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Confirmacién epidemiolégica de Enfermedad de Lyme en pacientes y busqueda de 

Borrelia burgdorferi en el vector, en la Reptiblica Mexicana. 

ANTECEDENTES: Borrelia burgdorferi es el agente etiolégico de la Enfermedad de 

Lyme, es transmitida por la picadura de una garrapata del género Ixodes. En México existen los 

reservorios naturales y el vector en la zona Norte y Golfo de México. A principios de 1990 se 

reportaron 3 casos sospechosos de enfermedad de Lyme. En 1996 se reporté una seroprevalencia 

del 1.1% contra B. Burgdorferi, \ocalizindose la mayoria de los casos en la zona Noreste y 

Centro del pais. La OMS define un pais como endémico de Enfermedad de Lyme si tiene minimo 

2 casos con cuadro clinico, confirmados por estudios serologicos (ELISA ¢ Inmunotransferencia) 

y/6 cultivo; 6 si se encuentra la garrapata (vector) infectada con B. burgdorferi. OBJETIVO 

GENERAL: Determinar si la enfermedad de Lyme es endémica en ia Republica 

Mexicana MATERIAL Y METODOS: ESTUDIO TRANSVERSAL DESCRIPTIVO. Se 

estudiaron todos los pacientes con manifestaciones clinicas sugestivas de Borreliosis de Lyme 

consecutivos, atendidos en Centro Medico SXXI y La Raza, del IMSS. El estudio se realizd de 

agosto 1997 a Septiembre 1998. Garrapatas: Se estudiaron aquellas colectadas en 1990-1991 y 

las colectadas de vegetacién y huéspedes en agosto 1997 y agosto de 1998, de la Zona Noreste de 

México y que fueran clasificadas como género /xodes. Todas las garrapatas se clasificaron hasta 

especie y se realizé PCR, de garrapatas vivas se cultivé el tubo digestivo.£rapa clinica. 

Definicién de caso: Paciente con cuadro clinico sugestivo y estudios serologicos de ELISA ¢ 

inmunotransferencia y/o PCR 6 cultivo para B. burgdorferi positivo. A los casos sospechosos se 

les realizé estudios serolégicos de ELISA e Inmunotransferencia; asi como biopsia de piel (casos 

cuténeos) 6 toma de LCR (casos neuroldgicos). Las muestras se procesaron para cultivo 6 PCR. 

El tamafio muestral calculado fué de 196 garrapatas y 45 casos. RESULTADOS: Casos 

cutaneos: 20 pacientes de 4 a 18 afios de edad con manifestaciones cutdneas clasificadas como: 

eritema migrans, 1; ACA, 8; esclerodermia localizada en golpe de sable, 5; atrofia hemifacial, 2: 

morfea, 4; y escterodermia sistémica, 1.Edad promedio de 10.3 afios, relacién M:F 1:2.6. El 75% 

(15) de los pacientes con manifestacién cuténea tuvieron pruebas de ELISA e inmuno dot-biot 6 

Westem blot positivas; Seropositividad del 100% en casos con ACA y 73% en aquellos con 

escleroderma. Un caso con EM fué seropositivo. Las biopsias de piel de casos cuténeos mostraron 

epidermis adelgazada, anexos atroficos, infiltrado linfohistiocitario perivascular y perianexial 

moderado.Fué mayor en biopsias con menos tiempo de evolucién. En 10 biopsias se observaron 

estructuras bacterianas de forma espiral por tincién de Wharthin ~Starry (WS). Un caso con 

diagndéstico de ACA seronegativo, fué positivo por tincién de WS en la biopsia. Todas las 

biopsias fueron negativas por cultivo. Un caso con ACA fué positivo por PCR. Casos 

neurolégicos: Se  estudiaron 31 pacientes con manifestaciones neurolégicas 

(meningoradiculoneuritis, neuritis craneal y encefalomielitis), pero se eliminaron a 16 pacientes 

al confirmarse otros diagnésticos. De los 15 pacientes con criterias clinicos de 1a enfermedad, 10 

(66%) fueron seropositivos, con un intervalo de edad de 12 a 58 afios, mediana de 42 aiios; 

predominio del sexo masculino 2:1. Se realizé PCR en LCR de 8 casos y 2 (25%) fueron 

positivos. Estudio de garrapatas: Se obtuvieron 203 garrapatas del género Zxodes procedentes 

de vegetacién y roedores (Peromyscus leucopus y Liomis). Las garrapatas vivas (42) se 

procesaron para cultivo y fueron negativos. Se hizo extraccién de DNA de 203 garrapatas y solo 

en 42 especimenes la extraccién fué adecuada, con la PCR negativa. CONCLUSIONES: E! 

diagnéstico clinico de los pacientes estudiados, los estudios serolégicos, histolégicos y 

moleculares positivos para B. burgdorferi sugieren que México es un pais endémico donde la 

Enfermedad de Lyme es endémica de acuerdo a los criterios de la OMS. Ademés la presencia de 

el roedor (Peromyscus leucopus) infestado con la garrapata del género Ixodes, sugiere que el ciclo 

enzodtico puede mantenerse en la zona Noreste de México.



  

ABSTRACT 

Clinical, serological and molecular data suggest that Lyme disease is endemic in 

Mexico. 

Background: Lyme disease is a multisystemic disorder caused by Borrelia burgdorferi . 
The infection is the commonest of the tick-borne diseases in USA. Ticks of the genus 

Ixodes are the vector and small and median size mammals are the reservoirs. [xodes ticks 
and potential reservoirs exist in the North-east and centrum of Mexico. Besides, Mexico 

shares a large border region with USA, and there is a strong migration of humans and 
animals. Cases suggestive of Lyme disease have been reported in Sinaloa and Nuevo 
Leon, although diagnosis was incomplete. Recently, we performed a National serosurvey 
and found a seroprevalence of 1.1%, with most cases ocurring in the North-East and 
center of Mexico. The aim of this work was to search for evidence of B. burgdorferi 
infection in ticks and patients in Mexico. MATERIAL AND METHODS: Cross 
sectional study. Ticks study. Phase I. We studied patients with clinical manifestations 
suggestive of Lyme disease, attended in two hospitals in Mexico city, during August 
1997 to September 1998. Phase II. We studied museum Ixodes ticks collected.during 
1990-1991, and ticks collected from reservoirs and from grass during August 1997 and 
August 1998, in the Northeast states. Clinical study. Case definition: Patients with 
clinical manifestations suggestive of Lyme and with positive serological studies (ELISA 
and WB) and/or positive for B. burgdorferi by culture or PCR. RESULTS: We studied 
51 patients, 20 with cutaneus manifestations (mean age of 10.3 years) and 31 with 
neurologic manifestations (mean age 42 years). The patients with late cutaneous 
manifestations suffered from: eritema migrans, ACA or localized scleroderma. A positive 
ELISA and WB test was documented on 75% of patients (15) with cutaneous 
manifestations and in 66% of patients (10) with neurological manifestations. In the 
cutaneous cases the skin biopsies presented atrophic epidermis and perivascular 
lymphocytic inflamatory infiltrative. Ten skin biopsies stained with Whartin-Starry had 
bacterial with spiral structure. All biopsies were negative by culture. The PCR test with 

fla gene was positive in the skin biopsy from one case with ACA and in the CSF from 
two neurological cases. Forty-two Jxodes ticks were studied and all were negative by 
culture and PCR. CONCLUSIONS: We confirmed the presence of B. burgdorferi 
infection in Mexican patients with clinical manifestations suggestive of cutaneous and 
neurologic Lyme disease by serological and PCR tests. These results fulfill the criteria by 
the WHO to consider an endemic country for Lyme disease. Further studies are needed to 
confirm 8. burgdorferi infection in ticks and to culture the bacteria from patients. 
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ANTECEDENTES 

La enfermedad de Lyme fué descrita en Lyme, Connecticut en 1975, y a finales de los 70’s 

Allen C. Steere y Stephen E. Malawista de Yale describieron que el microorganismo era 

transmitido por al menos una especie de garrapatas (Ixodes scapularis). En 1982 Willy 

Burgdorfer identificé el microorganismo (1,2). 

El agente etiolégico es una espiroqueta que se le denominé Borrelia burgdorferi; y se 

caracteriza por ser un microorganismo mévil, microaerofilico, que mide 5 a 25 sun de largo y 

0.2 a 0.5 pm de ancho. Esta cubierto por una membrana externa y posee un flagelo 

subterminal. Se diferencia de otras bacterias y espiroquetas por su estructura genémica 

conformada por un cromosoma lineal y numerosos plasmidos lineales y circulares (3). Se han 

identificado 3 genoespecies de la especie B. burgdorferi: B. burgdorferi sensu stricto, B. 

garinii y B, afzelii que se han asociado a diferentes manifestaciones clinicas en Estados 

Unidos y Europa (Tabla 1) (4 ). 

Las garrapatas son consideradas los vectores competentes para Borrelia. Se han reportado 4 

especies competentes, Ixodes ricinus e Ixodes persulcatus en Europa e Ixodes pacificus e 

Ixodes scapularis en Norteamérica (5). La garrapata se alimenta en los primeros 2 estadios de 

su desarrollo de roedores de los géneros Peromyscus y Apodemus que son los principales 

reservorios en Norteamérica y Europa respectivamente. Cuando éstos roedores estan 

infectados, pueden infectar hasta el 100% de las ninfas (5). En estadio adulto se alimenta de 

grandes mamiferos como animales salvajes y domésticos (venados, caballos, ganado bovino, 

mapaches , zorros, etc.) asi como de 8 géneros de aves (8-10). 

La proporcién de garrapatas infectadas por B. burgdorferi es diferente de acuerdo a su 

distribucién geografica y estadio de evolucion. En el estado de Nueva York las formas 

inmaduras (larva y ninfa) de la especie /. scapularis se han encontrado infectadas en 20 a 

30%. La ninfa es la responsable de aproximadamente el 90% de los casos de infeccidn (7). 

La proporcion de infeccion por 8. burgdorferi se incrementa en el estadio adulto hasta el 50 a 

65%. En contraste, en el Estado de California sélo el 1 a 3% de las especies /. pacificus e 1. 

scapularis estan infectadas. Esta diferencia es atribuida a la alimentacion de las garrapatas 

inmaduras en lagartijas, las cuales son huéspedes que no se infectan y son incompetentes para 

transmitir la infeccién a garrapatas (7,8).



  

El venado es el responsable del mantenimiento de poblaciones de garrapatas en el ambiente, 

aunque son incapaces de infectarlas con 8. burgdorferi (10). El paso de espiroquetas de una 

generacion a la siguiente a través de huéspedes reservorios constituye el ciclo enzodtico de 

enfermedad de Lyme (Fig 1) (8,9). 

La enfermedad de Lyme como manifestacién articular ocurre en vacas y perros, pero se 

desconoce en animales salvajes (8). En humanos la enfermeda de Lyme se ha reportado en 

todos los paises Europeos, algunos de Asia y en 40 estados de la Union Americana. En 

Australia y en Sudamérica (Chile y Brasil) han reportado una enfermedad similar a 

Borteliosis de Lyme, sin que se haya logrado aislar B. burgdorferi de garrapatas, fauna 6 de 

pacientes (5,11). 

En los paises Europeos la enfermedad de Lyme esta distribuida de forma endémica, con una 

prevalencia del 8% a 27% en trabajadores forestales de Alemania y Suecia (12,13), y en 4% 

de la poblacién general (12); y en 1 a 7% de poblacién abierta de Londres y Soumpthon 

Inglaterra (14). En Estados Unidos de Norteamérica ha sido confinada a 3 areas enzodticas 

(Costa Noreste, medio Oeste y California) donde la prevalencia varia de 1 a 10%. En los 

Ultimos afios los casos se han incrementado y la infeccién se ha diseminado a nuevas areas 

(15,16). 

El espectro de la Borreliosis de Lyme es amplia desde infeccién asintomatica en poblacién en 

riesgo donde es del 8.1% hasta una gama amplia de manifestaciones clinicas que se han 

dividido en 3 estadios (12,22): 

I.- La forma localizada en piel . 

II- La forma diseminada sistémica. 

IfI- La forma crénica. 

El primer estadio de la enfermedad ocurre pocas semanas después de la infeccién y se 

manifiesta como eritema migrans que se presenta en el 60 a 80% de los casos como signo 

inicial. Es una lesién circular papular eritematosa con diseminacién centrifuga que puede 

desarrollarse de 3 dias a 16 semanas (promedio 1.5 semanas) después de una picadura por 

garrapata y se resuelve espontaneamente en pocas semanas 6 meses. 

