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SINTESIS

SINTESIS

Se presentan los resultados de un conjunto de investigaciones realizadas con el propdsito de
aportar evidencias cientificas sobre la presencia de la infeccion por Borrelia burgdorferi sensu
lato en Cuba, que incluyé la evaluacion de métodos microbiologicos para la deteccion de esta
espiroqueta, la confirmacion de la infeccion en muestras clinicas de pacientes con sospechas
clinico-epidemioldgicas de enfermedad de Lyme, la estimacién de la seroprevalencia de
anticuerpos contra este agente en una poblacién de riesgo y la deteccion molecular de borrelias
en garrapatas de importancia medico-veterinaria. Las herramientas microbioldgicas evaluadas
(medio de cultivo modificado, métodos de extraccion de material genético a partir de
garrapatas para su posterior uso en la deteccion de B. burgdorferi sensu lato por Reaccion en
Cadena de la Polimerasa, y sensibilidad analitica de dos juegos de cebadores) fortalecieron al
Laboratorio Nacional de Espiroquetas para futuras investigaciones. Se encontraron evidencias
seroldgicas especificas de la infeccion autdctona por este microorganismo en las muestras de
individuos con sospechas clinicas y epidemioldgicas, y en los expuestos a mordeduras por
garrapatas. No se logrd la deteccién de material genético de B. burgdorferi sensu lato en las
garrapatas analizadas lo que no las descarta como posibles vectores del agente. Este
constituye el primer trabajo de su tipo en el pais, y sienta las bases para proximos estudios

sobre la infeccion por B. burgdorferi sensu lato.
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INTRODUCCION

. INTRODUCCION

1.1 Introduccién

La enfermedad o borreliosis de Lyme se describié por primera vez en el marco de una
epidemia de artritis en nifios, transmitida por la mordedura de garrapatas (Ixodes dammini)
durante la década de 1970 en la pequefa ciudad de Lyme, estado de Connecticut, Estados
Unidos de América (EUA). En esta especie, Willy Burgdorfer observo espiroquetas que mas
tarde se denominaron, en su honor, como Borrelia burgdorferi (Steere et al., 1983, Baranton
et al., 1986; Gern, 2004). Hacia finales del siglo XX se reconoce a esta entidad como una
importante enfermedad emergente por sus graves secuelas a la salud humana y por las

dificultades para su prevencién y control (Steere, 2001).

Es una zoonosis para la que los mamiferos pequefios, como los roedores, y los mamiferos
grandes, silvestres y domésticos, constituyen los principales reservorios de las borrelias, las
que se diseminan fundamentalmente por garrapatas duras del género Ixodes (Gern, 2004;
Steere et al., 2004; Rabinowits et al., 2007), aungque se han constatado también en otros
artropodos como mosquitos, pulgas y moscas del caballo y del venado (Magnarelli y
Anderson, 1988; Zakovska et al., 2002; Kosik-Bogacka et al., 2004). Las aves, y en especial
las migratorias, tienen un importante papel en el mantenimiento de los ciclos zoon6ticos e
incluso han sido reportadas también como reservorios (Rand et al., 1998; Reed et al., 2003;
Poupon et al., 2006).

Actualmente se reconocen 18 genomaespecies de borrelias que se agrupan en el complejo
Borrelia burgdorferi sensu lato (Rudenko et al., 2009a; Rudenko et al., 2009b; Stanek y
Reiter, 2011), seis de ellas se consideran patdgenas al hombre (Grubhoffer et al., 2005; Wilske
et al., 2007).

Esta enfermedad solo se ha descrito en el hemisferio norte y constituye la entidad transmitida
por vectores mas comdn en EUA vy regiones de Eurasia (Gern, 2004; CDC, 2008; Hubalek,

2009). En paises de América Latinay El Caribe se han realizado estudios de seroprevalencia y

2
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para la basqueda de la enfermedad en humanos y animales, con intentos de aislamiento y
deteccion molecular de las borrelias, en los que se han mostrado evidencias seroldgicas de la
infeccion, fundamentalmente a través de pruebas de pesquisa ya que en la mayoria de los
paises no se han empleado métodos confirmatorios (Stanchi y Balague, 1993; Arocha-
Sandoval et al., 1994; Ciceroni et al., 1994; Palacios et al., 1999; Osorio, 2001). Sin embargo,
en Brasil por ejemplo, se concluyé que los casos estudiados se correspondian con un sindrome
similar o imitador de la enfermedad de Lyme ya que se encontraron diferencias en los perfiles
clinicos y de laboratorio (Mantovani et al., 2007), y en México se logrd detectar &cido
desoxirribonucleico (ADN) de B. burgdorferi sensu stricto en garrapatas, asi como anticuerpos
especificos en sueros de pacientes con sospechas clinicas y epidemiolégicas de la enfermedad
(Gordillo-Pérez et al., 2007; Gordillo-Pérez et al., 2009).

La borreliosis de Lyme es una infeccion multisistémica, que evoluciona clinicamente en
distintos estadios, usualmente comienza con una lesion caracteristica en piel conocida por
eritema migratorio en el sitio donde ocurrié la mordedura de la garrapata; en pocos dias a
semanas continla con afectaciones musculoesqueléticas, neuroldgicas o cardiacas, y en
semanas a meses mas tarde cursa por diferentes formas de artritis o lesiones cronicas en piel,
que pueden ser dificiles de tratar (Steere, 2006; Bratton et al., 2008; VVanousova y Hercogova,
2008). También la infeccion por B. burgdorferi sensu lato se puede presentar de forma

asintomatica, aunque no es usual (Wormser et al., 2001; Steere et al., 2003).

Debido a la multiplicidad de los sintomas, el diagndstico clinico se hace dificil, sobre todo en
periodos tardios de la enfermedad, cuando faltan los datos sobre una infeccion primaria. A
causa del escaso nimero de gérmenes en las muestras clinicas y de las complejas condiciones
para su cultivo y crecimiento, el diagnostico de laboratorio de esta entidad, practicamente sélo
se apoya en las pruebas serolégicas. Entre ellas, las mas importantes son los ensayos

inmunoenzimaticos sobre fase sdlida (ELISA, de sus siglas en inglés Enzyme-Linked-

ImmunoSorbent-Assay) y los Western blot, a través de los que se detectan anticuerpos
especificos contra B. burgdorferi sensu lato. La sensibilidad y especificidad de ambos métodos
dependen del momento en que se toma la muestra clinica. Estos no permiten diferenciar entre
infeccion activa y pasada pues los anticuerpos persisten durante meses o afios, lo que no
significa que ofrezcan inmunidad protectora (Steere et al., 2006; Wilske et al., 2007; Bratton
et al., 2008).
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Ante estas dificultades los lineamientos para el diagndstico recomiendan siempre la
realizacion de dos pruebas: un ELISA seguido de un Western blot, 0 ambos simultdneamente
(CDC, 1995).

Los métodos moleculares, especificamente la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, de

sus siglas en inglés Polymerase Chain Reaction), permite la deteccién de B. burgdorferi en

diversos tipos de muestras pero no se recomienda para el diagnostico de rutina por presentar
una sensibilidad similar a la del cultivo (Wilske et al., 2007; Bratton et al., 2008). Sin
embargo, la PCR se utiliza para la deteccion e identificacion de estas espiroquetas en
garrapatas de diferentes origenes (Rijpkema et al., 1995; Stanczak et al., 1999; Alekseev et al.,
2001; Poupon et al., 2006; Chu et al., 2008).

En Cuba, desde la década de 1980, se sospecha la ocurrencia de la infeccion por
B. burgdorferi sensu lato en la comunidad “Las Terrazas”, situada en Sierra del Rosario,
Candelaria, provincia Artemisa (anteriormente Pinar del Rio). En este lugar la infestacion de
garrapatas es alta, fundamentalmente a expensas de Amblyomma cajennense, y entre su
poblacion humana se notifican histéricamente sindromes idiopaticos que por las caracteristicas
clinicas y los antecedentes epidemioldgicos remedan a la enfermedad de Lyme, pero que no
pudieron ser confirmados por no disponer de diagnostico de laboratorio (Grandio et al., 1988;
Fernandez A. Comunicacion personal. Investigador' del Instituto de Medicina Tropical “Pedro
Kouri”, 1997).

La primera evidencia de un caso probable de infeccion por B. burgdorferi sensu lato en Cuba,
data también de la década de 1980. Se tratd de un paciente que nunca antes habia viajado al
exterior del pais, al que se le diagnostico en 1984 una mielorradiculitis en el Instituto de
Neurologia y Neurocirugia de La Habana, y entre sus antecedentes epidemioldgicos se
recogieron frecuentes mordeduras por garrapatas (bidlogo de ocupacién). Tres afios mas tarde
el paciente viajé a la antigua Republica de Checoslovaquia, donde por interés personal solicitd
el examen de una muestra de suero para enfermedad de Lyme. Se le diagnosticd entonces,
retrospectivamente, una neuroborreliosis, que no fue confirmada por los métodos serologicos
recomendados (Dickinson et al., 1997; Fernandez A. Comunicacién personal. Investigador'
del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”, 1997).
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Este hallazgo serol6gico en un individuo cubano reforzo la sospecha sobre la existencia de la
infeccion por B. burgdorferi sensu lato en Cuba; por lo que iniciar investigaciones
microbioldgicas que proporcionaran evidencias cientificas al respecto, se mostrd desde

entonces como una necesidad.

La introduccion del diagnostico de laboratorio de esta entidad en el pais permitira la deteccion
de la respuesta inmune humoral especifica en pacientes con sospechas clinicas o
epidemiologicas, asi como la demostracion del agente etiologico en muestras clinicas y en
garrapatas de importancia médica y veterinaria. Por ello, es imperioso la capacitacion de
recursos humanos en esta tematica y trabajar en la blusqueda, evaluacion e implementacion de
herramientas microbioldgicas convencionales y moleculares para la detecciéon, de forma
directa o indirecta, de este agente infeccioso y su posterior aplicacion en el diagnostico a partir
de muestras clinicas humanas o de vectores potenciales, asi como en el estudio de poblaciones
humanas expuestas a la mordedura de garrapatas, lo que permitird confirmar o no la presencia

de la infeccién por B. burgdorferi sensu lato en Cuba.

1.2 Hipotesis

Existen evidencias que corroboran la presencia de la infeccién por B. burgdorferi sensu lato en
Cuba.

1.3 Objetivos
Objetivo general

Proporcionar evidencias cientificas de la presencia de la infeccion por B. burgdorferi sensu

lato en Cuba.

Objetivos especificos
1. Evaluar métodos microbioldgicos para la deteccién de B. burgdorferi sensu lato.

2. Confirmar la infeccion por B. burgdorferi sensu lato en individuos con sospechas

clinicas y epidemioldgicas de la enfermedad de Lyme.
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3. Estimar la prevalencia de anticuerpos contra B. burgdorferi sensu stricto en una

poblacion expuesta a mordeduras por garrapatas.

4. Detectar la presencia de material genético de B. burgdorferi sensu lato en garrapatas de

importancia médica y veterinaria.

1.4 Novedad cientifica
La novedad cientifica de este trabajo radica en que en el mismo:

» Se muestran las primeras evidencias serologicas especificas de la infeccion por
B. burgdorferi sensu lato en individuos con sospechas clinicas o epidemiologicas de
enfermedad de Lyme en Cuba.

» Se sugiere un medio de cultivo modificado como alternativa para el crecimiento de
B. burgdorferi sensu lato.

» Se propone una metodologia novedosa internacionalmente para la extraccion de &cidos
nucleicos en garrapatas.

1.5 Valor tedrico

El presente documento contiene toda la informacion relacionada con el primer estudio

microbioldgico sobre la infeccion por B. burgdorferi sensu lato en Cuba, que incluye:

» La evaluacion de un medio de cultivo modificado para la multiplicacion de
B. burgdorferi sensu lato.

» La evaluacion y aplicacion de diferentes protocolos para la extraccion de acidos

nucleicos a partir de garrapatas duras.

» Los resultados de la aplicacion de novedosos métodos para el diagnostico de
laboratorio de la infeccion por B. burgdorferi sensu lato en muestras de pacientes con

sospechas clinicas y epidemioldgicas.

» Las evidencias seroldgicas de la circulacion de B. burgdorferi sensu lato en individuos

de una comunidad cubana con alta infestacion por garrapatas.
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» Los resultados de los primeros estudios moleculares para la deteccién de

B. burgdorferi sensu lato en ixddidos cubanos.

Las publicaciones nacionales (2) e internacionales o extranjeras (4) sobre el tema, la
participacion en eventos cientificos nacionales (2) e internacionales (9), la imparticion
periddica y sistematica de cursos de postgrado (residencia médica en Microbiologia y maestria
en Bacteriologia-Micologia), la presentacion y aprobacion de 1 Resultado Relevante
Institucional, asi como la realizacion de tesis (3) han permitido dar divulgacion a los
resultados de estas investigaciones, lo que ha propiciado que durante la Gltima década se haya
incrementado de cierta manera el pensamiento clinico sobre la sospecha de la infeccion por
B. burgdorferi sensu lato en pacientes cubanos, y que se hayan iniciado intercambios

cientificos con instituciones nacionales y extranjeras.

1.6 Valor préctico

» Se implementa por primera vez en Cuba, a nivel del Laboratorio Nacional de
Espiroquetas (LNE-IPK), el diagnostico microbiologico (bacteriolégico, seroldgico y

molecular) de la infeccion por B. burgdorferi sensu lato.

» Las evidencias seroldgicas, altamente sugestivas de la infeccion por B. burgdorferi
sensu lato en diferentes regiones del pais, representan una alerta epidemioldgica para

las autoridades nacionales de salud publica y veterinaria.

» Los resultados de esta investigacion constituyen la base para futuras investigaciones

sobre la busqueda del agente etiologico de esta entidad infecciosa y su vector.
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Antecedentes histdricos de la enfermedad de Lyme

La borreliosis o enfermedad de Lyme como entidad nosoldgica infecciosa transmitida por
vectores resulta aparentemente nueva, sin embargo, existen antecedentes de que en 1909
Afzelius describi6 el eritema cronico migratorio en Suecia. Mas tarde, Garin y Bujadoux, y
Bannwarth reportaron un sindrome en Europa, que incluia meningitis linfocitica, radiculitis
dolorosa y paralisis del nervio craneal, relacionado con los eritemas croénicos migratorios y la

mordedura de garrapatas I. ricinus (Baranton et al., 1986; Sigal 1988).

El primer caso de esta enfermedad en los EUA se describidé en 1962 en Great Island,
Massachusetts, en una mujer de 35 afios que padecio por tres afos de ataques intermitentes de
artritis inflamatoria en las rodillas, seguidos de episodios de rigidez en las manos y marcada
fatiga durante los siguientes 15 afios. Los ulteriores reportes de infecciones humanas se

produjeron una década después, un caso en 1972 y otro en 1974 (Steere et al., 1986).

En 1975, reaparece esta enfermedad como consecuencia de una epidemia de artritis que afectod
a niflos y adultos, en la que la cuarta parte de los enfermos presentaba una lesion cutanea
caracteristica en forma de “ojo de buey” precedente a la aparicion de la artritis. Los casos
estaban agrupados en el lado este del rio Connecticut en EUA (Old Lyme, Lyme y East
Haddam) (Steere et al., 1977). Esta epidemia fue estudiada por el epidemiologo Allen Steere
de la Universidad de Yale, quien sospechd inicialmente que se debia a una enfermedad
desconocida, de origen viral y transmitida por un artropodo no identificado, pero rechazo esta
hipdtesis ante la observacion de uno de los pacientes, que era ecologista, y que aportd una
garrapata (I. dammini, actualmente I. scapularis) que lo habia mordido previamente a la
enfermedad. Estos, asociado al hecho de que otros pacientes mencionaron un inusual eritema
que aparecia semanas antes de comenzar los sintomas, similar al reportado en Europa y al
parecer causado por la mordedura de una garrapata, apunt6 a que quizas éste fuera el vector de

la enfermedad, a la que se denomin¢ inicialmente artritis de Lyme y maés tarde enfermedad de
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Lyme, por la poblacion donde aparecieron los primeros casos (Steere et al., 1977; Steere et al.,

1978; Baranton et al., 1986).

Cuando el entomologo Willy Burgdorfer, al disectar el tubo digestivo de una garrapata
I. dammini, recolectada en Shelter Island, New York, EUA, lo encontro repleto de
espiroquetas (fundamentalmente en el intestino medio, final y en la ampolla rectal) y sospecho
que éstas podrian ser el agente causal de la enfermedad. Posteriormente demostrd que estos
microorganismos desarrollaban en conejos blancos de Nueva Zelandia una lesion igual al
eritema migratorio. Este hallazgo y el que se aislaran espiroquetas a partir de sangre y liquido
cefalorraquideo (LCR) de enfermos de Lyme reafirmaron que la espiroqueta de I. dammini
estaba involucrada en la etiologia de la enfermedad, y que el conejo doméstico era susceptible.
Por otra parte, se demostro el valor de la Inmunofluoresecencia Indirecta como herramienta

para el diagnostico de la enfermedad de Lyme (Burgdorfer et al., 1982).

En 1983 R. C. Johnson demostrd que este microorganismo, reconocido como espiroqueta de
I. dammini (Burgdorfer et al., 1982; Steere et al., 1983), era una nueva especie del género

Borrelia y propone el nombre B. burgdorferi en honor a su descubridor (Johnson et al., 1984).

2.2 Agente etioldgico
2.2.1 Ubicacion taxondmica

El género Borrelia es uno de los miembros de la familia Spirochetaceae del orden
Spirochaetales. Las especies de Borrelia se dividen en dos categorias atendiendo a sus
caracteristicas ecologicas y genéticas: las del grupo de fiebre recurrente y las de enfermedad
de Lyme (Wang et al., 1999). En esta ultima se situa el complejo B. burgdorferi sensu lato, en
el que se reconocen actualmente 18 genomaespecies: B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii,
B. afzelii, B. valaisiana, B. lusitaniae, B. spielmani, B. japonica, B. andersonii, B. tanukii,
B. turdi, B. bissetti, B. sinica, B. californiensis, B. yangtze, B. carolinensis, B. americana,
B. bavariensis y B. kurtenbachii. Las primeras seis son consideradas patdogenas para ¢l hombre
(Rudenko et al., 2009a; Rudenko et al., 2009b; Margos et al., 2009; Stanek y Reiter, 2011).
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2.2.2 Caracteristicas generales

Las borrelias son microorganismos unicelulares helicoidales, muy flexibles, con un cilindro
protoplasmatico (envuelto por una membrana externa) que posee de 3 a 10 vueltas, aunque
puede llegar hasta 30 espirales, separadas unas de otras de 2 a 4 um. Presentan una pared
celular no rigida, miden entre 10 y 30 um de longitud y 0,2-0,3 um de diametro. Poseen de 15
a 20 flagelos periplasmicos, también llamados fibrillas axiales, fibrillas periplasmicas o
endoflagelos, dirigidos hacia el centro de la célula donde se superponen; estas estructuras son
las responsables de su activa y caracteristica movilidad de rotacion en contra de las manecillas
del reloj (Steere, 2005; Krupka et al., 2007; Brooks et al., 2007). La composicion de la
envoltura celular es similar a la de las bacterias Gram negativas, excepto que no presentan

lipopolisacaridos pero si abundantes lipoproteinas (Krupka et al., 2007).

Estas bacterias se pueden visualizar por microscopia en campo oscuro o contraste de fases.
También pueden ser reconocidas por microscopia luminosa al emplear los colorantes
habituales de hematologia, las tinciones de Giemsa, Wright y la impregnacion con sales de
plata (Agiiero-Rosenfeld et al., 2005; Brooks et al., 2007). Son cultivables pero sélo en
medios bacterioldgicos que contengan suero o extractos de tejidos, y fundamentalmente a
partir de muestras extraidas del acaro vector. El medio de cultivo que se emplea
universalmente es el Barbour-Stoenner-Kelly modificado (BSK 1II), estandarizado y
comercializado como BSK-H, al que se le puede afadir agentes antimicrobianos como
neomicina y co-trimoxazol (Mursic et al., 1986). Una temperatura de 33-35°C y condiciones
de microaerofilia resultan dptimas para el cultivo (Joklik et al., 1998; Agiiero-Rosenfeld et al.
2005; Krupka et al., 2007). También las lineas celulares de fibroblastos de raton (L.-929) se
pueden usar para aislar borrelias a partir de muestras clinicas (Tylewska y Chmielewski,

1997).

2.2.3 Caracteristicas geneticas

El genoma de B. burgdorferi sensu lato, a diferencia de los genomas de las bacterias de vida
libre, es relativamente pequefio, lo que refleja probablemente su modo de vida como parasito
obligado. En ¢l falta la maquinaria reconocida convencionalmente para la sintesis de

nucleotidos, aminoécidos, acidos grasos y cofactores enzimaticos, los que tiene que obtener

11
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del hospedero, y por eso para su cultivo in vitro se requiere de medios quimicamente

complejos (Tilly et al., 2008; Marques, 2010).

Este genoma, descrito como inusual, esta constituido por un cromosoma lineal de
aproximadamente 1 Mb y numerosos plasmidos circulares y lineales (Baril et al., 1989; Fraser
et al., 1997; Tilly et al., 2008). Especificamente para B. burgdorferi sensu estricto se describe
un genoma de 1 521 419 pares de bases (pb) con un cromosoma lineal de 910 725 pb y 21
plasmidos, 12 lineales y 9 circulares, que en conjunto tienen un tamafio de 610 694 pb (Fraser
et al., 1997, Casjens et al., 2000; Krupka et al., 2007). El numero de plasmidos y sus tallas

varia entre cepas y genomaespecies (Marques, 2010).

A pesar de la forma atipica del genoma, la mayoria de los genes cromosomales se encuentran
comunmente en otros genomas bacterianos, y codifican para proteinas necesarias para la
replicacion, metabolismo energético y transporte de nutrientes; sin embargo, los genes
ubicados en los plasmidos son menos reconocibles y la mayoria de ellos parecen ser tnicos del
género Borrelia, e imprescindibles para la infectividad o persistencia de la bacteria en la

garrapata o el hospedero (Casjens et al., 2000; Tilly et al., 2008; Marques, 2010).

La expresion de los genes varia segun la especie de hospedero afectado, la temperatura, la
ubicacion en el cuerpo del hospedero y otros factores locales, y su control es diferente al de la

mayoria de las eubacterias estudiadas (Fraser et al., 1997).

