineas A,B,C vy D: donantes; lineas E,F y G:
pacientes con IFI vy ELISA negativas.
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3.3.2.2.- Cepa Esp-1

El patrdn proteinico de la cepa espafiola de Bb Esp-1 mostrd
ias bandas de aproximadamente los siguientes pesos moleculares:
72, 63, 60, 50, 45, 41, 38, 36, 34, 31, 21 y 19 Kda.

En la figura 3.7. se muestra el inmunoblot con la cepa Esp-1
del contrel positivo, asi como la grafica resultante de la
lectura en el densitémetro.

Debidc a la baja proporcion de pacientes con anticuerpos de
tipo IgM frente a la cepa B31, el inmunoblot con la cepa Esp-1 se

realizé Unicamente para detectar anticuerpos de tipo IgG.

Se analizaron los siguientes sueros:

-~ 20 sueros de 13 pacientes con criterios de BL.

- 14 sueros de 10 pacientes sin criterios de BL. -

- 6 sueros de 5 pacientes positivos falsos.

Ademas se analizaron 20 sueros de donantes de sangre y 20 de
pacientes con serologia negativa por IFI y ELISA.

Para la valoracidn de los resultados del Iinmunoblot se
calculd la férmula de regresidn logistica como en el caso de la
cepa B3l. Se realizaron dos estudios.

- ESTUDIO 1.-

. 8e clasificaron los pacientes en dos grupos:

- Grupo A: donantes de sangre (20 sueros), y
- Grupo B: pacientes con criterios de BL. Se utilizd el
primer suero recogido de los 13 pacientes con criterios de BL.

Se siguiercon los siguientes pasos:
l1.- Se eliminaron las bandas de 34 y 20 kDa por tener medias
en los dos grupo de 0 o proximas. Su valor discriminatorio seria

nulo.
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Figura 3.7.- Inmunoblot con la cepa Esp-1 del suero utilizado como
control positivo y su lectura en el densitdémetro. Linea A: anticuerpos de tipo

(IgM}; 1linea B: anticuerpos

moleculares en kDa.

de

tipo G (IgG). Se sgefialan los pesos
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Z2.- Para llegar al mejor modelo se siguid la estrategia
hacia adelante, que consiste en hacer la regresidon logistica con
cada banda individualmente, escoger aquella cuya p sea la menor
e ir afladiendo de una en una las siguientes con p mé&s baja. Asi
se llegd a los siguientes resultados:

Coeficientes P
Constante -2.06023 0,00438
G60 79,74036 0,22557
G45S -1,74881 0,65613
G4l 0,69297 0,21146
G31 9,96331 0,25764

log de la razdn de verosimilitudes del modelo 21,00470
con p=0,00038

La férmula de regresién logistica es la siguiente:
In {(p/q) = -2,06023 + (79,74036 x G660} + (-1,74881 x G45) +
(0,69297 x G41) + (9,96331 x G31)

Con estos coeficientes y aplicando la fdrmula 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
BL fueron clasificados correctamente).

- Especificidad: 100% (todos los donantes de sangre fueron
clasificados como tales).

- 3.- Se aplicd la formula de regresidn logistica a todos
los grupos de pacientes estudiados. Los resultados son los
siguiente:

- Pacientes con c¢riterios de BL: se recibieron 7 sueros mas
de los 13 pacientes de este grupo. De ellos, 5 los clasificarian
correctamente. Corresponderia a una sensibilidad del 71%.

- Pacientes sip criterios de BL: se recibieron 14 sueros de
estos pacientes. Siete de ellos clasificarian a los pacientes
como donantes de sangre. Seria una especificidad del 50%.
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- Pacientes con serologlia positiva falsa: se recibieron un

total de 6 sueros de estos pacientes. S6lo 2 de ellos estarian
clasificados como denantes de sangre. Seria una especificidad del
33%.

- Donantes de sangre: de los 20 donantes, todos ellos

estarian correctamente clasificados. La especificidad seria del
100%.
- Pacientes con serologia negativa por IFI v ELISA: de los

20 sueros, sdlo 1 estaria mal clasificado. Corresponderia a una
especificidad del 95%.

- Pacientes con tuberculosis: de los 47 pacientes, todos

salvo 3 estaria bien clasificados. Seria una especificidad del
94%.

- ESTUDIO 2.-

La clasificaciéon de los pacientes fue como sigue:

~ Grupo A: pacientes sin BL. A este grupo pertenecerian los
20 pacientes con serologia negativa por IFI y ELISA, y 5
pacientes con otra etioclogia que pudiera justificar los sintomas
(positivos falsos).

- Grupo B: pacientes con criterios de BL (13 primeros sueros
recibidos de los 13 pacientes con criterios de BL).

Se siguieron los pasos como en el estudio 1, eliminando el

primer paso, pues ninguna banda tuvo como media 0 6 préximo.

1.- Siguiendo la estrategia hacia adelante, se llegd a los
siguientes valores de los coeficientes:

Coeficientes p
Constante 1,68662 0,00175
G72 -0,24597 0,77412
G45 3,21062 0,51441
G41 1,24579 0,04674

log de la razén de verosimilitudes del modelo 15,66127 con D=
0,00148 :
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La formula de regresidn logistica en este caso es:
Iln (p/q) = 1,68662 + (-0,24597 x G72) + (3,21062 x G45) +
(1.24579 x G41)

Aplicando esta férmula a cada uno de los grupos, se

obtuvieron los valores:

- Sensibilidad: 62% (B8 de los 13 sueros estarian
clasificados como pacientes con criterios de infeccién por Bb).

- Especificidad: 92% (23 de los 25 sueros clasifiarian a los
pacientes como pacientes sin BL).

2.- Aplicando la férmula de regresidn logistica a los
pacientes estudiados, se obtienen los siguientes resultados:

- Paclentes con criterios de BL: de los 7 sueros recogidos

al cabo del tiempo de los 13 pacientes, 5 estarian bien
clasificados (sensibilidad del 71%).
- Pacientes sin criterios de BL: 4 de los 14 sueros

clasificaria correctamente al paciente (especificidad del 29%).
- Pacientes con serologia positiva falsa: de los 6 sueros de

los 5 pacientes, sélo 1 clasificaria incorrectamente al paciente
{especificidad del 83%).

-~ Donantes de sangre: de los 20 sueros, 17 estarian bien
clasificados {(especificidad del 85%}.

- Pacientes con serologia negativa: de los 20 sueros, 18
estarian bien clasificados (especificidad del 90%).

- Pacientes con tuberculosis: 8 de los 47 pacientes estarian
clasificados como pacientes con criterios del CDC (especificidad
del 83%).

En la tabla 3.14 estan detallados 1los resultados de
sensibilidad y especificidad del inmunoblot con la cepa Esp-1, en

los distintos grupos de pacientes, y mediante los estudios 1 y 2.
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Resullados

SENSIBILIDAD ESPFECIFICIDAD

INDIVIDUOS Estudio 1 Estudio 2 Estudio 1 Estudio 2
Grupo 1
10 suero 69% 62% - -
Siguiente 71% 71% - -
Totalidad 70% 65% - -
Grupo II - - 50% 29%
Grupo II1I - - 33% 83%
Serologia
negativa - - 95% 90%
Tuberculosis - - 94% 83%
Donantes
de sangre - - 100% 85%

Tabla 3.14.- Valores de sensibilidad y especificidad obtenidos en el
inmunoblot con la cepa Esp-1.

En la figura 3.8. se muestra algunos de los resultados del
inmunoblot con la cepa Esp-1 de pacientes con criterios de BL,
donantes de sangre.

ABCD EEG H

|48

T,

3
XN Y

RS

E D

Pigura 3.8.- Inmunoblot con la cepa Esp-l de los sueros siguientes:
linea A: paciente con EM, meningitis y polirradiculopatia; Ilinea B:
polineurcpatia v lesién eritematosa; linea C: poliartralgias y fiebre; linea
D: sindrome paraneoplasico de pulmdn; linea E y F: donantes:; linea G y H:
pacientes con IFI y ELISA negativos. A la izquierda se sefialan algunos de los
pesos moleculares.
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kesallados

En las tabla 3.15. a 3.17 del anexo se detallan los
resultados de IFI, ELISA, serologia en el LCR v manifestaciones
clinicas de los pacientes con criterios de BL., sin criterios de
BL v positivos falsos.

En las tablas 3.18. a 3.23. se detallan los resultados del
inmunoblot con la cepa B3l de los pacientes con criterios de BL,
sin criterios, de 1os pacientes positivos falsos, donantes de
sangre, de los pacientes con IFI y ELISA negativos vy de los

pacientes con tuberculosis.

En las tabla 3.24. a 3.29. se seflalan los datos del
inmunoblot con la cepa Esp-1 de los mismos grupos de pacientes
que los detallados con la cepa B31,
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Resuitados

PACIENTES CON CRITERIOS DE BORRELIOSIS DE LYME

ne » [F} BLISA SEROLCGGLE LCR KLNIFESTACIORES CLINICAS
PLLLENTE SUERG X1 1i6 1N LCe TITULO
1 1t t21 e L 1] Ne i 12 Ew, #rtritis, Pollneuvropatie
11 12 N L ] [} $1? L} Nial{las, awtenla, dhuseay, vénltos
i 128 b.re e ne
H P59 156 b3 | > {1 e ne EX
tel 158 ¥ b <1 - - Flebre, azrtroaial(las
3 101 64 0.13§% e R " " ECK
11 tedl .14 | 12 $iadrone fripal, flebre, asterfa
§id 512 »1 {1 LA
] §d {1 N iR
121 Xl 4 N e
116 [ X} [§] ne WA
[ R Y] it} 0.7% R 4]
] (RN 158 > 21 <l EM, artritis
50§ 5§l > b3 {1
§21 512 $.8) {1 4]
§45 §r2 ¥l (! <1
§ [2%] 154 0.45 4] (1 b N EW, weningltis, pollcradiculopatia
646 154 .71 {1 <1 . )
§ (XX} §12 > )1 < " " EM
[R5 154 > 3 1 ]
1 (R1] AR ] 1] 3 > " * EN, menidfltis, polirradiculopatla
Blé et 31 ¥ b3 ]
ks 256 1.1 {1 {1
151 256 1.2 .41 0.52
1 1§52 (64 <1 RR Ne " " EN
3 (321 43! 63§ <1 Cl " v Ex
$ 2ot 154 1.91 1 L} " - EX. Polineurppaiia
243 156 §.4% 0.1 t.
ils 256 b2 .14 2.0t
[ R 121 [ ) .1 1.1
LX) (B2 et 1,38 f.10 k.41 " N EN
1248 511 2.20 1.12 0.0t
i 1AL .48 I, 60 [ |
§1¢ 141 L. 1.3 [ ]
106 IR R 158 Podd 1.3¢ <l " EX
10t 158 1.88 1.3 8,62
12 1 1311 .08 .83 0.29 " " :3.]
E33 (3] 1024 2.6t 2.47 B.é4 " - EM, Parélisis facial
irtralflas, antenia
138 i 156 i.41 .87 1.11 - " EM, drtritis
[R2] ik 1.6} 0.110 0.4 Fiebre
§80 L6 .60 [T 0.3
P54 i1 154 .91 1.02 1) et 1 BN, Pardiisly facial bllateral
18 i58 1.0 NE | 1] it il Pniirtadlculopatla
(B} 158 1.43 L1 N il %]
1 (4 - B} L 1] ie 1 ¥ i
16§ H ] 131 .10 1.07 0.4t e |} EN
101 156 1.32 1.0 NR
8] [ K] 121 (1 4] <1 - " dricitls, Patklisis faclal bilateral
11 124 Q1 {1 (1 Bloqueo atric-ventricular
[ 3] 156 [N {1 {1
116 5§11 .03 <l (1
1311 f1d k.54 41 {1
[§] 108 512 i e L1 N y hrsritis, Parblisis faclal
141 L4 e b <l
11 (EL] 11k 1.04 {1 ¢ " - Artritis, Wosowewritis méitiple
SH 25 1 {1 {1