EI segundo estadio se desarrolla meses después con afeccion de varios érganos 6 sistemas, 

probablemente por diseminacién hematégena y se manifiesta como (22):



  

El segundo estadio se desarrolla meses después con afeccién de varios Grganos 6 sistemas, 

probablemente por diseminacién hematdégena y se manifiesta como (22): 

A) Neuroborreliosis de Lyme: meningoradiculoneuritis (Sindrome de Bannwarth) 6 

meningitis linfocitica, neuritis craneal de plexos principalmente VH , IV y V y 

ocasionalmente de III y VI 6 mononeuritis multiple. En Estados Unidos de Norteamérica 

(EUA) la neuroborreliosis se presenta en el 1% de la poblacién pediatrica infectada y en el : 

7% de adultos infectados, lo que contrasta con Europa donde la neuroborreliosis ocurre en 

el 25% de los pacientes infectados. Otras formas que se presentan raramente son la 

encefalitis, mielitis y vasculitis cerebral (25-27). 

B) Manifestaciones cardiacas: En el 0.5% de la poblacién infectada se presenta bloqueo 

atrioventricular de 2do y 3er grado, miopericarditis y falla cardiaca, comunmente transitorias 

(28). 

C) Artritis y miositis pueden observarse en los primeros meses de la enfermedad en 

aproximadamente el 7% de pacientes infectados menores de 15 afios en EUA. También 

puede presentarse linfadenopatia regional y generalizada (29). 

D) Alteraciones oculares: Conjuntivitis, iridociclitis, coroiditis, neuropatia éptica con 

papiledema, panoftalmitis (27,29). 

E) El linfocitoma borrelial que es un tumor rojo en el Iébulo de la oreja con proliferacién 

linforeticular. 

F) La hepatitis y edema testicular se presenta en casos raros. 

El estadio 3: Es la forma crénica donde se afectan progresivamente la piel con acrodermatitis 

crénica atréfica. También puede presentarse encefalitis o encefalomielitis y artritis 

oligoarticular de grandes articulaciones. Esta forma es evidente desde 6 meses o hasta afios 

después de {a infeccién, en cerca del 60% de los pacientes no tratados cuando cursan con 

eritema migratorio (23). 

B. burgdorferi ha sido implicada en el desarrollo de algunas formas de esclerodermia 

localizada y liquen escleroatréfico (LEA). La primera se le clasifica por la forma y zona 

afectada en: esclerodermia lineal (en golpe de sable 6 en extremidades), segmentaria (atréofia 

hemifacial), y en placas (Tabla 2).



La etiologia de la esclerodermia era considerada desconocida , sin embargo se observaron en 

estudios histolégicos caracteristicas similares a las encontradas en ACA. A partir de entonces 

se ha demostrado la presencia de la bacteria en estudios histologicas y PCR, asi como 

respuesta serolégica, aunque los resultados han sido contradictorios. Recientemente, esta 

forma se ha sido asociada a la genoespecie Borrelia afzelii (Tabla 1 y 2) (24). 

  

  

TABLA 1 

Distribucién geografica de genoespecies de Borrelia burgdorferi y manifestacién clinica 

asociada. 

ESPECIES AREA GEOGRAFICA PRESENTACION CLINICA 

B. burgdorferi sensu stricto EUA > EUROPA ARTRITIS> 

NEUROBORRELIOSIS 

B. garinii EUROPA > ASIA NEUROBORRELIOSIS 

B. afzelii EUROPA > ASIA ACA* 

B. japonica JAPON E.M.** 

B. andersoni EUA NINGUNA 

Grupos gendémicos 

VS16-potiB2 EVA EM 
  

  

> més frecuente que 

* Acrodermatitis crénica atréfica 

** Eritema migratorio



TABLA No.2 

Frecuencia de asociaci6n entre infeccién por Borrelia burgdorferi y manifestaciones 

cutdneas sugestivas de Enfermedad de Lyme. 

  

  

Pais (Ref) SEROLOGIA CULTIVO PCR 

DIAGNOSTICO ELISA 

Eritema migrans EUA (41, ) 50% 50% 75% 

Suiza (30) 22% 70% - 

ACA Suiza (30) 100% 10% - 

EUA (41) - - 70% 

Linfocitoma cutis Suiza (30) 45% _ _ 

Esclerodermia Suiza (30) 30% _ _ 

Localizada Japon (43) _ _ 90% 

USA (44) _ 0% 0% 
  

  

E] diagnéstico de la enfermedad ha sido problematico especialmente en el estadio temprano 

{Tabla 2). 

Diversos factores dificultan la interpretacién de estudios serolégicos (ELISA e 

inmunotransferéncia de proteinas) e inmunohistoquimica (IFA): 

1) El resultado es dependiente del estadio clinico de Ja enfermedad. En el estadio temprano 

los resultados serolégicos por ELISA son negativos 6 la respuesta puede limitarse sdlo a tos 

polipéptidos mas inmunogénicos (29-32). 

2) Su interpretacién es complicada por la reactividad cruzada con otras espiroquetas como 

Treponema pallidum, T. denticola, T. phagedenis y Borrelia sp (B. hermsii y B. recurrentis), 

asi como en enfermedades autoinmunes como mononucleosis infecciosa y fiebre de las 

montafias rocosas (30,33,34). 

3) Hay variabilidad de la respuesta inmune en diferentes pacientes (30,31).



  

4) El tratamiento temprano con antibidticos puede abortar una respuesta inmune y dar 

resultados falsos negativos (30). 

5) Hay variabilidad antigénica entre las diferentes genoespecies y cepas de B. burgdorferi a 

nivel mundial, lo que modifica la respuesta en los diferentes estudios inmunoldgicos (32-34). 

Para disminuir la reactividad cruzada en ensayos de IFA y ELISA se ha incrementado el valor 

de corte a 1:256 (28) para IFA y mayor a 1:320 para ELISA en el que se ha logrado una 

sensibilidad de 92% y una especificidad del 80% (31). Para estudiar resultados de casos 

dudosos se realizan estudios de VDRL para los que 8. burgdorferi no es reactiva (29). Para 

evitar reaccién cruzada con espiroquetas periodontales se sugiere adsorcién de sueros con T. 

phagedenis y T. denticola y el uso de antigenos recombinantes de B. burgdorferi (35,37). Para 

confirmar un caso positivo después del estudio de ELISA con antigeno de extracto total, se 

realiza inmunotransferencia para reconocer la respuesta a ciertas proteinas. Con esto se 

incrementa la especificidad a mds del 95% (32). Por lo que actualmente el criterio 

diagnéstico para estudios serolégicos es con un ensayo de escrutinio como ELISA y 

confirmatorio con inmunotransferencia. 

El cultivo de la bacteria en tejidos y liquidos corporales es dificil, lento y con una sensibilidad 

menor al 15%. 

La introduccién de técnicas de biologia molecular para detectar DNA de B. burgdorferi bajo 

condiciones experimentales es muy sensible; sin embargo su aplicacién con especimenes 

clinicos ha presentado problemas por el tipo de especimen (tejido 6 liquido corporal) y 

método de conservacion de las muestras. En EM la sensibilidad varia de 80% en biopsias de 

piet a 30% en muestras de orina. En biopsias de piel de casos con EM conservadas a —70 oC 

la sensibilidad es de 87% mientras que en biopsias conservadas en parafina la sensibilidad es 

de 50%. Otro factor que influye en la aplicacién del PCR es que actualmente no hay un 

acuerdo en la seleccién de genes iniciadores de B. burgdorferi. Esto es debido a !a variacién 

genética de subespecies de B. burgdorferi que dificultan la seleccién de secuencias consenso 

que puedan funcionar como iniciadores para detectar todas las subespecies patégenas (41). 

Los iniciadores para los genes flagelar y 16S RNA que estan localizados en el cromosoma y 

Osp A que se encuentra en un plasmido de 49 kb de la espiroqueta son los mas aceptados.



  

En la infeccién temprana, en lesiones de EM, la PCR tiene hasta un 87% de sensibilidad 

siendo mas sensible que la serologia y el cultivo (41). La PCR es el método diagndstico con 

mayor sensibilidad en neuroborreliosis temprana seronegativa, borreliosis ocular, en recién 

nacidos de madres que presentaron Borreliosis de Lyme activa durante su embarazo y en 

infecciones coexistentes con Babesia, Erlichia y B. burgdorferi (40). También se ha utilizado 

para diagnosticar la infeccién en el vector, con una sensibilidad de 72%, semejante al de la 

inmunofluorescencia directa (35-37). 

En México se han reportado algunos casos clinicos sugestivos de enfermedad de Lyme. En 

1991 en la Cd. de Culiacan, Sinaloa se reportaron 20 casos de pacientes con eritema crénico 

migratorio asociado a artritis. En un caso se observé una “espiroqueta “ en biopsia de piel y ta 

serologia por ELISA fué positiva , los 19 restantes fueron seronegativos, sin embargo en 

todos los pacientes hubo mejoria clinica posterior al tratamiento tinico 0 combinado con 

tetraciclina y penicilina (18). En 1994 en ta Cd. de Monterrey, Nuevo Leén se reportaron 2 

casos con manifestaciones de artritis sugestivos de enfermedad de Lyme. Los dos casos 

fueron positivos para IgM e IgG anti-B. burgdorferi por ELISA; en ambos reportes los 

estudios de ELISA se realizaron en el CDC en Atlanta, Georgia (18). En ninguno de éstos 

casos se realizé el estudio confirmatorio con inmunotransferencia. 

En 1996 se estudié una submuestra de sueros representativa del pais obtenidos como parte de 

la Encuesta Seroepidemiolégica Nacional realizada en 1988 (19). En el estudio se 

determinaron anticuerpos IgG contra B. burgdorferi por el método de ELISA y se obtuvo una 

prevalencia del 1.1%. De los sueros positivos por ELISA, 30% fueron confirmados por 

inmunotransferencia. Lo que result6 en una seroprevalencia confirmada de 0.3%. Los sueros 

positivos confirmados fueron de habitantes de la zona Noreste (Coahuila, Nuevo Leén , 

Tamaulipas, Veracruz) y Centro-Occidente (Distrito Federal y Jalisco) del pais (20). 

Los vectores y los reservorios de Borrelia también se encuentran distribuidos en la Republica 

Mexicana. Se ha documentado la presencia de las garrapatas /xodes pacificus e Ixodes 

scapularis en los estados de Baja California, Baja California Sur, Coahuila, Nuevo Ledn, 

Tamaulipas, Durango, San Luis Potosi, Jalisco, Hidalgo, Veracruz, Campeche y Quintana Roo 

(6). En cuanto a la presencia de reservorios potenciales en México se ha descrito la presencia 

de Odocoileus virginianus y Peromyscus leucopus que pueden hospedar a la garrapata del



  

género Ixodes. O. virginianus se encuentra distribuido en los estados de Durango, 

Tamaulipas, Veracruz, Yucatan, Sinaloa, Nayarit, Jalisco, Guerrero, Oaxaca, Chiapas, Estado 

de México y Morelos, Peromyscus leucopus se ha encontrado en Durango, Nuevo Leén, 

Tamaulipas, Veracruz, Oaxaca, Campeche, Quintana Roo y Puebla. Se ha encontrado el 

género Peromyscus sp. en el Distrito Federal, Morelos y Querétaro (17). 

Segiin la Organizacién Mundial de la Salud para considerarse un pais como endémico de 

Enfermedad de Lyme se requiere de la identificacién de por lo menos 2 casos con cuadro 

clinico, que son confirmados por estudios seroldgicos (ELISA e Inmunotransferencia) y/o 

cultivo, o un pais en el cual existe fa garrapata como vector y se ha demostrado que esta 

infectada con B. burgdorferi (9,21).



  

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA: 

La enfermedad de Lyme representa mas del 90% de las infecciones transmitidas por 

artrépodos en los Estados Unidos de Norteamérica y Europa. En Sudamérica y México 

existen reportes de casos sospechosos de la enfermedad sin que se haya confirmado la 

infeccion. Nuestro pais comparte con Estados Unidos de Norteamérica frontera geografica, 

intercambio comercial de insumos, migracién de habitantes y aves (reservorios de garrapatas 

del género Ixodes). 