Estas espiroquetas presentan ademas una organizacion unica de los genes que codifican para
las subunidades ribosomales del acido ribonucleico (ARNr). Tienen una simple copia del gen
de la subunidad 16S (rrs) y dos copias repetidas en tindem de los genes que codifican para las
subunidades 23S (rrl) y 5S (rrf) (Davidson et al., 1992; Schwartz et al., 1992; Ojaimi et al.,
1994). Ademas se ha demostrado que en estos microorganismos los genes Irs estan alejados de
los genes rrl/rrf y que se expresan de forma separada, fendmeno antes observado en la
eubacteria termofila Thermus thermophilus y el planctomiceto Pirellula marina (Fukunaga et
al., 1992).

12
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2.2.4 Ciclo de vida

B. burgdorferi sensu lato tiene un ciclo de vida complejo debido a que circula entre vectores
artropodos y hospederos vertebrados. Los vectores mas frecuentes son las garrapatas del
género Ixodes y entre los hospederos vertebrados se reconocen diferentes especies de aves,
mamiferos e incluso reptiles (lagartijas), por lo que se tiene que adaptar a ambientes muy

diferentes (Krupka et al., 2007; Tilly et al., 2008).

Las garrapatas en estadio de larva adquieren las espiroquetas de los roedores infectados.
Después de la muda a ninfa, las infectadas perpetuaran el ciclo en nuevos reservorios, entre los
que se incluyen los roedores, pero al mudar a adultos se alimentaran exclusivamente de
mamiferos de mayor tamafo, los que no son hospederos competentes para B. burgdorferi
sensu lato. Las espiroquetas son raramente transmitidas por via transovarica, lo que hace a los
estados de larvas y ninfas cruciales para el mantenimiento de la espiroqueta. Aunque las ninfas
y adultos ocasionalmente se alimentan de los humanos, el pequefio tamafo de las ninfas las
hace de dificil deteccion, y por eso se pueden alimentar durante el tiempo suficiente para

transmitir la espiroqueta y causar la enfermedad de Lyme (Tilly et al., 2008; Marques, 2010).

Las borrelias tienen que ser capaces de adherirse y sobrevivir en el intestino de la garrapata,
pasar del epitelio de éste a la hemolinfa y transportarse a través de las glandulas salivares al
flujo sanguineo del hospedero, evitar la reaccion inmune y diseminarse a los 6rganos diana. En
todo este proceso tienen un importante papel varias proteinas de membrana externa como la A
(OspA), B (OspB), C (OspC), E (OspE) y F (OspF), proteinas adhesivas como las de union a
las decorinas A y B (DbpA, DbpB), a los glicosaminoglicanos (Bgp) y fibronectina (BBK32)
(Steere, 2006; Krupka et al., 2007).

Cuando las condiciones no son favorables para la multiplicacion de B. burgdorferi sensu lato,
como puede ser la presencia de antibidticos (fundamentalmente betalactdmicos), el LCR o de
otros medios con déficits de nutrientes, éstas cambian su morfologia espiroquetal caracteristica
y moévil a esferoplastos o formas L o quistes no mdviles (también conocidas como formas
cisticas). A ello se le atribuye la sobrevivencia por largos periodos en el sistema nervioso
central y periférico y en las articulaciones, asi como la desaparicion de los anticuerpos
dependientes de pared celular. Una vez que las condiciones son normales nuevamente ellas

revierten a su forma espiroquetal, fendmeno que ha sido demostrado in vitro e in vivo. La
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formacion de quistes se debe fundamentalmente a reestructuraciones fisico-quimicas de la
membrana externa que conllevan a la fusion de la misma (Mursic et al., 1996; Gruntar et al.,

2001; Murgia et al., 2002; Miklossy et al., 2008).

2.3 Epidemiologia

Desde finales del siglo XX la borreliosis de Lyme se considera como una importante zoonosis
emergente, por las graves secuelas que produce a la salud humana y por las dificultades para

su prevencion y control (Steere, 2001; Heyman et al., 2010).

Tiene una distribucion mundial, aunque se describe practicamente s6lo en el hemisferio norte
y constituye la enfermedad transmitida por vectores méas comin en EUA y regiones de Eurasia
(Gern, 2004; Steere, 2005; CDC, 2008; Hubalek, 2009). En EUA, durante el periodo
1992-2006, se reportaron 248 074 casos con una tendencia anual al incremento de un 101%;
de 9 908 casos en 1992 a 19 931 casos en el 2006, (CDC, 2008). Ya en el afio 2008 se
reportaron 35 198 casos, de ellos 28 921 confirmados y 6 277 probables (CDC, 2010a).

Segun informacion de la Organizacion Mundial de la Salud, en Europa se reportan anualmente
de 14 a 140 casos / 100 000 habitantes, y Eslovenia y Austria son los paises de mayor
incidencia (120 y 130 casos / 100 000 habitantes, respectivamente), pero estos valores no
constituyen un reflejo real de la situacion epidemiologica ya que existen insuficiencias en los

sistemas de reportes de casos (Derdakova y Lencakova, 2005).

Los casos de borreliosis de Lyme en EUA son reportados de forma voluntaria por los
Departamentos de Salud al Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades de Atlanta

(CDC, de sus siglas en inglés Centers for Disease Control and Prevention), como parte del

Sistema Nacional de Vigilancia de Enfermedades Notificables (CDC, 2008). En los paises
europeos, durante la primera década del 2000 se suprimio la obligacion de declararla y a pesar

de ello se continta reportando como un problema de salud (Evison et al., 2006a).

En América Latina y El Caribe existen evidencias clinicas y de laboratorio sobre la infeccion
por B. burgdorferi sensu lato en diversos paises como Argentina (Stanchi y Balague, 1993),
Bolivia (Ciceroni et al., 1994), Chile (Neira et al., 1996; Osorio, 2001), Colombia (Palacios et

al., 1999) y Venezuela (Arocha-Sandoval et al., 1994). En éstos se han llevado a cabo estudios
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de seroprevalencia y de busqueda de la infeccion en humanos y animales, con intentos de
aislamiento y deteccion molecular de las borrelias, que han permitido mostrar evidencias
seroldgicas de la infeccion, pero que en la mayoria de los paises no se han confirmado. Brasil
y México constituyen la excepcion, ya que en Brasil los estudios clinicos, serolégicos y
moleculares han permitido describir un sindrome similar o imitador de la enfermedad de Lyme
(Mantovani et al., 2007), y en México practicamente se ha reportado la enfermedad de Lyme
pues se ha detectado recientemente ADN de B. burgdorferi sensu stricto en garrapatas, ademas
de las evidencias serologicas especificas constatadas con anterioridad en pacientes con
sospechas clinicas y epidemiologicas de la enfermedad (Gordillo-Pérez et al., 2007; Gordillo-
Pérez et al., 2009).

La borreliosis de Lyme se presenta en individuos de cualquier edad. En EUA se describe con
una distribucién bimodal; las mayores tasas se reportan entre nifios de 5-9 afios y adultos de
55-59 anos (8,6 casos/100 000 hab y 7,8 casos/100 000 hab, respectivamente), aunque el
mayor nimero de casos se constata entre 5-19 afios y 30-64 anos (CDC, 2008). Es mas
frecuente en los hombres, en los que se comprobd un marcado incremento de las tasas anuales
(194%) en relacion a las mujeres (114%) (CDC, 2008). También desde el punto de vista
seroldgico se describen diferencias significativas en la respuesta de anticuerpos IgG, segun el

sexo del individuo (Schwarzwalder et al., 2010).

El principal factor de riesgo para adquirir la infeccion por B. burgdorferi sensu lato es la
permanencia en zonas boscosas o en las que predomine la vegetacion, por lo que se considera
a la borreliosis de Lyme como una enfermedad profesional para los guardabosques, lefiadores,
agricultores y ganaderos (Cinco et al., 2004; Killilea et al., 2008). Se debe tener cuidado
también en las areas residenciales, especialmente al remover las literas de hojas secas que se

crean en los jardines pues éstas albergan con frecuencia garrapatas (Bratton et al., 2008).

La distribucion geografica de las genomaespecies de B. burgdorferi sensu lato patdgenas al
hombre varia de un continente a otro. En EUA s6lo se reporta B. burgdorferi sensu stricto; en
Europa, se encuentran las seis, aunque con mayor frecuencia B. garinii, B. afzelii y
B. burgdorferi sensu stricto; mientras que en Asia solo se reportan B. garinii y B. afzelii (Gern,
2004, Comstedt et al., 2009; Stanek y Reiter, 2011).
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En Europa la tasa media de infeccion de las garrapatas por borrelias varia entre los diferentes
estadios, de 10,8% en las ninfas a 17,4% en los adultos, ¢ incluso en Suiza se constata que
pueden variar entre 5% y 47,5% (Gern, 2004). También se ha comprobado que en zonas
montafiosas la frecuencia de garrapatas y la tasa de infeccion de éstas varia en relacion a la

altitud (Jouda et al., 2004a).

El conocimiento de la densidad de garrapatas y la tasa de infeccion de éstas por B. burgdorferi
sensu lato en una region permite calcular el riesgo de encontrar una garrapata infectada; por
ejemplo, en Suiza, se conoce que existen regiones en las que el riesgo es minimo (2 garrapatas
infectadas / 100 m”) y otras en las que es maximo (69 garrapatas infectadas / 100 m?). El
riesgo de transmision se hace mayor cuando estas zonas colindan con las ciudades (Gern,

2004).

Las garrapatas se encuentran sobre la vegetacion, fundamentalmente durante los meses de
febrero-marzo a octubre-noviembre, con dos picos de mayor frecuencia: uno en la primavera
(a veces el mas importante) y otro en el otofio (Gern, 2004). Esto provoca una estacionalidad
de la borreliosis. Aunque se reportan casos durante todos los meses del afio, la mayoria de los
pacientes debutan con la enfermedad durante los meses de verano (junio-julio-agosto), ya que
se corresponden con los de mayor actividad de las garrapatas en busqueda de sus hospederos
mamiferos, y que coinciden con los de mayor actividad de los humanos al aire libre (CDC,

2008).

El tiempo necesario para la transmision de las borrelias por las garrapatas, una vez que
comienzan a alimentarse sobre el hospedero, varia segun la genomaespecie; B. afzelii se
transmite durante las primeras 24 horas, mientras que B. burgdorferi sensu stricto requiere mas
de 48 horas (Gern, 2004; Marques, 2010). La saliva de la garrapata contiene numerosas
sustancias, entre las que se encuentran anticoagulantes y otras que modulan la respuesta
inmune del hospedero y que actian como anestésicos que hacen indolora la mordedura (Gern,

2004), por lo que s6lo un 50%-70% de los pacientes las recuerdan (Bratton et al., 2008).

Las garrapatas constituyen los Unicos vectores reportados hasta el momento capaces de
transmitir las borrelias y causar la enfermedad en humanos y animales. Entre las garrapatas,
las del género Ixodes son las mayormente implicadas en el ciclo zoonotico de estas

espiroquetas. En EUA, I. scapularis e I. pacificus; en Europa, I. ricinus e I. persulcatus y en
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Asia, |. persulcatus constituyen los principales agentes de diseminacion (Gern 2004; Steere et
al., 2004; Tilly et al., 2008).

Entre los factores que influyen directamente en la reproduccion y supervivencia de las
garrapatas se encuentra el microclima. La temperatura entre 27-39°C y la humedad relativa de
60-80% son las mas favorables, dependiendo de la especie de garrapata presente en cada

region (Rodriguez y Dominguez, 1998).

Existen otros vectores en los que se han demostrado la presencia de B. burgdorferi sensu lato
en sus intestinos, pero no se ha constatado la transmision a humanos o animales. Entre éstos se
encuentran mosquitos de los géneros Aedes, Culex y Anopheles (Zakovska et al., 2002; Kosik-

Bogacka et al., 2004), y las moscas del caballo y del venado (Magnarelli y Anderson, 1988).

Los reservorios principales lo constituyen los mamiferos, entre los que se destacan los
pequenos, especialmente los roedores. También se reportan como reservorios las aves,
fundamentalmente las migratorias, las que tienen un papel importante en la diseminacion de

garrapatas hacia otras regiones (Derddkova y Lencékova, 2005).

La presencia de B. burgdorferi sensu lato o la respuesta de anticuerpos contra ella también se
ha documentado en animales domésticos como perros, caballos, ganado bovino y gatos, los
que pueden desarrollar la enfermedad de Lyme (Derdakova y Lencakova, 2005; Bratton et al.,
2008). La posibilidad actual de estudiar el material genético extraido de las garrapatas permite
conocer acerca del tipo de hospedero del cual obtuvieron la sangre para su alimentacion, lo

que facilita los estudios ecologicos (Kirstein y Gray, 1996; Moran-Cadenas et al., 2007a).

2.4 Patogénesis

Después de 3 a 32 dias de la inyeccion por la garrapata de B. burgdorferi sensu lato, esta
ultima se multiplica localmente en la piel en el sitio de la mordedura (Steere, 2005; Marques,
2010), donde tiene lugar el primer contacto con las células del sistema inmune (células

dendriticas y macrofagos) (Steere, 2005; Tilly et al., 2008).

B. burgdorferi sensu lato induce una respuesta proinflamatoria primaria en las células
inflamatorias en las lesiones en piel, y las células mononucleares de la sangre periférica

producen citoquinas proinflamatorias; de esta forma se activa la respuesta inmune innata y
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adaptativa (Steere, 2005). Dias o semanas después las borrelias se diseminan a otros sitios,
periodo durante el que se recuperan espiroquetas en sangre y LCR; también, aunque en menor
numero, a partir de muestras de miocardio, retina, musculo, hueso, bazo, higado, meninges y
cerebro. Entre los mecanismos que permiten la diseminacion de las borrelias, se destacan la
expresion de la proteina OspC, la unidn del plasmindgeno y sus activadores a la superficie de
la espiroqueta y la union de ésta a receptores del hospedero (Coburn et al., 1998; Steere,
2005). Todos los tejidos afectados muestran una infiltracion de linfocitos y células
plasmaticas; el dafio vascular en multiples sitios incluye vasculitis u oclusion hipervascular

(Steere, 2005).

Durante la infeccion diseminada, la respuesta adaptativa de las células B y T en los nodulos
linfaticos permite la produccion de anticuerpos contra diversos componentes de la bacteria. La
respuesta de inmunoglobulinas (Ig) M especificas estd asociada frecuentemente con la
activacion policlonal de las células B, incrementandose el nivel de IgM en suero, asi como de
complejos inmunes circulantes y crioglobulinas. La respuesta de 1gG especifica se desarrolla
gradualmente, durante semanas a meses después, contra polipéptidos y antigenos no proteicos
de las espiroquetas. La muerte de las borrelias esta dada primariamente por las respuestas de
anticuerpos bactericidas producidos por las células B, que utilizan la via clasica del

complemento (Steere, 2004; Steere, 2005).

A pesar de la fuerte respuesta inmune, las borrelias pueden sobrevivir durante afios en las
articulaciones, sistema nervioso o piel, presumiblemente por una disminucién en la expresion
de proteinas de membrana externa como OspC y variaciones antigénicas de la lipoproteina
VISE, por la inactivacion de mecanismos efectores o escondiéndose en compartimentos
menos accesibles como la matriz extracelular (Steere, 2005; Krupka et al., 2007; Tilly et al.,
2008; Rupprecht et al., 2008).

Durante la infeccion persistente (artritis, neuroborreliosis) las células T helper CD4" producen
citoquinas proinflamatorias e interferon y (IFN-y, de sus siglas en inglés interferon-y). En los
pacientes con artritis de Lyme se pueden encontrar células CD8" productoras de IFN-y,
mientras que en pacientes con acrodermatitis se ha observado en infiltrados de células T y

macrdofagos un perfil restringido de citoquinas, con poca o ninguna produccion de IFN-y,
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elemento que podria explicar la ineficiencia de la respuesta inmune para eliminar la

espiroqueta de este sitio (Steere, 2005; Steere, 2006).

2.5 Manifestaciones clinicas

Después de la transmision eficiente de B. burgdorferi sensu lato la enfermedad de Lyme se
presenta generalmente en diferentes estadios: infeccion localizada, diseminada y persistente;
sin embargo, la infeccion es variable, algunos pacientes s6lo presentan la infeccion localizada
mientras que otros las manifestaciones tardias. Las caracteristicas clinicas de esta enfermedad
son similares a nivel mundial, aunque existen variaciones regionales, fundamentalmente entre
las encontradas en América y las descritas en Europa y Asia (Steere, 2004). Dado que es una
enfermedad multisistémica y proteiforme que puede simular o parecerse a otras (infecciosas y
no infecciosas), algunos autores la consideran dentro del grupo de “Las Grandes Imitadoras” y
por ello su diagndstico clinico en ocasiones se hace dificil (Sigal, 1988). La enfermedad de
Lyme puede ser causa de incapacidad, pero raramente es fatal (Bratton et al., 2008; Kugeler et

al., 2011).

Las principales caracteristicas de los estadios clinicos por los que cursa la borreliosis son las

siguientes:

Infeccion localizada (estadio 1): después del periodo de incubacion (3 a 32 dias), en el
70 - 80% de los pacientes se forma, en el sitio de la mordedura de la garrapata, una lesion que
se expande lentamente y que es conocida por eritema migratorio (Steere, 2004; Bratton et al.,
2008) o eritema cronico migratorio, como se le nombro en un inicio en los pacientes europeos,
debido a que la expansion ocurria muy lenta y persistia durante un mayor tiempo (Steere
2006). El rash aparece como una lesion anular, eritematosa y homogénea que puede exhibir un
aclaramiento central parcial en el transcurso clinico de la enfermedad. Para que una lesion sea
clasificada como eritema migratorio debe tener un didmetro de al menos 5 cm (talla media de
15 cm), aunque lesiones mas pequefias pueden ser consideradas atendiendo al cuadro clinico.
Las areas comunmente afectadas son muslos, ingle, nalgas y axilas (Bratton et al., 2008). Esta
lesion en piel se acompafia frecuentemente de sintomas catarrales como malestar y fatiga,

dolor de cabeza, artralgias, mialgias y fiebre (Steere, 2004; Bratton et al., 2008). Un 20% de
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los pacientes no muestran las manifestaciones caracteristicas en piel y muchos no presentan ni

fiebre alta ni sintomas sistémicos (Bratton et al., 2008).

Infeccion diseminada (estadio 2): durante unos dias a semanas después del comienzo de la
enfermedad las borrelias comienzan a diseminarse, y pueden aparecer lesiones secundarias
anulares o multiples eritemas migratorios en la piel, meningitis linfocitica aguda, neuropatia
craneal, radiculoneuritis, bloqueo nodal atrioventricular, dolor musculoesquelético migratorio
en articulaciones, tendones, musculos o hueso, y raramente manifestaciones oculares
(episcleritis, queratitis intersticial, uveitis anterior, vasculitis retinal, neuritis optica) (Steere,
2004; Bratton et al., 2008; Amer et al., 2008). Es infrecuente que esta etapa curse de forma

asintomatica (Steere 2004).

Infeccion persistente (estadio 3): meses después del comienzo de la enfermedad, un 60% de
los pacientes no tratados muestran ataques intermitentes de artritis, fundamentalmente en las
articulaciones grandes como las rodillas y en las caderas. También se pueden presentar
acrodermatitis cronica atrofiante, condicion que ocurre primariamente en las superficies de la
piel de las extremidades distales expuestas al sol, y un amplio rango de anormalidades
neurologicas que incluye la encefalomielitis por borrelias, una enfermedad similar a la
esclerosis multiple, la polineuropatia o encefalopatia de Lyme, que se manifiesta por
trastornos cognoscitivos insidiosos, dolor radicular espinal o parestesias distales (Steere, 2004;

Bratton et al., 2008).

Posterior a esta etapa se describen dos sindromes post-infecciosos: a) la artritis de Lyme
resistente al tratamiento, que se manifiesta aproximadamente en el 10 % de los pacientes con
artritis en los que persiste la inflamacion de las articulaciones durante meses e incluso afios
después del tratamiento correcto con antibidticos, a pesar de que ya no se detecte la
espiroqueta en la articulacion; b) el sindrome post-enfermedad de Lyme, que se presenta en un
pequefio porcentaje de los pacientes con enfermedad de Lyme bien documentada, los que
desarrollan dolores musculoesqueléticos incapacitantes, sintomas neurocognoscitivos o fatiga

durante meses o afios después del tratamiento de la infeccion (Steere, 2004).

Se ha observado que existe cierta relacion entre las genomaespecies de Borrelia y las

manifestaciones clinicas. Por ejemplo, B. garinii es la especie mas relacionada con los
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problemas neuroldgicos, B. burgdorferi sensu stricto con la artritis y B. afzelii con las lesiones

en piel como la acrodermatitis cronica atrofiante (Gern, 2004; Evison et al., 2006a).

Aunque la presentacion asintomatica de la infeccion por B. burgdorferi sensu lato no es comin
y se desconoce su frecuencia, una investigacion realizada en EUA constat6 la seroconversion
de IgG en el 11% (30/269) de individuos asintomaticos involucrados en un estudio de

evaluacion de vacuna (Steere et al., 2003).

Desde 1985 se reportan casos puntuales de transmision transplacentaria de B. burgdorferi
sensu lato y por ende de borreliosis de Lyme congénita, la que puede causar partos
prematuros, muerte fetal intrauterina, asi como la muerte del recién nacido debido a
anormalidades cardiovasculares, dafios cerebrales perinatales, etc. Se ha propuesto una posible
asociacion entre la borreliosis gestacional y los resultados adversos del embarazo; sin
embargo, no se ha reportado teratogenicidad por lo que no se ha probado una relacion causal.
La borreliosis gestacional parece estar asociada con un bajo riesgo de resultados adversos del
embarazo, particularmente cuando se ha aplicado una antibioticoterapia apropiada (Hercogova

y Vanousova, 2008).

2.6 Diagndstico de laboratorio

Las pruebas de laboratorio clinico comunmente usadas no revelan informacion til para el
diagnodstico de enfermedad de Lyme, pues los resultados de hemoglobina, hematocrito,
creatinina y de orina son usualmente normales y el conteo de globulos blancos o leucocitos
puede ser indistintamente normal o elevado. Si existe afectacion neuroldgica, en muestras de
LCR puede observarse una pleocitosis linfocitica moderada, concentraciones de proteinas

elevadas y de glucosa de normal a ligeramente baja (Bratton et al., 2008).