Tabla 3.15.- Resultados de 1la serologia en suero y en LCR, ¥y
manifestaciones clinicas de los pacientes con c¢riterios de BlL.
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kesultados

(continuaci6n)

PACIENTES CON CRITERIOS DE BORRELIOSIS DE LYME

e e [EI ELISA SENOLGGIR LCR KANIFESTACIONES CLIRICAS
FACIENTE SUERO GIEN I{6 [¥L LCY TITUL®
1% 589 §12 1.14 ne | ¥ 602 (1 herodetwatitis ¢réalea atréfica
§14 §12 015 it LX) L3 (3] hetritle, PErdids de fuerza en
15¢ 158 0.15 We WR claturas escaputar y pelvians
126 156 [ | N I'F]
152 X! 0.8¢ NE 1]
s 154 .10 1.18 {1
it 256 1.70 0.8t .80
e (R4 .42 n e
(¥} 154 .11 NR ')}
s (§4] g.5¢ 1] NER
B9 154 .14 1.81 0.4
T4 LE6 P.1¢ [.3¢ ¢.013
01 121 .19 0.43 0.07
132 )] 6.10 nR Ne
4] 121 .92 N NE
00 121 [N ] NR ki
10 651 a4 )i 1 (1 (13 ? drtritls, Polinecropatia
Brepelda cutdnes gemeralizada, fiabre,
artromialfias .
1§ il 2064 1.06 1.4% [.45§ brtrltis, Pacdlisis facial
100 156 1.87 [.10 0.30 Fiedre
LE R 258 1.48 0.04 .40
1] [§] 156 b.é2 0.5 0.1t 112 <1 hrieitis, polirtadicaiopatia
I t24 <1 NR ¥
11 43 256 4! <l 4 $2 {1 Artritis
15 256 [ Y] Cf (1 Eritema, patdlisls XSI, amiotroflas
11 §12 0.1 (4] 4 febricula
I 256 1.76 (1 <1
1t 1211 1.05 4] {1
30 12 .61 [@! (1l
12 4o 156 2 <1 >l i (@] Keyinfitis
121 255 b3 4! 21 Taqoibradicardia, flebre
e 156 L] »1 [¢]
1t 10 158 b3 31 (i i1 {1 Keavbagltis
Y] 31 Py e (1 it H Lesiones cutdneas, défict: sensitive-
LN §iz )1 ¥l ¢ kRN 4 10tor
411 512 bR yE {1 i1t <1
1§ t1é 154 vl (1 ) ik L1 Letritis. Lesiopes papulo-eritenssiosas,
liquenr esclerdtico atréfice )
L7 360 164 3 3 (1 Ib1 d1é Parklisis faclal, aoalnflitls
i Lozé Ha 1 <l 114 [} Folirradlculopatle
616 [T 13| ) 1 111 ] Poljartralfias
e 1o2d )1 »1 (1l
i 186 T B.61 1l (& e L} hrtritlis. Uveltis
11 1824 <1l Cl (1 Uttlcarla, mialfla, astenla
[} 1024 0.4 (1 [§]
1t 111 1424 b ¥ t L] it Kewlugitis
112 tét X »1 {1 (R 1é
144 182¢ > » (1
HE) 142 511 §.5 4] 1 141 1 Neniwghtio, Parflisis faclal
151 12 L} 1] L1} 152 H folirtadiculopatia
155 H irtromialflas
1 X3 [§]
i 11l 154 0,05 (t 4] LX) [ 1] Nesingltis, Radiculopatia
e 138 L3 H .4 (1} LT kRN ] 4] Nealnjitle
18] §l2 [ ] ] <1 (1l Fiebre
14 354 156 i 1 (1 (R 4] Polirradicalosentopalia
il 1311 21 »1 i
3l Il [ER1 .1 <1 <1 e L E Neniaflitin
Flabre, pollartealias
3t 1450 184 M b3 {1 415 1 Polircadiculoncnropatia
(B1] 5 X! 13! 13 ]
(X} 154 b | b3 ] )

Tabla 3.15.- Resultados de la serologia en suero y en LCR, ¥y
manifestaciones clinicas de los pacientes con criterios de BL.
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Restltados

(continuacién)

PACIENTES CON CRITERIOS DE BORRELIOSIS DE LYME

He e [FI ELESE SEQOLOGIA LCR MANIFESTACIONES CLIRICAS
PACIENTE SUERD [ 1] 1q6 1{K Lce TITULO
n [FX] 1024 r.10 ¢l 1 |1 [} Blogueo alricoveatricular, (efalea
151 1111 .5¢ {1 [§]
§17 $4 0.% e 1]}
P34 ] b.1: L1 LY}
Tt 21 [N ] ke RR
1035 124 1.it 1.0l NE
1" (1% sle ¥ | <1 Ne K Badiculopatia
108 5% ¥l ¥ 1 [§]
1t 111 156 [} (1 <l §15 (1 Koronewritls meitiple
(¥ 1] 1411 B.42 4] <l 517 4]
1Y) i < we 11}
19 i) 512 vl 3 (1 632 t Hewingltis. Lumbaifias
§9i .S 1.94 0.1t <l
15 158 1.1 (1 ¢!
162 56 1.2 1.%0 1.1
192 156 2.1 .12 0.16
42 131 §12 ¥l 3 4] 145 (1 Folirradtculoneuropatia. Pérdtda pesc
T84 12 21 > <!
k01 56 ¥ bX ] [§]
i) 140 §le * H (1 WE NE hrieitis
109 254 ¥ »l (t
1“ i1 §E2 »1 <l (i [E1] b Menplufitis, Polirradicelopalia
(X3} 1edd ba <l 1 1l Y64
(%] (11 258 k.33 (1 [¢] ks <1 Polincoropatia.
1 512 0.49 1.1§ 0.1
[N 335 154 1 ¥ 1 $ib (1 Neningoencefalitis. dhrtraljias
$317 111 1 21 <l
59 31 21 21 {1
50 BTe (M 11 (1 (1l 1] [ }] Folineuropatia
it 181 128 2! <l <l 103 <1 Reringitis
Té 121 31 l <l
197 4 {1 iR ¥}
[ R | 211 »1 0,68 1. kb LY} NR irtritls
" 110 i 1.62 8.2 .44 " Polinauropatia
183 140 18é 1.6 1.§ .41 LF] Ni Nonodeuritis Iﬁltiple
1614 i52 12k .08 B30 b.12 - " ACh, Polinevtopatia
17% 1] 1.2 b.§17 b1 tefales
55 1zl {1 kR n
[EA) 1% (X} .04 .51 P.0% 120 H Kevingoencefalitis,
Récuias puntiformes
251 X ] 0.%2 Ne e 15¢ <l
108 24 15 10T 0.5 [ 113 4] Polltradicalopatia
121 154 1] 0.5 0. 1% 0.1 182 4! Politedropakia. Letdén erlieratosa
461 138 f. 10 .15 .45
1t5 3ia 111 1.2 6.69 01.13 ik kR Parkilslie facial
130 541 (31 1.88 (1} kR 113} {1 Megrditis craneal, afectacidn trigéninag
1 (1L 154 1.5 1.54 [ (11 {1 Kesinfitis, Pollaedropatia
(31 250 1.2 I.5% 1.41
1] 124 1.9 1 1] 1]
fo4 [ 2] t.71 LT} L1}
Ly 12t .6 i | b}
{41 18 §it Lokk 1.4 L. RE n dricitis
158 (RE] 1113 1.2 1.4 0.14 (11 <1 Pardlisis facial de repeticiéa
153 164 L P-t [ ] 1. 0 L1} Polirradiceiopatia

Tabla 3.15.-

Resultados de

la serologia en suero y en LCR, vy
manifestaciones clinicas de los pacientes con criterios de BL.
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Resultadeos

(continuacién)
PACIENTES CON CRITERIOS DE BORRELIOSIS DE LYME

Ko |1 1Fi ELISH SEEDLGGIi LCR HANIFESTACIONES CLIMICAS
PACIERTE SUERD 11 1(% I{n LCR TI1TOLO
157 12 §12 i.2 1.1 0. 14 HE Y] [§| Neoritis craneal, pardlisls facjal
160 205 §12 1 1-14 0.66 1Y} NE Llafocltona. Poliartralfias
14 tn 1l (1 <1 {1 h : brtritie. gueratodernla
i0s §ii i @] b
(21 §1¢ ¥ 3 »1
X1 156 i {1 i
6l 156 i <1 ba|

Tabla 3.15.- Resultados de 1la serologia en suero y en LCR, vy
manifestaciones clinicag de los pacientes con criterios de borreliosis de
Lyme.

PACIENTES SIN CRITERIOS DE BORRELIOSIS DE LYME

Re Wg IF1 BLISk SEROLOEIN LCR NANIFESTACIORES CLINICHS
PACTIENTE  SUERY ’ [ 2% ] 144 X LC8 TiT6Le
i i 56 > ) {1 tie {1 Exfernedad desmielinizante, miejopatia,
113 512 H| 1 [ aatotrofla, paraparesia espistica,
153 123 [§] NE 3] Foabalfia
it 185§ 128§ N W LR L] Ne Erupcidn eritenatopapulosa descanativa
11} 154 W 4 (1 clretnada. Eledre
5 256 L 1] ¢l <1
EL 528 31 [ <1 L@ b " Yoriea
16 651 §1g <1 <1 <i " " Norfea
120 121 8.4 (1 <1
1% (381 t5s <1 4! < TeE : Desmielisizacidn, atrofia masculat
158 186 [§] <l [§] $id {1 letralgtas
7] (13 123 @] |} ] n b LT] Evclerosis méltiple
690 156 {1 [ [§]
[N 193 L5 4 [ }] W : " Pericarditle con derrame pericérdico
$312 1l (4 N NR drtralfias
5t (321 Bt 1] (1 b3 " * Korfea
il 54 114 L1 1] L1} - " Polhartralftas, fiebre
113 511 1] L1 1}
114 154 Lh] L'l L1
597 §4 <1 (7] L 1]
535 t4 {1 LY} L1}
[ X1} 1) 4] W [T
159 i I.8 L1} 1]
4l 5% 1.25 1.3 9.1
152 1214 [. 4% b.16 b.82
§i2 1} 1.2 t. 0 4,15
111] ] 0.3 1.23 .10
1] §55 156 <l (1 [$] (21 ¢
1 1 155 1 G Q 1) T Fiebte, cefales
(R3] 158 1] {1 (¢
T 114 §12 LF] 21 <l " " Morfea
313 258 ¢l < 1
Tt 132 5% Vi ] {1l " " Poliartralflas
3] 11 £12 [.24 1,44 0.62 1 H Bipertensién inttacrareal
16 (3] LR 1.1 b6 1.1% 3] O Evcierosly ablviple. dtiralgtas
L R §l2 .81 1.4§1 1.9
1 168 -1 1.50 .38 1.92 I n Brapeldn eritematosa, paresia

Tabla 3.16.- Resultados de la serologia en suero y LCR y manifestaciones
clinicas de los pacientes sin criterios de BL.
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gesultades