Desde 1991 se han reportado casos sospechosos de Borreliosis de Lyme en los estados de 

Sinaloa y Nuevo Leon, que fueron diagnosticados con pruebas de escrutinio como ELISA. De 

la Encuesta Seroepidemiolégica Nacional de 1988 encontramos por la técnica de ELISA una 

seroprevalencia contra Borrelia burgdorferi de 1.1%, y se confirmé por inmunotransferencia 

en un 0.3% de la poblacion estudiada. Los casos positives provenian de las zonas Noreste y 

Centro-Occidente del pais. También se ha documentado la presencia de los reservorios y los 

vectores conocidos como transmisores de la bacteria en la zona Norte, Noreste y Golfo de 

México. 

Es interesante hacer notar que los primeros casos clinicos sugestivos de Enfermedad de Lyme, 

la presencia del vector, los reservorios y los casos seropositivos en 1a encuesta nacional, todos 

ocurren en las mismas zonas del pais. 

Por lo anterior, consideramos necesario hacer diagndstico serolégico, microbiolégico y 

molecular de infeccién por B. burgdorferi en pacientes de México con sospecha clinica de 

enfermedad de Lyme asi como buscar la presencia de B. burgdorferi en garrapata, de las 

zonas donde encontramos mayor seroprevalencia para determinar si México puede ser 

considerado un pais endémico, de acuerdo a los criterios de la OMS.



  

PROBLEMA GENERAL: 

1.- ¢Tiene la Reptiblica Mexicana pacientes con Enfermedad de Lyme y/é  garrapatas 

infectadas con Borrelia burgdorferi?. 

PROBLEMAS ESPECIFICOS: 

1.- § Hay pacientes con enfermedad de Lyme en la Reptblica Mexicana? 

2- ¢ Estan infestados con garrapatas del género Ixodes los roedores del género Peromyscus de 

la zona Noreste del pais? 

3.-¢ Las garrapatas del género /xodes que infestan a roedores 6 estén en vegetacién en la 

zona Noreste del pais, estan infectadas con B. burgdorferi?



  

OBJETIVO GENERAL: 

Determinar si 1a enfermedad de Lyme es endémica en la Reptiblica Mexicana en base a los 

criterios de la OMS. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS: 

1. Realizar el diagndstico serolégico , microbioldgico y molecular de Borrelia burgdorferi 

en casos sugestivos de enfermedad de Lyme en pacientes del Instituto Mexicano del 

Seguro Social . 

2. Identificar roedores del género Peromyscus infestados con garrapatas del género /rodes 

en la zona Noreste de la Reptiblica Mexicana. 

3. Determinar por PCR y cultivo la presencia de B.burgdorferi en las garrapatas del género 

Ixodes colectadas en la zona Noreste de la Reptiblica Mexicana. 
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SUJETOS, MATERIAL Y METODOS: 

1, LUGAR DONDE SE REALIZO EL ESTUDIO: 

Este estudio se llev6 a cabo en la Unidad de Investigacion Médica de Enfermedades 

Infecciosas y Parasitarias , Hospital de Pediatria; CMN SXXi. Del Instituto Mexicano del 

Seguro Social. 

El proyecto fué aprobado por el comité de Investigacion y Btica del Hospital de Pediatria 

del Centro Médico Nacional SXXI1. 

2. DISENO DE LA INVESTIGACION. 

TIPO DE ESTUDIO 

Para los objetivos especificos | y 2. 

a) Por et control de la maniobra experimental por el investigador. Observacional. 

b) Por la captacién de la informacién. Prolectivo. 

c) Por la medicién del fendmeno en el tiempo. Transversal 

d) Por la ausencia de un grupo control Descriptivo 

e) Por la direccién del analisis. Sin direccién 

f) Por la ceguedad en Ja aplicacién y evaluacién de maniobras. Ciego 

DISENO DEL ESTUDIO: 

Estudio transversal descriptivo. 

3. DISENO DE LA MUESTRA. 

3.1 Poblacién de estudio: Pacientes con manifestaciones clinicas sugestivas de Borreliosis 

de Lyme en sus 3 etapas de evolucién (temprana, diseminada y tardia) que fueron 

atendidos en los Hospitales de Especialidades de! Centro Médico La Raza y El Hospital 

de Pediatria, del Centro Médico Nacional SXXI del Instituto Mexicano del Seguro Social, 

en la Ciudad de México.



  

3.2 Para la etapa en garrapatas: Todas las garrapatas del género Ixodes colectadas de la zona 

Noreste del pais. 

3.3 Muestra: Se tomaron a todos los paciente con manifestaciones sugestivas de enfermedad 

de Lyme y consecutivos de la poblacién de estudio (muestreo no aleatorio) en el periodo 

comprendido de Agosto de 1997 a Septiembre de 1998. 

Para la etapa realizada en garrapatas: Se estudiaron a todas las garrapatas del género 

Ixodes colectadas de la Zona Noreste en el periddo 1990-1991, de la coleccién de 

garrapatas de la Escuela de Ciencias Bioldgicas del Instituto Politécnico Nacional. 

Ademas aquellas colectadas en vegetacién, roedores y mamiferos medianos durante el 

periédo comprendido de Octubre de 1997 a Agosto de 1998. 

3.4 Criterios de seleccién: 

Estudio de pacientes: Se incluyeron todos los pacientes mayores de 5 afios de edad con 

cuadro clinico sugestivo de Borteliosis de Lyme, del sexo masculino 6 femenino, sin 

enfermedad autoinmune conocida. No se incluyeron aquellos pacientes con antecedente 

clinico y/o serolégico de leptospirosis, sifilis 6 con enfermedad autoinmune (LES, esclerosis 

multiple y artritis reumatoide), Tampoco se incluyeron aquellos que habian viajado a los 

Estados Unidos de América 6 Europa. 

Al final del estudio se eliminaron a los pacientes que se les realizé el diagnéstico de sifilis, 

leptospirosis, enfermedad autoinmune u otra etiologia confirmada por cuadro clinico 6 

aquellos con informacién incompleta del expediente. 

Estudio en garrapatas: Se seleccionaron a todas las garrapatas que se identificaron como del 

género /xodes. Se excluyeron aquellas conservadas en soluciones diferentes al etanol y se 

eliminaron aquellas garrapatas de géneros diferentes. 

TAMANO DE LA MUESTRA. 

E] tamafio de muestra fué calculado como sigue: 

Estudio de pacientes. Prevalencia de anticuerpos contra Borrelia burgdorferi en 

Norteamérica y Europa varia de 1 a 10% en zonas endémicas, y una encuesta 

seroepidemiolégica en México mostré una seroprevalencia del 1.1% en poblacién general;



  

3.2 Para la etapa en garrapatas: Todas las garrapatas del género Ixodes colectadas de ta zona 

Noreste del pais. 

3.3 Muestra: Se tomaron a todos los paciente con manifestaciones sugestivas de enfermedad 

de Lyme y consecutivos de la poblacién de estudio (muestreo no aleatorio) en el periodo 

comprendido de Agosto de 1997 a Septiembre de 1998. 

Para la etapa realizada en garrapatas: Se estudiaron a todas las garrapatas del género 

Ixodes colectadas de la Zona Noreste en el periédo 1990-1991, de la coleccién de 

garrapatas de la Escuela de Ciencias Biolégicas del Instituto Politéenico Nacional. 

Ademés aquellas colectadas en vegetacién, roedores y mamiferos medianos durante et 

periédo comprendido de Octubre de 1997 a Agosto de 1998. 

3.4 Criterios de seleccién: 

Estudio de pacientes: Se incluyeron todos los pacientes mayores de 5 aiios de edad con 

cuadro clinico sugestivo de Borreliosis de Lyme, del sexo masculino 6 femenino, sin 

enfermedad autoimmune conocida. No se incluyeron aquellos pacientes con antecedente 

clinico y/o serolégico de leptospirosis, sifilis 6 con enfermedad autoinmune (LES, esclerosis 

multiple y artritis reumatoide). Tampoco se incluyeron aquellos que habian viajado a los 

Estados Unidos de América 6 Europa. 

Al final del estudio se eliminaron a los pacientes que se les realizé el diagndstico de sifilis, 

leptospirosis, enfermedad autoinmune u otra etiologia confirmada por cuadro clinico 6 

aquellos con informacion incompleta del expediente. 

Estudio en garrapatas: Se seleccionaron a todas las garrapatas que se identificaron como del 

género Ixodes. Se excluyeron aquellas conservadas en soluciones diferentes al etanol y se 

eliminaron aquellas garrapatas de géneros diferentes. 

TAMANO DE LA MUESTRA. 

E] tamafio de muestra fué calculado como sigue: 

Estudio de pacientes. Prevalencia de anticuerpos contra Borrelia burgdorferi en 

Norteamérica y Europa varia de 1 a 10% en zonas endémicas, y una encuesta 

seroepidemiolégica en México mostré una seroprevalencia del 1.1% en poblacién general; 
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sin embargo cuando se estudia poblacién de alto riesgo ta prevalencia se incrementa hasta un 

30%. 

Para el estudio consideramos una prevalencia de 12.0% tomada en poblacion con riesgo de 

una zona endémica con un error aceptable 2.5% intervalo de confianza del 95%. 

n= 45 

Estudio de garrapatas: 

En Norteamérica existen antecedentes en zonas endémicas sobre el porcentaje de garrapatas 

infectadas el cual varia de acuerdo al grado de endemicidad de | a 3% en California (zonas 

baja endemicidad), en Europa de 3 a 23% 6 hasta 50 a 60% en Nueva York (zonas 

hiperendémicas) . 

Para éste estudio consideramos al pais como una zona de baja endemicidad, con una 

prevalencia de 2% y con un error aceptable del 0.75%, con un intervalo de confianza del 

95%. n= 335 

BUSQUEDA DE CASOS 

Se consideré como caso sospechoso de enfermedad de Lyme al paciente con eritema 

migratorio; 6 una manifestacién tardia (9,21). 

a) Eritema migrans- Lesién en piel que inicia como macula o papula y se extiende en dias 0 

semanas para formar una Jesién redondeada grande, con aclaramiento central parcial. Una 

lesién solitaria debe ser minimo de 5 cm de tamafio. Se acompaiia de fatiga, fiebre, cefalea 

artralgias 6 mialgias que son intermitentes. 

b) Manifestaciones Tardias: 

1. Artritis oligo 6 poliarticular asimétrica recurrente 6 crénica (semanas 6 meses). 

2. Manifestaciones neuroldgicas: 

Meningitis aséptica con presencia en LCR de pleocitosis y predominio de linfocitos. Se 

puede acompaifiar de neuropatias craneales de III, IV, VI y VII tinicas o combinadas. 

Pardlisis facial uni 6 bilateral como signo inicial 6 unico, radiculoneuropatia dolorosa. 

raramente encefalomielitis. 
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sin embargo cuando se estudia poblacién de alto riesgo la prevalencia se incrementa hasta un 

30%. 

Para el estudio consideramos una prevalencia de 12.0% tomada en poblacién con riesgo de 

una zona endémica con un error aceptable 2.5% intervalo de confianza del 95%. 

n= 45 

Estudio de garrapatas: 

En Norteamérica existen antecedentes en zonas endémicas sobre el porcentaje de garrapatas 

infectadas e! cual varia de acuerdo al grado de endemicidad de 1 a 3% en California (zonas 

baja endemicidad), en Europa de 3 a 23% 6 hasta 50 a 60% en Nueva York (zonas 

hiperendémicas) . 

Para éste estudio consideramos al pais como una zona de baja endemicidad, con una 

prevalencia de 2% y con un error aceptable del 0.75%, con un intervalo de confianza del 

95%. n= 335 

BUSQUEDA DE CASOS 

Se consideré como caso sospechoso de enfermedad de Lyme al paciente con eritema 

migratorio; 6 una manifestacion tardia (9,21). 

a) Eritema migrans- Lesion en piel que inicia como macula o papula y se extiende en dias 0 

semanas para formar una lesion redondeada grande, con aclaramiento central parcial. Una 

lesién solitaria debe ser minimo de 5 cm de tamajio. Se acompaiia de fatiga, fiebre, cefalea 

artralgias 6 mialgias que son intermitentes. 

b) Manifestaciones Tardias: 

1. Artritis oligo 6 poliarticular asimétrica recurrente 6 crénica (semanas 6 meses). 

2. Manifestaciones neuroldgicas: 

Meningitis aséptica con presencia en LCR de pleocitosis y predominio de linfocitos. Se 

puede acompajiar de neuropatias craneales de III, IV, VI y VII unicas 0 combinadas. 