El diagndstico de esta enfermedad, excepto en los casos con manifestaciones patognomonicas
como los eritemas migratorios, requiere de ensayos microbiologicos (Wilske, 2005; Marques,
2010). Entre ellos se encuentran los métodos de deteccion directa y los de deteccion de

anticuerpos (Wilske, 2005; Agiiero-Rosenfeld et al., 2005).

Las técnicas de laboratorio para la deteccion directa de B. burgdorferi sensu lato son aquellas

que ofrecen evidencias de la presencia de las espiroquetas intactas o de sus componentes,
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como ADN y proteinas, en vectores, reservorios o pacientes. Entre ellas se listan los ensayos
basados en microscopia, la deteccion de proteinas o ADN especificos y el cultivo (Agiiero-

Rosenfeld et al., 2005).

La deteccion microscopica directa de B. burgdorferi sensu lato en campo oscuro y los métodos
de deteccion de antigenos, tienen una aplicacion limitada debido al nimero escaso de

microorganismos presentes en las muestras clinicas (Agiiero-Rosenfeld et al., 2005).

Para el cultivo de B. burgdorferi sensu lato se utilizan los medios de cultivo liquidos derivados
del medio original de Kelly (Kelly, 1971). Entre las versiones actuales se encuentran los
medios BSK II (Barbour, 1984), BSK-H (Pollack et al., 1993) y el medio de Kelly-Pettenkofer
modificado (MKP, de sus siglas en inglés modified Kelly-Pettenkofer) (Preac-Mursic et al.,

1986). Una ventaja del medio BSK-H es que puede ser conservado a -20°C por lo menos
durante ocho meses (Pollack et al., 1993). Estos medios pueden ser solidificados al afiadirles
agarosa lo que permite la obtencion de un clon a partir de una colonia (Agiiero-Rosenfeld et

al., 2005).

Los cultivos se incuban usualmente a 30 - 34°C (temperaturas por encima de 39°C pueden
reducir el crecimiento) en condiciones de microaerofilia, durante 12 semanas o mas, debido al
tiempo de generacion prolongado de estas espiroquetas (7-20 horas) (Agiiero-Rosenfeld et al.,
2005; Wilske, 2005). También se ha reportado la propagacion de cepas en lineas celulares

obtenidas de garrapatas y mamiferos (Agiliero-Rosenfeld et al., 2005).

Los aislamientos de borrelias se han logrado fundamentalmente a partir de tejidos y fluidos
corporales, que incluyen biopsias de las lesiones en piel (eritemas migratorios, acrodermatitis
cronica atrofiante, linfocitoma), LCR y sangre completa (suero y plasma). También se han
recuperado, aunque con menor frecuencia, de liquido sinovial, tejido cardiaco e iris (Agliero-

Rosenfeld et al., 2005, Wilske, 2005).

La sensibilidad del cultivo para muestras clinicas no estd definida, pero se conoce que es
relativamente baja (Agiiero-Rosenfeld et al., 2005; Marques, 2010). No se recomienda para la
préctica clinica de rutina, pues la variabilidad en la calidad de los lotes de medios de cultivo
repercute negativamente en la promocion del crecimiento de las espiroquetas; por otro lado
hay fluctuaciones en la disposicion comercial. Ademas, es un método laborioso, caro y lento,

para el que disminuye la sensibilidad cuando los pacientes han recibido tratamiento con
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antibioticos. A pesar de ello, representa el método de referencia para el diagnostico de la
borreliosis de Lyme (Ruzic-Sabljic y Strle, 2004; Agiiero-Rosenfeld et al., 2005; Marques,
2010).

Entre los métodos moleculares se destacan los basados en la PCR, para los cuales se han
desarrollado varios protocolos. Las muestras de biopsias de piel de pacientes con eritemas
migratorios o acrodermatitis cronica atrofiante son las que mas se utilizan para la
demostracion del ADN de las borrelias, pero también se pueden analizar en dependencia de las
manifestaciones clinicas, sangre, LCR y liquido sinovial (Schmidt, 1997; Agiliero-Rosenfeld et
al., 2005). En todos los casos, éstas deberan procesarse en el menor tiempo posible después de
su colecta o conservar en congelacion hasta su estudio. Las extracciones de ADN a partir de
tejidos congelados proporcionan mejores resultados que los que provienen de tejidos

embebidos en parafina o fijados con formalina (Agiiero-Rosenfeld et al., 2005).

El ADN del hospedero puede interferir con la deteccion por PCR de B. burgdorferi sensu lato
en muestras clinicas y de garrapatas, por lo que es esencial disponer de métodos
estandarizados de extraccion de ADN. También existen inhibidores en las muestras biologicas
como la sangre, orina, liquido sinovial y LCR que pueden conllevar a resultados negativos.
Para minimizar la inhibicion se recomienda realizar diluciones del ADN extraido (Agiiero-

Rosenfeld et al., 2005).

Para propositos de diagnodstico la PCR cualitativa (PCR convencional o anidada) es suficiente.
Sin embargo, en la actualidad se encuentran disponibles comercialmente opciones para la
automatizacion en los laboratorios para la PCR cuantitativa (PCR en tiempo real) (Courtney et

al., 2004; Agiiero-Rosenfeld et al., 2005; Portnoi et al., 2006).

Los laboratorios de investigacion han empleado diversos genes como dianas en los ensayos de
PCR, pero s6lo unos pocos han sido utilizados por los laboratorios de diagnostico, por
ejemplo: genes portados cromosdémicamente como los del acido ribonucleico ribosomal
(ARNI), flaA, recA y p66, y genes plasmidicos como 0SpA (Agiiero-Rosenfeld et al., 2005;
Wilske, 2005).

La sensibilidad de la PCR es muy variable (10 - 83%) pues depende del tipo de muestra
clinica y del gen diana seleccionado para la amplificacion, por ello no se recomienda su uso en

los laboratorios de diagnostico. Los valores mas altos se reportan para la deteccion de
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borrelias en muestras de biopsias de piel de eritemas migratorios, pero esta prueba es
raramente necesaria cuando la lesion es caracteristica; mientras que los valores mas bajos se
obtienen cuando se parte de muestras de sangre y LCR (Schmidt, 1997; Agiiero-Rosenfeld et
al., 2005).

Los métodos de deteccion directa son mas sensibles cuando persiguen demostrar la presencia
de B. burgdorferi sensu lato en garrapatas, pero este examen se realiza sdlo con objetivos
epidemiologicos o cientificos. Los resultados del examen de las garrapatas removidas del
hospedero humano no deben ser tomados en cuenta para decidir la profilaxis con antibidticos

(Wilske, 2005; CDC, 2010b).

Debido a las limitaciones en la deteccion directa de B. burgdorferi sensu lato en muestras
clinicas, los métodos de deteccion de anticuerpos constituyen los de mayor uso en los
laboratorios; sin embargo, la complejidad en la composicion antigénica de B. burgdorferi
sensu lato y las marcadas diferencias antigénicas entre las genomaespecies dificultan el

serodiagnoéstico de la enfermedad (Agiiero-Rosenfeld et al., 2005).

Los anticuerpos IgM especificos alcanzan su titulo maximo entre la tercera y la sexta semana
de la enfermedad, mientras que los anticuerpos IgG comienzan a aumentar lentamente luego
de semanas o meses de iniciada la infeccion, llegando a sus titulos maximos durante la etapa

de artritis (Evison et al., 2006a; Bratton et al., 2008).

Entre los métodos mas utilizados para la deteccion de anticuerpos se encuentran la
Inmunofluorescencia Indirecta (IFI), los ELISA y los Western blots. Cerca de un centenar de

ellos han sido aprobados para su comercializacion (Agiliero-Rosenfeld et al., 2005).

La IFI emplea como antigeno células enteras de las borrelias y permite la deteccion de IgM e
IgG. Las principales limitaciones para su uso son la necesidad de empleo de un microscopio de
fluorescencia, personal bien entrenado, la subjetividad en la lectura e interpretacion y la baja
especificidad, pues se presentan con frecuencia reacciones cruzadas con anticuerpos a otras

infecciones (Agiiero-Rosenfeld et al., 2005).

Los ELISA constituyen el formato mas empleado para detectar los anticuerpos. Se recomienda
el empleo, de al menos, pruebas de segunda generacién (extractos de antigenos con previa
adsorcion con treponemas de Reiter) o en las que se utilizan antigenos purificados

(componentes flagelares) o pruebas de tercera generacion con antigenos recombinantes o
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péptidos sintéticos para evitar las reacciones cruzadas (Wilske, 2005). Con estas pruebas se
pueden detectar igualmente anticuerpos de las clases IgM, IgG e IgA, ya sea de forma

individual o en combinacion (Agiiero-Rosenfeld et al., 2005).

Una opcidn para el diagnostico seroldgico de la neuroborreliosis es la deteccion de anticuerpos
intratecales, para lo que se analizan paralelamente muestras de sueros y LCR, pues se
considera que hay produccion de anticuerpos intratecales cuando el titulo de anticuerpos en el
LCR excede el titulo en suero, o sea, el indice resultante o relacion entre ellos es mayor que 1.
Esta prueba es mayormente usada para pacientes europeos, ya que en EUA se conoce muy

poco sobre la sensibilidad de la misma (Marques, 2010).

Entre las limitaciones de los ensayos inmunoenzimaticos se encuentra la falta de
estandarizacion, fundamentalmente por las variaciones antigénicas que se pueden presentar
entre diferentes estuches comerciales e incluso entre lotes de un mismo estuche. Las
preparaciones de antigenos a partir de células completas disminuyen la especificidad por la
ocurrencia de reacciones cruzadas. Los ELISA tienen ventajas sobre los otros inmunoensayos,
ya que son faciles de realizar, generan de forma objetiva un valor numérico que se
correlaciona con la cantidad de anticuerpos presentes en la muestra y pueden ser

automatizados (Agliero-Rosenfeld et al., 2005).

Las muestras que resultan positivas, dudosas o equivocas deben ser analizadas con Western
blot. De esta forma se cumple con el algoritmo recomendado por el CDC, que plantea el
empleo de una prueba de pesquisa (IFI o ELISA) con alta sensibilidad, seguida de un Western
blot con alta especificidad, o la realizacion de ambas simultaneamente (CDC, 1995; Bratton et

al., 2008).

El uso del Western blot ha permitido conocer los antigenos de B. burgdorferi sensu lato
inmunodominantes en cada etapa clinica de la enfermedad (Agiiero-Rosenfeld et al., 2005).
Los pacientes con manifestaciones tempranas de neuroborreliosis tienen una respuesta inmune
restringida a unas pocas proteinas, mientras que los que manifiestan enfermedad tardia tienen

anticuerpos IgG contra un amplio espectro de antigenos (Wilske, 2005).

De forma general, los Western blot y los ELISA tienen sensibilidades similares, excepto en la
deteccion de anticuerpos en la fase aguda de la enfermedad temprana, donde el Western blot es

mas sensible. En cambio, la especificidad del Western blot es mayor que la del ELISA (aunque
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menor de 100%) ya que la interpretacion se basa en bandas de proteinas especificas

inmunorreactivas (Agiliero-Rosenfeld et al., 2005).

Las principales limitaciones del Western blot incluyen la lectura visual e interpretacion
subjetiva de la intensidad de las bandas, la variabilidad de respuestas de anticuerpos en
pacientes con iguales manifestaciones clinicas y el costo (Agiiero-Rosenfeld et al., 2005). En
consecuencia, se han desarrollado sistemas comerciales para los que la lectura es
automatizada, lo que reduce la subjetividad y el tiempo requerido para la prueba; sin embargo,

éstas no se utilizan ampliamente (Binnicker et al., 2008).

En un 6% de los pacientes con otras enfermedades como artritis reumatoidea, mononucleosis
infecciosa y lupus eritematoso sistémico, se reportan resultados falsos positivos a IgM. La
reactividad a esta inmunoglobulina puede persistir por periodos prolongados después del
tratamiento de la borreliosis de Lyme temprana (Agiiero-Rosenfeld et al., 2005; Bratton et al.,
2008).

Entre las consideraciones metodologicas importantes para la realizacion del Western blot se
incluye el uso de un suero control positivo apropiado (Agiiero-Rosenfeld et al., 2005), y que la
interpretacion de los resultados de las pruebas serologicas se debe hacer siempre en contexto

con la informacion clinica (Wilske, 2005).

Dado que los hallazgos serologicos varian considerablemente y los anticuerpos pueden
persistir por largos periodos en individuos tratados exitosamente, el seguimiento serologico no
es util para el control de la terapia. Recientemente se recomienda por autores norteamericanos
el empleo del péptido C6 (péptido sintético de 26 aminoacidos que reproduce la secuencia de
la sexta region invariable dentro del dominio central de la proteina VISE) como antigeno para
estos fines, e incluso se piensa que en un futuro el ELISA-C6 pueda ser empleado como unica
prueba, sin necesidad de confirmacion por Western blot. La presencia de anticuerpos
especificos no confirma la presencia de la enfermedad, éstos pueden deberse a infecciones
subclinicas o clinicas en el pasado (Mogilyansky et al., 2004; Wilske, 2005; Steere et al.,
2008; Marques, 2010).

Existen otros métodos comerciales que no se recomiendan para el diagndstico porque no se
han evaluado lo suficiente, como los de deteccion de antigenos en fluidos corporales, la PCR

en orina (a pesar de las propuestas realizadas para la preparacion de la muestra), y las pruebas
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de transformacion linfocitica (Bergmann et al., 2002; Wilske, 2005; CDC, 2010b). Igualmente
el CDC no recomienda la PCR en sangre y la tinciéon por inmunofluorescencia de formas
deficientes de pared celular de B. burgdorferi, asi como el uso de criterios no validados para la

interpretacion de los Western blot (CDC, 2005).

2.7 Definicion de caso para la vigilancia

La mas reciente definicion de caso para propositos de vigilancia, segiin el CDC, mantiene los
mismos criterios clinicos que las versiones anteriores, pero modifican los de confirmacion del

laboratorio (CDC, 2011), quedando los aspectos a tener en cuenta de la siguiente manera:

a) Presencia de eritema migratorio de 5 cm o mas de didmetro, diagnosticado por un
médico. Si no se conoce exposicion a garrapatas, entonces se recomienda confirmacion

de laboratorio.

b) Presencia de al menos una de las manifestaciones tardias (musculoesqueléticas,
cardiovasculares o neurologicas) con confirmacion de laboratorio de la infeccion por

B. burgdorferi sensu lato.

La confirmacion, o evidencia de laboratorio, requiere el cumplimiento de uno de los siguientes

aspectos:
a) Cultivo positivo para B. burgdorferi sensu lato.

b) Empleo de dos pruebas seroldgicas interpretadas segin los criterios establecidos,

donde:

- es suficiente la respuesta de IgM positiva cuando el comienzo de los sintomas es

menor o igual a 30 dias.
- es suficiente la respuesta de IgG positiva para cualquier momento de la enfermedad.
c) Seropositividad por Western blot-IgG usando criterio de interpretacion establecido.

d) Anticuerpos en LCR, por ELISA o IFI, cuando el titulo es superior al del suero

(anticuerpos intratecales).
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La Union Europea para la Accion Concertada sobre la enfermedad de Lyme (EUCALB, de sus

siglas en inglés European Union Concerted Action on Lyme Borreliosis) también plantea

nuevas definiciones de caso, las que tienen en cuenta los mismos aspectos clinicos y de
laboratorio que el CDC, solo que incluyen como soporte la PCR a partir de biopsias de
lesiones de piel, LCR, liquido sinovial y fluido ocular, en dependencia de la presentacion

clinica (Stanek et al., 2011).
Asi mismo, el CDC clasifica los casos en confirmados, probables o sospechosos (CDC, 2011):

Caso confirmado: a) caso con eritema migratorio con exposicion conocida; b) caso con
eritema migratorio y evidencia de laboratorio de la infeccion, sin exposicion conocida; c) caso

con al menos una de las manifestaciones tardias y evidencia de laboratorio de la infeccion.

Caso probable: cualquier otro caso diagnosticado por personal médico con evidencia de

laboratorio de la infeccion.

Caso sospechoso: a) caso con eritema migratorio, sin exposicion conocida y que no tiene
evidencias de laboratorio; b) caso con evidencia de laboratorio de la infeccion sin informacion

clinica disponible (son los conocidos como casos reportados por laboratorio).

El término de exposicion se refiere a haber estado en areas forestales o cubiertas de hierba en
los dias precedentes (30 dias como maximo) al comienzo del eritema migratorio en una region
donde la enfermedad de Lyme es endémica; se considera como tal aquella en la que al menos
dos casos confirmados adquirieron la infeccion en la regiéon o para la que se conoce que la
poblacion de garrapatas establecidas estd infectada por B. burgdorferi. La historia de

mordedura de garrapata no es trascendente (CDC, 2011).
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2.8 Tratamiento

Las cepas de B. burgdorferi sensu lato son susceptibles in vitro a doxiciclina, amoxicilina,
azitromicina, cefuroxime axetil, penicilina benzatinica, fenoximetilpenicilina, cefotaxima y
ceftriaxona por lo que estos antibioticos son ampliamente utilizados en el tratamiento de la
enfermedad de Lyme, contrariamente a lo que se ha encontrado para la eritromicina y
trimetoprin-sulfametoxasol (Baradaran-Dilmaghani y Stanek, 1996; Terekhova et al., 2002

Vanousova y Hercogova, 2008).

Al iniciar un tratamiento se recomienda tener en cuenta: el estadio de la enfermedad, la
presencia de sintomas neuroldgicos asociados, la duracion de los sintomas, alergias, edad y

estado de embarazo (Evison et al., 2006b; Vanousova y Hercogova, 2008).

En las tablas siguientes se resumen los esquemas de tratamiento recomendados por un panel
de expertos de la Sociedad de Enfermedades Infecciosas de América y considerando la
experiencia de especialistas europeos (Wormser et al., 2006; Evison et al., 2006b; Vanousova

y Hercogova, 2008).

Tabla 1-1. Tratamiento de eritema cronico y linfocitoma

Antibidtico Dosis/ dia Dosis en nifios/ dia Via Duracion
(mg) (mg) (dias)
Doxiciclina 2x 100 A partir de 9 afios 2-4 mg/kg  oral 10-21
Amoxicilina 3 x 500- 1000 50 mg/kg oral 14-21
Azitromicina® 2 x 500 (primer dia) 1 x 20 mg/kg (primer dia) oral 5-10
1 x 500 (proximos dias) 1 x 10 mg/kg (proximos dias)
Cefuroxime axetil” 2 x 500 30-40 mg/ kg oral  14-21

* en caso de alergia a penicilina y doxiciclina
® ¢l tratamiento para linfocitoma puede ser prolongado hasta 28 dias

Tabla 1-2. Tratamiento de neuroborreliosis y multiples eritemas migratorios

Antibiético Dosis/ dia Dosis en nifios/ dia Via Duracion
(dias)
Ceftriaxona Ix2g 50-100 mg/kg L. 10-28
Cefotaxima 3x2¢g 100-200 mg/kg v, 14-21
Penicilina G 4x5mu 0.25-0.5 m.u. /kg iv. 14-21
Doxiciclina® 2 x 100-400 mg A partir de 9 afos 2-8 mg/kg  oral 10-28

* en caso de alergia a penicilina y cefalosporina

Tabla 1-3. Tratamiento de carditis de Lyme

Antibidtico Dosis/ dia Via Duracion
(dias)
Ceftriaxona 1x2¢g 1.v. 10-28
Penicilina G 4x5mu iv. 14-21
Cefotaxima 3x2g iv. 14-21

29



REVISION BIBLIOGRAFICA

Tabla 1-4. Tratamiento de artritis de Lyme

Antibiético Dosis/ dia Dosis en nifios/ dia Via Duracion
(dias)
Doxiciclina 2 x 100 mg A partir de 9 afios 2-4 mg/kg  oral 21-28
Amoxicilina 3 x 500-1000 mg 50 mg/kg oral 21-28
Cefuroxime axetil 2 x 500 mg 30 mg/kg oral 28
Ceftriaxona Ix2g 50-100 mg /kg L. 14-21
Cefotaxima 3x2g 100 mg/kg iv. 14-21

Tabla 1-5. Tratamiento de acrodermatitis cronica atrofiante

Antibidtico Dosis/ dia Via Duracion
(dias)
Doxiciclina 2 x 100 mg oral 21-28
Amoxicilina 3 x 500-1000 mg oral 21-28
Ceftriaxona Ix2g Lv. 14-21
Penicilina G 4 x5m.u. iv. 14-21
Cefotaxima 3x2¢g 1.v. 14-21

En estos esquemas se establece que las embarazadas deben ser tratadas como el resto de los
pacientes, con la excepcion de que no debe utilizarse la doxiciclina (Vanousova y Hercogova,

2008).

De forma general, los esquemas de tratamientos con antibidticos muestran resultados
excelentes, pero se recomienda realizar futuros estudios con el objetivo de acortar la duracion

(Wormser y O’Connell, 2011).

2.9 Profilaxis, prevencion y control

La Sociedad de Enfermedades Infecciosas de América recomienda administrar a todo paciente
con historia previa de mordedura de garrapata y después de la observacion del sitio de la
mordedura, una dosis Unica de doxiciclina a adultos y nifios mayores de 9 afios cuando: a) la
garrapata que causo la mordedura sea identificada como adulto o ninfa de I. scapularis y haya
estado fijada a la piel por mas de 36 horas (segiin el grado de ingurgitacion con sangre), b) la
profilaxis pueda ser iniciada dentro de las primeras 72 horas de haber sido removida la
garrapata, c¢) la tasa de infeccion local de estas garrapatas con B. burgdorferi sensu lato es
superior a 20 %, y d) el tratamiento con doxiciclina no esté contraindicado (Wormser et al.,

2006).

30



REVISION BIBLIOGRAFICA

La prevencion de la borreliosis de Lyme incluye limitar las actividades al aire libre en areas
endémicas para evitar las mordeduras de garrapatas, utilizar repelentes contra éstas, portar
camisas de colores claros y mangas largas, pantalones plegados dentro de los zapatos, realizar
la inspeccion frecuente de la piel (fundamentalmente de axilas, ingle, vacio de las rodillas)
para la deteccion temprana y eliminacion correcta de las garrapatas (Evison et al., 2006c;

Wormser et al., 2006; Vanousova y Hercogova, 2008).