{continuacidn}

PACIENTES SIN CRITERIOS DE BORRELIOSIS DE LYME

e %0 IF] ELESE SEEQLOGIA LCR MLNIFESTACIONES CLINICAS
PALIERTE SUERD LEL Ijé (A LOE TITULY
14 iz 1] I8t b1 .64 " " Esclerosls miitiple
§1i HLE X .02 b.53 0.3¢0 " " Coavalsiones, encefalitis
F2 3] 254 .74 e L1}
LX) 117 156 .10 b.1) 0.2 " - Kevinfitispurulentaconculsivonefativo,
il 924 1 .14 0.td Nlelopatfa
45 101 1024 b. 43 [ ¥ bLkd “ - Eritema cot ¢emiro mecratico,
156 FQ24 .04 I. 50 8.2 hipoestesla facial, palpitaclones,
lembalgia, flebre
§6 133 124 [.69 6.10% 0,68 b Korfea
10 200 158 1.1z [N Y] 0.12 b Bxantema evanescenie en fulrralde,
-1 3] 256 0. 82 0.%0 0.1 fiebre, didrocefalla, artromialgfias
cefalea
109 131 ] §. 80 1.0 0.1 |} Y] Kéculaspustulosas disenivadas, febricula
tE2 121 6.6 0.4 0.11
iil 13 156 1.50 1.40 [ R - Desaleliaizecion, ictus
b 258 1.78 Pt 0.0¢
115 il 3% .18 1.612 0.4t e {1 Cefalea, asemia, aumento VSG
i 50 X 0.%% [ A .11 L1} Nl Esclerosis miltiple
LER] 1024 1.18 1.52 1.1}
111 (X ¥ §iz I ] 0.%% .30 (3] [§] Pérdida de wemoria, demencia
T 1313 .24 .18 0.0%
121 i1 12% [N F] 0.5 .61 (B8] {1 Escleresis wbltiple
(31 1] 1.89 0.8%1 1.28
12% LRA] 156 1.11 1,88 0.0§ i [T Paraparesia esphstics
134 §581 254 k.29 | }] e " Nidulos culireos
1% i 13k [ Y] e Ne " " Worfea
14) 1318 5z .40 .10 1.1¢ 138 1 Demedcla subafuda
it 51t 2.1 1.58¢0 LK1
2 §ig 1.40 1.11 [ Y]
14 15 154 1.11 .11 8.1t | 1] W Fiebre, lesiones cutbneas inespecificas
60 154 I. 62 .64 0.2¢
145 1% 158 1.34 [ ] b.51 b " Clinlca adjfarrada lwespec{fica
14 582 156 1 H 0.0 - " Cervicalgias, lesidn latramedwiar
141 574 2156 1.41 1.71 9.18 - N Esclerosis nbltiple
141 5b1 1] 1 1,40 0.1 " Pérdida de meworia, demencia
151 (3] 11 1.1 b6t 9.36 " " Papulombeulas eritemalosas
1§58 (1 3] (31 1.0 D.19 b.01 " " Faraparesia esphetlca hereditaria
155 (R} 5 .38 1.08 1.101 - * Poliartraifias
P58 (51 1el 1.110 .18 3.40 T " drtralgyiav, febricula, astenfa
121 124 1.t¢ 1.9 6.0
(§1} 13 .10 1] L1
159 217 256 1.1t £, 30 0.30 - - drtralfias
141 215 311 I, L. 05 .12 b b hrtralqlan
i62 i §i2 .10 1.60 .0 b - Lrtralgias
161 21d S12 .1 .30 0.30 "
1§84 49 16§ (11 .19 1,017 " Escherosis méltiple
§7 11 1084 ] (1 11 " " Branlewa naculopapuloso fenerallzado
itt 1824 )3} [§] <1
1 1024 )i {1 4]
T T4 184 4 (1 [§] " T Britenas nGltiples violbceos,
121 L5 1 1 (1 poliartraljias

Tabla 3.16.-

Resultados de

la serologia en suero v en LCR, ¥y
manifestaciones clinicas de los pacientes sin criterios de BL.
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fesultados

PACIENTES CON SEROLOGIA POSITIVA FALSA

B0 kg IF} ELISA SEROLOGIN LCR DIAGHOSTICO FENAL
PACEENTE SUERD SN 1{G ifN LCR TITULD
(B 124 $1e (1 ur U 329 ;13 Brucelosis. [Folinecropatlia sclora.
[ 3] 156 [N ¥ 4 <l 1] B Neatnfitls Ilafocltaria. Poliartralgias,
IE1] 156 [ ] [ b.21 1oy ¥ flebre, cefalea, artromialjias!
145§ 256 (¢ (2] WA 198 216
502 X §.11 i RE 566 it
§i¢ 12t t.1 LK We
31 (R 4.33% 1] 1 1]
56 1% 1 [$] L1 L] X 12 S{filis. (Meningitislinfocitatiacravical
163 L5 4 (1 <l 1] 82
230 256 [ (| L8] 50 12
254 254 1 <l (1
[T H 156 (t 1 4
ElE 121 <1 NR ¥
87 il3 154 {1 {1 <l Ne ' Flebre botososa mediterrapea
$11 12t [§] e i
51 8l 5 {1 Ll <l ) " sifills.
H) 5tz (¢ {1 <l
[} lis 156 i <) <1 " " VIBe+. tLesion eritematoss, molestias
113 154 (l <1 Cl farfafeas, poliartralgiasi
b 144 Fed0d b 31 (8] 393 Y288 SEfIbTe. IMewinjitis)
10d 1024 > » <l $05 216
5 131 L] <1 <1 1} H Tubercuiosis (afeclacifa reaal.
1T S12 {1 <1 Poelizearcpatia desmielinizante,
b3 B N NR pnielopatfa dorsal}
1) $62 tis 31 {1 (1 L1} e Fiebre Q. [Esdocarditis}
4 TE H >3 )i {1 " Toherculosis, {Pericard|tist
5k §l2 21 21 [
1 512 31 P.03 .11
1314 12 1.1 .13 1.1%
n 1% ] M 4 3| 141 < Fiebrebotonosamediterrines. iMevingiting
11 142 ] by by <t iR ne Fiebre botonosa mediterrdnea
12 14) 5tz {1 Wi LT 14 4] Sfadrome paraseoplésico pulmée.
§ 512 M3 1,01 .4 (Polinevtopatlial
it 5% 1.11 .05 1.1
11 1R} 154 0.5 {1 <l Rk L] Fiebrebotososanediterrénea.VDRLpositivo
104 512 0.7% if .07
11 283 1113 1.4 1.5 b1 - " Fiebre botonosa mediterréinee.
144 i1 1 1. [
(5] 256 A 1.7 1.3¢%
120 %0 58 [ ] 0.0 9.3 b " Tuberculosls bsea fparestesias!
(§1] 1] .47 0.20 .40
HEN il st 1.09 0.4 1.10 - b Nosonucleos]s Jafecciosa
P21 509 124 1.7 P.80 .14 '3} Rk Nevinjitis crlplocdeica
134 B30 i 1.23 9.5 (K} " " Infeccién Fi0v, Mewingiiis por Céndléa
138 1% Bé 1,33 .40 8.5 : ) Tafecelon Y10+, imacalopdpulas
eritematodescanativas, fiebre!
(R3] 111 58 .11 e LT " b Eiebre 4
11% 5 i 1.01 .0 0.1% " b Fiebre §
13 14 .45 LV} e
156 1LY 131 1.1 L.20 1.1 " - SifLlLlis. (Mielopatia por campresiont
14 4154 512 <l <1 <1 (311 ' Rabdomtosarcona enbriovario primario.
i 2 (t <1 (g (RN 4 {qldeocefalial
190 1t [ 21 .11 .13 [ DS 122 {1 Sindrone de Eatox-Lambert
Tabla 3.17.- Resgultados de la serologia en suero y LCR, vy

manifestaciones clinicas de los pacientes con serologia positiva falsa.
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fesuliados

PACIENTES CON CRITERIOS DE

JANDAS | WO PACIEWTE i 1 41 91 T 1] 9t T F4
N0 SUERD 412 (51 200 11§ 151 ] i1t 10 i1

118 - . - . . - - - .

126 - - . - .

63N - - .

538 1.7 . . . 2,51

11 . - - - -

B86 - - . - .

T . 6.3 . . .

566 - b2 - - .

‘SN - - .

3t - - - - -

(LK - - 0.11 - .

16 1,06 ¢4 0.11 - 2,34 0.71

1 - . - - . .

H - . - 1.53 1.4 . .

16H - - -

366 . . . :

34N 0. 20 . .

e - - -

10N . - - - -

116 - g.11 - - - -

1y 0.2% - - . -

216 . 2.21 . . . . - .

14K - - - . - -

196 - - - . - - -

Tabla 3.18.- Resultados del inmunoblot con la cepa B3l de los pacientes

con criterios de borreliosis de Lyme.

(continuacidn}

PACIENTES CON CRITERIOS DE BORRELIOSIS DE LYME

BANDAS | NO PUCIERTE 10 19 14 1 ¢ 12 " T ("

N0 $UERe 191 13 104 11 180 345 22 252 50
12K - . - . - . .
124 - . - . - - . .
i . . . - - -
16 '3 . - - - -
§0M . . - . . .
506 ] - . - . 0.15
o - . . - - . - ¢.42
506 'TH . b1.69 . 0.1t - . 0.26
(5N - . . . .
156 - - - . .
] - . .36 . 0.2 .10 ')
e 8.15 ¢4 9.53 B.12 .12 0.21 0,18 0,41 0.1%
3N . . - . . .
114 . - . . t.15
16K - . . - . .
146 - . 1,15 . . .
1K . - - . - 0.12 .
1 - 0.4 .41 [} - b.12
11N - - - - - - -
116 - . - . - .
tin . . . . - 1.13 'Rl .
6 2. 14 - .11 0,01 . . . 8. 1§ b.08
14h - . . . .
1%6 - - . - - - -

Tabla 3.18.- Resultados del inmunoblot con 1a cepa B31 de los pacientes

con criterios de borreliosis de Lyme.

93



Resultados

{continuacion}

PACIENTES CON CRITERIOS DE BORRELIOSIS DE LYME

BANDAS | NO PACIENTE 83 1" 183 104 Y 1ot 14 124 (24 125
40 SUERO t1 112 14t 152 114 14 1) 154 51 160
12K - . - - - - - - - .
126 - - - - 0.1 . 6.7 8.21 t.1t -
6N . . - . - . . - . -
§14 - . - 0.11 .13 8.4 - - . -
T - - - . - . 0.1 - - -
1T - - - . - . 0.2 - - .02
SON . - - . . 8.11 .
566 . - - . 8.1 0,32 - - .
(11 . . . - - - - -
156 . - . . . - - . .
LN 0.1t - - . - - 0 011 . WY
16 1.5% $.27 - (N 'K 1.9 0. 41 049 1.50 1.12
11K . - . . . - bt . - -
116 - - - .54 - - - - - -
10N - - - - - - 1.53 . - -
168 . - . - . 053 0.1% . - -
In 0.9 - . . . - . . . b0t
3 'Y - - . .11 . .11 - 610
1IN - - - - . . - - - -
e - - . 1.45 . . . . - -
2K .31 - . . .15 048 1.09 . 806
218 .13 . . - .13 b Bty b.ts - b.b)
T - - - - - - - - . -
196 . - - - . - - - - -

Tabla 3.18.- Resultados del inmunoblot con la cepa B31 de los pacientes
con criterios de borrelicsis de Lyme.

PACIENTES SIN CRITERIOS DE BORRELIOSIS DE LYME

BANDAS | WO PRCIENTE 15 ' i " T 4 T b4 ¥s 4§
¥0 SUERD 11 6 91 169 1P (41 AT i 201 154
12 . . 012 - . . . . . .
126 - . . . . . . . . .
59K . . . - . . ; . . .
636 : . . . . . . . . .
50K . . . - 1.52 . - - - .
§06 . . . . . . . . . .
50K . . . . 0.4 . - . . T
§ht . . . . . . . . . 8.2
5K . . . . . . . . . .
150 . . . . . . . . . .
(K . 0.1 . . 2,51 . . . - 015
1 0. 19 . 007 0.2 . . . . 0.1 0.1
10K . . 1.20 . . . . . . .
e . . . 'Y 0.6 . - . - .
10K . . - . . - . . . .
166 . . . i.29 . . . . . .
1em . . . . 1,14 . . . - b4
146 . - . . . . - . 11 835
1K . . - . - . . . .
18 . - . . - - . . . .
1K . ‘WL . - . . . . 1.12
156 AT . - 0.8 . : . TR T
1T . . . . . . . . - -
146 - - . . . . . . - .