Paralisis facial uni 6 bilateral como signo inicial 6 unico, radiculoneuropatia dolorosa. 

raramente encefalomielitis.



Acrodermatitis crénica atréfica. Lesién rojizo a violacea en su inicio y evoluciona a 

hipocrémica 6 hipercrémica, en superficies extensoras de las extremidades, que tiende a 

producir atrofia de ta epidermis como piel de cigarro y misculo sin afectar hueso. 

Linfocitoma borrelial. Nodulo o placa rojo-violdcea se localiza en el ldbulo de la oreja, pezon 

0 escroto, el tejido con infiltrado linfocitario intenso, es mas frecuente en nifios. 

DEFINICION DE CASO CONFIRMADO: Un paciente con cuadro clinico sugestivo de 

enfermedad de Lyme y estudios serolégicos positivos para ELISA mas inmunotransferencia 

y/o cultivo 6 PCR positivo para B. burgdorferi...



  

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO. 

El estudio consta de varias etapas: 

La primera etapa se realizé del Iro de Junio de 1997 al 30 de Septiembre de 1998 . 

Validacién del cuestionario: Se informd del estudio a los especialistas en dermatologia, 

reumatologia, medicina interna, neurologia, pediatria e infectologia de dos Centros Médicos: 

Hospital de Especialidades del Centro Médico La Raza y Hospital de Pediatria del CMN 

SXXI de la Ciudad de México quienes recibieron informacién sobre la enfermedad asi como 

formatos de notificacién (Anexo 1). Se realizé la validacién del cuestionario de notificacién 

de caso por médicos especialistas en medicina familiar, dermatologia, neurologia, 

reumatologia, medicina interna, pediatria e infectologia . 

El cuestionario de notificacién (anexo 1) fué aplicado por el médico tratante a cada paciente 

después de informar de la naturaleza del estudio, se pidid al paciente 6 a sus padres firmar la 

hoja de consentimiento informado para entrar al estudio (anexo 2). 

Toma de muestras: A todo paciente que acepté ingresar al estudio se le tomd muestra de 

sangre en ayunas por puncién venosa periférica y se colocé en tubo sin anticoagulante. En 

pacientes con manifestaciones agudas se obtuvo una 2da. muestra a las 8 semanas del inicio 

del cuadro clinico. En casos que presentaron evolucién crénica se obtuvo una muestra Unica. 

Se realiz6 determinacién de anticuerpos IgG vs 8. burgdorferi con antigeno celular completo 

por el método de ELISA. 

En casos con manifestaciones neurolégicas ademas de la muestra sanguinea se tomo una 

muestra de LCR. Las muestras séricas y el LCR fueron conservados a —20 oC hasta su 

procesamiento por los métodos de ELISA e inmunodot de IgG vs B. Burgdorferi y PCR en 

LCR 

Estudios realizados. 

ELISA. Todas las muestras séricas de los pacientes se procesaron por el método de ELISA 

para la determinacién de anticuerpos IgG vs B. burgdorferi a una dilucién de 1:640 
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considerando como valor de corte para positividad al promedio de la densidad dptica de 25 

sueros negativos estudiados mas 3 desviaciones estandar (anexo 3). 

Los sueros positivos se probaron nuevamente a diluciones 1:640, 1:1280, 1:2560 y 1:5120. 

Immuno-dot. Los sueros positivos por ELISA fueron estudiados por “inmunodot” (GenBio, 

San Diego, CAUSA) para anticuerpos IgG vs B. burgdorferi, el cual esta constituido por 

antigenos de extracto total de Borrelia burgdorferi cepa de California y 4 diferentes 

antigenos recombinantes de B. burgdorferi cepa de california y B. burgdorferi sensu stricto. 

La prueba consiste en una tira reactiva de nitrocelulosa con antigenos que corresponden a las 

proteinas de B. burgdorferi extracto completo, las proteinas de 93, 41, 39 kDa y OspC , asi 

como una zona control positivo. Los criterios de positividad fueron: reactividad a extracto 

total de B. burgdorferi y a 1 6 mas proteinas de 93, 39 6 23 kDa. 6 la presencia de 

reactividad a ja proteina total y 2 proteinas incluyendo la p41. Fueron considerados negativos 

los sueros que solo reconocieron una 6 ninguna de las proteinas; asi como las que 

reconocieron las bandas correspondientes a la proteina de extracto total y la p41 (Fig 3). Cada 

suero se probé a una dilucién de 1:100 y en cada corrimiento se probaron sueros controles 

negativos seleccionados de una poblacién voluntaria sana. Los resultados fueron interpretados 

por 2 investigadores diferentes cegados para la muestra. 

Procesamiento de biopsias. Los casos que presentaron manifestaciones en piel (eritema 

migratorio, ACA y escleroderma ) se les propuso la toma de biopsia de piel, la que se realizd 

de la zona central de Ja lesién cuando tenia mds de 3 meses de evolucién y de la zona 

periférica en lesiones sugestivas de EM. La asepsia de la piel se realizé con isodine al 1% y 

por medio de puncién con un trocar de 4 a 6 mm de diametro se obtuvo un fragmento. El 

especimen fué transferido en un tubo que contenia medio BSK -H (Sigma, chemical, St Louis 

MO) con rifampicina y anfotericina B , se fraccionéd en 3 partes, y una parte se conservé en 

etanol al 70% para PCR, otra en formol para estudio histoldgico y la tercera parte se procesé 

para cultivo: Por medio de un mortero se trituré la biopsia y homogeniz6 en PBS, el 

homogenizado se colocd en medio BSK-H con antibiético y se incubé a 34 oC en 

condiciones de microaerofilia con CO2 al 5% durante 12 semanas . A partir de la segunda 

semana se inicia la observacién por medio de microscopia de campos oscuro para la presencia 

de las espiroquetas en el cultivo (36). 
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Todas las biopsias fueron procesadas para PCR utilizando los iniciadores de los genes OspA, 

Flagelar y 16S ribosomal especifico para 8. burgdorferi sensu stricto, para reducir el riesgo de 

contaminacién de las muestras, se analizaron los productos de amplificacién en una 4rea 

separada de la otra donde se abrieron los tubos. Los reactivos usados para cada muestra 

fueron preparados en una cuarto separado, y se usaron pipetas con presidn positiva y el 

material fué exclusivo para la preparacién de las muestras (anexo 4,7). 

Las muestras positivas por PCR se procesarén por medio de Southern-blot con sondas 

internas especificas de los genes flagelar y OspA de B. burgdorferi (Anexo 8). 

Segunda etapa - estudio en garrapatas (Julio de 1997 a Agosto de 1998). 

Se definié como garrapata del género /xodes: 

La garrapata que present6 escudo dorsal que cubria toda la superficie en el macho y la parte 

anterior en la hembra, la parte anterior del gnatostoma es visible desde arriba. Con la 

estigmata situada detras de la coxa IV. Dimorfismo sexual pronunciado. La larva tiene 6 patas 

y el adulto 8; con surco anal curveado alrededor del ano, unido en un punto 0 arco. Ocelos y 

festones ausentes, denticién 3/3 en el tercio anterior del hipostoma.( Figura 2). 

El estudio se realizé en una coleccién obtenida durante el periodo de 1990 a 1991 por la 

Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas, del Instituto Politécnico Nacional (ENCB del IPN). 

Se seleccionaron las garrapatas del género Jxodes colectadas de roedores pequefios del 

género Peromyscus sp. de la region de San Josesito en Nuevo Leén (2400 m2) y de Coahuila, 

Recoleccién de garrapatas vivas 

Las garrapatas se colectaron de zonas rurales y boscosas en Santa Catalina, Nuevo Ledn , Cd. 

Madero y Tampico, Tamaulipas. Se obtuvieron por medio de 2 métodos, el primero es el 

método de golpeo para colectar las garrapatas de la vegetacién. Por medio de una manta 

blanca se roza el pasto y los Arboles, varios metros en diferentes zonas durante el dia en 

cada zona. 

Se revisa la manta y las garrapatas se colocan con una pinza en frascos pequefios, cubiertos 

con tela y con papel filtro himedo para proporcionar 90% de humedad y entrada de aire (35). 

El segundo método fué !a colecta de garrapatas de roedores por medio de trampas que se 

colocan durante fa noche en los dias de luna nueva para tener mayor oscuridad y se recogen 
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durante la madrugada. Se revisan los roedores colectados y se obtienen las garrapatas de los 

mismos, colocandolos vivos en poca agua para que bajen las garrapatas y éstas son colocadas 

con pinzas en frascos con el dispositivo de ventilacién ya descrito. Las garrapatas se 

mantuvieron vivas con las siguientes condiciones: 15 °C de temperatura con 16 horas de luz y 

8 horas de oscuridad después de colectarse, durante su transportacién a la Ciudad de México 

y antes de procesarlas. 

Se identificé el huésped (roedor 6 mamifero mediano) que tenia las garrapatas y 

posteriormente cada garrapata se clasificé hasta estadio y especie por medio de 

caracteristicas morfolégicas por un entomdlogo quien selecciono las del género /xodes. Las 

garrapatas muertas durante el viaje se conservaron en alcohol al 70% . 

Técnicas aplicadas: 

PCR: Se realizé en aquellos especimenes de garrapatas colectados con anterioridad y 

conservados en etanol al 70%. Primero se removié la garrapata del alcohol y se secé al aire, 

sobre un disco de papel filtro por 5 minutos. Se lavaron perlas de vidrio de 0.1 mm con 

metanol al 50% por 3 veces , se mezclaron con una solucién de albimina bovina acetilada al 

1% en agua y se incuban por 30 minutos a 37°C se calentaron a 95 °C por 10 minutos y se 

lavaron 2 veces con 0.5 ml de agua. En seguida se colocaron en tubos de microcentrifuga y se 

almaceron a —20 °C. 

Cada garrapata fué colocada en un tubo de 0.6 ml con 20 ud de perlas de vidrio tratadas. La 

garrapata se macerd con las esferas, con puntas de pipeta, para liberar los intestinos y se 

adicionaron 25 uf de buffer para PCR (10 mM tris-HCl, pH 8.3, 50 mM Kel, 1.75 mM 

MgCl2, 0.01% gelatina, 0.5% NP40, y 0.5% Tween 20). Las muestras se hirvieron a 95 °C 

por 10 minutos e inmediatamente se enfriaron en hielo durante 5 min. 

Se corrié un blanco con el buffer para PCR y las perlas de vidrio para asegurar una técnica 

adecuada de extraccién de la bacteria sin contaminacién (anexo 6). 

En garrapatas vivas se realizé la diseccién y el procesamiento de el tubo digestivo para el 

cultivo de B. burgdoferi y PCR (anexo 5 y 6) (35,36). 

Se mezclo un volumen de 5 ui de sobrenadante del extracto de garrapata con amortiguador 

para PCR, que contienen Tris Hidrocloruro (pH 8.3), KC1 50 mM, MgCl 1.75 mM, gelatina 
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0.01%, deoxinucledsido trifosfato 200 uM y 50 pmol de cada iniciador (Osp A, Flagelar y 16 

S RNA). Los componentes de reaccién fueron sujetos a 45 ciclos de amplificacion. 

-Las secuencias de genes especificos de Borrelia burgdorferi que se usaron en la amplificacién 

fueron: El gene ospA, de la region 149 a 319; el gene flagelar de la regién 132 a 310 y sonda 

interna; y del gen 16S r los iniciadores DDO2 y DDO6 (35,37). 

Cultivo para B. burgdorferi de tubo digestivo de garrapatas del género Ixodes . 

En garrapatas vivas se realizé diseccién de tubo digestivo el cual se fraccioné en 2 partes un 

fragmento para cultivo y otro para PCR. El cultivo fué revisado buscando espiroquetas con 

microscopia de campo oscuro después de 2 semanas de incubacién a 34 °C en medio 

selectivo Barbour-Stoener- Kelly’s Ii durante 12 semanas consecutivas (36). 

ANALISIS DE LOS DATOS: 

Estadistica descriptiva: Analisis de la distribucién de las frecuencias de las diferentes 

variables consideradas en e] estudio. Las de medidas de tendencia central y dispersion 

apropiadas a cada variable de acuerdo al nivel de medicién y tipo de distribucion. La 

consistencia en la medicidn de los anticuerpos IgG vs B. Burgdorferi se realiz6 mediante el 

coeficiente de variacién intra-.observador y para evaluar la consistencia en las lecturas del 

inmuno-dot se aplicd la prueba de Kappa. 