La impregnacion de la ropa con permetrina constituye un método eficaz, pero es costoso,

valido inicamente para exposiciones repetidas con la misma vestimenta (Evison et al., 2006c¢).

El empleo de vacunas no es una alternativa disponible actualmente. A finales de los afios 1990
se licencio para uso comercial en EUA una vacuna recombinante (CDC, 1999) que en poco
tiempo se retird voluntariamente del mercado como consecuencia de la poca aceptacion que
tuvo, dada por la baja percepcion del riesgo de adquirir la enfermedad de Lyme; por otro lado,
la necesidad de reactivaciones frecuentes y los costos relativamente altos de ésta, en
comparacion con los costos del tratamiento con antibioticos de la infeccion temprana. Ademas,
para algunos casos raros parecio ser el iniciador de una artritis autoinmune (Steere, 2006),
aunque recientemente se comprob6 la imposibilidad de reproducir este fendmeno en modelos
animales lo que sugiere que no existe tal peligro en humanos (Steere et al., 2011). Esta vacuna
no se introdujo en Europa atendiendo al conocimiento acerca de las diferencias existentes

entre las cepas (Evison et al., 2006¢).

En estos momentos se cuenta con una vacuna efectiva, evaluada adecuadamente en grupos de
alto riesgo pero estan pendientes aun los resultados de seguridad, eficacia, costo y aceptacion

publica (Shen et al., 2011).

El control de la enfermedad de Lyme depende principalmente de la educacion médica y
publica sobre las medidas de proteccion personal, signos y sintomas de la enfermedad y de la

aplicacion de una terapia apropiada (Steere, 2006).
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2.10 Antecedentes de la enfermedad de Lyme en Cuba

A partir del afio 1981 se iniciaron en Cuba diversos estudios sobre el papel de las garrapatas
como vectores de enfermedades en el hombre, incluyendo la posible existencia de la

borreliosis de Lyme, enfermedad que alin no esta reportada en el pais.

Entre otras actividades se efectu6é una encuesta higiénico-sanitaria entre la poblacion de "Las
Terrazas", enclavada en la region de Sierra del Rosario, municipio Candelaria, provincia
Artemisa. En ésta se recogieron datos acerca de antecedentes de mordeduras de garrapatas,
presencia de lesiones en el sitio de la mordedura o cualquier otra sintomatologia, lugar donde
ocurrio, tipo de ropa que usaban, labor que realizaban, entre otros. A través de la encuesta se
lleg6 a conocer que existia afectacion social pues entre los habitantes se reportaban sindromes
de etiologia desconocida, que provocaban ingresos hospitalarios y afectacion econdémica en la
zona, relacionados con la presencia de A. cajennense. Estos resultados conllevaron a la
aplicacion de diferentes medidas educativas y sanitarias como: el empleo de garrapaticidas, la
revision de los nifios a la entrada y salida del circulo infantil, chapea y quema dirigida,
reforestacion y control de los animales domésticos. (Fernandez A. Comunicacion personal.

Investigador' del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”, 1997).

En el transcurso de las investigaciones un colaborador cientifico enferm6. El paciente
“C. 0. ].”, procedente de La Habana, de 36 afios de edad, masculino y bidlogo (especialista en
ixddidos), nunca antes habia viajado al exterior pero en numerosas ocasiones habia sido
atacado por garrapatas, principalmente del género Amblyomma. El mayor nimero de los
ataques ocurri6 en Sierra del Rosario, otros en Camagiiey y en la cueva Majana en Baracoa,
Guantanamo; en esta ultima ocasion fue atacado por el acaro Eutrombicula alfredduges y
A. cajennense y presentd dias después signos clinicos evidentes, que provocaron su
hospitalizacion en el Instituto de Neurologia y Neurocirugia de La Habana (entre febrero y
mayo de 1984). Los principales signos clinicos observados en este paciente fueron hiperestesia
con pérdida de reflejos, incoordinaciéon muscular e incapacidad para el control de esfinteres.
La hiperestesia se instalo gradualmente desde las extremidades inferiores hasta las superiores
y el torax, primero la pierna izquierda y el pie derecho y en dos semanas tomo hipogastrio,

alcanzando mas tarde térax y miembros superiores. Considerando este cuadro se le
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diagnosticé una mielorradiculitis o sindrome de Guillain Barre. En correspondencia se tratd y

mejord, pero persistieron algunas secuelas motoras e impotencia sexual.

En marzo de 1987, por motivos de trabajo viajo a la antigua Republica de Checoslovaquia, y
motivado por obtener un diagnostico de certeza sobre su afeccion, acudié a la Facultad de
Biologia de la Universidad de Carolina en Praga. A partir de un examen serologico de IFI y
teniendo en cuenta su sintomatologia clinica y antecedentes, se le diagnosticd neuroborreliosis
(Dickinson et al., 1997; Fernandez A. Comunicacion personal. Investigador' del Instituto de

Medicina Tropical “Pedro Kouri”, 1997).

También durante los afios 1980 se reporta en el pais otro posible caso de infeccion por
B. burgdorferi sensu lato. El paciente “G. A. E.”, masculino, procedente del poblado “Las
Terrazas”, sin antecedentes de viaje al exterior, a la edad de cinco afios ingresé por varios
meses en los servicios de Miscelaneas del Hospital Pediatrico "William Soler" de La Habana,
por un sindrome febril que padecia desde los 14 meses de edad, lesiones cutaneas, dolores
articulares cronicos, adenopatias, hepatomegalia, esplenomegalia, antecedentes de
meningoencefalitis y dolores precordiales. También presentaba epilepsia y anemia por déficit
de hierro. Se investigaron todas las posibles causas de artropatias acompafiadas de fiebre, asi
como de sindrome febril prolongado con hemopatias malignas y endocarditis. En ese
momento se descartdé una posible mononucleosis infecciosa y leucemia, por lo que no existio
diagnostico para su enfermedad y si sospecha clinica y epidemiologica de la infeccion por
B. burgdorferi sensu lato, pues tenia el antecedente de haber sido mordido por garrapatas

(Grandio et al., 1988).

Estos reportes no ofrecen una evidencia conclusiva sobre la infeccion en el poblado de “Las
Terrazas”, ni la magnitud de su importancia local, pero sugieren por primera vez la presencia

de la borreliosis de Lyme en esta zona.

Desde entonces se insistio en la busqueda de nuevos posibles casos atendiendo a las
manifestaciones clinicas y antecedentes epidemioldgicos, a pesar de que no se disponia de
métodos microbioldgicos para la demostracion de la infeccion (Fernandez A. Comunicacion

personal. Investigador' del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”, 1997).

En 1997, otros investigadores cubanos realizaron y publicaron en una revista médica de

alcance nacional, una revisién bibliografica sobre la temadtica y resaltaron el caracter de
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enfermedad infecciosa emergente. En esta publicacion se recogen aspectos historicos,
microbiologicos, epidemioldgicos, clinicos y de tratamiento, con el proposito de hacer una

actualizacion en el tema, que en lo esencial mantiene vigencia (Dickinson y Battle, 1997).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 Disefio general

Para dar cumplimiento a los objetivos propuestos se combinaron un grupo de estudios con

diferentes disefios epidemioldgicos segun se describe a continuacion:

Se realizaron tres estudios experimentales para la evaluacion de métodos
microbioldgicos de deteccion de B. burgdorferi sensu lato: a) evaluacion de un medio
de cultivo modificado para la multiplicacion de B. burgdorferi sensu lato,
b) evaluacion de métodos para la extraccion del material genético a partir de
garrapatas, para su posterior uso en la deteccién de este agente por PCR, y

c) evaluacion de la sensibilidad analitica de la PCR para detectar esta espiroqueta.

Para la confirmacion de la infeccion por B. burgdorferi sensu lato en humanos fueron
conducidos dos estudios de series de casos utilizando muestras clinicas de individuos
con sospechas clinicas y epidemioldgicas, divididos en dos periodos (1998-2002 y
2003-2010).

Para la estimacion de la seroprevalencia de anticuerpos contra B. burgdorferi sensu
stricto en una poblacién de riesgo se condujo un estudio observacional de corte

transversal durante el periodo de enero a mayo de 2006.

Para la deteccion de las borrelias en garrapatas (principales vectores de la infeccion por
B. burgdorferi sensu lato) se realizaron dos estudios observacionales en diferentes
reservorios: a) garrapatas colectadas de bovinos y equinos, y b) garrapatas colectadas

de bovinos, caninos y vivienda.
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3.2 Técnicas y procederes

3.2.1 Evaluacion de métodos microbiologicos para la deteccion de B. burgdorferi sensu

lato

3.2.1.1 Evaluacion de un medio de cultivo modificado para Borrelia burgdorferi sensu

lato

Esta investigacion se realizd en colaboracion con los laboratorios de Ecoepidemiologia del
Instituto de Biologia de la Universidad de Neuchatel y el de Microbiologia de La Chaux de

Fonds, Suiza, durante el periodo de agosto a diciembre de 2006.

Se utilizaron como cepas controles B. garinii NE83 y NE4546, B. burgdorferi sensu stricto
NE4502, B. afzelii NE4505 y B. valaisiana NE4555, aisladas a partir de garrapatas de la
vegetacion en Suiza, y que formaban parte de la coleccion del Laboratorio de

Ecoepidemiologia.
3.2.1.1a Elaboracién del medio de cultivo modificado

El medio modificado para el cultivo de B. burgdorferi sensu lato se elabor6 tomando como
referencia la composicion de la formulacion BSK-1I (nombre comercial: BSK-H) (Barbour,
1984). Se siguieron las recomendaciones de su autor para la preparacion, sustituyendo el
medio CMRL 1066 por el medio 199 por no disponer del mismo. En el Anexo 1 se describe

detalladamente el procedimiento y la composicion final del medio BSK modificado.

3.2.1.1b Evaluacién cualitativa del crecimiento de cepas de B. burgdorferi sensu lato en el

medio de cultivo modificado

Para esta evaluacion se utilizaron las cepas NE83 y NE4555. La concentracion inicial
(1,5 x 10* células/mL) de cada uno de estos cultivos se ajusté utilizando una cdmara de conteo
de microorganismos que emplea las celdas de Helber. Cada una de las cepas se subcultivé por
duplicado en tubos que contenian el medio BSK-H y el medio modificado, partiendo de
in6culos de igual volumen (0,1 mL) y concentracion de células, a 35°C durante 10 dias. El
crecimiento se evalué macroscopicamente por cambio de coloracién de los medios (de rosado

a naranja), y microscépicamente por examen en campo 0SCuro.
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3.2.1.1c Evaluacién cuantitativa del crecimiento de cepas de B. burgdorferi sensu lato en

el medio de cultivo modificado

Se realizd una evaluacion cuantitativa para comparar las curvas de crecimiento en ambos
medios de cultivo de las tres genomaespecies de Borrelia mas frecuentes a nivel mundial. Se
utilizaron las cepas NE4502, NE4546 y NE4505.

Se prepararon e inocularon suspensiones de igual concentracion (1,5 x 10* espiroquetas/mL),
de cada una de las cepas, en 10 tubos del medio modificado y en 5 tubos del medio comercial.
Los tubos se incubaron a 34°C y se realizaron conteos del nimero de espiroquetas utilizando
las celdas de Helber, a los 2, 4, 7, 10, 14 y 23 dias. Se calcul6 la concentracion de

espiroquetas/mL y se confeccionaron las curvas de crecimiento para cada una de las cepas.

3.2.1.1d Evaluacion de la expresion y antigenicidad de las proteinas de las borrelias en el

medio de cultivo modificado

Se subcultivo la cepa NE83 en el medio BSK modificado y BSK-H por 10 dias a 34°C. Se
colectaron y lavaron las células por centrifugacion (4000 rpm/12 min) y se obtuvieron las
proteinas tras la lisis con el tampon Laemeli (0,5 M Tris-HCI pH 6,8; SDS 10%;
2-mercaptoetanol; glicerol 50%; bromofenol azul 1%) (Laemeli, 1970) en “Bafio Maria” por
3 min, y su separacion por electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE, de sus siglas en

inglés: PoliAcrylamide Gel Electrophoresis) al 6% (gel concentrador) y 12,8% (gel

separador). Se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Whatman® Schleider &
Schuell, EUA) empleando la solucion de transferencia (Tris, glicina, SDS 10%, metanol, agua
destilada) en una cubeta de transferencia (Biorad, EUA) a 120 mA. Para revelar las proteinas
se utilizd la tincion con oro coloidal y para poner de manifiesto sus caracteristicas antigénicas
un Western blot-IgG (Anexo 2) empleando un suero control positivo (mezcla de sueros
humanos con resultados positivos), segin los Procedimientos Normalizados de Operacion

(PNO) descritos en el laboratorio de Microbiologia de La Chaux de Fonds.

Tincion con oro coloidal: se lavaron las membranas de nitrocelulosa con agua destilada
durante 10 min y entonces se procedio a la adicién, dos veces, de la solucién salina tamponada

con Tris y Tween (TTBS, de sus siglas en inglés: Tween-Tris-Buffered Saline) pH 7,5 por

20 min en agitacion. Las membranas se lavaron nuevamente con agua destilada durante 2 min
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y se afadid la solucién de oro coloidal durante 20 min - 1 hora. Para finalizar se lavaron dos

veces con agua destilada.

3.2.1.2 Evaluacion de la eficacia de métodos de extraccion de 4cidos nucleicos a partir de

garrapatas duras
Esta investigacion se realizo durante el periodo de mayo a octubre de 2007.

Se utilizaron garrapatas de la especie Rhipicephalus (Boophilus) microplus, capturadas sobre
ganado bovino en el poblado “La Molina”, ubicado en Mariel, provincia Artemisa. Las
mismas fueron identificadas hasta el taxdn de especie segun las claves reportadas para las
garrapatas de la region Neotropical y clasificadas en dependencia de su estadio de vida y sexo
(Barros-Battesti et al., 2006).

3.2.1.2a Extraccion de acidos nucleicos a partir de garrapatas

Se evaluaron tres métodos para la extraccion de acidos nucleicos a partir de garrapatas:
método de fenol-cloroformo, método de acetato de potasio y método de hidroxido de amonio y
calor. Todos se aplicaron en garrapatas en estado de ninfas (2 organismos/protocolo), adultos
machos (2 organismos/protocolo) y adultos hembras (2 organismos/protocolo). Se realizaron

modificaciones en los protocolos para incrementar la eficacia de los mismos.
Extraccion por el método de fenol-cloroformo

Se evaluaron los protocolos propuestos por Weng et al. en el 2002 y Halos et al. en el 2004
para la extraccion de ADN a partir de garrapatas, asi como el referenciado por Fraga et al. en
el 2004, para la extraccion en triatomineos (Weng et al., 2002; Halos et al., 2004; Fraga et al.,
2004). En la tabla 3-1 se resumen los protocolos y las modificaciones. A continuacion se

describen detalladamente cada una de las etapas.

Extraccion de &cidos nucleicos: Se maceraron las garrapatas de forma individual con ayuda de
nitrégeno liquido, se adicion6 tampoén de lisis en volimenes de 1725 puL y 400 pL;
paralelamente se evaluaron diferentes concentraciones de los constituyentes del tampén [Tris-
HCI (10 mM, 50 mM, 200 mM), EDTA (1 mM, 25 mM, 50 mM), NaCl (25 mM, 100 mM),
SDS (1 %, 5 %)], proteinasa K (290 pg/mL, 500 pg/mL). Se agitd vigorosamente con vortex y
se incub6 durante 3 h / 55°C seguido de 10 min / 100°C, 2 h / 56°C y toda la noche / 56°C

segun la variante correspondiente.
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Purificacion de &cidos nucleicos: A las mezclas anteriores se agregaron 100 puL o 400 pL de
fenol-cloroformo (1:1), o 400 pL de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) y se
homogenizé y centrifugd a 12 000 rpm durante 10 min para recuperar la fase acuosa, a la que
se adicion6 100 pL de cloroformo o 400 pL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) de
acuerdo con la variante correspondiente. Nuevamente se agitd y centrifugé a 12 000 rpm

durante 10 min con el propésito de recuperar la fase acuosa.

Precipitacion de acidos nucleicos: Se afiadieron dos voliumenes (200 pL o 800 pL segun
correspondiese) de etanol absoluto frio y 10 uL o 40 pL de acetato de sodio 3 M (pH 5,3). Se
agitd con vortex y se dejo precipitar en hielo durante 15-20 min, a -20°C durante 30 min o
toda la noche a igual temperatura. Se centrifug6 a 12 000 rpm durante 20 min y se desech¢ el
sobrenadante. El sedimento se lavé con 1 mL o 400 L de etanol al 70%, se agito suavemente,

se centrifugd durante 5 min a 12 000 rpm y se desechd el sobrenadante.

El sedimento se dejo secar a temperatura ambiente, y se resuspendié en 20 pL, 30 uL 0 50 pL
de tampén Tris-EDTA (TE) 1X [Tris-HCI 1 mM (pH 8,0), EDTA 1 mM]. Los extractos se

conservaron a -20°C hasta su uso.
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Tabla 3-1. Protocolos evaluados para la extraccion de ADN a partir de garrapatas utilizando el método de fenol-cloroformo.

Weng et
Método al., 2002 Halos et al., 2004 Fraga et al., 2004
Fenol-cloroformo
Sin Sin Modificado | Modificado | Modificado Sin Modificado | Modificado | Modificado
modificar modificar 1 2 3 modificar 1 2 3
Tris-HCI 10 mM 200 mM 50 mM
EDTA 1 mM 50 mM 25 mM
< | Tampon NaCl 25 mM 100 mM 25 mM
2 lisis SDS 1% 5% 1%
8 .
g Proteinasa | 290 ugimL_ 500 pg/mL 500 pg/mL
" " Volumen tampén lisis | 172,5 uL 400 pL 400 pL
0
Incubacién tampén lisis 1gh//fgogc Toda la noche/56°C 2h/56°C 2h/56°C
3 Purificacion con: fenol- fenol-cloroformo fenol-cloroformo-alcohol isoamilico
L = cloroformo i o4
=S (1:1) (1:1) (25:24:1)
> - A 78:
o Lavado con: cloroformo cloroformo cloroformo- alcohol isoamilico (24:1)
Precipita Et-OH 200 uL 800 pL 800 pL
s cion .l\,laAc 3M 10 };LL 40 pL 40 pL
3 Incubacion de 15° 307/-20°C 307/-20°C Toda la noche/-20°C
i precipitacion 20’/hielo
(o
S Lavar ADN con
[&)
2 Et-OH 70% LmlL 400 pL 400 plL
Resuspensién ADN en
TE 1X 20 uL 30 uL 50 uL 30 uL 50 puL 50 uL 30 uL 50 uL 30 uL
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Extraccion por el método de acetato de potasio

Se realizd segun el protocolo propuesto por Gaillard y Strauss en 1990 (Gaillard y Strauss,
1990). Se introdujeron modificaciones que se muestran en la tabla 3-2, aunque a continuacion

se detallan las mismas.

Extraccion de &cidos nucleicos: Se maceraron las garrapatas de forma individual con ayuda de
nitrégeno liquido. Se adiciond 500 pL de tampdn de lisis [Tris-HCI 0,1 M (pH 8,25), EDTA
0,05 M, sacarosa 0,2 M, SDS 0,5%] con y sin proteinasa K (10 mg/mL). Las suspensiones sin

proteinasa K se incubaron a 65°C durante 10 min y las que la contenian, a 56°C durante 1 h.

Purificacion de &cidos nucleicos: A las mezclas anteriores se les adiciond 120 pL de acetato
de potasio 5 M, se colocaron en hielo durante 10 min y se centrifugaron a 12 000 rpm por

otros 10 min para recuperar los sobrenadantes.

Precipitacion de acidos nucleicos: A los sobrenadantes se les afiadié 35 puL de una mezcla de
acetato de sodio 4 M - acrilamida 0,25%, més 1 mL de etanol absoluto y se incubaron 10 min
a temperatura ambiente 0 10 min a -20°C. Se centrifugaron a 12 000 rpm durante 20 min y los
sedimentos obtenidos se lavaron con 500 pL de etanol al 70% a 12 000 rpm durante 10 min;
éstos se dejaron secar a temperatura ambiente, se resuspendieron en 25 pL de tamp6n TE 1X 'y

se conservaron a -20°C hasta su uso.

42



MATERIALES Y METODOS

Tabla 3-2. Protocolos evaluados para la extraccion de ADN a partir de garrapatas utilizando el

método de acetato de potasio.

Método Gaillard y Strauss, 1990
. Sin Modificado | Modificado | Modificado
Acetato de potasio modificar 1 9 3
Tris-HCI 0,1M
EDTA 0,05 M
— | Tampon | Sacarosa 02M
2 lisis SDS 0,5%
& Proteinasa
Ej K - 10 mg/mL
Volumen tampon lisis 500 pL
Incubacllic;?stampon 10°/65°C 1h/56°C
[
2 Purificacién con: 120 pL de acetato de potasio 5 M
8
E Incubacion: 10’/Hielo
Et-OH 1000 uL
Precipita | NaAc 4M
- cion Acrilamida 35 uL
2 0,25%
S —
2 Incubacian de 10°/Tamb | 107/-20°C | 10°/Tamb | 10°/-20°C
S precipitacion
e Lavar ADN con
> Et-OH 70% 500 pl
Resuspension ADN en
TE 1X 25 uk

Extraccién por el método de hidroxido de amonio y calor

Se realiz6 segun el protocolo propuesto por Guy y Stanek en 1991, Rijpkema et al. en 1996 y
con las ulteriores modificaciones sugeridas por Humair et al. en el 2007 (Guy y Stanek, 1991;

Rijpkema et al., 1996; Humair et al., 2007). A continuacion se detalla el protocolo.