Tabla 3.19.- Resultados del inmunoblot con la cepa B3l de los pacientes
sin criterios de borreliosis de Lyme.
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Resultados

{continuacion)
PACIENTES SIN CRITERIQOS DE BORRELIOSIS DE LYME

BANDAS | NO PACIERTE 1] 1 101 169 169 13 (13 115 1
¥e SUERD 134 199 113 114 131 143 s 144 59

T . . . . - . - . - -

126 . . . - - - - . - t.12

(RL - - - - - - - - - -
616 - - [ | 0.11 - . - - - 1.1

(¥1.| . - . . . . . R .
§0¢ - - . . . . - . R

17, 0,21 . . . - . . - . -
506 - - .61 - - - - - . .

T 1.1 X . . . : T

s —

.13 . - - - [ I Y - 0.8% . .
- - - N - [ Y] - - - -

]
&
| - - = - - - - - - -
4

Tabla 3.19.- Resultados del inmunoblot con la cepa B3l de los pacientes
sin criterios de borreliosis de Lyme.

(continuacidn)
PACIENTES SIN CRITERIOS DE BORRELIOSIS DE LYME

BARIAS § HO PACIENTE (21 1] 60 7]
N §UER0 (19 2y 231 152

120 - - .

126 . - 8.08

QN - . -

i1 . 8.11 8.2

13 . . .

15 .11 0. 14 0.34

11 . . .

506 - 9.1% .17 L

15K . -

§56 . .

LN . .

1 1.19 1oL 0.13 2.91

1N . - .

%6 - - .

1N - .

166 - .

740 - - - -

146 - 0.3 0.40 b.1s

1IN - .

e - .

Lin - . . .

L - . BE .

BN - . . .

146 - . .

Tabla 3.19.- Resultados del inmunoblot con la cepa B3l de los pacientes
8in criterios de borreliosis de Lyme.
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Resuliadas

PACIENTES CON SEROLOGIA POSITIVA FALSA

BANDAS

=Y
o

CIENTE i [} 11 40 111
(1] LX) i 5 104 1]

——
-—
-~ —

i §
104 i

R SY

12N - - . - - .42
Tig .08 - - - - b5
§
§

o
1
'

1 -
] .10 b.14

b.27 : 101 . X

- =
Amr —a

o e

-
-
-

Tabla 3.20.- Resultados del inmunoblot con la cepa B3l de los pacientes
positivosg falsos.

{continuacidn)

PACIENTES CON SEROLOGIA POSITIVA FALSA

aannas | wo eacrente 11 120 1t 124 1 oo
¥e SUERD i5) 149 111 il ' 1

110 . - ; . . -

114 0.t - - . 0.1 -

37 . - . . . .

§3d 0.81 - . - . -

BN .

§0¢ . .

17} -

fog 0.1 . -

(5K . - - .

€58 - - -

o] - 0,49 Y] -

(i 'R N 6. 11 0.22 INT! .

14K -

g - 6.1 -

16K - . -

156 - - . -

10 - . . - -

144 - . . - 6.3t

1 . . - . . -

e 6.45 - . . - -

Lin . - 0.08

16 416 0.11 - .11

10 -

Y - -

Tabla 3.20.- Resultados del inmunoblot con la cepa B3l de los pacientes
positivos falsos.
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fevultados

DONANTES DE SANGRE

Banoas [ we I 1 5 ’ 18 1 15 L i 1t
TN . - - - - . . . . -
128 . . 0.2 . 0,11 6,22 0.15 . . -
BT . . . . . - . . . 6. 18
i34 1,68 - . . . - - . . -
§oM . . - - - .21 . . . .
Y . . - - . . - - . .
Y . . - . . 0.23 . . 0.4 .
1 ' - 4.2% .15 . . b.24 5. 24 - - -
154 . . . . - - - -
15¢ . - - - . - . - -
LN . . . - . ' - . 0. 11 .23
e 2.1 0.3 - b.25 . BE 2.9 .1k .30 .
TN . . - - . b.21 - - 0.21 .
ke - . - - . - 0.0 . . .
T . . - - . - . . .
164 - - - . . - . - - -
JiN - - - - 0.1 - - 0.21 -
e - . 0.1t . . 8.0t - - 0.8 -
1H . . . . . - - - 6.1 .
116 - - - - . - - - . -
2N - - . 0.3 . . B.u8 'y
206 . ¢4 - . 0.1 8. 13 0.0F 01§ 0.31
19K - . : . . . . . -
196 - - . - - - - - -

Tabla 3.21.- Resultados del inmunoblot con la cepa B3l de los donantes
de sangre.

{continuacidn)

DONANTES DE SANGRE

nnnsl ne 1y 20

11K - -
126 - B.43

Tabla 3.21.- Resultades del inmunoblot con la cepa B3l de los donantes
de sangre.
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Resultados

PACLENTES CON SEROLOGIA POR IFI Y ELISA NEGATIVA

BiRDIS § WO 54 16 ) 114 123 141 222 5 174 I
11K - . . . . . . - - -
116 119 . . 0.11 - t.12 . - - 2.5]
1M .

§16 ¢80

1] . .

inG . 6.11

59K .

506 'Y ' .

(5K -

i5¢ -

(e - . -

i t.12 5. 11 0.49 - o 2.0 1,51

1IN

114 0. 20

168

164

14N - -

e ' - 0.1

TN

1146 . - - -

1N 0.01 - . 0.08 o9

1% 0,01 0.2

1o -

194 - - - - - -

Tabla 3.22.- Resultados del inmunoblot con la cepa B3l en los pacientes
con serologia negativa por IFI vy ELISA.

(continuacidn}

PACIENTES CON SEROLOGIA NEGATIVA POR IFI Y ELISA
BANDIS| Ne 332 151 il

T2 . -
126 - -

o

un [ an | oo
win |loo | Joa

o ox o 3
[

-

o=

i it | A e
o | awam |- —

P
ax |aox |aox |aoax |ax
.

R PRI Y

wuww | = |-
2

Tabla 3.22.- Resultados del inmunoblot con la cepa B3l de los pacientes
con serologia negativa por IFI y ELISA.
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iesultados

PACIENTES CON TUBERCULOSIS

BANDAS | WO : i ( 5 i T i i 22 11
T2n . . . . . . . . R ]
116 . - - - 114 . §.49 - : .
I . . . . . . ] . . .
i34 . 0. 43 0.20 1.1 . . . . . :
BON . 'R . . . . . . . ]
§06 . . . . ) : . . . :
50N . . . . . . . ; . .
50¢ . . : X : : _ _ :
(5N . . . . . . ] . . .
e . e.001 - - - 20056 11,11 - .
t B.05 . . . - 108 . . . .
fie MY 1.28 . o.10 . . . TR L 0.1
TEN . . . . . . ] .
e . - . . . . . . . i
i . . ; . . . . . - .
i6 . - ) : : i : : TR
30K . . . - - . . ; ; .
3 . . . . . . R . :
1N . . . . . . . . .
Y - ) . . : X X -
21N T .12 . 1.1t . ] )
216 1.81 0.0L . - - n.a - . :
198 . . . . - . ; ; .
198 . - . . . . . . . :

Tabla 3.23.- Resultados del inmuncblot con la cepa B3l de los pacientes
con tuberculosis.

{continuacién)

PACI1ENTES CON TUBERCULOSIS

BLNDAS He 24 11 1] 1 1 12 15 16 14 40 45
128 . . . . ; . ] . . . R
126 0.4 - 0.8 . - . - - - 0.0 -
[E] ] - - - - - - - . - - -
16 - .01 0.11 - - - . - 0.§81 e.02 -
A1) - - - - - - . . - . -
(X1 0.004 - - - - - - . . .
0K . - - . - - - - - - .
§46 - - - - - - - - -
(31 - - - . - - - - - - -
15§ .81 - - 0.e2 - 1.0§ - - t.0t - 1.09%
(1M - - - - - - . . - - -
i1é n.00% t.02 .42 - 0.0 . 0.0 D.9§ 0.8¢ - -
1K - . - - . . - . . . .
114 b.0¢ - - - - - - . - . -
16N - - - - . - - - . R .
146 §.03 - - - - . - . . . .
TN - - - - - - - - - - -
Ha - - - - B - - - - - -
11K - - - - . - . - - . -
e - - - - . - - - - - .
L1K - - - - . - . . . . .
2l . - - - - - - - - - -
[9n - - . - - - - - - - .
196 . - . - - - - B - - -

Tabla 3.23.- Resultados del inmunoblot con la cepa B3l de los pacientes
con tuberculosis.
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Resottados

PACILENTES CON CRITERIOS DE

BORRELIQSIS DE LYME

il 1 T R T T I S
126 1.52 - - 0,02 0.12 1.1 .14 - . -
§16 p.001  i.02 .12 1.47 8.5 . .54 .11 t.089 -
60§ . .95 (.45 . - - 1,55 8.51 1.0d -
564 o 116 T - - . " - 601
154 . .21 L - - . 0,001 - 0.82
e 5.4 1,65 1,55 a.12 Y Lot FIRT] 011 p.03 6.2
18 - - - - - - - - 0.01
156 . . - . - . . . - .
345 1.5 - - . . . . . - .
e 6.35 . . . 2,25 £.13 1.01 - .
116 - . - . - . .
(46 . . . .03 0,08 6.0 . .07 . -

Tabla 3.24.- Resultados de! inmunoblot con la cepa Esp-l1 de los
pacientes con criterios de borreliosis de Lyme.

(continuacidn)
PACIENTES CON CRITERIOS DE BORRELIOSIS DE LYME

BaN0as | We FACTERTE 1 i 7] i 11 101 11 Y 134 11§

N0 SUERD 145 262 11 5 118 29 ) 54 ikl 140
126 . - . - - - 045 i.0d .18 .92
016 b0t . . . 118 1.55§ 04 .21 .05 1.0¢
ing 6.0 . . . . .40 .07 - . b.55
1Y) - . . . . N [} . . 001
456 - . - . - - 1.1 . . 1.1
116 2.16 t.43 . . 6.5l 1. .13 1.t 1,69 1.1
s . . . . . ] . ] ; .
156 . - - . - - - - - -
346 . . . . . . - - . -
118 . - - . 0. 66 AL . 1.t 1,51 b.44
e - - - - - - - - .-
196 . 0.21 - . . . 1.10 . . 8.0006

Tabla 3.24.- Resultados del inmunoblot ¢on la cepa Esp-1 de los

pacientes con criterios de borreliosis de Lyme.
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Resultados

PACIENTES SIN CRITERIOS DE BORRELIOSIS DE LYME

BANDAS § WO PACIENTE i 1 ' n 95 #5 T 1t 101 109
R0 SCERD 11 5t ¥ 14 j01 154 ‘113 L HIE L

124 . - L.y 145 - - 0. 04 .47

i96 1.0 - - 2,008 141 0. 16 0.05 1.3 1.55 1.0

86 ot 1.1 1.45 ¢.04 1,52

516 1.42 004 §1 .09 6.01 T 0. el

(56 1.56 .18 91 b.13 .60 0 .41

g 1.0 .02 1.13 1.57 L.t 12 1.2

Hg

164

148 _

L 0.1t 6. 04 b.01 .21

16 - -

144 6009 01 6,02 - ¢. 004

Tabla 3.25.- Resultados del inmunoblot con la cepa Esp-l de los
pacientes sin criterios de BL.

{continuacién)

PACIENTES SIN CRITERIOS DE BORRELIOSIS DE LYME

BANDLS 13 15 T
113 11 1 151

116 0.080  0.45 11t

§16 1.4 'wT Y oY

iea 101 N}

111 0.031

156 . 0.03 .