Calculo del intervalo de confianza del 95%. 
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RESULTADOS: 

ETAPA DE CASOS DE ENFERMEDAD DE LYME: 

Se estudiaron 51 pacientes de los cuales 20 presentaron manifestaciones cutaneas y 31 

manifestaciones neuroldgicas. 

Manifestaciones cutaneas: 

Se estudiaron 20 pacientes de 4 a 18 afios de edad con manifestaciones cutaneas tardias con 

diagndostico de esclerodermia que se clasificaron como: esclerodenmia lineal, 12; 

esclerodermia segmentaria (atrofia hemifacial), 2; escleroderma en placa (morfea), 4; 

esclerodermia sistémica, 1; y un caso con manifestacién temprana (eritema migratorio). Asi 

como 3 pacientes con diagndéstico de LES como controles (Tabia 1). 

La edad promedio de éstos 20 pacientes fué de 10,353.43 afios, con predominio del sexo 

femenino 2.6:1. El 75% de los casos (15/20) fueron positives para las pruebas serologicas de 

ELISA e inmuno dot-blot. 

En los casos con diagnéstico de esclerodermia lineal el 93% fueron seropositivos. Mientras 

que en los casos con morfea, 1 de 4 fué seropositivo. Los casos de esclerodenmia sistémica 

(un paciente) y de eritema migrans (un paciente) fueron seropositivos (Tabla 2). Los 20 

pacientes aceptaron la toma de biopsia. En el estudio histolégico se encontré con tincién de 

H-E epidermis adelgazada, anexos atréficos, infiltrado linfohistiocitario perivascular y 

perianexial moderado que fué mayor en los casos con menos tiempo de evolucién (Fig. | y 2). 

En 10 de éstas biopsias se observaron estructuras bacterianas de forma espirilar por tincién de 

plata de Wharthin Starry (Fig 3). De los 5 casos seronegativos , un caso con diagnéstico de 

escleroderma en banda fué positivo en la biopsia por tincién de WS. De los fragmentos de 

piel cultivados, todos fueron negativos a cultivo hasta 12 semanas después de incubacién. 

Se realizé extraccién del DNA de 23 biopsias de piel conservadas en etanol al 70% que 

correspondian a 19 casos: con los siguientes diagndésticos EM, 1; esclerodermia lineal, 12; 

esclerodermia segmentaria, 2; Morfea, 4; esclerodermia sistémica, | y 3 controles con 

diagnéstico de LES. La efectividad en la extraccién de DNA fué confirmada, determinando la 

presencia del gen de #-globulina en el tejido con técnica de PCR. De acuerdo a éste criterio se 
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logré extraccién de DNA en 20 biopsias (87%) que correspondieron a 17 casos (2 biopsias de 

un paciente) y 2 controles (Figura 4). 

Se realizé extraccién del DNA en 20 biopsias de piel conservadas en parafina, obteniéndose 

extraccién del DNA en sélo 2 especimenes, posiblemente por desnaturalizacién del Acido 

nucléico durante la fijacién en formol. 

Al final se obtuvo DNA de 20 biopsias de 19 casos y 2 controles, las cuales fueron procesadas 

para PCR con 2 tipos de iniciadores para Gen flagelar (Fla 5 y Fla 6) y Gen OspA (149- 

319). De éstas muestras un caso con diagndéstico de esclerodermia localizada_fué positivo por 

PCR y fué confirmado con Southern-blot (Fig 5). 

Manifestaciones neurolégicas: 

Se estudiaron 31 pacientes con manifestaciones neuroldgicas sugestivas de enfermedad de 

Lyme con los siguientes diagnésticos sindromaticos: meningoradiculitis, neuropatia 

periférica, mielitis y encefalopatia. Todos los pacientes fueron examinados por el mismo 

neurdélogo. Tuvieron estudios de VDRL y AAN negativos, asi como glucemia normal con lo 

que se excluyeron otras enfermedades neuroldgicas. 

Se eliminaron a 16 pacientes al confirmarse otros diagnésticos como: Esclerosis multiple, 

LES, mielitis por HTLVIII, sarcoidoisis, seudotumor cerebral y retinitis pigmentosa. 

Los 15 pacientes con manifestaciones clinicas sugestivas tuvieron un rango de edad de 12 a 

58 afios y una mediana de 35 afios, relacién M:F de 1:1. El 66% de los casos (10 pacientes) 

presentaron seropositividad por medio de estudios de inmunodot-blot. En 8 pacientes se 

obtuvo LCR el cual fué procesado para PCR. En 2 de estos casos se observé amplificacion 

para el gen flagelar y Osp A, y en ambos casos se confirmé la especificidad con Southern-blot 

usando las sondas internas para los mismos genes (Fig 6). Usando las medidas preventivas 

para contaminacién los controles negativos incluidos durante la extracci6n de DNA y 

preparacién del mismo para PCR ninguno mostré producto de amplificacién detectable en los 

experimentos. 

ETAPA REALIZADA EN GARRAPATAS: 

Se obtuvieron 198 garrapatas del género /xodes de la coleccién de artrépodos de la Escuela 

Nacional de Ciencias Bioldgicas del IPN de los Estados de Coahuila y Nuevo Leén, las cuales 

fueron obtenidas de 20 huéspedes clasificados como roedores de los géneros Peromyscus 
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leucopus y Liomis, asi como de mamiferos medianos (Bassariscus, Sylvilagus y Sciurus). Las 

garrapatas fueron clasificadas por estudios morfolégicos hasta especie en Lxodes sinaloe e 

Ixodes octogenarius. 

Se realizaron 2 muestreos para colectar garrapatas vivas en zonas boscosas en los estados 

de Tamaulipas y Nuevo Leon. 

Durante la colecta realizadas en zonas rurales de Tampico y Cd. Madero Tamaulipas se 

capturaron 6 roedores del género Peromyscus leucopus y Liomis irroratus en los que se 

encontré baja infestacién con 1 6 2 garrapatas. Las garrapatas fueron clasificadas hasta 

especie como Ixodes sinaloe. Se colectaron 90 garrapatas de vegetacién, vacas 0 perros y 

fueron clasificadas como Dermacentor albipictus y Amblyoma americana. 

En Santa Catarina, zona de la Laguna que son zonas rurales y boscosas de Nuevo Leén la 

captura de roedores fué muy escasa, sdlo de un roedor clasificado como Peromyscus leucopus 

y estuvo infestado con una garrapata clasificada como Ixodes sinaloe. De vegetacién.se 

obtuvieron 76 especimenes de Amblyoma cajennense. 

De las 171 garrapatas vivas colectadas se realizd diseccién de 42 especimenes de los estadios 

adulto y ninfa, que pertenecian a los géneros Ixodes, y algunas Dermacentor y Amblyoma 

americana y se les extrajo el tubo digestivo. E! cultivo fué negativo para espiroquetas en los 

42 especimenes probados. 

Se procesaron 27 de las garrapatas de los diferentes huéspedes y en estadios de larva y ninfa 

de la coleccién de la ENCB, IPN y el tubo digestivo de 42 garrapatas colectadas vivas para 

PCR, utilizando 3 tipos de iniciadores (Gen flagelar, 16 s ribosomal y OspA). En todos los 

casos los resultados de PCR fueron negativos . 

ANALISIS ESTADISTICO: Para evaluar la consistencia de los resultados de ELISA de 

IgG vs B. burgdorferi , se repitieron los ensayos en 5 ocasiones, en dias diferentes, por el 

mismo observador y se realizé coeficiente de variacién intraobservador obteniendo r=0.88. 

Para evaluar la concordancia interobservador en las lecturas de los resultados del _método de 

inmunodot-biot entre 2 observadores se evalud con el indice de kappa el cual fué de 0.80 

(K=0.80) . 
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DISCUSION: 

La Enfermedad de Lyme fué descrita hace mas de dos décadas. A partir de entonces se ha 

demostrado la presencia del vector infectado y casos clinicos en Norteamérica , Europa y 

Asia (1,2). Estudios recientes de seroprevalencia en México sugieren que hay exposicién de 

la poblacién a Borrelia burgdorferi en las zonas Noreste y Centro del pais (20). 

Para el diagnéstico de enfermedad de Lyme, se recomiendan 2 pruebas de IFA 6 ELISA, mas 

una prueba adicional por inmunotransferencia (22). En estadios tempranos el 50 a 80% de los 

pacientes tienen una prueba positiva(i2), en la forma tardia de la enfermedad éstas pruebas 

tienen una mayor sensibilidad. Algunas enfermedades reumaticas y otras enfermedades 

producidas por espiroquetas como la sifilis, pueden dar falsos positivos en ELISA. En los 

pacientes con borreliosis de Lyme el VDRL es negativo. Todos los pacientes incluidos en éste 

trabajo fueron negativos para la prueba de VDRL, asi como resultados negativos para las 

principales enfermedades reumaticas. 

En los casos identificados en EUA todos los aislamientos corresponden a Borrelia 

burgdorferi sensu stricto, que difiere de lo encontrado en Europa donde ademas se han 

descrito otras especies (24). Desde hace 15 afios se ha demostrado la asociacién de 

acrodermatitis cronica atréfica (ACA) con la presencia de Borrelia burgdorferi (17). Ademas 

actualmente se reconocen diferentes especies implicadas en las manifestaciones neurolégicas 

y cutaneas tardias de enfermedad de Lyme (15). 

En nuestra muestra la mayoria de los pacientes presentaban manifestaciones de esclerodermia 

localizada en las que se obtuvo una seropositividad del 73% por inmunodot-blot, 

observandose espiroquetas en el 50% de las biopsias. En uno de los casos fué posible la 

amplificacién por PCR utilizando 2 iniciadores de origen cromosémico (flagelar y 16S 

ribosomal) y un extracromosémico de membrana externa (OspA), altamente especificos para 

B. burgdorferi sensu stricto (20). En Europa Wilske et al. encontraron la genoespecie Borrelia 

afzelii en aislamientos de piel con ACA (18). Con un iniciador cromosémico especifico de B. 

burgdorferi sensu lato ( B. garinii y B. afzelii) Fujiwara et al. obtuvo por PCR resultados 

positivos en biopsias de piel de pacientes europeos y japoneses con esclerodermia localizada, 

sin embargo en biopsias de pacientes Norteamericanos ninguna amplificé(19). 
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Los cultivos en los pacientes incluidos fueron negativos, lo cual se relaciona probablemente 

con la baja sensibilidad del estudio que en casos de ACA puede ser del 10% (18). 

La PCR es una técnica poderosa para detectar DNA de B. burgdorferi. Goodman et al. 

demuestran que ésta prueba puede ser tres veces mas sensible que el cultivo en la etapa 

temprana y podria ser util como indicador de diagndstico en enfermedad diseminada ( 42 ). 

En éste estudio se utilizé el método de isotiocianato de guanidina (IsoQuick) para la 

extraccién de DNA de mwuestras de LCR, con ésta técnica Mouritsen et al tiene una 

sensibilidad muy alta y puede detectar en LCR y plasma 10 espiroquetas por ml. comparado 

con muestras sanguineas donde fué de 100 espiroquetas por ml ( 43 ). 

Los grupos de iniciadores aplicados en éste estudio para las muestras de piel, LCR y 

garrapatas fueron 2 de origen cromosémico (flagelar y 16S ribosomal) y uno 

extracromosémico de membrana externa (OspA). Estos iniciadores son altamente especificos 

para detectar 8. burgdorferi sensu stricto (14,15). 

Breitsneider demostré que el nivel de deteccién de DNA disminuye en muestras de ECM 

comparado con la etapa temprana, con una sensibilidad de 94% vs 81% respectivamente, lo 

que indica que el tiempo de evolucién de la enfermedad disminuye la sensibilidad de la 

prueba. Considerando éste punto en nuestro estudio todos los pacientes presentaban 

manifestaciones cutaneas tardias de 6 meses a 7 afios de evolucién y el paciente con la 

muestra de piel positiva tenia 6 meses de evolucién de la lesién comparado con ms de 3 afos 

en casos con resultado negativo. 

Es posible que la deteccién de DNA fallé en algunas muestras porque la concentracién de B. 

burgdorferi fué mas baja que el limite de deteccién 6 el fragmento de biopsia no fué 

suficiente para contener la bacteria. Algunas biopsias tenian mds de un ajio de conservacién, 

fo que de acuerdo a estudios previos por Brettschneider, disminuye hasta un 50% la 

posibilidad de amplificacién. (18,21). 