Extraccion de acidos nucleicos: Las garrapatas se sumergieron de forma individual en viales
conteniendo 100 pL de una solucion fresca de NH4,OH 0,7 M y se incubaron a 100°C en un
blogue térmico (Bioblock Scientific, EUA) durante 15 min. Se dejaron enfriar por 1 min y se

centrifugaron a 13 000 rpm durante 5 seg para eliminar la condensacién en las tapas. Los
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viales se abrieron y se colocaron durante 15 min en el bloque térmico a 100°C hasta reducir el
volumen a aproximadamente 40 pL. Se dejaron enfriar a temperatura ambiente durante

1-2 min y se conservaron a -20°C hasta su uso.
3.2.1.2b Evaluacion de la eficacia de los métodos de extraccion de acidos nucleicos

La eficacia de los diferentes protocolos utilizados para la extraccion de acidos nucleicos se
evalud a través de una electroforesis submarina en gel de agarosa al 0,8% y la amplificacion
por PCR de un fragmento de 320 pb, del gen de la subunidad 16S del ARN mitocondrial de las

garrapatas.
Electroforesis submarina en gel de agarosa al 0,8%

Se tomaron 10 pL de los extractos de acidos nucleicos obtenidos a través de cada uno de los
protocolos utilizados, se les afiadieron 2 pL de tampon de corrida electroforética (Loading
Buffer 6X, Promega, EUA) y se aplicaron en un gel de agarosa para &cidos nucleicos al 0,8%

(Pharmacia NA, Suecia) con 0,5 pg/mL de bromuro de etidio.

La corrida electroforética se realiz6 con tampon Tris-Borato-EDTA (TBE) 0,5X en una
camara de electroforesis (Pharmacia Biotech, Suecia) acoplada a una fuente de electroforesis

(Amersham Biosciences, Reino Unido) durante 30 min a 110 VV /90 mA.
Los resultados se visualizaron en un transiluminador con luz ultravioleta (LKB 2011, Suecia).
PCR - subunidad 16S del ARN mitocondrial de garrapata.

Se realiz6 segln el protocolo propuesto por Halos et al. en el 2004 (Halos et al., 2004), en el

que se introdujeron modificaciones en la composicién de la mezcla de reaccion.

Cebadores: Se utilizaron los cebadores que a continuacion se describen, sintetizados por el
Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB) de La Habana, Cuba. Los mismos

permiten la amplificacion de un fragmento de 320 pb.
TQ 16S+1F: 5 CTG CTC AATGAT TTTTTAAAT TGC TGT GG 3’
TQ 16S-2R: 5 ACG CTG TTATCC CTAGAG 3’

Mezcla de reaccion: Para preparar esta mezcla (V=50 pL) se probaron dos volimenes (5 pL
y 10 pL) de los extractos de acidos nucleicos, y se afadieron 5 pL de tampén PCR 10X
(0,5 M KCI; 0,1 M Tris-HCI pH 8,25; 25 mM MgCl;, x 6 H,O; 2 mM de cada dNTP; 2 mg/mL
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BSA); 5 pL de cada cebador (10 uM); 0,3 pL de Taq polimerasa (5 U/pL) (Roche Diagnostics

GmbH, Alemania) y agua bidestilada estéril hasta completar.

El control negativo de cada ensayo lo constituyé una mezcla de reaccion a la que no se afiadio

extracto de acidos nucleicos.

Amplificacién del ADN: Se realizé en un termociclador "Mastercycler personal (Eppendorf,

Alemania). Las condiciones del proceso fueron: una desnaturalizacion inicial a 94°C durante
8 min, seguido de 10 ciclos de desnaturalizacion a 92°C por 1 min, hibridacién a 48°C por
1 min y extension a 72°C por 1,5 min; le continuaron otros 35 ciclos de desnaturalizacion a
92°C por 1 min, hibridacién a 54°C por 1 min y extension a 72°C por 1,5 min, con una

extension final a 70°C durante 10 min.

Analisis de los productos amplificados: Se realiz6 por electroforesis submarina en gel de
agarosa al 2% conteniendo 0,5 pg/mL de bromuro de etidio, en el que se aplicaron 10 pL de
cada uno de los productos y 2 pL de tampdn de corrida electroforética. La electroforesis se

realizé en tampon TBE 0,5X durante 30 min utilizando las condiciones: 110 V / 90 mA.

3.2.1.3 Evaluaciéon de la sensibilidad analitica de la PCR para la amplificacion de

fragmentos de ADN de B. burgdorferi sensu lato

Esta investigacion se llevo a cabo en el periodo de agosto a diciembre de 2007. Se evaluaron
dos juegos de cebadores para la amplificacion de fragmentos de ADN de B. burgdorferi sensu
lato ubicados en la region espaciadora entre los genes que codifican para las subunidades 5S y
23S del ARN ribosomal (ARNr) (PCR - 5S-23S) y en el gen que codifica para la subunidad
16S del ARNr (PCR - 165S).

Se utilizaron muestras de ADN genomico obtenido de B. burgdorferi sensu stricto B31;
B. afzelii NE632; B. garinii NE11 y B. lusitaniae Poti-B1, donadas por el Laboratorio de

Ecoepidemiologia de la Universidad de Neuchatel, Suiza.
3.2.1.3a Evaluacion de la PCR - 5S5-23S

Se evalud la PCR descrita por Postic et al. en 1994 (Postic et al., 1994) con algunas

modificaciones en la composicion de la mezcla de reaccion que se describen a continuacion.
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Cebadores: Se utilizaron los cebadores que se detallan a continuacién, sintetizados por
Microsynth, Balgach, Suiza y donados por el Laboratorio de Ecoepidemiologia de la
Universidad de Neuchatel del mismo pais. Estos permiten obtener amplicones con una talla de

226-256 pb segun la genomaespecie o cepa de borrelia.
P1: 5 CTGCGAGTT CGC GGG AGA 3’
P2: 5 TCCTAGGCATTCACCATAZ

Mezcla de reaccion: La misma se prepard con 5 pL de tampdén PCR 10X, 5 pL de cada
cebador (1 puM), 0,3 pL de Taq polimerasa (5 U/pL) (Roche Diagnostics GmbH, Alemania),
10 pL de la muestra de ADN a una concentracion de 2,1 ng/uL y agua bidestilada estéril hasta

completar 50 pL como volumen final.

El control negativo empleado en el ensayo lo constituy6é una mezcla de reaccion a la que no se
afladio ADN molde.

Amplificacion del ADN: Se realizdé en el termociclador “Mastercycler personal” con las

siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 94°C durante 3 min, seguido de 50 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C por 0,5 min, hibridacion a 53°C por 0,5 min y extension a 72°C por

0,5 min con una extension final a 72°C durante 10 min.

Analisis de los productos amplificados: Se procedio de igual forma a lo descrito en el acépite
3.2.1.2b.

3.2.1.3b Evaluacion de la PCR - 16S

Se evaluo la PCR descrita por Marconi y Garon (Marconi y Garon, 1992) con modificaciones

en la composicién de la mezcla de reaccion y en el programa de amplificacion.

Cebadores: Se utilizaron cebadores sintetizados por el CIGB de La Habana, Cuba, que

permiten la amplificacion de fragmentos de 357 pb. Estos fueron:
LD1: 5 ATGCACACTTGG TGT TAACTA 3’
LD2: 5 GACTTATCACCGGCAGTCTTAY

Mezcla de reaccion: Se prepard de la misma forma que en el acépite 3.2.1.3a, excepto que los

cebadores se emplearon a una concentracion inicial de 10 pM.
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Amplificacion del ADN: La amplificacion del ADN se realiz6 en el termociclador

"Mastercycler personal , modificando el programa original indicado para la misma, en aras de

reducir el tiempo de la reaccion de amplificacion. Se realiz6 una desnaturalizacion inicial a
94°C durante 5 min, seguido de 35 (en lugar de 44) ciclos de desnaturalizacion a 94°C por
1 min, hibridacion a 47°C por 0,5 min (en lugar de 1 min) y extension a 72°C por 1,5 min (en

lugar de 2 min), y una extension final a 72°C durante 5 min.

Analisis de los productos amplificados: Se procedio de igual forma a lo descrito en el acépite
3.2.1.2h.

3.2.1.3c Estudio del limite de deteccion o sensibilidad analitica de las PCR para la

amplificacion de fragmentos de ADN de B. burgdorferi sensu lato

Se utilizaron los ADN de las cepas B. burgdorferi sensu stricto B31 y B. garinii NE11, a partir
de los cuales se realizaron diluciones decimales y seriadas, comenzando por una concentracion
de 2,1 ng/pL vy hasta una concentracion final de 2,1 fg/uL.

Para la amplificacion de los fragmentos deseados por ambas PCR se prepararon las mezclas de
reaccion partiendo de 10 pL de cada una de las diluciones de los ADN de referencia. Se
considerd entonces como limite de deteccion la menor cantidad de ADN con las que se logrd

la visualizacion del amplicon en el gel de agarosa al 2%.

El limite de deteccion de la PCR-16S también se evalu6 a través del programa original para la
amplificacién del ADN.

3.2.2 Diagnéstico microbiologico de la infeccion por B. burgdorferi sensu lato en muestras

clinicas de individuos con sospechas clinicas y epidemiolégicas
3.2.2.1 Estudio de serie de casos 1
Se realizo durante el periodo 1998-2002.

Se estudiaron 14 muestras de sueros conservadas en el LNE-IPK desde 1997. Las muestras
procedian de igual nimero de individuos, todos habitantes de la comunidad “Las Terrazas”,
ubicada en Sierra del Rosario, provincia Artemisa, los que presentaron sospechas clinico-

epidemiologicas de la infeccion por B. burgdorferi sensu lato.
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Método de pesquisa: Para la deteccion de anticuerpos IgM e 1gG anti-B. burgdorferi sensu
lato se utilizé el ELISA Enzignost Borreliosis (Behring, Margurg, Alemania) siguiendo las

instrucciones del fabricante. Este sistema utiliza como antigeno un extracto de B. afzelii PKo.

Método confirmatorio: Las muestras que resultaron positivas o con valores cercanos al valor
de corte se estudiaron en el Laboratorio de Espiroquetas de la Universidad de Trieste, Italia, a
través de un Western blot para la deteccion de IgM e IgG, en el que se empled como antigeno
el perfil proteico obtenido a partir de células completas de B. afzelii PKo. Se considero
positiva a IgM aquella muestra que mostrara al menos una banda de las correspondientes a las
proteinas de 41 (con intensidad fuerte), 39, 23 y 17 kDa, y a IgG si se observaban al menos
dos bandas correspondientes a las proteinas de 83/100, 58, 43, 39, 30, 23, 21, 17 y 14 kDa
(Hauser et al., 1997).

Con el proposito de descartar posibles reacciones cruzadas con anticuerpos producidos contra
otras espiroquetas de interés clinico, se realizé la Hemaglutinacién Pasiva para leptospirosis,
segun se describe en el Manual de Operaciones y Procedimientos (MOP) de Leptospirosis del
LNE-IPK, la prueba de deteccion de reaginas plasmaticas (RPR, de sus siglas en inglés Rapid
Plasma Reagin) [Quimefa, Cuba] y la Hemaglutinacién de Treponema pallidum (HATP)

[Oxoid, Reino Unido] para sifilis, siguiendo las instrucciones de sus fabricantes.
3.2.2.2 Estudio de serie de casos 2

Esta investigacion se realizé durante el periodo 2003-2010 con colaboracion del Laboratorio

de Microbiologia de La Chaux de Fonds, Suiza.

Se estudiaron 27 muestras de suero, 11 LCR, un plasma y una sangre periférica de
30 individuos con sospechas clinicas y epidemioldgicas de esta borreliosis (Anexo 3),

procedentes de diferentes provincias del pais, y recepcionadas en el LNE-IPK.

Métodos de pesquisa: Las muestras de sueros, LCR y plasma se estudiaron utilizando los
siguientes ensayos inmunoenzimaticos: ELISA IgM/IgG VIDAS (BioMérieux, Francia),
ELISA-IgM de captura (IDEIA™ Borrelia IgM) (Dako Cytomation, EUA) y ELISA IgM/IgG-
C6 (C6 Lyme ELISA™) (Immunetics, EUA). En todos se procedié siguiendo las instrucciones

de los productores.
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Métodos confirmatorios: Para las muestras de sueros, LCR y plasma se emplearon los ensayos
inmunoenzimaticos: Western blot-lgM [Ag: B. garinii (NE83)], Western blot-1IgG (Ag:
B. burgdorferi sensu stricto (B31)] y Western blot-IgG (Ag: B. garinii (NE83)], los que se
realizaron segun los PNO en el Laboratorio de Microbiologia de La Chaux de Fonds (Anexo
2). Para la deteccion de 1gG en suero se utilizd ademéas un estuche comercial de Western blot
(Bioline Diagnostic, lItalia), siguiendo las instrucciones del productor, que emplea como

antigeno las proteinas de B. afzelii.

Las muestras clinicas fueron estudiadas por los métodos seroldgicos disponibles en el
momento en que se realizé el diagnostico microbiolégico, y en dependencia del volumen de la

muestra recepcionada.

Desde diciembre de 2006 la metodologia de Western blot-1gG con el perfil proteico de la cepa
B31 fue transferida al LNE-IPK, asi como el ELISA IgM/IgG-C6 desde diciembre de 2008,

las que se han estado realizando gracias al intercambio cientifico con el laboratorio suizo.

La muestra de sangre periférica se sembro (tres gotas) en los medios de cultivo BSK-H y BSK
modificado, se incubaron en condiciones de microaerofilia a 35°C durante 15 dias, y se
realizaron examenes macro y microscopicos en busqueda de espiroguetas. Se continud con la
realizacion de subcultivos en iguales condiciones por otros 10 dias y se examinaron
nuevamente para buscar las espiroguetas. Paralelamente se tomo una alicuota de 1 mL de cada
subcultivo para extraccion de ADN por el método de shock osmotico y térmico (colecta,
lavado y resuspension de las células en agua destilada, calentamiento a 100°C / 15 min y

colocacion inmediata a -20°C) para ser empleado en la PCR - 5S-23S descrita anteriormente.

Todas las muestras de suero positivas por ELISA o Western blot se estudiaron por las pruebas
de Microaglutinacion y HATP (Centis, Cuba) para la busqueda de reacciones cruzadas con
anticuerpos contra Leptospira interrogans sensu lato y Treponema pallidum, siguiendo el

MOP de Leptospirosis del LNE-IPK vy las instrucciones del productor, respectivamente.
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3.2.3 Prevalencia de anticuerpos contra B. burgdorferi sensu stricto en una poblacion
expuesta a mordeduras por garrapatas

Este estudio fue conducido durante el periodo de enero a mayo de 2006 en la comunidad “Las
Terrazas™; &rea rural geogréficamente pequefa (enclavada en la Reserva de la Biosfera Sierra
del Rosario que tiene una extensién total de 250,70 km?), con una temperatura media
multianual de 24,4°C, y una media anual de lluvias de 2 013,9 mm (Herrera y Garcia, 1995;
Hicuba, 2010), condiciones climatoldgicas favorables para la sobrevivencia de diferentes
especies de garrapatas. La poblacion que en ella habita, compuesta por 980 personas, se
considerd de riesgo porque histéricamente la zona ha presentado una alta tasa de infestacion
de garrapatas, fundamentalmente A. cajennense (ixodido de tres hospederos) y porque se han
reportado pacientes con sospechas clinicas y epidemiolégicas de la infeccion por

B. burgdorferi sensu lato.

A través de un muestreo simple aleatorio se seleccionaron 247 individuos de la poblacion en
estudio. El tamafio de la muestra se definié teniendo en cuenta una frecuencia esperada de
anticuerpos del 3%, peor resultado aceptable 1% y un nivel de confianza de 95% al aplicar el

programa Statcalc de Epilnfo Version 6.

Se colectd un suero por cada individuo y se transporté al LNE-IPK, y posteriormente al

Laboratorio de Microbiologia de La Chaux de Fonds, Suiza, para su analisis.

A cada una de las muestras se les realizo el Western blot para la deteccion de anticuerpos 1gG
utilizando como antigenos el perfil proteico de la cepa B31 de B. burgdorferi sensu stricto,
segun se describe en el Anexo 2. Se emplearon sueros controles internos (positivo y negativo),

elaborados y ensayados en el propio laboratorio, para validar cada ensayo.
Para clasificar a una muestra como positiva se utilizaron tres criterios diferentes:

a) Criterio del Laboratorio de Microbiologia de La Chaux de Fonds, Suiza: sistema de

puntuacion descrito en Anexo 2.

b) Criterio del CDC: de acuerdo con el cual una muestra se considera positiva si al menos se
revelan cinco de las siguientes 10 bandas de proteinas: 90/93, 65/66, 58, 45, 41, 39, 30,
28/29, 22/24 (OspC) y 18/20 kDa (CDC, 1995).
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c) Criterio del CDC con la inclusion de las proteinas OspA (31kDa) y OspB (34kDa) (Hilton
etal., 1996).

Los sueros clasificados como positivos se estudiaron por Microaglutinacién y HATP (Centis,

Cuba) en busqueda de reacciones cruzadas con agentes de otras espiroquetosis.

3.2.4 Deteccidén molecular de B. burgdorferi sensu lato en garrapatas

Para esta investigacion se realizaron dos estudios observacionales, en los que se colectaron
garrapatas de diferentes reservorios mediante un muestreo intencional u opinatico. El primero
de ellos se realizd en colaboracion con el Laboratorio de Ecoepidemiologia del Instituto de
Biologia de la Universidad de Neuchatel, Suiza.

3.2.4.1 Estudio observacional 1

Se estudiaron 98 garrapatas que se colectaron a partir de animales domésticos (95 de equinos y
tres de bovinos) en la comunidad “Las Terrazas” durante el mes de junio de 2005. Para la
colecta se empled el método de extraccion manual, cuidando no estropear las estructuras
bucales y se conservaron en alcohol al 70% hasta su identificacion taxonémica y posterior

extraccion del material genético.

Identificacion taxonémica: Se realiz hasta el taxdn de especie, segun las claves reportadas en
la region Neotropical y se clasificaron en dependencia de su estadio de vida y sexo (Barros-
Battesti et al., 2006).

Extraccion del material genético: Se realizd utilizando el método de hidréxido de amonio y
calor descrito en el acépite 3.2.1.2a.

Deteccion de ADN de B. burgdorferi sensu lato: Se realizd utilizando la combinacion de la
amplificacion por PCR y visualizacion de los productos por Hibridacion en Linea Reversa

(RLB, de sus siglas en inglés Reverse Line Blot).

Para la amplificacion por PCR se emplearon los siguientes cebadores sintetizados por
Microsynth, Balgach, Suiza:

B5S-Bor [gen diana=ARNTr 5S (rrfA)]: 5’-biotina-GAGTTCGCGGGAGAGTAGGTTATT-3’
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23S-Bor [gen diana=ARNr 23S (rrIB)]: 5-TCAGGGTACTTAGATGGTTCACTT-3’
(Alekseev et al., 2001)

Mezcla de reaccion: Se prepararon mezclas de reaccion para volumenes finales de 50 pL,
segun reportaron Schouls et al., 1999 y Alekseev et al., 2001, conteniendo 5 pL de tampon
PCR 10X (con 15 mM de MgCl,) (Qiagen, Alemania), 1 pL de dNTP (10 mM), 1 pL de cada
cebador (10 uM), 0,15 pL de Taqg polimerasa (5U/uL) (Qiagen, Alemania), 31,85 pL de agua
y 10 pL del extracto de ADN de la garrapata a estudiar (Schouls et al., 1999; Alekseev et al.,
2001).

Se utiliz6 agua como control negativo en cada ensayo, en lugar de extracto de &cidos

nucleicos.

Amplificacion del ADN: Las amplificaciones se lograron en un termociclador Biometra®,
T Gradient (Biolabo, Scientific Instruments, Alemania), aplicando una desnaturalizacion
inicial a 94°C durante 3 min, seguido de 9 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 20 seg,
hibridacion en la que se hizo disminuir la temperatura 1°C por ciclo de 60°C a 52°C por 30 seg
y extension a 72°C por 30 seg; le continuaron otros 40 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por
20 seg, hibridacion a 52°C por 30 seg y extension a 72°C por 30 seg, con una extension final a

72°C durante 7 min.

Los productos amplificados por PCR se hibridaron por RLB con diferentes sondas de
oligonucledtidos, que permiten identificar el gen espaciador entre las subunidades 5S y 23S
del ARN ribosomal de cada una de las genomaespecies del grupo en cuestion [B. burgdorferi
sensu lato (SL), B. burgdorferi sensu stricto (SS), B. afzelii (AF), B. garinii (GA, GANE),
B. valaisiana (VSNE) y B. lusitaniae (LusiNE)], sintetizadas también por Microsynth. A
continuacion se relacionan las sondas utilizadas:

SL 5’-amino-CTTTGACCATATTTTTATCTTCCA-3’ (Rijpkema et al., 1995;
Alekseev et al., 2001)
SS 5’-amino-AACACCAATATTTAAAAAACATAA-3’ (Rijpkema et al., 1995)
AF 5’-amino-AACATTTAAAAAATAAATTCAAGG-3’ (Rijpkema et al., 1995)
GA 5’-amino-AACATGAACATCTAAAAACATAAA-3’ (Rijpkema et al., 1995)
GANE 5’-amino-CAAAAACATAAATATCTAAAAACATAA-3’  (Poupon et al., 2006)
VSNE  5’-amino-TATATCTTTTGTTCAATCCATGT-3’ (Poupon et al., 2006)
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LusiNE 5’-amino-TCAAGATTTGAAGTATAAAATAAAA-3’ (Poupon et al., 2006)

Brevemente, se tomaron 10 puL de cada uno de los productos de la PCR, se diluyeron en
150 pL de SSPE 2X (de sus siglas en inglés Standard Saline Phosphate / EDTA) (Invitrogen,

Basilea, Suiza) y 0,1% de SDS, se desnaturalizaron durante 10 min a 99°C y se colocaron

inmediatamente en hielo.

Las sondas se diluyeron a concentraciones de 12,5 a 100 pmol/150 pL en 500 mM de
NaHCO; (pH 8,4) y se unieron covalentemente a membranas de Biodina C (Pall Biosupport,
Portsmouth, Reino Unido) activadas con 1-etil-3-3(dimetilaminopropil) carbodiimida
(EDAC), en un patron de lineas utilizando un Miniblotter 45 (Immunetics, Cambridge, EUA).
Las membranas se lavaron con SSPE 2X y 0,1% de SDS a 60°C durante 5 min y se colocaron
nuevamente en el miniblotter con las lineas de los oligonucleétidos perpendiculares a las
ranuras de éste, que se llenaron con los productos de PCR desnaturalizados para desarrollar la

hibridacion durante 60 min a 42°C en una superficie horizontal.