(e t.005  2.54 0 T

116

T . .

e . .

16 NI L 1.3 3.01

g . . ; .

146 . 'Ry ‘.8 bo18

Tabla 3.25.- Resultados del inmunoblot con la cepa Esp-1 de los
pacientes sin criterios de borreliosis de Lyme.
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Resultados

PACIENTES CON SEROLOGIA POSITIVA FALSA

BARDAS | WO PACEEHIE W1 W 11 " 111 120 126
'TRIHT sy 1 5 113 14 120 §0

110 | 2.01 1.5% 0.1 8. 04 t.09 . 8.2

636 202 1,41 1.1 i.§1 - . .

508 - . 'y .12 . - 0.1

Y . {56 - . - . 0.007

Y . . . . . . Iy

‘g §.41 144 ot 4.485  1.0§ - §.18

146 . . - . . . .

366 - . . - . .

148 . . B . . . .

116 - 1.51 8,01 . . . .

214 . . - . - . .

146 - . - 118 .01 . .
Tabla 3.26.- Resultados del inmunoblot con 1la cepa Esp-] de los

pacientes positivos falsos.

DONANTES DE SANGRE

paNpis | e 1 3 { ! ! y 10 1l 12 19 Lt

12 - - - 0.2 - - . 0.1 1,54 0.6 0.2

536 1.5% - BRI EL AL - - o) 1.0 B58 b.oot

§06 - - - . . . . . . . .

st4 - - .49 b.4s . - - - - - .

$5¢ - - 0.2 824 . - . . . . .

‘e - .13 2.4y t.2r - 0.3 011 . - - -

186 - - 1.0 3.0 - - - . . . .

168 N . - . . . . - - . .

146 - . N . . . - . . -

14 - - - - - - - - - . .

L - . - - - - . - - .-

194 - - - . - - - - - - .20
Tabla 3.27.- Regultados del inmunoblot con la cepa Esp-l de los donantes

de sangre.
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Resultades

{continuacién)

DONANTES DE SANGRE

vinoas fowe 5 1 i i) 13 10

16 1.1 [ L .1t - 0.8 -

§36 [ B 6.8 1.34 b.it [ X] .01

B0 - - - . - .82

1334 - - - - - 4.3

156

18 - - - . .01
L3 ¥

164

1id

1t - - -

114

198 - . - - . -

Tabla 3.27.- Resultados del inmunoblot con la cepa Esp-l de los donantes
de sangre.

PACIENTES CON SEROLOGIA NEGATIVA POR IFI Y ELISA

gaNDAS e 1é 111 141 {83 it ]
TG [ H - - 0.0 .o g.1%
636 2.0 - §.02 » . b.0§
§0E - .38 -
[LE t.01 -

$56 - 1.0t

116 - 1,67 1.68 - - . 004
6 1. &) -

184 -

146 - -

e -

HE] -

136 - - - - -

Tabla 3.28.- Resultados del inmunoblot con 1a cepa Eap-1 de los
pacientes con serologia negativa por IFI y ELISA.
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iestitados

PACIENTES CON TUBERCULOSIS

BANDAS Ko H 3 ) 3 1 ] ] i 11 12 [l

116 0.0 . . - 9.16 (.10 511 5.2 160

§36 0.0t - 0. 14 . 0.32 T 1.23 141

(15] 1.1% b0y - - - - -

506 . - - - -

154 §.05 - - - - - -

e 0.03 2.8 811 .21 0.91 1,68 (.58 053 . .

16 . . . 0. 10 -

158 . . - - .

HE - - - - - - -

116 . . - - - .

1id . . - . - .-

196 - - - - . . - .
Tabla 3.29.- Resultados del inmunoblot con la cepa Esp~l de los

pacientes con tuberculosis.

PACIENTES CON TUBERCULOSIS

{continuacién)

gan0as | we it 15 1§ 11 T 13 ) 21 ) 23 i

126 . 1.13 654 .19 6. 28 .59 8.1 0,61 1.13 .01 .02

i16 ‘I 1,18 . . 141 . 1.1 1.20 Y 145§ 1.1%

i1 - . - - - . . - -

T . . . .t . - -

g - 1.1 . 6.0% . R

e - i . 402 . . . Y 1.1 1.0t

e . §.101 . - . . . - -

166 . . - . . . -

e . . . . . - . .

114 - - - - 1.9 - . 0,09 . .

18 . . - . - - - . .

146 . . . . . . . . -
Tabla 3.29.- Resultados del inmunoblot con Ja cepa Eap-l de los

pacientes con tuberculosis.
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Resultados

{continuacién)

PACIENTES CON TUBERCULOSIS

BANDRAS L 15 13 4] 16 it 1 H 1§ LA i 11

116 1.44 1.1 - 0.01 h.o2 - f.00§ 0.93 - [ [.38

§36 .t 1.1% 0.§1 0.75% 8,45 0.0 [ ERE! .71 t.24 1.¢1 I. 6%

g . . . . . ¢.01 - . .
506 . - - -

5% - . - - - - - .92

e . . - - b.5% b.14 - - .34
186 - . . . . . ) N

366

lidg

116 . . . ; . - . - - .92 005
g
146

Tabla 3.29.- Resultados del inmunoblot con la cepa Esp-1 de los
pacientes con tuberculosis.

{(continuacidn)

PACIENTES CON TUBERCULOSIS

BANDAS Ne 43 (K] §5§

126 - L. 12 1.51

636 - . .64
§0c - - -

S04 - - .17

156 .1l - -

(N} - - N

14 - - -

166

148 - -

114

14 -

Tabla 3.29.- Resultados del inmunoblot con 1la cepa Esp-1 de los
pacientes con tuberculosis.
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Discuslon

El diagnostico de certeza de un proceso infeccioso se
establece con la recuperacidén del microorganismo causante de la
enfermedad, a partir de muestras clinicas del paciente, o
mediante su visualizacidén directa. En el caso de la infeccidén por
Bb, el porcentaje de recuperacidn de la espirogqueta a partir de
liquidos organicos estad entre el 2 y el 6%, y a partir de la
biopsia cuténea del borde del EM, entre el 6 v el 45% (106). Esto
se debe al escaso nimero de espiroquetas existentes en los
diversos 6rganos (106) vy a la posibilidad de gue la espirogueta
tenga una presencia corta en la sangre (107). El tratamiento
antibidtico previo a la toma de la muestra clinica puede
interferir en la recuperacion de la espiroqueta (149). El medio
de cultivo BSK II es un medio muy rico en nutrientes que favorece
el crecimiento de otras bacterias u hongos, lo gue hace menos
productivo el cultivo de las muestras por la posibilidad de
contaminacidon. Las borrelias son gérmenes de crecimiento lento,
dividiéndose aproximadamente cada 12 horas (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 ntil en el diagnéstico. En nuestro estudio, el
resultado del cultivo de muestras clinicas para el aislamiento de
la Bb ha sido negativo. El bajo ntimero obtenido de muestras, v la
alta proporcién de muestras de pacientes gque habian recibido
antibioterapia (8 de las 20 muestras eran de pacientes con
tratamiento previo) podria explicar tal resultado. El escaso
conocimiento de la infeccién por Bb en Espafia, conduce a que el
clinico la sospeche en pacientes en los que no hava encontrado
otra etiologia que pueda justificar los sintomas. La toma de
muestras de los pacientes se hace cuando ya han recibido
tratamiento, lo que probablemente impida la recuperacidén del
microorganismo. Debido a'dué la biopsia cutanea del EM parece ser
la muestra mas rentable, y dado que en Espafia no se ha conseguido
aislar la Bb a partir de muestras clinicas, se impone la
necesidad de insistir en el cultivoe de muestras procedentes de
estos de pacientes con EM para la recuperacién de 1la cepa
espafiola de Bb. Dada la baja rentabilidad del cultivo, seria
necesario un laboratorio de referencia encargado del cultivo de
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Discusléa

estas muestras para aumentar la probabilidad de aislar la Bb.

La baja sensibilidad del cultivo para el aislamiento de la
espirogqueta hace que el diagndstico de esta infeccidén se base
fundamentalmente en la serologia. Como sucede en otras
enfermedades diagnosticadas mediante la serologia., la valoracién
clinica, con exclusién de otras etiologias, es esencial. La
infeccidn por Bb produce una gran variedad de sintomas y signos,
en muchos casos inespecificos, que pueden conducir errdneamente
al diagnostico de esta enfermedad, cuando no se trata de ella.
Hemos basado la valoracién clinica de los enfermos en los
criterios del CDC parcialmente modificados (145) para ser mas
estrictos y homogeneizar los c¢riterios. Hemos incluido la
acrodermatitis crénica atréfica vy el linfocitoma, pues en Europa
se ha demostrado claramente la asociacidn entre estas entidades
y la BL (19). Es importante insistir sobre la existencia de unos
criterios clinicos en los gue basarse para diagnosticar casos de
infecciéon por Bb, con fines epidemiolégicos vy de valoracién de
técnicas (145). La utilizacidén indiscriminada de las técnicas
seroldgicas para el diagndéstico de esta infeccidén, conduce al
aumento en el namero de falsos positivos. Por otra parte, tampoco
se pueden desestimar desde un punto de vista terapeltico los
casos con serologia positiva para Bb pero sin c¢riterios BL, por
la posibilidad de la existencia de manifestaciones clinicas de
infeccidon por Bb atipicas o desconocidas.

Siguiendo los criterios del CDC parcialmente ampliados hemos
clasificado los pacientes c¢con serologia positiva para Bb
dependiendo de si cumplian o no los mismos. Hemos considerado a
los pacientes con serologia positiva pero con cotra etiologia que
pudiera justificar los sintomas como positivos falsos. Dado que
el cultivo no es productivo, hemos utilizado la clinica del
enfermo como "gold standard” para la valoracién de la serologia.

Para el estudio de la serologia, 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 serologia positiva y 64 de ellos cumplian criterios de
BlL.. El nuamero de pacientes diagnhosticados fue aumentando con los
afios, alcanzando un pico maximo 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 niumero de muestras siguidé una curva similar
obteniéndose 160, 352, 439, 373, 395 y 273 en los afios 1987,
1988, 1989, 1990, 1991 v 1992 respectivamente. Esta distribucién
de los pacientes diagnosticados de infeccidédn por Bb a lo largo de
los afios puede ser debido a wvarias razones. La campafia de
captacidon de casos comenzd en 1987 v se mantuvo durante los dos
siguientes afios. A partir de entonces los médicos comenzaron a
enviar muestras obteniendo el mayor numero de ellas dos afios
después. Ademas., con el diagnéstico en nuestro laboratorioc de
casos provenientes de otros hospitales de Espafia, comenzaria la
puesta en marcha de las técnicas seroldgicas en otros
laboratorios, 1lo que llevaria al descenso en el envio de

muestras.

La mayvor parte {(64%) de los enfermos conh criterios de BL
procedian de hospitales del centro de Espafia: 32 casos de Madrid
y 10 casos de las provincias mas proximas (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 Espafia: 8 casos de Asturias,
4 de Barcelona ¥ 2 de La Corufia. Hubo un 5% gque procedian de
hospitales del Sur de Espafia (3 de Malaga v 2 de Cordoba). Por
altimo 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 pertenecian los pacientes con
serologta positiva. De hecho, en el grupo de 100 pacientes con
serologia negativa estudiados como control negativo, el 55% de
ellos procedian de Madrid, y el resto estaban distribuidos con
frecuencias similares a los casos diagnosticados de BL. A pesar
de ello. la procedencia de nuestros casos concuerda con la
descrita por Anda vy cols. en la menor frecuencia de casos en el
sur de Espafia que en el resto de la peninsula (150}.