La PCR en estadios tempranos en piel es una prueba rapida, sensible y especifica que puede 

ser superior a la serologia y el cultivo. Durante el curso de la infeccién la sensibilidad del 

PCR disminuye comparado con la serologia. Las pruebas serolégicas comerciales para 

deteccién de anticuerpos vs B. burgdorferi presentan diferencias en la sensibilidad durante el 

estadio temprana de la infeccién, pero la mayoria identifican con alta sensibilidad a los 
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pacientes con la forma tardia de la enfermedad ( 42 ). Por lo anterior los estudios serolégicos 

tienen un alto peso en el diagndstico de las formas crénicas de la enfermedad. 

La PCR también se ha aplicado en el estudio de garrapatas muertas conservadas en etanol, 

con ésta técnca se obtiene una sensibilidad igual al de la IFA con anticuerpos monoclonales 

especificos de B. burgdorferi. Con la ventaja que se puede aplicar a éste tipo de muestras y la 

IFA no. Persing et al. detectaron DNA de B. burgdorferi en menos del 1% de una coleccién 

de garrapatas del género /xodes procedentes de una zona hiperendémica de la enfermedad. 

Los especimenes estuvieron conservadas en alcohol durante 50 aftos. Los iniciadores 

utilizados fueron de los genes Osp A y Flagelar especificos para la cepa B31 de B. 

burgdorferi sensu stricto (38). En nuestra muestra se procesaron 198 garrapatas del género 

Ixodes. Los especimenes fueron conservados en etanol durante 8 afios. Todos los 

especimenes de nuestra muestra fueron negativos para PCR lo cual demuestra que el tiempo 

y modo de conservacién de los especimenes influye en la sensibilidad del estudio, asi como 

es posible que en una zona de baja endemicidad como puede ser nuestro pais, sea necesario un 

tamafio de muestra mayor de garrapatas vivas para incrementar la sensibilidad de la prueba. 

La combinacién de hallazgos clinicos y resultados de laboratorio en este estudio confirman 

que México es un pais donde puede considerarse la Borreliosis de Lyme como una 

enfermedad endémica. 
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CONCLUSIONES: 

a) 

b) 

c) 

Se diagnosticaron pacientes mexicanos con Borreliosis cuténea (EM, ACAy 

esclerodermia localizada) con caracteristicas clinicas ¢ histolégicas similares 

a las descritas en otros paises. 

Se confirmé con estudios serolégicos que el 73% de los casos estudiados 

con manifestaciones cutaneas y el 66% con manifestaciones neuroldgicas 

estuvo asociado a infeccién por Borrelia burgdorferi, ademas se demostro la 

presencia de !a bacteria por microscopia y biologia molecular en ambos 

casos, cutaneos y neuroldgicos. 

El diagnéstico clinico, los estudios serolégicos, histolégicos y moteculares 

positivos para B. burgdorferi reportados en éste trabajo sugieren que México 

es un pais donde la Enfermedad de Lyme es endémica, de acuerdo a los 

criterios de la OMS. 

La presencia de el reservorio principal (Peromyscus leucopus) infestado con 

la garrapata del género Ixodes sugiere que el ciclo puede mantenerse por lo 

menos en la zona Noreste de México. 

No se encontraron garrapatas del género Ixodes infectadas con B burgdorferi 

probablemente por: 

La baja prevalencia de garrapatas infectadas. 

La baja sensibilidad de la PCR en garrapatas conservadas en etanol. 

La especie de Borrelia sea diferente a B. burgdorferi sensu stricto. 
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TABLA 

Caracteristicas clinicas y demogréaficas 

1 

de pacientes pediatricos con 

manifestaciones cutaneas sugestivas de Borreliosis de Lyme. 

  

  

Caracteristica Seropositivos Seronegativo 

No. Pacientes 15 5 

Edad (afios) media y 10.3 ll 

DS 

Sexo M/F 10/5 3/2 

Duracién (afios) 0.5-7afios 3a-5a 

intervalo 

Esclerodermia 13 5 

localizada 

E. sistémica I 0 

Eritema migrans 1 0 

Artritis 2 2 

Neuroborreliosis 1 0 
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TABLA 2 

Caracteristicas demograficas y clinicas de pacientes con manifestaciones 

neuroldgicas sugestivas de Enfermedad de Lyme. 

  

  

CARACTERISTICA SEROPOSITIVOS SERONEGATIVOS 

Numero 10 5 

Edad (afios) Mediana 42.5 42 

Percentiles 25 a 75 21.5-48.50 

Sexo M/F 5/6 2/5 

Duracién (Meses) 3m 6m 

Media - DS 

Meningoradiculitis 2 2 0 

Neuropatia craneal 9 5 4 

Neuropatia periférica 4 3 1 

Mietitis 1 1 0 

Pleocitosis 4 0 

Artritis 2 
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TABLA 3 

Seropositividad de Inmunotransferencia de IgG vs Borrelia 

burgdorferi en pacientes pediatricos con manifestaciones cutaneas 

sugestivas de Enfermedad de Lyme . 
  

  

  

Diagndéstico Numero Seropositivos Frecuencia 

(%) 

Eritema i 1 100 

migrans 

Esclerodermia 19 14 73 

Localizada 

E. Lineal 12 il 91 

E. segmentaria 2 1 50 

E. placa 4 1 25 

E. sistémica 1 I 100 
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TABLA 4 

Respuesta a proteinas especificas de B. burgdorferi en casos 

confirmados de Enfermedad de Lyme por Método de Inmunodot- 

  

  

blot 

Diagndstico No. Extracto Proteina  Proteina P39kDa OspC 

Total 83-93 kDa Flagelar P41 

EM.* W/h I/t 0/1 WV 0/1 11 

E. lineal** 10/12 =: 10/10 10/10 6/10 3/10 4/10 

A. hemifacial 1/2 WV Ww t/t 0/1 V1 

Morfea 1/4 1/4 i/1 - V1 - 

Meningoradiculitis 2/3 2/2 2/2 1/2 1/2 2/2 

Pardlisis facial iW 1/1 0/1 VI 0/1 

recurrente 1/2 

Contacto de casos 2/2 2/2 2/2 1/2 2/2 2/2 
  

  

*Eritema migratorio 

** Esclerodermia lineal 
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TABLA 5 

Caracteristicas de las garrapatas colectadas de la zona Noreste de 

la Republica Mexicana 

  

  

Caracteristica Coleccion de ENCB* del Colecta 

IPN** 1990-1991 1997-1998 

Ixodes 198 6 

Ixodidae(Amblyoma y 0 164 

Dermacentor) 

PCR realizado 198 6 

Cultivo 0 42 

Resultado de Cultivo - 0/42 

Resultado de PCR 0/198 0/6 

  

* Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas. 

** Instituto Politécnico Nacional. 
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ANEXO 1 
ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO EN POBLACION ENDEMICA DE ENFERMEDAD DE 

LYME EN LA REPUBLICA MEXICANA 
Unidad de Investigacién de Enfermedades Infecciosas y parasitarias , Hospital de pediatria 

CMN SXXI. Proyecto 97/718/75 
La enfermedad de Lyme se caracteriza por un amplio espectro de signos principalmente en piel, 
articulaciones, sistema nervioso y corazén. 

Se considerara como un CASO SUGESTIVO DE ENFERMEDAD DE LYME: 
Todo paciente con eritema migratorio 6 una manifestacién tardia. 
Eritema migrans (EM) : Lesidn en piel que inicia como macula 6 papula y se extiende en dias 6 
semanas para formar una lesién redondeada grande con aclaramiento central parcial y mide 5 cm 6 
mas, en ocasiones son lesiones miultiples. Se acompafia de fatiga, fiebre, cefalea, artralgias 6 
mialgias intermitentes. 
MANIFESTACIONES TARDIAS 
ARTRITIS — Afecta una 0 2 articulaciones grandes, es asimétrica, recurrente 6 crénica (meses 6 afios). 

SISTEMA NERVIOSO- Sindrome meningeo, infeccioso y liquido cefalorraquideo con pleocitosis 
linfocitario, pueden tener pardlisis facial uni o bilateral, y/o paralisis flaccida de miembros inferiores. 

PIEL- Lesién nica coloracién violacea , piel adelgazada de cigarro, venas prominentes que se transforman 
en hipo 6 hiperpigmentadas y aparece meses 6 afios después de la picadura de la garrapata. 

CORAZON - Bloqueo auriculo-ventricular de 2do y 3er grado (intervalo-P-R protongado) de inicio agudo 
y se resuelve en 7 a 10 dias y algunas veces se asocia a miocarditis. 

CASO CONFIRMADO DE ENFERMEDAD DE LYME: Todo paciente con 
cuadro clinico de la enfermedad y estudios serolégicos (ELISA e inmunotransferencia) , 
cultivo y/o PCR para Borrelia burgdorfer 

FOLIO Cort 
NOMBRE: EDAD. SEXO (2) { 
DOMICILIO: 
  

Teléfono. 

CIUDAD: ESTADO: INSTITUCION IMSS(1} SSA(2) 

ISSSTE(3) 5 
OTRAS (4) ESPECIFIQUE: 
OCUPACION AFILIACION. 

1- ANTECEDENTES: 

MARCAR CON UNA X_ LA RESPUESTA CORRECTA Y CONTESTE LAS PREGUNTAS 
ABIERTAS. 

1) Ha estado en un area rural en los ultimos 6 meses. SI O 

{Cuales? C) 

NO 

  

2) Ha estado en un bosque 6 parque zooldégico en los ultimos 6 me SI NO 
iCuales? J CJ 

3) Las lesiones actuales iniciaron después de estar en un drea rural, bosque 6 zoolégico SI NO 

4) Convive con perros, gatos 6 pajaroa en casa SI NO 
5) Convive con vacas en casa 6 trabajo SI NO



  

6) Ha viajado ha Estados Unidos de América SI NO 

Especifique los Estados Tiempo. Mes y aio. 

DERMATOLOGICO 
MARCAR CON UNA X LA RESPUESTA CORRECTA Y ESCRIBA EL NUMERO EN LOS CUADROS C 
CORRESPONDIENTES 
1) Tiene lesiones en piel SI NO 

2) Tuvo tesiones en piel SI Cj NO H 

3) Tipo de lesién: macular (m) papular (p) otras (0) 
especifique. C] 

4) Forma anular: SI NO 

1} Numero de lesiones: CT CC] 

2) Lesiones: C) a) aisladas confluentes 
b) unilateral bilateral 

7) Miden: 
8) Localizal wh: Ch cara(1) tronco (2) Extremidades Superiores (3) Extremidades inferiores (4) 

axilas (5) 

9) La lesién reaparece SI O NO 

Cuantas ocasiones? 

10) Borde de la lesién regular irregular desconoce 

a) coloracién del borde TOjizo palido se desconoce 
b) coloracién del centro —_violaceo rojo rosa se desconoce 

11) La lesién se transformsé: SI NO 

A) De papula placa piel adelgazada 
ff - ARTICULACIONES 

12- Tiene signos articulares: SI NO 

13- Tuvo signos articulares SI NO 
14- artralgias SI NO 

15- Con aumento de volumen SI NO 

16- 4Cuantas articulaciones afectadas? 7] 
17- Artritis: [_ ] a) Unilateral bilateral 

Derecho (D) fC . 
18- Localizacién: Izquierdo (I) hombro codo CO mufieca [~_|rodilla eo 

tobillo C] noo proximales Ci interfal oO 
b) étrica O eal 

Tiempo de inicio de la artritis or dias O meses afios 
La artritis es{_] continua (1) recurrente (2) 

SISTEMA NERVIOSO: 

C) O 
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TIENE ALTERACIONES DEL SISTEMA NERVIOSO SI NO 

22- Tuvo manifestaciones del sistema nervioso SC] No (] 

23-Sindrome meningeo(rigidez de nuca, signo de Kemig o Brudsisky) SI H NO CJ 

24-Disminucién de la fuerza muscular SI NO CL] 

25-MEDIR FUERZA MUSCULAR DE ACUERDO ALA ESCALA IA V C] 

I= Nula fuerza II Disminucién de la fuerza y tono muscular —_‘ TH- Disminucién en 

contra gravedad IV= fuerza disminuida a fuerza opuesta no contra la gravedad 

V= Normal 

26- La alteracién : C] simétrica C asimétrica 

27- Sensibilidad: C] normal(1 } disminuida (2) aumentada (3) 

Derecho (D) 

28- Localizacién: Izquierdo (i) Extremidades Superiores LC) Extremidades inferiores 

hombro brazo antebrazo cadera  musio 

pierna 
29- Tiene afeccién a par craneal: SI CI NO CI 

30- gCudles? 