La membrana se removié del miniblotter, se lavo dos veces durante 10 minutos en SSPE 2X y
0,5% de SDS a 51°C y se incub6 durante 30-60 min a 42°C con el conjugado de estreptavidina
marcado con peroxidasa (Roche Diagnostics, Rotkreuz, Suiza), diluido 1:4 000 en SSPE 2X'y
0,5% de SDS. Por ultimo se lavo dos veces con SSPE 2X y 0,5% de SDS durante 10 minutos a

42°C y dos veces con SSPE 2X durante 5 min a temperatura ambiente.

Las hibridaciones se visualizaron al incubar las membranas con el liquido quimioluminiscente

ECL (de sus siglas en inglés Enhancer ChimioLuminiscent) (GE Healthcare, Otelfingen,

Suiza) y se expusieron a filmes de rayos X (Hyperfilm ECL, Amersham Biosciences,

Otelfingen, Suiza).
3.2.4.2 Estudio observacional 2

Se estudiaron 155 garrapatas que se colectaron durante el periodo de diciembre de 2008 a

mayo de 2009 a partir de diferentes reservorios como se detalla a continuacion.

No. de Reservorio Procedencia
garrapatas

57 Bovino Mariel, Artemisa
24 Canino La Lisa, La Habana
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44 Canino Arroyo Naranjo, La Habana
21 Canino La Lisa, La Habana

8 Canino Guanabacoa, La Habana

1 Vivienda La Lisa, La Habana

Para la colecta e identificacion taxondmica se siguieron los procedimientos descritos en el

Estudio observacional 1.

Extraccion del material genético: Las garrapatas que no se encontraban en estado de
ingurgitacion fueron aglomeradas en grupos de dos a cuatro organismos por tubo, segun
especie y procedencia, y se les realizo la extraccion utilizando el método de hidroxido de
amonio y calor descrito en el acépite 3.2.1.2a. Las garrapatas ingurgitadas se procesaron
individualmente o en pares, en dependencia de la especie, procedencia y tamarfio, por el

método de acetato de potasio (modificado 1) descrito en el mismo acapite.

Comprobacioén interna de la extraccion: A cada extracto se le realizd la PCR para la
amplificacién del fragmento del gen de la subunidad 16S del ARN mitocondrial de garrapata

segun se describié en 3.2.1.2b.

Deteccion de ADN de B. burgdorferi sensu lato: Se realizd a partir de la amplificacion por la
PCR - 5S-23S descrita en el acapite 2.2.1.3a.

3.3 Aseguramiento de la calidad

El Laboratorio Nacional de Espiroquetas integra el Laboratorio Nacional de Referencia en
Microbiologia con sede en el IPK, nombrado por el Ministerio de Economia y Planificacion a
solicitud del Ministerio de Salud Publica (Anexo 4). Este cumple con los requisitos (en
proceso de certificacion) de las Buenas Practicas de Laboratorio Clinico (BPLC) segun la
Regulacion No. 3/2009 del Centro para el Control Estatal de la Calidad de los Medicamentos
(CECMED), puesta en vigor a partir del 1° de enero de 2010 mediante la Resolucion No.
82/2009 del Director del CECMED (CECMED, 2009a; CECMED, 2009b).

El Laboratorio ADMed de Microbiologia de La Chaux de Fonds, de Suiza, esta acreditado por
el Servicio de Acreditacién Suizo como “Laboratorio de analisis para microbiologia médica”,
segun la ISO/IEC 17025 (Anexo 5); y junto al Instituto de Biologia de la Universidad de
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Neuchatel conforman el Centro Nacional de Referencia para las enfermedades transmitidas

por garrapatas (CNRT, de sus siglas en francés Centre National de Reférénce pour les

maladies transmises par les tiques; ver en: http://www2.unine.ch.cnrt).

3.4 Andlisis estadistico

La informacion de las diferentes investigaciones se introdujo en Bases de Datos disefiadas al
efecto empleando el programa Excel (Microsoft Office). Para el analisis de la informacion se
utilizo el paquete estadistico EPIDAT 3.1.

Se utilizaron medidas de Estadistica Descriptiva e Inferencial como se describe a

continuacion.

Se empled la media y la desviacion estdndar como medidas de tendencia central y de
dispersion, respectivamente, para describir el crecimiento de las cepas de B. burgdorferi sensu
lato en los diferentes medios de cultivo empleados. Se realizd el célculo del porcentaje de
positividad seroldgica de las muestras clinicas, de los individuos con sospechas clinicas y
epidemioldgicas de la infeccidn por B. burgdorferi sensu lato, segun las pruebas de laboratorio

utilizadas.

Se calculd la prevalencia de anticuerpos especificos contra B. burgdorferi sensu stricto, segun
cada criterio de interpretacion, en la muestra de la poblacion de riesgo seleccionada (como se
describio en el acapite 3.2.3), con sus respectivos intervalos de confianza (nivel de
confiabilidad de 95%), para finalmente estimar la prevalencia de anticuerpos en la poblacion.
Se calcularon también las frecuencias relativas del nimero de bandas de proteinas y de la

reactividad e intensidad de las mismas revelada en el Western blot con los sueros estudiados.

El porcentaje de las garrapatas segln especie, estadio de vida, sexo y procedencia fue otra de
las variables comprobadas.
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3.5 Aspectos éticos

Los protocolos de esta investigacion fueron aprobados por la Comision Cientifica
Especializada de Microbiologia y el Comité de Etica de la Investigacion del IPK como

Proyectos Ramales del Ministerio de Salud Publica.

Se cumplieron las medidas de bioseguridad establecidas para el trabajo y manipulacion de
microorganismos segin los niveles de riesgo establecidos por la Comision Nacional de
Seguridad Bioldgica en la Resolucion 38/2006 (CITMA, 2006).

La informacion fue conservada con carécter confidencial. No se revel6 la identidad de los
individuos de los que se recepcionaron muestras clinicas para su estudio. Los resultados de las
pruebas de laboratorio se enviaron exclusivamente a los médicos de asistencia que solicitaron

los andlisis, y se utilizaron por el equipo de investigacion con fines cientificos.

Se obtuvo el consentimiento informado de los individuos para participar de manera voluntaria
y gratuita en el estudio correspondiente a la encuesta seroldgica, previa explicacion en un
lenguaje sencillo y claro de cémo se realizaria el mismo, su importancia y los beneficios que
proporcionara al conocimiento de la enfermedad de Lyme. Los datos de los participantes
fueron mantenidos bajo estricta confidencialidad, solo accesibles al investigador principal del

estudio.

Durante la recoleccién de garrapatas se garantizé la conservacion y proteccion de la fauna. Las
actividades desarrolladas no provocaron dafios en los ecosistemas ni alteraron las
caracteristicas funcionales de los nichos ecoldgicos de las especies que se relacionan en este
estudio. Los riesgos se redujeron al minimo mediante la participacion de personal

experimentado en la recoleccion de las muestras.

Toda la informacién relacionada con esta investigacion se encuentra conservada y protegida
en el LNE-IPK.

No existen conflictos de intereses entre los grupos de investigadores cubanos y suizos.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Evaluacién de métodos microbioldgicos para la deteccion de B. burgdorferi sensu lato
4.1.1 Evaluacion de un medio de cultivo modificado para B. burgdorferi sensu lato

En la evaluacion cualitativa del crecimiento de las cepas de borrelia en los medios de cultivo,
comercial y modificado, se constaté el cambio de coloracion de los mismos de rosado a
naranja (Figura 4-1), debido a una disminucion del pH como consecuencia de la aparicion e
incremento de la concentracion de los productos finales de la fermentacion en los medios,
favorecido por la multiplicacion celular (Fraser et al., 1997). Desde el punto de vista
microscopico se observo la presencia de espiroquetas uniformemente refractiles y maéviles en
ambos medios, aunque subjetivamente las concentraciones de celulas eran ligeramente

superiores en el medio BSK-H.
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Figura 4-1. Cambio de coloracion del medio de cultivo BSK modificado producto de la
multiplicacion de B. garinii (A: medio de cultivo sin inocular, B: medio de cultivo con
crecimiento de B. garinii).
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La evaluacién cuantitativa permitio obtener las curvas de crecimiento que se muestran en la

Figura 4-2.

B. burgdorferi sensu stricto (NE 4502)
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Figura 4-2. Curvas de crecimiento de cepas de B. burgdorferi sensu lato en diferentes medios de cultivo.
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Como se puede observar la fase logaritmica de crecimiento para B. burgdorferi sensu stricto
en el medio modificado fue mas lenta que en el medio comercial, pero las concentraciones de
espiroquetas durante la fase estacionaria fueron similares en ambos medios. En cambio, en la

fase de declinacion el nimero de borrelias fue superior en el medio modificado.

Los resultados difirieron para las otras especies ensayadas. En el medio modificado el nimero
de celulas de B. garinii fue inferior hasta el dia 14, respecto al medio comercial; la fase
logaritmica fue muy lenta, mientras que la estacionaria no se observé claramente y la de
declinacion fue similar en ambos medios. La multiplicacion de la cepa de B. afzelii en el
medio modificado no fue posible, sélo se observaron algunas borrelias y con movilidad
reducida. No obstante, el crecimiento de las cepas no sélo difirié en el medio modificado, sino

también en el medio comercial.

Esta descrito que cepas de diferentes especies de Borrelia crecen de forma desigual, lo que
puede estar relacionado con la naturaleza exigente desde el punto de vista nutricional de las
mismas y los cambios que se producen en la bacteria a causa del proceso de adaptacion
durante la transicion al medio artificial (Callister et al., 1990; Ruzic-Sabljic y Strle, 2004). Por
otra parte, es importante recordar que las cepas empleadas en esta evaluacion sélo habian
recibido dos subcultivos a partir del aislamiento primario, lo que sugiere que ain no estaban

adaptadas a las nuevas condiciones.

Dado el caracter riguroso de las borrelias para crecer en medios quimicamente definidos,
también los cambios de lotes o de la suministradora de los constituyentes influyen en sus
respuestas para crecer (Callister et al., 1990). Los ingredientes del medio, otros factores como
la temperatura de incubacién, el pH y las propias caracteristicas de las borrelias influyen en el
crecimiento (Ruzic-Sabljic y Strle, 2004).

En este estudio solo se modifico la composicion quimica del medio de cultivo a partir del
cambio de CMRL 1066 por medio 199. Entre ellos no se encuentran diferencias grandes en
relacion a la composicion de sales inorganicas, aminoacidos y vitaminas, aunque la

concentracion de aminoécidos en el medio 199 es mayor (Anexo 6).

El andlisis del perfil proteico de la cepa NE83 de B. garinii crecida en estos medios y de las
propiedades antigénicas de sus proteinas (ver figura 4-3), permitié constatar la expresion de

las principales proteinas, tanto especificas como no especificas, y que un gran nimero de éstas
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eran antigénicas, independientemente del medio utilizado. Sin embargo, se observaron algunas

diferencias en la region de las proteinas de 20-25 kDa (presumiblemente OspC).

90/93 kD
72kD ——

60kD ——

41kD ——

34kD ——m
31kb ——

22 kD
20kb —

Figura 4-3. Lisados de células completas de B. garinii (NE 83) obtenidas de diferentes medios de
cultivo. A: Lisado a partir de medio modificado tefiido con oro coloidal; B: Western blot del lisado
obtenido del medio modificado; C: Western blot del lisado obtenido del medio BSK-H.

Para las cepas de Borrelia se han documentado variaciones antigénicas considerables; cada
cepa tiene su propio potencial para expresar una proteina particular, independientemente de los
mecanismos de adaptacion de las espiroquetas que pueden influenciar sobre la expresion de
proteinas (Wilske et al., 1996, Ruzic-Sabljic et al., 2001).
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Entre los requisitos para que el medio de cultivo sea Util para propdsitos de laboratorio se
encuentra su estabilidad, disponibilidad y eficacia en lograr el crecimiento de todas las cepas
de Borrelia patogenas al hombre (Ruzic-Sabljic y Strle, 2004), incluyendo B. lusitaniae,
B. valaisiana y B. spielmani; por lo que se propone ampliar la evaluacion con otras

genomaespecies y cepas de B. afzelii.

Los resultados obtenidos permiten plantear que el medio modificado evaluado puede ser
utilizado como una alternativa para el cultivo de cepas de borrelias en paises con pocos

recursos, teniendo en cuenta sus limitaciones para la multiplicacion de determinadas cepas.

4.1.2 Evaluacion de la eficacia de métodos de extraccion de &cidos nucleicos a partir de

garrapatas duras
Evaluacion mediante la electroforesis submarina en gel de agarosa al 0,8%

Al aplicar en las garrapatas el protocolo del método de fenol-cloroformo reportado por Weng
et al., 2002 para la extraccion de acidos nucleicos y evaluar la eficacia del mismo a partir de la
electroforesis submarina de los extractos obtenidos en gel de agarosa al 0,8%, solo se visualizo
ARN en el gel cuando el material de extraccion procedia de garrapatas adultas, y no se
observé ADN gendmico en los extractos de garrapatas de los diferentes estadios de vida y

sexo, lo que sugiere que este protocolo no extrae cantidades suficientes de ADN.

En la evaluacion del protocolo de fenol-cloroformo de Halos et al., 2004, con las
modificaciones realizadas, se observé en la electroforesis submarina la presencia de ADN
genomico en los extractos que provenian de garrapatas adultas, cuando éstos se
resuspendieron en menor volumen de tampdn TE, independientemente de las condiciones de
incubacion del macerado de garrapatas con el tampdn de lisis. Como se puede apreciar en la
Figura 4-4, las bandas que identifican la presencia de ADN gendmico no se observan de forma

nitida, lo que esta influenciado por la concentracién de ADN en el extracto final.
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ADN

Figura 4-4. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % de los extractos de &cidos nucleicos de
garrapatas adultas hembras obtenidos por el método de fenol-cloroformo de Halos et al.,
2004 y sus modificaciones. Lineas 1, 2: resultados del protocolo modificado 2; lineas 3, 4:
resultados del protocolo modificado 3; lineas 5, 6: resultados del protocolo sin modificar;
lineas 7, 8: resultados del protocolo modificado 1.

Por su parte, al utilizar el protocolo referenciado por Fraga et al., 2004, para la extraccion por
el método de fenol-cloroformo, tampoco se observé la presencia de ADN en los extractos
obtenidos a partir de las garrapatas en estadio de ninfas y adultos machos; aunque se logro
visualizar ADN procedente de las adultas hembras, asi como ARN en los diferentes estadios

de vida (Figura 4-5).

ADN

ARN

Figura 4-5. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % de los extractos de acidos nucleicos de
garrapatas obtenidos por el método de fenol-cloroformo de Fraga et al., 2004. Lineas 1, 2:
extractos de ninfas; lineas 3, 4: extractos de garrapatas adultas hembras; lineas 5, 6:
extractos de garrapatas adultos machos.
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Los resultados en la electroforesis en gel de agarosa sugieren una dependencia de éstos en
relacién al estadio de vida y sexo de las garrapatas, lo que puede estar directamente
relacionado con el tamafio de los organismos, ya que las adultas hembras son generalmente
mas grandes, y expanden su tamafio en la medida que aumenta el grado de ingurgitacion, y por
ende la cantidad de ADN genomico a obtener, ya sea ADN propio o del hospedero (Estrada-
Pefa et al., 2004; Gern, 2004).

Al evaluar la extraccion de ADN por los métodos de acetato de potasio, con sus
modificaciones, y de hidréxido de amonio y calor, no se aprecio la presencia de ADN en el gel
de agarosa, independientemente del estadio de vida y sexo de las garrapatas utilizadas, sélo se
visualiz6 ARN en los extractos obtenidos al emplear los protocolos de acetato de potasio. La
electroforesis en gel de agarosa al 0,8% no permitié evaluar la eficacia de los procesos de

extraccion.

Evaluacién mediante la PCR para un fragmento del gen de la subunidad 16S del ARN

mitocondrial de las garrapatas

La amplificacion por PCR del fragmento de 320 pb del gen de la subunidad 16S del ARN
mitocondrial de garrapatas, aplicado a cada uno de los extractos obtenidos segun los
protocolos de extraccion evaluados, permitid la amplificacion de dicho fragmento en todos los
casos, excepto para los extractos obtenidos al utilizar el método de hidroxido de amonio y
calor en garrapatas hembras ingurgitadas. No se observo diferencias en la intensidad de las
bandas de los amplicones al afiadir 5 uL o 10 pL del extracto en la mezcla de reaccion. Estos

resultados demostraron la eficacia de cada procedimiento.

En la Figura 4-6 se presentan los resultados de la PCR-subunidad 16S del ARN mitocondrial

en extractos obtenidos por los diferentes métodos y sus modificaciones.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

320 pb
Método de Hidrdxido de Fenol-cloroformo Acetato de potasio
extraccion amonio y calor

Figura 4-6. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos de la amplificacion por la PCR-
subunidad 16S del ARN mitocondrial de los extractos de ADN obtenidos por cada método de extraccion.
Linea 1: Marcador de peso molecular (DNA MW Marker VIII, Roche); linea 2: ninfa; linea 3: adulto
macho; linea 4: adulta hembra; linea 5: adulta hembra ingurgitada; lineas 6-10: adultas hembras (linea 6:
protocolo sin modificar de Halos et al.; linea 7: protocolo modificado 1 de Halos et al.; linea 8: protocolo
modificado 2 de Fraga et al.; linea 9: protocolo modificado 1 de Fraga et al.; linea 10; protocolo sin
modificar de Fraga et al.; linea 12: protocolo sin modificar; linea 13: protocolo modificado 1; linea 14:
protocolo modificado 2; linea 15: protocolo modificado 3; lineas 11 y 16: controles negativos (agua
bidestilada estéril).

La extraccion de ADN a partir de garrapatas es frecuentemente dificil. EI primer
inconveniente radica en la necesidad de romper el exoesqueleto quitinoso antes de proceder a
la extraccion, por otro lado, el ADN extraido resulta altamente susceptible a la degradacion,
por razones desconocidas (Hubbard et al., 1995; Hill y Gutierrez, 2003); y finalmente, porque
es posible encontrar en los extractos inhibidores para la Taq polimerasa utilizada en la PCR
(Schwartz et al., 1997, Sparagano et al., 1999).

Aunque existe una amplia variedad de métodos para la extraccion de material genético, entre
ellos los comerciales, con el fin de utilizar el ADN en metodologias de biologia molecular,
éstos no siempre estan accesibles para los laboratorios de menos recursos financieros
(Mahittikorn et al., 2005). De ahi la necesidad de comparar diferentes métodos de extraccion
para proponer los que resulten méas practicos y permitan obtener ADN con calidad compatible

para la técnica de PCR.
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La degradacion de las proteinas por via enzimatica no es suficiente para una extraccion
méaxima de ADN; ésta tiene que estar asociada con un paso inicial de macerado fino para
destruir mecénicamente las cadenas de polisacaridos de la quitina del exoesqueleto. El
macerado con ayuda de mortero es un método eficiente para la extraccién de ADN; sin
embargo, consume tiempo Yy es dificil de aplicar a muestras pequefias como las ninfas (Halos

et al., 2004), por lo que es un paso critico que debe realizarse con extremo cuidado.

El método de extraccion con fenol-cloroformo es un protocolo de trabajo de larga duracion y
que involucra al fenol, una sustancia peligrosa para la salud, ademas de que se reporta como
un potente inhibidor de la PCR (Saiki, 1990). El proceder requiere sucesivas extracciones que
propician la pérdida de cantidades de ADN, y por otro lado, dificulta el procesamiento de un
gran nimero de muestras. Sin embargo, es ampliamente usado en estudios que demandan

ADN genomico con elevada calidad (Saiki, 1990; Sparagano et al., 1999; Fraga et al., 2004).

Por su parte, el método de extraccion de ADN que utiliza acetato de potasio es un
procedimiento en el que se emplea la acrilamida (sustancia también dafiina para la salud), para
la extraccion de ADN gendmico, cuando existe incluso en pequefias cantidades. Ello
condiciona la alta eficiencia del método; el proceso es poco consumidor de tiempo e involucra
pocos pasos en su realizacion (Fraga et al., 2004; De Armas et al., 2005). Se reporta que el
ADN extraido mediante este método no presenta alto grado de pureza, pero puede ser
eficazmente empleado en técnicas de biologia molecular como la PCR (De Armas et al.,
2005).

La extraccion de ADN con hidroxido de amonio y calor es un método que resulta muy simple,
rapido y barato. Se realiza una Unica etapa de extraccion y no median etapas de purificacion ni
precipitacion de los &cidos nucleicos, por lo que en ocasiones se presentan inhibidores en los
extractos, principalmente de aquellos provenientes de garrapatas ingurgitadas (Schwartz et al.,

1997); como fue demostrado en esta investigacion.

Cuando la finalidad de la extraccion es la bdsqueda de patdgenos por PCR, se recomienda
amplificar un segmento del ADN extraido, como control positivo del proceso de extraccion
(Hubbard et al., 1995; Sparagano et al., 1999; Halos et al., 2004). La PCR utilizada en esta
parte del estudio permiti6 no solo evaluar la eficacia de los métodos de extraccién, sino

también conocer la calidad del ADN extraido a partir de la presencia o ausencia de inhibidores
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para la reaccion de amplificacion, entre los que se pueden encontrar restos de reactivos
comunmente usados en la purificacion de &cidos nucleicos o de componentes moleculares

presentes en las muestras empleadas para la extraccion (Moreira, 1998; Queiroz et al., 2001).

Otra variante a emplear para controlar los efectos inhibitorios sobre la eficiencia de la PCR
deseada Yy evitar asi los falsos negativos, es el uso de controles internos de amplificacion
(competitivos 0 no competitivos) en la PCR para la amplificacion del fragmento génico
deseado o diana (Neumaier et al., 1998; de Bruin et al., 2011), entre los que podrian estar los

cebadores empleados en esta PCR (Bastos et al., 2009).

La extraccion de ADN utilizando el método de fenol-cloroformo mostré mejores resultados al
emplear el protocolo referenciado por Fraga et al., 2004, que permitio obtener ADN con
calidad compatible para PCR y visible en el extracto de las garrapatas adultas hembras al
aplicar la electroforesis submarina en gel de agarosa al 0,8%. En este caso, el protocolo
modificado 1 redujo el tiempo de la precipitacion del ADN y permitié obtener un extracto

purificado méas concentrado.