Se impone la necesidad de estudios epidemiolbédgicos que
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delimiten las zonas endémicas y donde el indiTeé de sospecha deba
ser mayvyor. En Espafia se han realizado estudios de seroprevalencia
en La Rioja (151), donde el porcentaje de individuos con
serologia 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 sgeropositividad en pacienteg sin
sintomatologia de infeccidn por Bb era del 1.3% (152) vy en
Valladolid del 10.5% (153). En nuestro estudio hemos tenido casos
de BL en otras provincias de Espafia en las que serla interesante
conocer la seroprevalencia para la mejor wvaloracion de las
técnicas serolégicas.

La edad media de los pacientes con serologia positiva fue de
43 afios. 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 distribucidén por sexo con respecto
al grupo de pacientes con serologia negativa utilizado como
control, en el que la proporcién de wvarones fue menor (42%
varones y 58% mujeres). La mayor frecuencia de varones en el
grupo de pacientes con serologia positiva puede ser debida a que
probablemente son éstos los que pueden tener mavor exposicidon al
vector por sus salidas al campo © por actividades como caza, etc.

La mayoria de los pacientes con serologia positiva procedian
de servicios de Neurologia (36%). Le seguia los servicios de
Infecciosas y Microbiologia (32%) v los de Dermatologia (14%). El
Servicio de Medicina Interna envié al 9.5% de los pacientes. El
grupo de pacientes con serclogia negativa (control negativo) tuvo
una distribucidén por servicios médicos similar, no encontréndose
diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos.
Esto haria suponer la mayor concienciacidén por parte de los
neurdlogos de la existencia de esta enfermedad, y por lo tanto la
probable mayvor captacidén 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 epidemiocldgicos mas frecuentes
en los tres grupos de pacientes con serologia positiva para Bb
(pacientes con criterios de BL, pacientes sin criterios vy
positivos falsos). Sin embargo, sd6lo el 51% de los 136 pacientes
con serologia positiva tuvieron datos epidemiocldgicos que
justificaran la sospecha de BL. El caracter retrospectivo en la
valoracién de los casos clinicos y por tanto la falta de
interrogatorio dirigido a este respecto podria justificar la baja
frecuencia de antecedentes epidemioclégicos en nuestros enfermos.
No hubo diferencias estadisticamente significativas en cuanto a
la epidemiologia entre los tres grupos de pacientes con serclogia
positiva. Por ello, no podriamos descartar que la seropositividad
en los pacientes sin criterios de BL v en los pacientes positivos
falsos pudiera ser debida a una infeccién asintomd&tica por Bb,
aungue ésta n¢ sea responsable de su c¢linica, y gue pudiera
justificar parte de las reacciones cruzadas con otras
enfermedades. Es muy probable, por otro lado, gque entre los
pacientes sin los c¢riterios de BL existan individuos con la
enfermedad.

Entre el grupo de pacientes con serologia negativa (grupo
control) v el de pacientes con serclogia positiva (136 pacientes)
se observaron diferencias estadisticamente significativas en
cuanto a la frecuencia de picadura de garrapata (mayor en el
segundo grupo), pero no en cuanto al ambiente rural vy el contacto
con animales. La falta de interrogatorio por parte del clinico en
algunos casos y la falta de este dato en otros podria sesgar
estos resultados. A pesar de ello, el antecedente de picadura de
garrapata podria ser un dato muy importante, pues en nuestra
‘serie sb6lo 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 infeccidn por Bb produce manifestaciones cutéaneas,
articulares, neurclégicas vy cardioldgicas. De los 64 pacientes
con criterios de BL, 20 (31%) presentaron manifestaciones
cutaneas. Hubo diecisiete casos de EM (27%). Este nimero de casos
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coincide con 1o 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 v col.{150) recogen 9 casos de EM y hacen una revisién de
los casos publicados en Espafia llegando a ser un 26% los
pacientes con EM. En nuestro estudio, diez de los 17 pacientes
(59%) con EM presentaron esta lesidn como Gnica manifestacién.
Hay que tener en cuenta que la escasa sensibilizacidén hacia la
enfermedad de los dermatélogos puede hacer que se diagnostiquen
menos casos de los que realmente existen. Por otra parte el
tratamiento antibidtico en este estadic de la enfermedad puede
evitar la progresion de la misma, por lo gue habria que insistir
sobre la concienciacidon por parte del clinico de la existencia de
esta infeccidn. Ha habido dos casos de ACA vy un caso de
linfocitoma. Hemos incluideo estas manifestaciones como
maniestaciones cutdneas de la infeccién 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 numero de pacientes con artritis ha sido del 28%. Este
nimero es mas elevado que el encontrado por Anda y col. (150}, en
que sdlo un 7% de los pacientes padecen artritis, e inclusoc mas
elevado que lo descrito en Eurcopa, en gue la incidencia de
artritis estd entre el 0.7% y el 24% (155). A diferencia de lo
ocurrido en Europa, en EEUU la artritis es la manifestacién mas
frecuente de BL.

Las manifestaciones neurcldgicas aceptadas por el CDC han
afectado a 40 pacientes (62.5%), siendo asi la mayoria de los
pacientes con infeccidén por Bb en nuestro estudio. Este dato
coincide con la incidencia de este tipo de manifestaciones en
Europa., que esta entre el 18.3% y 62.1% (155), mientras gque en
EEUU la frecuencia de manifestaciones neurolégicas es menor (99).
La mayoria de los pacientes con serologia positiva procedian del
servicio de Neurologia, por lo que estos resultados podrian estar
sesgados por la mayor concienclacidon por parte del neurélogo an
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la existencia de esta enfermedad. Sin embargo, en el grupo
control de pacientes con serologlia negativa la incidencia de
manifestaciones neurclégicas fue inferior de forma
estadisticamente significativa a la de pacientes con criterios de
BL. Por ello pensamos que ese sesgo posible no ha influido en la
frecuencia de manifestaciones neuroldgicas. S50lo 13 {42%) de los
31 pacientes con manifestaciones neuroldgicas a los gque se
realizd serologia en LCR resultaron positivos, indicando que
probablemente la serologia en LCR tiene una sensibilidad baja en
pacientes con algln fipo de manifestacidén neuroldgica.

El porcentaje de afectacidén cardiocldégica ha sido del 3%.
Este dato también coincide con la literatura europea en la gue se
describe que la incidencia de carditis esta entre el 3% v el 6%
{155).

En Europa, se han diagnosticado con mayor frecuencia las
manifestaciones neurolégicas vy con menor incidencia las
articulares. Los casos de ACA vy linfocitoma son bien conocidos.
En América, sin embargo, ha habido mas casos de BL con
manifestaciones articulares y menos frecuentes han sido las
neuroldgicas. Las razones posibles para justificar esta
variabilidad geografica son de tres tipos: diferencias en el
poder patogénico de las distintas cepas, diferencias en la
reactividad del huésped de acuerdo con factores genéticos, Yy
secundarias al diverso grado de alerta de los clinicos al
sospechar la enfermedad. Recientemente se ha documentado
variabiiidad fenotipica y genotipica entre diverscs tipos de
Borrelias productoras de BL. Se separaron tres genoespecies
mediante andlisis de secuencias del RNAr 16s {(Bb sensu stricto,
B. garinii y grupo VS46l) y siete serotipos definidos por la

reactividad c¢on anticuerpos monoclonales frente a diversos
epitopos de la proteina OspA (63,64). Wilske vy col. han sugerido
diferentes potenciales patogénicos y organotrdpicos de los
distintos serotipos OspA. La distribucién geografica de esas
especies es hetereogénea y guizas pueda explicar en parte las

diferentes manifestaciones clinicas. Bb sensu stricto parece ser
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la Gnica gue esta presente en EEUU mientras gque é&sta coexiste con

B. garinii en el oeste de Europa y con el grupo VS461 en el norte
de Europa.

Las técnicas seroldgicas utilizadas para el diagnéstico de
laboratorio de infeccidén por Bb han sido la Inmunof luorescencia
Indirecta (IFI), el enzimainmunoensavo (ELISA) v el inmunoblot.

Los sueros analizados por IFI v ELISA han sido los obtenidos
en el periodo de Enero de 1987 a Diciembre de 1992. Para el
estudio del inmunoblot hemos estudiado los sueros que tuvieron
algin resultado positivo por IFI v/o ELISA entre Enero de 1990 y
Junio de 1991.

Hemos valorado los resultados de IFI v ELISA por una parte
en la totalidad de los sueros obtenidos de los pacientes y, por
otra, teniendo en cuenta sdélo el primer suero recibido de los
mismos, por considerar que supuestamente el paciente no ha estado
sometido a tratamiento antibiético previo y, por tanto, es el
suero mas intacto (139). Para calcular la especificidad de las
técnicas seroldégicas, hemos estudiado sueros de donantes de
sangre obtenidos en el Banco de Sangre del Hospital Ramdén y Cajal
(50 para IFI v 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. Cutler et al.
consideran que el ELISA es mas sensible y especifico que el IFI
{157), mientras gque Magnarelli et al. no observan diferencias
significativas entre ambas técnicas (158). En nuestro caso la
sensibilidad del IFI fue mayor que la del ELISA, sin embargo al
comparar los datos de los distintos laboratorios hay una serie de
factores que hay gque tener en cuenta: tipo de técnica
desarrollada, criterio de positividad, criterio de definicién de

grupo control vy tipo de clasificacién de los pacientes
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(dependiendo del estadio de la enfermedad o atendiendo a
caracteristicas clinicas en generall.

En la puesta a punto de las técnicas sercldgicas, el método
para la preparacién del antigeno, 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 mas facil en el ELISA
que en el IFI, puesto que en este Gltimo la subjetividad del
iector podria influir en los resultados, mientras gque la
automatizacion del ELISA haria mas fécil y objetiva Ila
interpretacién de los mismos. Sin embargo, este factor parece no
interferir en el estudio de Magnarelli et al. (158}, lo gue 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 eleccidn del grupo control también hace gque
varien 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 o6pticas obtenidas, y se calcula el punto de
corte sumando a esa media 2 6 3 desviaciones standard. Por lo
tanto, el numero de donantes v el criterio elegido puede influir
en los resultados.

El estadio de la enfermedad en gque se encuentre el paciente
en la obtencidn del suero es otro factor importante. La BL se
desarrolla por 1lo general en tres etapas. Comienza con la
aparicién del EM en el lugar de la picadura de la garrapata.
Semanas o meses después puede aparecer afectacidn del sistema
nervioso 0 cardioldgico, ¥ finalmente pueden aparecer
manjfestaciones articulares como la artritis. No obstante, en
muchas ocasiones las distintas manifestaciones se solapan, por lo
que la clasificacidédn de los pacientes dependiendo del estadio en
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el gque se encuentre es dificil. Algunos de los pacientes

de nuestro estudio se han valorado prospectivamente, mientras que
de la mayoria se ha hecho la valoracidn de la historia clinica de
manera retrospectiva. Este es el motivo por el que se han
analizado sensibilidad y especificidad de las técnicas
serolégicas 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 1las dos
técnicas se ve incrementada: 81% para IFI y 73% para ELISA. EIl
aumento de la sensibilidad en el primer suero recibido de los
pacientes puede ser debido a dque con el tratamiento antibidtico
la respuesta inmunolégica de los pacientes disminuve (139); por
otra parte, el titulo de anticuerpos tiende a ir bajando con el
paso del tiempo, permaneciendo elevados sdlo en los casos de
infeccidn cronica (145).