31- Presenta pardlisis facial si} NO 
Zona afectada CI comisura labial C] hemicara| 

32- Se realizé estudio de Liquido cefalorraquideo: SI [_}6 C] 

a) E! citoldégico tiene numero de células C_] 

b) Los leucocitos son polimorfonucleares % mononucleares C % 
c) Glucosa mg/dl no se realizd se desconoce 
d) Proteinas mg/dl no se realiz6 se desconoce 
e) Cloruros mg/dl no se realizé se desconoce 

Tincién de Gram: Posittva CJ 

im Bacteriasl_| hongos (J pardsitos 
33- Tiene alteraciones cardiolégicas: O SI O NO 
34- Frecuencia cardiaca: C] Normal(1)} bradicardia(2) taquicardia 

G) 
35- Se le realizé electrocardiograma: SI NO 
36- El electrocardiograma presenta : Intervalo PR prolonga SI NO 
37- Requirié hospitalizacién en este episodio SI NO 
38- Requirié hospitalizacién en episodios previos st NO 

39- Cuanto tiempo? 
40 ~ Recibid antibidticos: 

a) {Cuantos? 
41- NOMBRE GENERIC! DOSIS TIEMPO DE ADMINISTRACION 
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42- ESTUDIOS DE LABORATORIO SE REALIZARON RESULTADOS 

  

  

VDRL SI NO POSITIVO EGATIVO 

FACTOR REUMATOIDE SI NO POSITIVO |_|NEGATIVO 

ACS. ANTINUCLEARES _ SI NO POSITIVO EGATIVO 

IgG SI NO POSITIVO | _|NEGATIVO 

IgM SI NO POSITIVO | |NEGATIVO 
IgE SI NO POSITIVO EGATIVO 

NOMBRE DEL MEDICO: Teléfono 
DOMICILIO: cD 
ESTADO. FAX DEL TRABAJO O CONSULTORIO. 

SI TIENE UN CASOS SOSPECHOSO DE ENFERMEDAD DE LYME : 

FAVOR ENVIAR MUESTRA DE SUERO (1 A3 ML) EN UN TUBO DE ENSAYO O 
DE PLASTICO BIEN CERRADO . Empacarlo en hielo seco — congelado previamente. 
En pacientes con manifestaciones del Sistema nervioso enviar liquido cefalorraquideo 

congelado, empacado en hielo seco. 
En pacientes con manifestaciones en piel realizar biopsia y enviar la muestra conservada en 

etanol al 70%. 
LAS MUESTRAS DEBERAN ENVIARSE AL SIGUIENTE DOMICILIO: 

UNIDAD DE INVESTIGACION MEDICA DE ENFERMEDADES INFECCIOSAS Y¥ PARASITARIAS , 
HOSPITAL DE PEDIATRIA, CENTRO MEDICO NACIONAL SXXI (IMSS). 

DOMICILIO: Ave. Cuauhtémoc # 330 Col. Doctores CP. 06725, México, DF. 

DIRIGIDO: DRA. MARIA GUADALUPE GORDILLO PEREZ. 

DR. JAVIER TORRES LOPEZ 
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ANEXO 2 

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO 

Titulo del estudio de investigacién: Estudio epidemiolégico de poblacién endémica de 
Enfermedad de Lyme y busqueda de Borrelia burgdorferi en garrapatas del género Ixodes en 
la zona Noreste de la Republica Mexicana. 

Investigadores: Dr. Fortino Solérzano Santos. 
Dra. Maria Guadalupe Gordillo Pérez. 

Objetivo y Antecedentes: 
La Enfermedad de Lyme es una enfermedad sistémica que produce manifestaciones en piel, 

articulares, neurolégicas y cardiacas. 
El objetivo: Determinar si la zona Noreste de la Republica Mexicana tiene poblacion 

endémica de la Enfermedad de Lyme con los criterios de la OMS. 
PROCEDIMIENTO: 

Si consiento participar sucedera lo siguiente: 

1. Responderé a preguntas sobre mi historia médica, que dura 40 minutos. 
2. Me someteré a una exploracién fisica rutinaria y revisaran mi expediente. 
3. Me extraeran sangre (5-10 mi) aproximadamente del brazo con aguja, para estudios de 
VDRL, ELISA e inmunotransferencia. La puncién duele unos segundos y en ocasiones se 
produce un hematoma (moret6n) pero es poco frecuente. 
4 En casos con manifestacién en piel se realizara biopsia de 1a lesion para estudio 

histoldgico, cultivo y PCR. 
5 En casos con manifestaciones en sistema nervioso se realizara puncién lumbar y el LCR 

se estudiara citolégico, cultivo y PCR. 
BENEFICIOS: Conocer los resultados de !os estudios y posible diagndstico de su 
enfermedad. 

CONFIDENCIALIDAD: Los resultados de todas las pruebas se discutiran conmigo y se 
enviaran a su médico tratante. Toda la informacion sera confidencial y sera usada solo para 
efectos de la investigacién. Mi identidad sera mantenida confidencial en la medida que la ley 
jo permita. 
DERECHO A REHUSAR O ABANDONAR EL ESTUDIO. 

Mi participacién en el estudio es enteramente voluntaria y soy libre de rehusar a tomar parte o 
abandonarlo en cualquier momento, sin afectar mi atencién médica futura. 
La Dra. Maria Guadalupe Gordillo Pérez y/o colaboradores , ha discutido esta informacién y 
se ha ofrecido a responder mis preguntas. Si tengo mas preguntas, puedo ponerme en contacto 
con ella directamente en el servicio de Infectologia del Hospital de Pediatria del CMN SXXI. 
CONSENTIMIENTO. 
Consiento en participar en este estudio, he tenido 1a oportunidad de leerlo. 

NOMBRE Y FIRMA: TESTIGO (Nombre y Firma) 
FECHA: Firma del 
Médico



  

ANEXO 3 

TECNICA DE ESTANDARIZACION DEL INMUNOENSAYO-ENZIMATICO IgG vs 

Borrelia burgdorferi: 

Para buscar anticuerpos contra extracto total se usé un sonicado obtenido de la cepa B3i de 

Borrelia burgdorferi proporcionada por el Dr. Alan G. Barbour (Department of Microbiology 

of the University of Texas Health Science Center at San Antonio, Texas. El antigeno se ajusté 

a una concentracién de 5 mg/ml y se almacené a -70 oC hasta su uso (27). 

La estandarizacién de la técnica se realizé de Ja siguiente manera: 

Los controles para iniciar la estandarizacion de Ja prueba fueron sujetos de zonas endémicas 

de EUA, donados por el Dr. L. Magnarelli. El contro! positivo estuvo formado por 5 sueros de 

pacientes con Enfermedad de Lyme el diagnéstico confirmado por estudio clinico, 

microbiolégico y serolégico; y como control negativo 5 sueros de sujetos no infectados 

ambos procedentes de una zona endémica (Conecticut , FMA). 

Usando los sueros anteriores como referencia, se estudiaron 88 sueros de donadores 

mexicanos sanos, se seleccionaron sueros negativos. Se buscé la dilucion éptima de suero con 

ELISA; se probaron cuatro diluciones dobles seriadas 1:160, 1:320, 1:640 y 1:1280. Con la 

difucién 1:320, que es la dilucién usada para reportar resultados positivos en EUA y Europa , 

el 17% de los sueros de donadores fué positivo; ésta es una seroprevalencia muy alta para 

sujetos sanos atin en un pais endémico. Se decidié tomar la dilucién de suero mas cercana que 

fué de 1:640 como valor de corte de seropositividad para incrementar la especificidad sin 

modificar mucho la sensibilidad del ensayo; con esta dilucién el 9% de los sueros fué 

positivo. 

De los 88 sueros, se seleccionaron 25 que a la dilucién 1:640 daban absorbancias similares a 

las obtenidas con los 5 sueros de sujetos no infectados de EUA. Estos sueros y la mezcla de 

los sueros de pacientes infectados de EUA se ensayaron en una placa y se hicieron lecturas a 

los 15, 30, 45, 60, 75 y 90 minutos. 

El valor de corte se definié como el promedio mas tres desviaciones estandar de los 25 sueros 

de sujetos donadores sanos. Este ensayo se repitié durante 5 dias consecutivos y con los 

40



valores de corte y los valores de absorbancia de ta mezcla de sueros positivos (pool) se 

construyé una curva de regresién lineal . En cada placa donde se probaron los sueros del 

estudio, se incluyé el pool positivo por cuadruplicado, y el promedio de la absorbancia se 

interpolé en la curva de regresién lineal para calcular el valor de corte para las placas de 

forma individual. EI resultado se calculé como resultado de dividir la absorbancia de la 

muestra entre ef valor de corte y se expresé como unidades ELISA; de tal manera que 

resultados mayores 1.0 fueron considerados como positivos. Para medir anticuerpos contra 

este antigeno se usé el procedimiento descrito por Engvall y Perlmann (27) ; el antigeno se 

diluy6é en solucién reguladora de carbonatos (pH 9.6) y se adiciond a placas de 96 pozos 

(Combiplate 8;Labsystems, Finland ) agregando 0.5 ug/pozo y se incubé toda la noche. 

Después se bloqueéd la superficie con teche descremada al 5% con solucién reguladora de 

fosfatos (PBS 1 M) y la placa se incubé por 75 minutos a 370C, enseguida se lavd tres veces 

con solucién reguladora de fosfatos con Tween 20 al 0.05% (PBSTG) y se agregaron los 

sueros problema. En cada placa se incluyeron por cuadruplicado un pool de sueros positives y 

un pool de sueros negativos para corregir la variacién del ensayo por dia y por placa. 

Las placas se incubaron por | hora a 370C. Enseguida se agrego un monoclonal anti-IgG 6 

anti-[gA humana acoplado con fosfatasa alcalina (Souther Biotech, E.U.) a una dilucion de 

1:1000 y se incubé 1 hora a 37 oC. Enseguida se agregd sustrato pNPP (Southern Biotech, 

E.U.) a una concentracién de 1 mg/ ml diluido en regulador de dietanolamina pH 9.8 las 

placas fueron incubadas a 370C por una hora aproximadamente. La absorbancia se leyé a 405 

nm en un lector iEMS analizer (Labsystems, Finland) en el momento en que el control 

positivo dié valores de absorbancia entre 1600 a 1800 la reaccién se par6. Se consideré un 

suero positivo cuando el promedio de la absorbancia de los sueros (duplicado) fué mayor a 

0.380- 0.400 densidad dptica. En sueros positives se realizaron titulaciones desde 1:640, 

1:1280, 1:2560 y 1:5120. 
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ANEXO 4 

TECNICA DE EXTRACCION DE DNA DE BIOPSIAS DE PIEL: 

Para la extraccién de DNA de biopsias de piel se utilizé ef método comercial QUIAGEN. 

Este método se basa en la adsorcién en gel con silice y se somete el tejido a sustancias 

amortiguadoras con altas concentraciones de sales. 

Se digirié el tejido colocando 3 a 5 mg de biopsia de piel en solucién con proteinasa K y 

solucién de lisis celular se incuba a $5 oC con movimiento continuo a 150-200 rpm durante la 

noche hasta la digestién total ( La cantidad y el tipo de tejido determinan el! tiempo de 

incubacion requerido), el tiempo varia de 1 a 24 horas; es util mezclar los tubos por periédos 

cortos con el vortex cada hora durante las primeras 2 horas para aumentar la velocidad de 

digestién del tejido (35). 

Se centrifugé a una velocidad de 12500 rpm durante 5 minutos para sedimentar los detritus no 

digeridos. Y se transfirié 200 u/ del sobrenadante en tubos de microcentrifuga limpios de 1.5 

ml. Con cuidado para evitar la transferencia de algo del material sedimentado porque puede 

contener sustancias inhibitorias.(35). 

Se agregaron 200 uf de solucién amortiguadora para lisis celular ( Para 25 mg de tejido) y 

210 ul de etanol al 96% para precipitacién, se mezclé vigorosamente en el vortex y se colocé 

en la columna que contiene gel -silice y se centrifugé a 8000 rpm durante | minuto. 