De los protocolos evaluados para el método de acetato de potasio, a pesar de no observar la
presencia de ADN en los extractos al aplicarlos en el gel de agarosa al 0,8%, pero demostrada
la calidad del mismo para PCR, se recomienda aplicar el protocolo modificado 1 en el que el
tiempo de incubacion con el tampdn de lisis es menor pues no se utiliza proteinasa K, y se
protege al ADN durante la etapa de precipitacion ya que se emplea una temperatura de -20°C.
La extraccion de ADN segun este método ha sido utilizada en triatomas y mosquitos (Fraga et
al., 2004; Bisset et al., 2005; Kent y Norris, 2005; Fraga et al., 2011), pero no se citan reportes
internacionales que refieran esta metodologia para extraer ADN a partir de garrapatas. Este

constituye el primer reporte.

La extraccion simple con hidroxido de amonio y calor, segin un estudio de metaanalisis de la
prevalencia de B. burgdorferi sensu lato en garrapatas en Europa, es el método de extraccion
de ADN mas reportado (Rauter y Hartung, 2005). En un estudio posterior al antes mencionado
se demostré que para la deteccion de Borrelia, la extraccién de ADN siguiendo dicho
procedimiento era méas rapida, facil y barata al realizarla directamente de la garrapata, respecto
a la propuesta de cultivar primero la garrapata en medio BSK. Otra ventaja es que el extracto

de ADN a partir de la misma garrapata puede ser utilizado para otros analisis como la
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deteccion de otros patdgenos o la identificacion de ADN del hospedero utilizado por la
garrapata (Moran-Cadenas et al., 2007b). Todos estos resultados refuerzan el uso de la

extraccion por hidrolisis alcalina utilizando el hidroxido de amonio.

Por tanto, teniendo en cuenta los resultados obtenidos con los diferentes metodos de
extraccion de ADN y su valor practico, la extraccion con hidroxido de amonio en garrapatas
ninfas, adultos machos y hembras no ingurgitadas, constituye el método més sencillo y menos
laborioso. La extraccion con acetato de potasio o fenol-cloroformo, siguiendo los protocolos
recomendados para la purificacion del material genético y eliminacion de posibles inhibidores

representa la alternativa mas beneficiosa en garrapatas adultas hembras ingurgitadas.

4.1.3 Evaluacion de la sensibilidad analitica de la PCR para la amplificacion de

fragmentos de ADN de B. burgdorferi sensu lato
PCR - 5S-23S

Al evaluar la PCR - 5S-23S con los cuatro ADN de referencia, se comprobdé la amplificacion
de los fragmentos de 226-256 pb para cada uno de ellos como se reporta en la literatura (Postic
et al., 1994; Masuzagua et al., 1999; Chu et al., 2008).

Los cebadores utilizados en esta PCR han sido ampliamente empleados y recomendados como
una herramienta sencilla y util para la deteccion e identificacion de las diferentes
genomaespecies de B. burgdorferi sensu lato, cuando es combinado este ensayo con el anélisis
del polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP, de sus siglas en inglés
Restriction Fragment Length Polymorphism) (Postic et al., 1994; Lee et al., 2000; Jouda et al.,
2004b; Chu et al., 2008).

PCR - 16S

Cuando los cebadores para la amplificacion del fragmento de 357 pb del gen de la subunidad
16S del ARNr de B. burgdorferi sensu lato se evaluaron con los ADN de referencia, se
comprobd igualmente la amplificacion de los fragmentos con la talla esperada para cada uno

de ellos al realizar la electroforesis submarina.
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Determinacion del limite de deteccion o sensibilidad analitica de las PCR para la

amplificacion de fragmentos de ADN de B. burgdorferi sensu lato.

Al evaluar los limites de deteccion de las PCR utilizando los dos juegos de cebadores para
cada una de las diferentes concentraciones de ADN, se obtuvo que la PCR - 5S-23S fue capaz
de detectar 0,21 pg de ADN, lo que se corresponde con 84 copias del genoma segun lo
planteado por Marconi y Garon (5 fg de ADN gendmico equivalen a 2 copias de genoma),
mientras que la PCR - 16S solo detectd 2,1 ng (8 400 copias) independientemente del
programa de amplificacion utilizado en esta tltima (Figura 4-7) (Marconi y Garon, 1992).

Los resultados de los limites de deteccion fueron iguales para los ADN de las dos
genomaespecies de B. burgdorferi sensu lato utilizadas, B. burgdorferi sensu stricto y
B. garinii.

La PCR - 5S-23S amplifica la region espaciadora variable entre dos estructuras conservadas,
el extremo 3’ del gen de la subunidad 5S del ARN ribosomal (rrf) y el extremo 5’ del gen de
la subunidad 23S del ARN ribosomal (rrl) conocida como regién espaciadora rrf-rrl (Postic et
al., 1994), de la que existen dos copias repetidas en tandem en el genoma, mientras que la
PCR -16S amplifica un fragmento del gen rrs, el cual existe en una sola copia y distante de los
genes rrl y rrf (Fukunaga et al., 1992, Schwartz et al., 1992). Precisamente el numero de
copias de cada region en el genoma de la bacteria es una de las variables que pudo haber

influido en que la sensibilidad analitica de la PCR - 5S-23S sea superior a la de la PCR -16S.

En la préactica, la sensibilidad del método depende de los detalles técnicos y de la muestra
empleada para el diagnostico. Aunque generalmente el nimero de espirogquetas en fluidos
corporales humanos es bajo (menos de 50 organismos/mL), en algunos pacientes con artritis
pueden tener hasta 10 000 espiroquetas/mL de liquido sinovial, y pacientes con eritema
cronico migratorio y sintomas sistémicos hasta 4 000 organismos/mL de plasma. Por otra
parte, la presencia en la muestra de ADN diferente al que se quiere amplificar, como el ADN
del hospedero, puede afectar también el limite de deteccidn de la PCR en cuestion (Schmidt,
1997).
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Figura 4-7. Limites de deteccion de la PCR - 5S-23S (A) y PCR - 16S (B) segln
electroforesis en gel de agarosa al 2%. Linea 1: Marcador de peso molecular (DNA MW
Marker V1, Roche); Lineas 2-8: Amplificacion del fragmento deseado a partir de 21 ng, 2,1
ng, 0,21 ng, 21 pg, 2,1 pg, 0,21 pg, 21 fg de ADN de B. burgdorferi sensu stricto,
respectivamente; linea 9: control negativo (agua bidestilada estéril); linea 10: control
positivo (ADN de B. garinii).

Entre los detalles técnicos que influyen en la sensibilidad de la PCR se encuentran los
procedimientos de coleccion, transporte y preparacion del ADN a partir de la muestra clinica;
esta Ultima también introduce variaciones en la sensibilidad pues su eleccidn estaria sujeta a

las manifestaciones clinicas del paciente (Aguero-Rosenfeld et al., 2005).

La eficiencia de un ensayo de PCR estd determinada por varios factores, entre ellos los
fundamentales son la seleccion del gen diana y de los cebadores apropiados. En general, se

recomienda utilizar cebadores que permitan la amplificacion de un amplicén de 100-300 pb,
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pues ello reduce los efectos de la fragmentacion del ADN durante el procesamiento de la
muestra (Aguero-Rosenfeld et al., 2005). Teniendo en cuenta estos aspectos y la sensibilidad
analitica encontrada para la PCR - 5S-23S en esta investigacion, se selecciona y propone la

misma para la deteccién de B. burgdorferi sensu lato en futuros estudios.

4.2 Diagndstico microbioldgico de infeccion por B. burgdorferi sensu lato en muestras

clinicas de individuos con sospechas clinicas y epidemiolégicas de la misma
4.2.1 Estudio de serie de casos 1

En el estudio de las 14 muestras de sueros utilizando el ELISA Enzignost Borreliosis se
encontrd que cinco de ellas presentaban valores positivos de anticuerpos IgM y una, valores
limites de anticuerpos tanto del tipo IgM como IgG. Las muestras restantes resultaron

negativas.

Dos de las seis muestras que mostraron reactividad, resultaron positivas a IgM cuando se
estudiaron con el Western blot IgM e 1gG; poniendo de manifiesto claramente las bandas
correspondientes a las proteinas de 41 y 23 kDa. S6lo en uno de estos seis sueros, se demostro
un titulo bajo de anticuerpos IgM a leptospirosis, correspondiendo a una de las muestras
confirmadas por Western blot, lo que reafirma la similitud antigénica entre Leptospira spp. y

el agente causal de la infeccion en dicho paciente.

Al investigar retrospectivamente uno de los casos que resultd positivo se encontrd que se
trataba de un paciente masculino de 16 afios de edad, sin antecedentes de viaje al exterior y
que a la edad de cinco afios se le sospeché enfermedad de Lyme debido a un cuadro clinico
caracterizado por un sindrome febril, lesiones cutaneas, dolores articulares cronicos,
adenopatias, hepatomegalia, esplenomegalia, antecedentes de meningoencefalitis y dolores
precordiales; ademas presentaba antecedentes de mordedura por garrapatas. Este caso por lo

novedoso que resultaba, fue publicado nacionalmente (Grandio et al., 1988).

Posteriormente presentd dolores en las articulaciones grandes como codo, rodillas y tobillos,
pérdida de peso, febricula y fiebre sin causa precisada, inflamaciones articulares,
hepatomegalia y esplenomegalia. Como tratamiento, se le administro eritromicina, sales de oro

y antinflamatorios con los que mejora ligeramente su estado. A partir de 1997, cuando
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comienza estudios preuniversitarios fuera de la comunidad, desaparece la fiebre pero se
constataron adenopatias en diversas ocasiones, fundamentalmente en las regiones anterior y
posterior del cuello, asi como en la regién inguinal. Fue precisamente en ese afio 1997 que se

obtuvo el suero que formé parte de la serie estudiada.

La respuesta de anticuerpos de tipo IgM detectada en el suero de este individuo no permite
hacer inferencias acerca del estado de la infeccion (activa o pasada) pues se han comprobado
niveles de anticuerpos IgM o 1gG, detectables de 10 a 20 afios después de la infeccion activa,
en un tercio de los pacientes que presentaron enfermedad de Lyme temprana y en mas del 50%

de los que sufrieron la artritis (Kalish et al., 2001).

En cambio, aunque no se ha definido ain un patrén para la respuesta serologica que permita
diferenciar reinfeccion de infeccion primaria por B. burgdorferi sensu lato (Nadelman y
Wormser, 2007), no haber detectado 1gG (11 afios después) podria interpretarse como una
reinfeccion. No obstante, para hacer tal aseveracién, es imprescindible que el cuadro clinico
actual incluya el eritema migratorio (Kalish et al., 2001); al respecto no se resefié informacion
alguna en los datos clinicos del individuo. También podria ser que el paciente recibid
tratamiento con un antibidtico inadecuado durante la fase temprana, y la droga no permitio el
cambio de clase de IgM a IgG (Wilske et al., 2007).

Otra posible explicacion a la presencia de anticuerpos del tipo IgM podria ser la de una
estimulacion antigénica en curso, causada por una infeccion persistente (Fritz y Vugia, 2001).
En cualquier caso, este hallazgo serologico, en conjunto con las informaciones clinicas y

epidemioldgicas, sugieren la infeccién por B. burgdorferi sensu lato.

En esta primera serie de casos se pudo confirmar la presencia de anticuerpos especificos
contra B. burgdorferi sensu lato en el 14,3% (2/14) de las muestras estudiadas de los

individuos con sospechas clinicas y epidemioldgicas de la infeccion.

Estudios similares han sido reportados en otros paises de Latinoamérica. Por ejemplo, en
Colombia en un estudio durante 1995-1996 de 20 muestras de suero y un LCR de pacientes
que presentaban mayormente lesiones dermatoldgicas con una evolucion superior a los tres
meses, utilizando un Western blot-IgG comercial, se reportd la presencia de anticuerpos contra
la cepa B31 utilizada en la prueba en tres de los pacientes (Palacios et al., 1999). También en

México en el periodo de 1999 a 2000, se estudiaron muestras de cuatro pacientes que
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presentaban manifestaciones clinicas sugestivas de enfermedad de Lyme, empleando para el
diagnostico serologico un ELISA y Western blot comerciales, y se confirmd respuesta de
anticuerpos especificos en tres de los pacientes, en uno de ellos por seroconversion después de
dos meses. En ninguno se encontrd reacciones cruzadas con la infeccion por T. pallidum
(Gordillo-Pérez et al., 2007).

4.2.2 Estudio de serie de casos 2

En la tabla 4-1 se resumen los resultados obtenidos para cada una de las muestras clinicas
incluidas en este estudio. Debido a que se recibieron en momentos distintos en el LNE-IPK no

se utilizo en todas los mismos métodos de diagnostico microbiologico.
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Tabla 4-1. Resultados del diagnéstico microbiolégico a las muestras clinicas de individuos con sospechas clinicas y epidemioldgicas de
infeccion por B. burgdorferi sensu lato en Cuba, pertenecientes a la serie de casos 2 (2003-2010).

Pruebas serol6gicas de pesquisa Pruebas serol6gicas de confirmacion
No. Muestra  ELISA- IfL'\I/IS ﬁ ELISA  Western  Western  Western Western Cultivo/
caso clinica IgM de gI]gG IgM/IgG ~ blot IgM  blot IgG  blot IgG blot 19G PCR
captura VIDAS C6 (B.g) (B. bss) (B.g) (B. a)
1 suero negativo negativo NR NR negativo NR negativo NR
LCR NR NR NR NR negativo NR NR NR
. . - infeccion
2 suero negativo negativo NR NR positivo NR cuestionable NR
3 suero negativo negativo NR NR negativo NR negativo NR
suero negativo negativo NR NR negativo NR negativo NR
5 suero negativo negativo NR NR negativo NR cdngi%(i:ggle NR
6 suero negativo negativo NR NR negativo NR cdzgtei%(i:gtr;le NR
7 suero positivo positivo NR positivo negativo NR cdggfi%ﬂggle NR
8 suero positivo positivo NR positivo negativo NR NR NR
9 suero negativo negativo NR NR negativo NR NR NR
10 suero negativo negativo NR NR negativo NR NR NR
LCR negativo negativo NR NR negativo NR NR NR
11 sangre NR NR NR NR NR NR NR negativo/
periférica negativo
12 suero NR NR NR NR negativo NR NR NR
13 suero negativo negativo negativo negativo positivo positivo negativo NR
LCR negativo negativo negativo NR negativo NR NR NR
14 LCR NR negativo negativo NR negativo NR NR NR

Leyenda: NR — No Realizado; B. g — B. garinii; B. b ss — B. burgdorferi sensu stricto; B. a — B. afzelii
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Tabla 4-1. Resultados del diagnéstico microbiolégico a las muestras clinicas de individuos con sospechas clinicas y epidemioldgicas de
infeccion por B. burgdorferi sensu lato en Cuba, pertenecientes a la serie de casos 2 (2003-2010). (Continuacion)

Pruebas serolégicas de pesquisa Pruebas serolégicas de confirmacion
No. Muestra  ELISA- I?LI\I/IS A ELISA  Western  Western  Western Western Cultivo/
caso clinica IgM de ? Ge IgM/1IgG ~ blot IgM  blot IgG  blot IgG blot 19G PCR
captura VI%AS C6 (B.g) (B. bss) (B.9g) (B.a)
15 suero negativo negativo negativo negativo negativo NR NR NR
LCR NR NR NR NR negativo NR NR NR
16 suero negativo negativo negativo positivo negativo negativo negativo NR
LCR negativo negativo negativo NR negativo NR NR NR
17 LCR NR NR NR NR negativo NR NR NR
18 suero NR NR negativo NR negativo NR NR NR
LCR NR NR negativo NR negativo NR NR NR
19 suero 1 NR NR equivoco NR negativo NR NR NR
suero 2 NR NR negativo NR negativo NR NR NR
20 suero NR NR negativo NR negativo NR NR NR
21 suero NR NR negativo NR negativo NR NR NR
LCR NR NR NR NR negativo NR NR NR
29 suero NR NR negativo NR negativo NR NR NR
LCR NR NR NR NR negativo NR NR NR
23 suero NR NR negativo NR negativo NR NR NR
plasma NR NR NR NR negativo NR NR NR
24 LCR NR NR NR NR negativo NR NR NR
25 suero NR NR negativo NR negativo NR NR NR
26 suero NR NR negativo NR negativo NR NR NR
27 suero NR NR negativo NR negativo NR NR NR
28 suero NR NR negativo NR negativo NR NR NR
29 suero NR NR negativo NR negativo NR NR NR
30 suero NR NR negativo NR negativo NR NR NR

Leyenda: NR — No Realizado; B. g — B. garinii; B. b ss — B. burgdorferi sensu stricto; B. a — B. afzelii
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Como se puede apreciar, anticuerpos especificos IgM contra el complejo B. burgdorferi sensu
lato se detectaron en el 10% (3/30) de los individuos estudiados (Casos No. 7, 8 y 16), lo que
confirma en éstos la presencia de la infeccion en etapas tempranas, donde aun no ha comenzado a
ser detectable la produccién de anticuerpos IgG; mientras que en el 6,6% (2/30) de los individuos
(Casos No. 2 y 13) la deteccion de 1gG especifica permitié confirmar la presencia de la infeccion

en una etapa diseminada o avanzada de la misma.

Por otra parte, pudo apreciarse una respuesta de tipo 1gG anti-B. afzelii en otros dos individuos
(Casos No. 5y 6), los cuales fueron negativos al resto de las pruebas empleadas. El nivel de la
respuesta encontrada no fue suficiente para confirmar la infeccion, quedando ésta como
cuestionable segun el criterio de interpretacién dado por el productor del estuche comercial, por

lo que pudo o no existir un contacto de estos individuos con la bacteria.

Cuando a las muestras con resultados positivos se les aplicaron las pruebas serolégicas para la
deteccion de infecciones causadas por otras espiroquetas, como leptospirosis y sifilis, todas

resultaron negativas.

Las pruebas seroldgicas recomendadas para el diagnéstico de la enfermedad de Lyme
confirmaron en 16,6% (5/30) de los pacientes la infeccidn por B. burgdorferi sensu lato, ya sea en
etapas tempranas (infeccion localizada) o avanzadas (infeccion diseminada). La presencia de
anticuerpos IgM e IgG en estas muestras es indicativo del contacto entre los individuos y el
agente microbiano, diagnostico que fue corroborado a través de las pruebas serologicas de

confirmacién segun se muestra en la tabla 4-1.

La borreliosis de Lyme, como ya se ha mencionado, es una enfermedad inflamatoria
multisistémica que comienza usualmente en la piel en el sitio de la mordedura de la garrapata,
donde el eritema migratorio tipico se desarrolla en un 60% de los casos. A partir de esta lesion
primaria las espiroquetas se pueden diseminar causando multiples eritemas migratorios o afectar
otros sistemas de organos (Wilske, 2005), como ocurrio en el caso No. 7, en el que predominaron
las afectaciones dermatoldgicas acompafiadas de ligeras alteraciones neuroldgicas. Teniendo en
cuenta las manifestaciones clinicas, el antecedente epidemioldgico de la presencia de “pulgas” en
la vivienda (las que pudieron ser confundidas con garrapatas en estadio de larvas o ninfas, pues

no fueron identificadas por un especialista), los resultados positivos en las pruebas seroldgicas, y
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la evolucién después del tratamiento especifico, se confirma la presencia de la infeccion por

B. burgdorferi sensu lato en este individuo.

En el caso No. 2 sélo se constatd positividad seroldgica a 1gG al utilizar el Western blot; el
ELISA IgM/IgG VIDAS resulté negativo, pero para esta prueba se ha comprobado una
sensibilidad baja en la practica (resultados no publicados). Sin embargo, otro estudio comparativo
entre diferentes sistemas ELISA report6 valores de sensibilidad y especificidad de 100% y 92%,
respectivamente, para el ELISA VIDAS al emplear el Western blot como prueba de referencia

(Jespersen et al., 2002).

De manera general los métodos seroldgicos empleados para la pesquisa muestran una amplia
variabilidad en los valores de sensibilidad y especificidad, lo que puede estar relacionado con la
falta de estandarizacion en la preparacion y validacion de los antigenos que emplean (Goosens et
al., 1999). Es por eso que el CDC de Atlanta plantea que, ante una fuerte sospecha clinica o
epidemioldgica de la enfermedad de Lyme es recomendable aplicar las pruebas confirmatorias
(CDC, 1995), a pesar de que se ha comprobado que la respuesta inmunoldgica en pacientes con
manifestaciones tempranas de neuroborreliosis esté restringida a unas pocas proteinas (Wilske,

2005), y que esto conduciria a interpretaciones erréneas de los resultados.

El caso No. 2 manifesté inicialmente lesiones en piel, que no reunian todas las caracteristicas de
los eritemas migratorios (Steere, 2006), pero es conocido que estos pueden presentarse de forma
atipica o estar ausentes en un 20-30% de los casos (Steere et al., 2004). Posteriormente presento
sintomas generales y manifestaciones a nivel del sistema nervioso (ver anexo 3) mas relacionados
con los que se describen en la literatura, como consecuencia de la no aplicacion de un tratamiento

con antibidticos durante la etapa dermatoldgica, pues no se sospechd de esta infeccion.

Durante el segundo estadio de la enfermedad (diseminacidon precoz) se puede presentar la
neuroborreliosis temprana, que se manifiesta clinicamente por una meningitis aséptica, una
radiculitis o una paralisis de los nervios craneales, generalmente en verano u otofio (Evison et al.,
2006b). En este caso se documentd una radiculitis, que segun se describe puede estar seguida de
sindromes neuroldgicos deficitarios, como el déficit motor asimétrico y sensitivo (Evison et al.,
2006b).

Para los otros tres casos que resultaron positivos a las pruebas seroldgicas no se obtuvo

informacion clinica y epidemioldgica (Caso No. 8) o estaba incompleta (Casos No. 13 y 16),
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aunque se conocid que la sospecha clinica partio de trastornos neuroldgicos. Esta Gltima fue una
caracteristica comun para la mayoria de los casos estudiados, de los que se recibi¢ informacion
clinica, lo que no indica que esta sea la principal forma de presentacion de la infeccién por

B. burgdorferi sensu lato en Cuba.

La ausencia de respuesta inmune humoral en el resto de los pacientes no excluye totalmente el
diagndstico de enfermedad de Lyme. Cuando se utilizan como antigenos, cepas de borrelias no
provenientes de la misma region geografica en la que habita el paciente pueden observarse
resultados falsos negativos (Evison et al., 2006a); incluso, en casos de neuroborreliosis con
sintomas tipicos como pardlisis facial, radiculitis, meningitis, encefalitis o mielitis, con hallazgos
inflamatorios en el LCR, cuando se ensayan las muestras con una sola cepa de B. burgdorferi
sensu lato. Ante casos asi, se recomienda repetir la prueba con otras cepas que circulan en la
region (Kaiser, 2000).