El titulo de IFI que hemos considerado positivo fue el igual
o mayor a 1/256. No hubo diferencias en ilos titulos de IFI en los
distintos grupcos. Esto puede implicar que el titulo de IFI no
tiene valor discriminatorioc ¥ gque el aumento del punto de corte
en el titulo 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 IgM positive implica
el escaso numero de pacientes diagnosticados tempranamente. Por
otra parte, el gran nimero de pacientes con criterios de BL que
tuvieron ELISA (IgG&IgM) positivo v fueron negativos al analizar
ELISA IgG v ELISA IgM individualmente (22%} indica la menor
sensibilidad de los ELISAS individuales en el diagnéstico de la
infeccidédn por Bb. Sin embargo, en el grupo de pacientes sin
criterios de BL v en el de positivos falsos, tampoco los ELISAs
individuales IgG e IgM descartaron tal infeccidén, pues sdlo el
32% v el 24% respectivamente fueron negativos en ambos ELISAs.
Estos resultados pueden estar sesgados porque s6lo se analizaron
mediante los ELISAs individuales aquellos sueros gue tuvieron
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resultado positivo en el ELISA (IgG&IgM). A pesar de ello, la
utilizacién de los ELISAs individuales en nuestras manos no
aporta buenos resultados, por lo gue su uso probablemente se
podria limitar.

De los 47 sueros de los pacientes que presentaron EM, 35
(74.5%) fueron IFI positivo y 30 (67%) fueron ELISA positivo.
Considerando s6lo el primer suero de 1los pacientes, las
sensibilidades de IFI y ELISA fueron 82% vy 75% respectivamente.
La alta sensibilidad de ambas técnicas en estos pacientes no
coincide con la literatura, en la gque se describe que la
sensibilidad se aproxima al 50% cuando se trata de una fase
temprana de la enfermedad (111). La mayoria de los pacientes de
este estudio fueron analizados retrospectivamente y el
diagnéstico de la infeccidén es hospitalaria donde los enfermos
llegan con un cuadro mas avanzado que a la asistencia primaria.
En muchos casos puede gque los sueros obtenidos de los enfermos no
coincidan con la fase temprana de la enfermedad sinoc que se havan
obtenido més tardiamente, cuando la respuesta inmune es mayor.
También el desconocimiento por parte del clinico de la existencia
de la enfermedad puede retrasar la obtencidén del suero, lo que
justificaria estos resultados.

En el grupo de pacientes sin criterios de BL obtenidos en
nuestro trabajo, la especificidad de IFI y ELISA es muy baja (30%
¥y 39% respectivamente). El envio de muestras de manera
indiscriminada o sélo con la intencién de descartar esta
enfermedad en casos con dificil diagnéstico puede conducir a
estos resultados. Sin embargo, es probable que parte del grupo,
a pesar de no cumplir los criterios de BL, sean pacientes con
infeccidtn por Bb. La posibilidad de gque enfermedades como la
morfea vy la esclerosis miiltiple sean debidas a esta espiroqueta
estd muy debatida, si bien se ha detectado el genoma de la Bb en
biopsias cutédneas de lesiones de morfea por PCR (159), y hay
datos de seroconversidon para Bb en pacientes con esclerosis
maltiple (160}. En nuestro estudio, hay 6 pacientes con morfea y
7 con esclerosis miltiple. El que se trate o no de infecciébn por
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Bb es dificil de aclarar.

En el grupo de los 24 pacientes positivos falsos, la
especificidad fue del 27% por IFI vy 60% por ELISA. Muchos de los
casos eran pacientes diagnosticados de sifilis y VIH,
coincidiendo con lo descrito en la literatura (114,116,161).
Valorando este grupo de pacientes con serologia positiva y con
otra etiologia que justificara los sintomas, encontramos un alto
porcentaje de pacientes diagnosticados de tuberculosis (17%).
Esta reaccidon 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 vy 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 pais hace que a la baja
frecuencia de infeccidn por Bb se le una la dificultad por la
existencia de reacciones cruzadas con esta entidad. Por ello,
hemos visto necesaria la valoracidn 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 IFI y del 97.5% en el ELISA. Estos datos coinciden
claramente con los obtenidos por Russell y col. (11l1).

Para valorar 1la concordancia entre IFI y ELISA hemos
utilizado el indice kappa (k). Este indice calcula el grado de
concordancia entre dos variables, v elimina aguella que pueda ser
debida al azar. La escala de valoracién del indice k se clasifica
en las categorias de pobre (k>0.00), 1ligera (k=0.00-0.20),
mediana (k=0.21-0.40), moderada (k=0.41-0.60), sustancial
(k=0.61-0.80) y casi perfecta (k=0.81-1)(147). El indice k en la
totalidad de los sueros estudiados tiene un valor de 0.31, lo gue
corresponde a una concordancia mediana. Si calculamos dicho
indice 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 moderadal,
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en el grupo de pacientes que no cumplen los criterios de BL tiene
un valor de 0.2 (concordancia ligeral), y en los pacientes
positivos falsos el indice k es de 0.04 (concordancia pobre).
También hemos calculado este valor en el grupc de pacientes con
EM., pues cumplen el criterio clinico definitivo de infeccién por
Bb. En estos pacientes el indice k es de 0.72, que corresponde a
una concordancia sustancial casi perfecta. Con estos resultados
podemos ver que las técnicas seroldgicas tienen mayvor grado de
concordancia en los pacientes que podemos considerar con
infeccidn por Bb, mientras que ésta es menor en los pacientes sin
criterios de infeccidn. En los pacientes en los que hay otra
etiologia que pueda justificar los sintomas, el valor del indice
k es practicamente 0, lo gue corresponde a una concerdancia
pobre. De estos datos se deduce que aungue la sensibilidad de IFI
es mayor a la del ELISA, probablemente sea necesaria la
utilizacidon de ambas técnicas para el diagnéstico de casos de
infeccidn por Bb pues la concordancia de las dos técnicas en el
andlisis de los sueros aumentaria la fiabilidad en el resultado,
y por lo tanto la posibilidad de diagnosticar casos de BL cuando
se trata de ellos. '

Utilizando la cepa B3l de Bb hemos analizado por inmunoblot
los sueros de los pacientes que durante el periodo de Enero de
1990 a Junio de 1991 fueron positivos por IFI v/o ELISA, y por lo
tanto eran sugestivos de padecer infeccidén 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 Ramén y Cajal. Hemos incluido
en este estudio los 50 pacientes con tuberculosis confirmada por
cultivo., que previamente habian sido analizados por ELISA (con
una especificidad del 83%), con la finalidad de ver qué
valoracidn tiene el inmunoblot en este grupo de pacientes.

El empleo del inmunoblot para el diagndéstico de la
borreliosis de Lyme tiene dos inconvenientes fundamentales. Por
una parte esta técnica es mids laboriocsa que otras como IFI o
ELISA v requiere aparatos mas caros y sofisticados. Ademas, el
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criterio de positividad empleado varia mucho de unos laboratorios
a otros, haciendo que la interpretacidén de los resultados sea
dificil y en muchos casos no comparable.

En 1988 Grodzicki y Steere obtenian los mejores resultados
en el andlisis del inmunoblot al utilizar como criterio de
positividad en un suero obtenido en la fase aguda de la
enfermedad, la aparicién de 2 o mas bandas de tipo IgM, ¢ bien 4
0 mas de tipo IgG. o al menos una de cada tipo. Un suero de la
fase convaleciente era positivo cuando aparecian bandas distintas
a las de la fase aguda (118). Con este criterio resultaba que el
inmunoblot era mas sensible y especifico que el ELISA en la etapa
temprana de la enfermedad (primeros 30 dias después de la
aparicién del EM). Por otra parte la especificidad en la etapa
tardia no era mejor; concluian que debido a la dificultad en la
realizacién del inmunoblot, éste probablemente deberia aplicarse
sb6lo a los pacientes con dificil diagndstico. En 1989 Karlsson et
al. consideraban el inmunoblot positivo cuando aparecia la banda
de 41kDa y una de bajo peso molecular (18, 21.5 & 23 kDa) (162).
Se basaban en estudios previos gque demostraban que los
anticuerpos frente al antigeno de 41lkDa eran los primeros en
aparecer durante la enfermedad v que la mitad de los pacientes
con infeccidén por Bb tenian anticuerpos frente a proteinas de
bajo peso molecular. De su trabajo, concluian gue el inmunoblot
era mas sensible que el ELISA en las fases tempranas de la
infeccidn, sin embargo no era mas especifico, por lo que podria
ser buen complemento para el ELISA. Raoult et al. (161)
consideraron que de los criterios utilizados para el inmunoblot
en el estudio de Grodzicki, bastaba con que hubiera mas de 3.
bandas para considerar un resultado positivo. Limitaban
finalmente la utilizacidén del inmunoblot a la confirmacidn de
otras técnicas seroldgicas. Otros grupos (163) consideraban la
presencia de 4 bandas en el inmunoblot como criterio de
positividad, si bien proponian la necesidad de la utilizaciodn
combinada de ELISA e inmunoblot en el diagnéstico de Ila
borreliosis de Lyme.

120



Discaslén

A la variacidn en el criterio de positividad se une el hecho
de gue la presencia de bandas frente a antigenos de Bb en el
inmunoblot no esta limitada a pacientes con BL. Karlsson et al.
(162) y Hanser et al. (60} observaron gque pacientes con
enfermedades de etiologia diferente a la infeccién por Bb
resultaban ser positivos en el analisis por inmuncblot. Otros
autores demostraban la presencia de multiples bandas en el
inmunoblot de sueros de donantes de sangre, supuestamente sanocs
(164), con lo gque la dificultad en la interpretacidén de los
resultados del inmunoblot se veia incrementada.

Adem&s del problema de la eleccidén del criterio de
positividad y la existencia de falsos positivos en el andlisis
del inmunoblot hay otro inconveniente, que es la subjetividad en
l1a lectura de las bandas. A pesar de que en 1988 Grodzicki (118)
proponia el empleo del densitometro para objetivar dicha lectura,
no es hasta 1992 cuando Pachner et al. utilizan esta técnica
{(165). Para obtener el criterio por el c¢ual 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 densitdometro vy le suman 3 desviaciones standard.
Todas aquellos sueros cuyas bandas tuvieran valores por encima de
los calculados a partir de los donantes de sangre, tendrian
inmunoblot positivo. Con este método, obtienen unos valores de
sensibilidad y especificidad altos, con lo que proponen la
utilizacién del densitbémetro para la valoracién del inmunoblot.

En nuestro estudio hemos utilizado el densitdmetro para la
lectura de las bandas resultantes del ‘inmunoblot, Para la
valoracidn de los resultados hemos empleado 1la regresidn
logistica. El método utilizado por Pachner et al. (165}, en el
gque emplea la media mas dos o tres desviaciones standard para el
calculo del punto de corte del inmunoblot, implica Ila
distribucidén normal de las bandas. Es dificil la demostracién de
la distribucién normal de unas variables cuando se tiene un
nimero tan bajo de individuos (23 donantes de sangre). Utilizar
la teoria de la distribucién 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 gque los
resultados obtenidos en el inmunoblot no seguian una distribucién
normal. La regresidon logistica no asume la normalidad en la
distribucién de las variables., por lo que la hemos aplicado en el
evaluacidén de nuestros resultados. Otra wventaja que tiene la
utilizacién de la regresidn logistica es que se trata de un
andalisis multivariante gue analiza todas las bandas en conjunto,
a diferencia de lo gque ccurre en el trabajo de Pachner et al.
(165), en el que cada banda era considerada independiente de las
demas. Se estudian asi patrones completos de reactividad y el
significado del inmunoblot se puede interpretar aplicando la
férmula obtenida.