Se colocaron columnas limpias para centrifugar y agregaron 500 u/ de solucién para lavado. 

Se centrifugé durante 1 minuto a 8000 rpm y se repitié por 3 veces. 

Se colocé la columna con el DNA en un tubo limpio y se centrifugé a velocidad maxima 

durante 2 minutos para remover solucién de lavado residual. 

Se colocé la columna dentro de un tubo de microcentrifuga limpio de 1.5 ml. Entonces se 

diluyé el DNA agregando 200 ul de agua libre de Rnasa (precalentada a 70 oC) e incubaron 

los tubos en el block calentado a 700C por 5 minutos. 

Se centrifugaron los tubos por | minuto a 8000 rpm y colecté el DNA purificado. 

El DNA se conservé a-70 oC hasta que la amplificacién por PCR se desarroll6. 
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CONTROL DE CALIDAD: 

Control de sensibilidad y amplificacién positiva. 

Usé DNA preparado de B.burgdorferi B 31 (ATCC 35210) de cultivo bacteriano en bafio 

Maria. Uso de reacciones altamente positiva que provee informacién del control de calidad . 

Las concentraciones det DNA se determina preparando una serie de 10 diluciones de DNA de 

B. burgdorferi se amplifican alicuotas de 5 uf de cada dilucién . Se escogen 2 de las 

diluciones DNA con reacciones positivas para los controles de rutina. 

Control de amplificacién negativo. 

5 ul de agua se agrego directamente a la mezcla de PCR (Control negativo). 
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ANEXO 5 

TECNICA PARA PROCESAMIENTO DE GARRAPATAS 

Identificacién de B. burgdorferi en tejidos de garrapatas del género Ixodes sp. 

El estudio consta de 2 etapas: 

La garrapata se colocé en alcohol isopropilico al 70% y enjuagé con agua estéril, fué 

transferida asépticamente en un portaobjeto estéril que contenia una gota de medio de cultivo 

BSK I 6 TE frio (Tris 10mM ( pH 7.4) y EDTA 0.5 mM). Se procedié a disecar el tubo 

digestivo y otros tejidos de la garrapata através de un microscopio dentro de una campana de 

flujo laminar. Enseguida, la mitad de los tejidos ( principalmente el diverticulo del tubo 

digestivo) fueron transferidos por medio de una pipeta Pasteur a tubos de medio BSK II con y 

sin antibiotico por duplicado y otra parte se colocé en tubos de microcentrifuga de 0.5 ml que 

contienen 25 u/ de TE, y los tubos fueron congelados a -700C para su procesamiento por la 

técnica de PCR. El resto dei material fué triturado en el portaobjeto, secado a temperatura 

ambiente y fijado en acetona por 10 minutes. Las pinzas furon sumergidas en alcohol-acetona 

y flameada después de cada diseccién para prevenir contaminacién por material antes de las 

disecciones (35). Les cultivos fueron incubados a 340C durante 8 semanas y examinados 

para espiroquetas desde la 2da semana por medio de microscopio de campo oscuro. Las cepas 

aisladas se conservan en nitrégeno liquido en medio BSK II y glicerol al 15% (36). 

El cuerpo de la garrapata fué removido de la gota de medio de cultivo BSK II y colocado en 

un medio con alcohol isopropilico al 70% y guardado como especimen de prueba permanente 

para referencia futura (35). 
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ANEXO 6 

TECNICA DE REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA EN GARRAPATAS 

CONSERVADAS EN ALCOHOL PARA IDENTIFICACION DE B. burgdorferi 

Esta etapa se realizé en aquellos especimenes de garrapatas colectados con anterioridad y 

conservados en etanol al 70%. 

Primero se removié la garrapata del alcohol y se secé al aire sobre un disco de papel filtro por 

5 minutos. 

Por otro lado, perlas de vidrio de 0.1 mm se lavaron con metanol al 50% 3 veces , se 

mezclaron con una solucién de albimina bovina acetilada al 1% en agua y se incubaron por 

30 minutos a 370C , se calientaron a 95 oC por 10 minutos y se lavaron 2 veces con 0.5 ml de 

agua. Se colocaron en tubos de microcentrifuga y se almacenaron a —20 oC hasta su uso. 

Cada garrapata fué colocada en un tubo de 0.6 ml con 20 uf de perlas de vidrio tratadas. La 

garrapata se maceré contra las esferas con puntas de pipeta para liberar los intestinos y se 

adicionaron 25 ul de buffer para PCR (10 mM tris-HCl, pH 8.3, 50 mM Kcl, 1.75 mM 

MgCl2, 0.01% gelatina, 0.5% NP40, y 0.5% Tween 20). Las muestras se hirvieron a 95 oC 

por 10 minutos ¢ inmediatamente se enfriaron en hielo durante 5 min. 

Para confirmar que durante la técnica de extraccién no hubo contaminacion, se corrid un 

blanco con el buffer para PCR y las perlas de vidrio simultaneamente. 

Un volumen de 5 u/ de sobrenadante con extracto de garrapata se mezclé con amortiguador 

para PCR que contiene Hidrocloruro de Tris (pH 8.3), KCI 50 mM, MgCl: 1.75 mM, 

gelatina 0.01%, deoxinucledsido trifosfato 200 uM y 50 pmol de cada iniciador OSP-149 y 

OSP-A 319. Los componentes de reaccién se sometieron a las siguientes condiciones en un 

termociclador Perkin-Elmer 480: 1 ciclo inicial de desnaturalizacion a 94 oC durante 5 

minutos, y 45 ciclos a 94 oC durante 45 segundos para desnaturalizacioén, 550C durante 45 

segundos para alineacién y 72 oC durante | minuto para extensién, al final un ciclo de 

extension durante 5 minutos a 72 oC . Posteriormente el producto de PCR se mantienen a 4 

oC cuando se hace el corrimiento el mismo dia 6 se concerva a ~20 oC para estudiarse 

después. 
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Las secuencias que se usaron en la amplificacién fueron: 

Del gene ospA 149 a 319 (37): 

OspA 149 5’-TTA TGA AAA AAT ATT TAT TGG GAA T 3’ 

OspA 319 5’-CTT TAA GCT CAA GCT TGT CTA CTG T -3’ 

Sonda intema Osp A 6 5’- ATT GGG AAT AGG TCT AAT ATT AGC CT-3” 

Del gene fla: 

fla 5 5’? -TTA ATC GAG CTT CTG ATG A-3’ 

fla 6 5’-ATT TCG TCT GTA AGT TGC T -3’ 

Sonda interna fla 132 5’-TTG CAT GGG AGT TTC TGG TAA GAT T 3’. 

310 5°-TTT GTA TAG AAC CTC TGT CTG CAT C 3’ 

Del gene 16S rDNA: DDO2 5’ -CCC TCACTA AAC ATA CCT 3’ 

DDO6 5’ -ATC TGT TAC CAG CAT GTA AT” 
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ANEXO 7 

ELECTROFORESIS DE LOS PRODUCTOS DE LA PCR 

Se prepararon 100 mi de gel de agarosa al 2% (SeaKem GTG) con solucién amortiguadora 

TAE, se agregé 0.5 ul de bromuro de etidio. A la camara de electroforesis se agregd 700 ml 

de solucién amortiguadora con 2 ul de bromuro de etidio. 

Se coloca el marcador de peso molecular de 100 pb , 15 ud y 2 ul de “loading buffer” en el 

pozo localizado a} extremo izquierdo del gel. 

Se mezcla 1 ul de “loading buffer” y 10 ul del producto de PCR de cada muestra y se coloca 

en cada pozo. 

Se corre a 105 volts durante 30 a 40 minutos. 

Se cotoca sobre una l4mpara de luz UV y se toma ta fotografia. 

47



ANEXO 8 

TECNICA DE SOUTHERN BLOT EN MUESTRAS POSITIVAS PARA GEN 

FLAGELAR (Fla 5 y Fla 6) y Osp A 149-319. 

ELECTROFORESIS: 

1.- Se prepararon geles de agarosa al 2% con TAE. Se agregé 10 ul de cada producto de 

reaccién por pozo mas / ul de buffer que contiene bromofenol, y se corrié fa electroforesis 

hasta que el indicador migré 2/3 partes de la longitud del gel. Se agregaron marcadores de 

peso molecular de 100 a 800 pb. 

2.- Se tifié con bromuro de etidio para visualizar los productos de amplificacion. 

3.- Se colocé en soluciones para desnaturalizar el DNA por 20 minutos 

4.- Se colocé en soluciones neutralizantes durante 20 minutos. 

Los productos de amplificacién fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al 2% 

SeaKem y entonces los productos positivos por la PCR se transfirieron a una membrana de 

nylon- Hybond (Amersham Corp., Arlington Heights,IIl.). Para fijar el DNA la membrana fué 

expuestas a luz UV por 5 min 6 en un homo a 80 oC por 2 horas. Para la uni6n.; enseguida 

se prehibridiza en buffer SSPE -5 5X, Solucién Denhardt SDS- 5X, con 100ul de DNA/ml de 

esperma de salmén a 55 oC por | h. Los filtros serin hibridados con 2x10° cpm del iniciador 

OSP-A 6 marcado con P” por 4h. Después de 1a hibridacién, los filtros son lavados 2 veces 

por 5 minutos a temperatura ambiente en SSC 2X-SDS 0.1% y uno en SSC 1X-SDS 0.1% a 

55 oC por 30 min. Los filtros seran expuestos a pelicula Kodak XAR-5 (35). 

HIBRIDIZACION : 

DETECCION POR QUIMIOLUMINISCENCIA. 

1.- Se unié el oligonucleétido (contiene un hexylthiol unido al final de 5’ con peroxidasa 

de rabano usando el sistema ECL. 
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2.- Se purificé el oligonucledtido conjugado a peroxidasa por separacién electroforética . La 

membrana se prehibridiza en una solucién amortiguadora de ECL para hibridizacién durante 

1 hora a 42 oC. 

3.- Se agrega el oligonucleétido purificado a 30 ng/ ml e hibridiza por 2 horas a 42 oC. 

4.- Se lavaron jas membranas en SSC 1X por 15 minutos a 42 oC se tiré la solucién 

amortiguadora y se lavé por 5 minutos durante 3 veces . Posteriormente se lavé con SSC 1X 

(SDS y urea 3.4M) a 42 oC durante 3 veces. 

5.- Al final se lavé la membrana en SSC 1X 2 veces a temperatura ambiente durante 5 

minutos. 

6.- Se sumergié la membrana en solucidn reveladora, se cubrié con plastico delgado y colocd 

sobre una placa Kodak X-omat por 5 minutos a 3 horas. 
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FIGURA 1 

CICLO DE VIDA DE LA GARRAPATA IXODES SCAPULARIS 

ne 
pec

an 
em

 

  

Los huevos son depositados en la primavera y la larva emerge varias semanas mas tarde. Se 

alimenta durante el verano, usualmente de mamiferos pequefios como ratones 6 grandes 

mamiferos como perros, venados o humanos antes de mudar a la forma adulta en el otofio. 

Los adultos atacan a un huésped, usualmente venado cola blanca, donde ellos viven. Los 

machos mueren corto tiempo después y las hembras continuan alimentandose para el 

desarrollo de los huevos. Las hembras ponen sus huevos y mueren, y asi el ciclo se repite. 
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FIGURA 2 

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LAS GARRAPATAS 

DEL GENERO IXODES. 

  

Fig. 2 A. Vista dorsal de la garrapata adulta - macho con las palabras claves como sigue: Sc 

escudo, Hy= hipostoma,Pa= palpus, Fe= festones . Vista ventral Ge G gnatostoma genital y 

An= ano. 

  

Fig 2-B. Vista Dorsal de una garrapata adulta - hembra. Palabras clave. Sc= escudo, 

PoAr= rea porosa, Hy= hipostoma, Pa= palpus. Vista ventral. An G apertura genital. 
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FIGURA 3 

  
Manifestacién tem prana de Enfermedad de Lyme 

(eritema migrans) en un paciente pediatrico. 
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FIGURA 4 

  
Acrodermatitis crénica atréfica de 7 afios 
de evolucién. 
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FIGURA 5 

  

  

Corte de biopsia de piel de EM 

(eritema migratorio) tefiido con 
Hematoxilina-eosina que muestra 
infiltrado linfohistiocitario.



FIGURA 6 

  
Corte de biopsia de piel de paciente con manifestacion 

de Acrodermatitis crénica atréfica tefizdo con H-E. 
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