La regresién logistica compara los datos de dos grupos de
individuos, y obtiene un modelo predictivo segun el cual se
clasifican lo mejor posible estos individuos en los grupos
correspondientes. Hemos realizado dos estudios. En el estudio 1
hemes clasificado los individuos en pacientes con criterios de BL
y donantes de sangre (individuos supuestamente sanos), v en el
estudio 2 la clasificacién ha sido en pacientes con BL (el mismo
grupo utilizado en el primer estudio}), y pacientes sin BL
(individuos que no cumplian los criterios e individuos con otra
etiologia que justificara los sintomas). Hemos empleado el primer
suerc recibido de cada paciente, pues es el suerc mas temprano en
la evolucidn clinica. Una vez obtenido el modelo, éste se aplica
mediante una férmula a los resultados del inmunoblot de los
distintos individuos, sabiendo asi si dichos individuos guedarian
clasificados como individuos con infeccidén por Bb o no. Se han
llevado a cabo los dos tipos de estudios con la finalidad de ver
si hay diferencias en la utilizacién como grupo control
individuos supuestamente sanos {(donantes de sangre), o individuos
enfermos pero con otra eticologia distinta a la gue 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 resultados en los sueros siguientes, la
sensibilidad baja (55% en el estudio 1 y 36% en el estudio 2}).
Esta disminucidén en la sensibilidad se puede explicar por la
misma razdn que en el casco de IFI y ELISA: la respuesta inmune
puede verse afectada por el tratamiento antibidético recibido
(139). Si <consideramos la totalidad de los sueros. 1la
sensibilidad del inmunoblot es del 68% en el estudio 1 y 61% en
el estudioco 2. Con estos resultados y sin tener en cuenta la
especificidad de la técnica, deducimos que seria mejor la
utilizacidén de la foérmula obtenida en el estudio 1 para valorar
los pacientes sugestivos de padecer infeccidn por Bb, pues se
obtiene una sensibilidad mejor. No obstante, como el inmunoblot
seria un método de confirmacidn vy no un método de despistaje. nos

interesaria mas gue tuviese una buena especificidad.

En cuanto a las especificidades calculadas en los distintos
grupos de individucs podemos ver gue en todos los grupos de
pacientes sin Lyme, son maAs bajas en el estudio 1 gue en el 2
(pacientes sin criterios de BL: 46% frente a 50%; positivos
falsos: 62% frente a 85%; pacientes con tuberculosis: 89% frente
a 91.5%}); sin embargo, no es asi en los donantes de sangre, en
gue se obtiene una especificidad en el estudic 1 del 80%, v en
estudio 2 del 80%. La baja especificidad en el grupc de donantes
de sangre coincide con la de otros autores, gque tratan de
justificar tal resultado por la posibilidad de la respuesta
inmune frente a espiroqueta saprdofitas de la boca (166). Weiland
vy col. (167) encuentran que el 7.2% de los donantes de sangre
tenian ELISA positivo, y de éstos el 37.5% fueron confirmados por
inmunoblot. Concluyen, dando mavor importancia a este resultado,
gque la deteccidén de anticuerpos frente a Bb como método de
despistaje no es un buen método para prevenir la transmisidon de
la enfermedad por transfusidén. En definitiva., el hecho de que las
egpecificidades en los distintos grupos de pacientes sean mayores
en el estudio 2 gqgue en el 1, nos hace pensar que s mejor
utilizar la férmula obtenida de esos datos. Ademéds, probablemente
sea mas correcto en estudios clinicos la utilizacidédn como grupo
control de casos con otras enfermedades gque puedan confundirse
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con la estudiada, pues el clinico hace el diagnéstico diferencial

con este tipo de pacientes vy no con donantes de sangre.

La sensibilidad del inmunoblot con la cepa B3l es mejor
utilizande el estudio 1. Teniendo en cuenta la especificidad,
ésta es mejor en el estudio 2. Si comparamos estos resultados con
los obtenidos por IFI y ELISA, vemos que el IFI es el gue tiene
mayor sensibilidad de las tres técnicas (75%). Si consideramos el
estudio 1, el ELISA es menos sensible gue el inmunoblot (62%
frente a 68%) y considerando el estudio 2, pradcticamente ambos
tienen la misma sensibilidad (62% y 61%). A pesar de que la
sensibilidad del inmunoblot es mayor en el estudioc 1 gue en el
estudio 2, el hecho de gue en este Ultimo se obtiene una
sensibilidad en el inmunoblot muy similar a la del ELISA, unido
a la mayor especificidad del inmuncblot en el estudio 2 que en el
1, nos hace pensar gue el estudio 2 es el mas adecuado para el
diagndéstico de la BL, y por io tanto la formula que proponemos
para la interpretacidn del inmunoblot en pacientes con una
serologia positiva es: Iln(p/qgi= -2,07828 + (-10,18426 x G72) +
(7,29118 x G63) + (18,72080 x G60) + (4,1442 x M4l} + (8,02014 X
G38) + (11,74381 X G34) + (12,43657 % M21)} + (-8,59503 x G21).

Si comparamos las especificidades del inmunoblot, del IFI y
del ELISA, y utilizando la férmula, vemos gue en los pacientes
sin criterios de BL el inmunoblot es el que tiene mavor
especificidad (50% frente a 30% de IFI v 39% de ELISA). A pesar
de ello, es una especificidad muy baja. La probabilidad de que
parte de esos pacientes realmente padezcan una BL o de que la
havan padecido previamente podria explicar estos resultados.

El grupo de pacientes positivos falsos han tenido unas
especificidades en IFI, ELISA e inmunoblot de 27%, 60% y 85% (si
consideramos el estudic 2 comoc el mads adecuado). Esto implicaria
gque definitivamente el inmunoblot podria 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
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en el estudio 2 que en el 1 (91.5% v 89% respectivamente). En
cualgquier caso, el inmunoblot es mejor que el ELISA {(con una
especificidad del 83%) para eliminar la reaccidén cruzada entre la
infeccidn por Bb vy la tuberculosis. Estos datos siguen apovando
nuestra hipdtesis de que la férmuila propuesta para valorar el
inmunoblot serd de ayuda en aclarar el significado de una
serologia positiva. Nos permitird descriminar entre positivos
verdaderos y positivos falsos. Puede ofrecer al clinico 1la
probabilidad cuantificada de gue el paciente tenga una BL o
pertenezca al grupo de positivos falsos. Este dato nos parece que
podria ser de una inestimable ayuda en el manejo de los
pacientes.

El anédlisis del inmunoblot con la cepa espafiola Esp-1,
aislada de la garrapata Ir, refleja en general peores resultados
en cuanto a sensibilidad v especificidad que los obtenidos con la
cepa americana B3l. Se han realizado con la cepa espafilola los
estudios 1 vy 2, al igual gue con la B3l, sin embargo, sdlo se ha
analizado el inmunoblot para detectar anticuerpos de tipo IgG,
debido a la baja frecuencia de pacientes con criterios de
infeccidén por Bb que captaban bandas de tipo IgM en el inmunoblot
con la cepa B3l. Este factor probablemente haga gue ambos
anadlisis no sean comparables, pues la regresidn logistica se ha
hecho utilizando variables diferentes en ambas técnicas.

En base a los resultados del inmunoblot con la cepa Esp-1
vemos que la sensibilidad es mavor en el estudio 1 que en el 2.
La especificidad en los distintos grupos de pacientes sdlo es
mayor en el estudio 2 que en el 1 en el casc de los pacientes c¢on
serologia positiva falsa, siendo éstos los casos en los que la
interpretacién de los resultados debe ser mads estricta. Segun
estos datos, quizds habria que elegir el estudio 2 de acuerdo con
la mayor especificidad obtenida en el grupo de pacientes
positivos falsos, a pesar de que la sensibilidad se ve débilmente
afectada con respecto al estudio 1. Hay que tener en cuenta que
estos resultados pueden estar sesgados no sdlo porque se han
analizado Gnicamente los anticuerpos de tipo IgG, sino también

125



Discueslion

porque el inmunoblot se ha realizado, ademds de en otros grupos
de individuos, en los sueros de los pacientes que previamente
habian resultado positivos por IFI y/o ELISA con la cepa B3l. 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 patron proteinico de las dos cepas, es bien sabida la
variabilidad genética, proteinica e inmunogénica de las distintas
cepas de Bb (55,56). En nuestro estudio hemos observado grandes
diferencias en cuanto al patrdn de reactividad de los sueros con
respecto al inmunoblot con la cepa B3l. Hasta el momento no se
han realizado estudios de valoracidén de técnicas seroldgicas con
la cepa Esp-1. por lo gque tampoco podemos comparar nuestros
resultados con otros. Sin embargo, consideramos la necesidad de
mas estudios con la esta cepa no so6lo en el inmunohbhlot, sino
también en IFI y ELISA, pues la utilizacidn de distintas cepas en
las técnicas seroldégicas hace que no sean comparables unas con
otras (59).

La necesidad de gque cada laboratorio analice sus propios
resultados para valorar la sensibilidad v especificidad de las
técnicas seroldogicas se basa en las discrepancias existentes
entre los distintos laboratorios {(168). La reproducibilidad de
una técnica viene reflejada por la capacidad de obtener los
mismos resultados en el andlisis de los sueros, cuando se repite
dicha técnica con los mismos criterios y bajo las mismas
condiciones. Sin embargo, esta descrita la gran dificultad en la
reproduccidén de los resultados no sdlo entre distintos
laboratorios, sino también dentro del mismo laboratorio (168). La
utilizacidébn de un control positivo es basico en la
estandarizacidén de las técnicas en el propio laboratorio. Para la
utilizacidén de la mismas técnicas en otros laboratorios se impone
la necesidad de otro control positivo bien documentado para su
utilizacidén como control interno comun a los demds laboratorios.
Dado gue en la actualidad las discrepancias entre laboratorios
son grandes, es fundamental que cada laboratorio establezca sus
propios criterios v 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 clinico puede obtener un
resultado confuso, 1o que iria en perjuicic del propio paciente.
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1.- La rentabilidad del cultivo de Bb en un hospital de zona
no endémica es muy baja, ya que no hemos conseguido aislar la
cepa espafiola de Bb a partir de muestras clinicas de pacientes.

2.- La infeccidén por Bb no es excepcional en Espafia. Hemos
detectado 64 casos de pacientes gque cumplian los criterios
diagnosticos de BL v cuarenta y ocho que ain sin criterios, no se

encontrd otra etiologia que justificara sus sintomas.

3.- Existe un alto porcentaje de pacientes positiveos falsos
{(18%), siendo por tanto fundamental la exclusidn previa de otras
etiologias para el diagndéstivo de BL.

4.- El antecedente de picadura de garrapata es el dato
epidemioldédgico mAs interesante para la sospecha de BL.

5.- Las manifestaciones mas frecuentes de BL en Espafia son
las neurolpgicas {(62.5%), seguidas de las cutaneas (31%), las
articulares (28%), v las cardioldgicas (3%).

6.~ La sensibilidad de IFI (75%) es mavor que la de ELISA
(62%), vy ésta muy similar a la del inmunoblot (61%) con la cepa
B31.

7.- El inmunoblot (con la cepa B3l}) es la técnica més
especifica (85%) en el grupo de pacientes positivos falsos,
principalmente en los enfermos con tuberculosis (91.5%). Le sigue
el ELISA con una especificidad del 60%. La técnica menos
especifica en este grupo de pacientes es el 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 B3l}.
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9.- En el grupo de donantes de sangre la especificidad es
buena por las tres técnicas., siendo algo inferior por el
inmunoblot (100% por IFI, 97.5% por ELISA y 80% por inmunoblot
con la cepa B3l}).

10.- La concordancia entre IFI y ELISA es mejor en el grupo
de pacientes con criterios de BL (K=0.46) gque en el gque no
cumplian dichos criterios (K=0.2). La concordancia en el grupo de
pacientes positivos falsos es muy baja (k=0.04).

11.- Como método de despistaje son necesarias tanto IFI vy
ELISA. El inmunobliot con la cepa B3l es la mejor técnica para

descartar las reacciones cruzadas con otras etiologias.

12.- E! inmunoblot con la cepa Esp-1 no aporta mejores
resultados que con la cepa B31l.

13.- En la interpretacién del inmunoblot, la férmula de
regresidn logistica In (p/q) = -2.07829 + (-10.18426 x G72) +
{7.29118 x G63) + (18.72080 x G60) + (4.14442 x M41) + (8.02014
X G38) + (11.74381 x G34) + (12.43657 x M21) + (-8.59503 x G21)
constituye un buen modelo matemdtico predictivo de BL. '
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