Otra teoria que explica la ocurrencia de resultados falsos negativos sugiere que cuando existen
abundantes antigenos, estos se unen a todos los anticuerpos disponibles y que la formacion de
complejos inmunes, impide la deteccion de anticuerpos libres en los sueros de los pacientes (Fritz
y Vugia, 2001).

Asi mismo se conoce que las pruebas serologicas no son sensibles durante las primeras dos
semanas de la infeccion. La mayoria de los pacientes presentan una respuesta IgM e IgG
detectable en la fase de convalecencia, al final del tratamiento con antibioticos. Por ello, se
requiere de muestras tanto de la etapa aguda como convaleciente ya que la seroconversion

constituye un soporte del diagnéstico (Steere et al., 2004).

En el diagnostico de dos de los cinco casos interpretados como positivos, segun los resultados del
Western blot, se utilizdé el ELISA-C6 (IgM/IgG) como prueba de pesquisa en las muestras de
suero y LCR; y éstas resultaron negativas. Sobre la sensibilidad y utilidad de este método existen
disimiles criterios; mientras algunos autores lo recomiendan para la pesquisa (Mogilyansky et al.,
2004; Smismans et al., 2006; Tjernberg et al., 2007; Vermeersch et al., 2009), otros lo consideran
un método de sensibilidad baja para la deteccion de anticuerpos en LCR, al compararlo con otros
sistemas que emplean antigenos recombinantes, de manera que no debe usarse para la deteccién
de anticuerpos intratecales en pacientes con sospechas de neuroborreliosis (Vermeersch et al.,

2009), sobre todo si los sintomas son de corta duracion (Tjernberg et al., 2008).
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Entre las principales genomaespecies del complejo B. burgdorferi sensu lato (B. burgdorferi
sensu stricto, B. garinii y B. afzelii) se han constatado variaciones de hasta cinco aminoacidos de
los 26 que conforman el péptido, variabilidad que no ha sido explorada entre diferentes
aislamientos de una misma genomaespecie, pero a las que de forma general se atribuye la

sensibilidad baja del método y limita su empleo (Wormser et al., 2008).

También se ha comprobado que en pacientes que presentaban infeccion temprana (localizada o
diseminada) entre los 6 y 12 meses después de iniciado el tratamiento, disminuyen los niveles de
anticuerpos contra C6 hasta hacerse no detectables (Philipp et al., 2005). Esta respuesta,
consecuencia de la modificacion que introduce el tratamiento con antibidticos, realza la necesidad
de que el modelo de solicitud de andlisis, dirigido al laboratorio de microbiologia, contenga toda

la informacion clinica relevante (CECMED, 2009a).

Es interesante sefialar que en ninguno de los casos estudiados con sospechas de neuroborreliosis,
a partir de muestras de sueros y LCR paralelamente (8/30), se detectd sintesis intratecal de
anticuerpos, independientemente de que en dos de ellos se constatd la presencia de anticuerpos
especificos IgM o 1gG en el suero. Ello pudo deberse a que las inmunoglobulinas se encontraban
en forma de inmunocomplejos o estaban asociadas a los detritos celulares catabolizados en el
LCR lo que conlleva a un consumo de los efectores asociados al inmundgeno (Dorta et al., 2005),
0 a una insuficiente respuesta inmune local contra antigenos de la forma espiroquetal dado por la
conversion de las borrelias a formas cisticas (Mursic et al., 1996). Otra posible interpretacion de
estos resultados es que las manifestaciones neurolégicas pudieron deberse a la coinfeccion con

otro agente neurotropico presumiblemente “transmitido por vectores”.

Los resultados de esta segunda serie de casos corroboran los hallazgos seroldgicos reportados en
la anterior (serie de casos 1), y reafirman las evidencias seroldgicas de la presencia de esta

infeccion por borrelias en Cuba.

4.3 Prevalencia de anticuerpos contra B. burgdorferi sensu stricto en individuos de una

poblacion expuesta a mordeduras por garrapatas

En la Tabla 4-2 se muestran los resultados de la prevalencia de anticuerpos en las muestras de

sueros de los individuos estudiados usando los diferentes criterios de interpretacion.
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Tabla 4-2. Valores de prevalencia de anticuerpos contra B. burgdorferi sensu stricto en una
poblacion de riesgo.

o . -, . Prevalencia 1C 95%
Criterio de interpretacion de: (%) (%)
Laboratorio de Microbiologia de La-Chaux-de-Fonds, 2.02 0.6—4.7
Suiza
CbC 2,02 06-47
CDC con inclusion de las proteinas OspA 'y OspB 4,45 1,7-72

IC: Intervalo de confianza

Como se puede observar, existe solapamiento entre los intervalos de confianza encontrados para
los valores de seroprevalencia segun todos los criterios de interpretacion empleados, por lo que se
estima una seroprevalencia de anticuerpos especificos contra B. burgdorferi sensu stricto de

0,6%-7,2%, como resultado de la unién de los tres intervalos.

La presencia de anticuerpos especificos en el suero no siempre significa que la enfermedad esta
presente, éstos pudieran obedecer a la ocurrencia en el pasado de infecciones subclinicas o
clinicas que generaron anticuerpos que persistieron en el tiempo (Wilske et al., 2007). Es por ello
que estos resultados sugieren que dichos individuos han estado en contacto con el agente

infeccioso.

La seroprevalencia estimada para esta poblacion es baja, aunque coincide con cifras reportadas en
estudios similares realizados en otros paises latinoamericanos; por ejemplo: en México, el primer
estudio de seroprevalencia de anticuerpos IgG contra la cepa B31 por Western blot mostré una
positividad de 0,3% (Gordillo et al., 1999). Sin embargo, en un estudio posterior en dos regiones

del pais se reportaron valores de 3,43% y 6,2% (Gordillo-Pérez et al., 2003).

Otros paises no endemicos han informado valores superiores de seroprevalencia en grupos de
riesgo como trabajadores de silvicultura y agricultores, demostrando asi evidencias serolégicas de
la infeccion por B. burgdorferi (Hristea et al., 2001; Tay et al., 2002; Kaya et al., 2008).

En los paises en los que la borreliosis de Lyme es frecuente, los valores de seroprevalencia
dependen de la region estudiada y de las caracteristicas ocupacionales de la poblacion. Asi por
ejemplo, los niveles de anticuerpos contra B. burgdorferi son superiores entre trabajadores
agricolas y silvicultores (7,03%) con respecto a los donantes de sangre (3,56%); pero son mucho

mas altos entre guardabosques (23,2%) (Cinco et al., 2004; Tomao et al., 2005). También entre la
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poblacion de &reas montafiosas de Esparia y Eslovaquia se registran valores altos de anticuerpos
contra B. burgdorferi (31,3% y 12,8%, respectivamente) (Oteo et al., 1992; Bazovska et al.,
2005).

Uno de los principales factores que influye en la sensibilidad del Western blot es la cepa de
Borrelia utilizada como antigeno. Se ha demostrado que los resultados son mejores cuando se
utilizan como antigenos aislamientos locales en comparacion con los obtenidos de las cepas de
referencia (Mavin et al., 2007). En esta investigacion se utiliz6 la cepa norteamericana B31, cepa
tipo de B. burgdorferi sensu stricto, porque Cuba se encuentra geograficamente ubicada en los
corredores de aves migratorias y muy cerca de los EUA. Hasta la fecha no se ha reportado otra
genomaespecie causante de enfermedad de Lyme en el continente americano. Recientemente se
ha evidenciado también la presencia de material genético de B. burgdorferi sensu stricto en

garrapatas en México (Gordillo-Pérez et al., 2009).

El polimorfismo de los antigenos de las borrelias inter e intraespecies es un factor que afecta el
desarrollo de los Western blot, pues se han reportado diferencias en los patrones de
serorreactividad de la cepa B31 en casos americanos y europeos de borreliosis de Lyme (Cinco et
al., 1996).

Diferentes autores han enfatizado sobre la importancia de interpretar los resultados de los
Western blot, segun las caracteristicas de la enfermedad, en un area especifica de riesgo. Los
laboratorios en paises con baja prevalencia de la borreliosis de Lyme prefieren utilizar criterios
que permitan una alta especificidad a expensas de la sensibilidad. La enfermedad de Lyme no es
la misma en todas las areas geogréaficas debido a la prevalencia diferente de especies y cepas de
B. burgdorferi sensu lato y a la heterogeneidad de éstas, por tanto, las recomendaciones para
interpretar los resultados de los Western blot no siempre son aplicables a poblaciones en areas
geograficas diferentes de las que le dio origen (Robertson et al., 2000). Es por ello que en esta

investigacion se consideraron también los criterios del CDC.

El método de Western blot es ampliamente utilizado en los laboratorios de diagnéstico y
recomendado como método confirmatorio en el serodiagnostico de enfermedad de Lyme. Sin
embargo, existe una gran variedad de procedimientos descritos que utilizan antigenos preparados
de diferentes genomaespecies de B. burgdorferi sensu lato, asi como diversos protocolos de

PAGE y del propio Western blot, y aunque han sido publicadas recomendaciones para la
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interpretacion de los patrones de bandas, no existe ain un consenso (Robertson et al., 2000,
Mavin et al., 2011).

Cada uno de los criterios de interpretacion reportados requiere de la revelacion de un ndmero
diferente de bandas de proteinas para concluir un resultado como positivo. Se ha demostrado que
la respuesta inmune de pacientes con enfermedad de Lyme en Europa es mas restringida que en

EUA, por ello los criterios del CDC no son aplicables en Europa (Hauser et al., 1999; Wilske et
al., 2007).

En las tiras de los Western blot de las muestras de sueros se detectaron 19 bandas antigénicas,
desde 14 hasta 90/93 kDa (Figura 4-8). El nimero promedio de bandas observadas fue 5,3 + 1,9.

23
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Frecuencia (%)

No. de bandas

Figura 4-8. Frecuencia del nimero de bandas de proteinas reconocidas por Western blot en los sueros
estudiados de los individuos de la poblacion de riesgo.

El nimero de bandas reactivas detectadas en las muestras fue bajo respecto a las reveladas en el
control positivo (hasta 21 bandas). No obstante, el promedio fue mas alto que las reveladas en el
control negativo (maximo de dos a tres bandas débiles), lo que significa que otras reacciones con
diferentes grados de intensidad se desarrollaron. Aunque se describen anticuerpos con reactividad
cruzada con otras especies bacterianas relacionadas (Leptospira, Treponema, Borrelia de fiebre

recurrente) y no relacionadas (Salmonella, Pseudomonas, Neisseria) (Bruckbauer et al., 1992), en
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este estudio no se observaron reacciones cruzadas con anticuerpos contra Leptospira y
Treponema, y no existen reportes de otras borrelias en el pais.

En otros Western blot para la deteccion de 1gG se han reportado nimeros promedio de bandas
reactivas que van desde 6,7 + 4,1 hasta 8,7 = 4,1 en sueros de pacientes con enfermedad de Lyme
temprana, 4,1 = 2,6 en donantes de sangre y 3,7 = 2,3 en pacientes con otras enfermedades
(Engstrom et al., 1995). Estos altimos dos valores son inferiores al nimero de bandas reactivas

encontradas en los sueros de la poblacion de riesgo incluida en el presente estudio.

La Figura 4-9 resume las frecuencias de reconocimiento de cada banda de proteina y sus
intensidades en las muestras de sueros. Sélo las bandas de 72, 60, 47 y 41 kDa fueron reveladas
en mas del 50% de las muestras, aunque sus intensidades fueron interpretadas principalmente
como débiles.

B Fuerte
ODébil

Talla de la proteina (kDa)

o 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Frecuencia (%)

Figura 4-9. Frecuencias de reconocimiento e intensidad de las bandas de proteinas reveladas por
Western blot.

En la Figura 4-10 se representa la respuesta de anticuerpos en las muestras identificadas como

positivas. Se puede observar que 10 proteinas fueron significativamente reveladas, ellas fueron, en
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orden decreciente de aparicion: las proteinas de 41, 72, 90/93, 34, 47, 60, 58, 56, 65/66 y 31 kDa
(las tres primeras se detectaron en todas las muestras).

mFuerte
Débil

‘Talla de laproteina (kDa)
&
-

No. de sueros

Figura 4-10. Reconocimiento e intensidad de las bandas de proteinas reveladas por los sueros de la
poblacidn en riesgo y estimados como positivos por Western blot (n=11).

Los sueros positivos mostraron reacciones con ocho 0 méas bandas de proteinas y los resultados
con intensidades fuertes fueron mas frecuentes, aunque la reactividad de bandas especificas para

B. burgdorferi sensu stricto fue superior en las zonas de 90/93 kDa y 58-56 kDa.

En estos sueros se detectaron anticuerpos tanto a proteinas altamente especificas como no
especificas de B. burgdorferi sensu lato; pero el analisis no se puede realizar de forma individual
porque la deteccion de algunas proteinas no especificas tiene valor cuando son detectadas junto a
proteinas especificas. Por ejemplo, la proteina de choque térmico de 72 kDa y la proteina flagelar
de 41 kDa, principales proteinas reveladas, son no especificas para Borrelia por la reactividad
cruzada que se les reconoce con anticuerpos producidos contra otras bacterias; sin embargo, ellas
fueron observadas junto a la proteina de superficie de 90/93 kDa, una proteina altamente

especifica, presente en todos los sueros identificados como positivos.

Un patron amplio de bandas entre las zonas de 60 y 90/93 kDa es soporte para el diagndstico de

enfermedad de Lyme cronica, precisamente éstas estuvieron entre las proteinas mas significativas
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reveladas en los sueros. La proteina de choque térmico p60 es reconocida por anticuerpos de
reactividad cruzada y segun un estudio de EUCALB, su inclusion en la combinacién para
interpretar los resultados de un Western blot conllevé a reactividades ligeramente superiores
(Hauser et al., 1999).

Otras proteinas altamente especificas reveladas en las tiras fueron las de 34 (OspB), 31 (OspA),
30 y 22/24 (OspC) kDa, pero el nimero de sueros que reaccionaron con éstas fue bajo. La
respuesta inmune a OspA es rara y la reactividad a ella se detecta al comienzo de los episodios de
artritis prolongada. Por su parte, OspC es el mejor marcador de la enfermedad de Lyme temprana
y presumiblemente se requiere para la colonizaciéon del hospedero o resistencia a la inmunidad
innata; es especialmente detectada en los Western blot para IgM. La expresion de OspC es
reducida por B. burgdorferi en respuesta al desarrollo de anticuerpos, esta represion es importante

para evitar la persistencia de la infeccion (Tilly et al., 2008; Vojdani et al., 2009).

Las bandas més importantes para la deteccion de anticuerpos IgG contra la cepa B31 de
B. burgdorferi utilizando Western blot en pacientes europeos, son aquellas que representan las
proteinas de 93, 39, 34 y 23 kDa (Gutiérrez et al., 2000). Estas bandas se detectaron en los sueros

estudiados, excepto la p39.

Por ultimo, resultd interesante que entre los sueros clasificados como positivos se detectaron
bandas de las proteinas de 18/20, 28/29 y 47 kDa, que se corresponden con las de 20, 28 y
48 kDa referidas por un estudio realizado en Scotland, Reino Unido, atendiendo a la no
uniformidad que se aprecia en los reportes internacionales en la definicion de las tallas de las
proteinas involucradas en la respuesta contra B. burgdorferi sensu lato (Evans et al., 2010). Estas
proteinas no son interpretadas como especificas segun los criterios de EUA y Europa, debido a la
reactividad cruzada con otras especies bacterianas; sin embargo, en el estudio antes citado se
recomienda que sean consideradas como tal pues se constataron con mayor frecuencia entre

sueros positivos por Western blot.
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4.4 Deteccion molecular de B. burgdorferi sensu lato en garrapatas de importancia médica y

veterinaria

La identificacion taxondmica y clasificacion segln el estado de vida y sexo de las garrapatas
colectadas para el estudio observacional 1 permitio identificar tres especies. En los equinos el
60% (57/95) de las garrapatas se identificaron como Dermacentor (Anocentor) nitens, el 37,9%
(36/95) como A. cajennense y el 2,1% (5/95) como Rhipicephalus (Boophilus) microplus. A esta
ultima especie correspondian el 100% (3/3) de las garrapatas capturadas en bovinos. El 89,8%
(88/98) de las garrapatas se encontraban en estado de adulto, de las cuales 59,1% (52/88) eran
hembras y el 40,9% (36/88) machos. El 10,2% (10/98) restante eran ninfas.

La garrapata D. nitens fue la especie encontrada en mayor proporcion en este estudio afectando a
los equinos. Esto se corresponde con lo reportado en la literatura, pues para esta especie los
hospederos principales son los Artiodactilos y Perisodactilos, entre los que se encuentran los

caballos (Guglielmone et al., 2003).

En el estudio observacional 2 se comprob6 que bovinos y caninos estaban siendo afectados por
dos especies. Se identificé a R. microplus y R. sanguineus (100% en ambos casos) como Unicas
especies infectantes, respectivamente. La garrapata colectada en la vivienda se clasific6 como

R. sanguineus. En este estudio no se encontraron garrapatas de la especie A. cajennense.

Estos hallazgos concuerdan con el conocimiento acerca de que R. microplus afecta
fundamentalmente a los Artiodactilos y R. sanguineus a los Carnivoros (Guglielmone et al.,
2003). De igual forma, la garrapata capturada en la vivienda pertenece a una de las especies que
mas afecta a los Carnivoros. Esta completa su ciclo de vida en un solo hospedero pero en
ocasiones al cambiar de estadio cae del animal y en la basqueda de un hospedero cambia
incidentalmente de habitat, de ahi que constituya un vector potencial de enfermedades zoonéticas
(Estrada-Pefia et al., 2004).

De las garrapatas clasificadas como R. microplus, el 36,9% (21/57) resultaron ser adultos
hembras, el 29,8% (17/57) adultos machos, el 26,3% (15/57) ninfas y el 7,0% (4/57) larvas. Entre
las clasificadas como R. sanguineus, el 60,2% (59/98) eran adultos machos, el 23,5% (23/98)
adultos hembras y el 16,3% (16/98) ninfas.
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Las especies de garrapatas identificadas son consideradas de importancia médica y veterinaria,
aunque A. cajennense por su gran antropofilia afecta mas frecuentemente a los humanos
(Guglielmone et al., 2003).

La extraccion de ADN utilizando la metodologia del hidréxido de amonio y calor, no fue util para
14 de las garrapatas analizadas en el primer estudio debido a que se encontraban en estado de
ingurgitacion. En estos casos, al realizar la PCR-RLB se observé que las lineas sobre la
membrana donde se habian aplicado las muestras se revelaban completamente a causa de la
presencia de restos de sangre, lo que no permitia observar las manchas de hibridacion en caso de
existir. La sangre pudo inhibir la actividad de la enzima Taq polimerasa en la reaccion de

amplificacion por PCR y condicionar resultados falsos negativos (Sparagano et al., 1999).

En la evaluacion de la eficacia de los métodos de extraccion de ADN en el segundo estudio no se
evidencié la amplificacion por PCR del fragmento génico deseado para dos extractos, en los que
se utilizd también el método de hidroxido de amonio y calor, lo que pudo deberse a una
extraccion insuficiente. Sin embargo, teniendo en consideracion que se trataba de grupos de dos o
méas garrapatas, suficiente para generar y amplificar ADN en cantidades apreciables, es més
I6gico pensar que durante la extraccion se obtuvo material inhibitorio (sangre del hospedero) de
la PCR, similar a lo ocurrido en el estudio precedente. Aunque las garrapatas utilizadas
aparentemente eran no ingurgitadas, siempre presentan en su contenido intestinal sangre del

animal al que estaban infestando, la que actla como un potente inhibidor de la PCR.

El material genético de B. burgdorferi sensu lato no fue detectado en ninguno de los extractos

examinados por los métodos moleculares empleados.

La aplicacion de las tecnologias moleculares, especificamente la RLB, demuestra tener multiples
ventajas. No se requiere de la secuenciacion de ADN del producto de la PCR, se pueden
identificar pequefias cantidades de material genético y permite distinguir la coinfeccién de una

muestra por diferentes grupos genémicos (Rijpkema et al., 1995; Tait y Oura, 2004).

Los equinos, bovinos y caninos pueden ser infectados por B. burgdorferi sensu lato y enfermar
(Doby et al., 1988; Andre-Fontaine et al., 1995; Magnarelli et al., 1997; Littman et al., 2006;
Johnson et al., 2008). Considerando la estrecha relacion que se establece entre el hombre y estos
grupos de animales, dado que generalmente los equinos y bovinos son pastoreados en lugares

frecuentados por el hombre (ocasionalmente muy cerca de sus casas) y el contacto directo que se
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produce entre hombre-caballo (transporte y recreacion) y hombre-perro (principal mascota), es
comprensible la importancia que adquiere la deteccion de la transmision vectorial de zoonosis al

hombre.

Las especies de garrapatas identificadas en estos estudios no se corresponden con los vectores
reconocidos para enfermedad de Lyme. Sin embargo, otra especie de Amblyomma,
A. americanum, a pesar de que estaba documentada su incompetencia como vector de B.
burgdorferi (Ryder et al., 1992) fue incluida en la lista de vectores a partir de la identificacion en
ella de B. lonestari, una espiroqueta reconocida actualmente como el agente etioldgico de un
sindrome similar a la enfermedad de Lyme en EUA y que recientemente se logro su cultivo in
vitro (Barbour et al., 1996; Varela et al., 2004).

Por otra parte A. cajennense y A. aureolatum, en Brasil, han sido colectadas de animales salvajes
en areas donde se reporta un sindrome similar o sindrome imitador de enfermedad de Lyme, que
causa manifestaciones clinicas de las descritas para la borreliosis de Lyme, incluyendo la lesion
tipica de la piel. Este sindrome es causado por una espiroqueta que no pertenece al complejo
B. burgdorferi sensu lato (Mantovani et al.,, 2007). Existen ademas reportes de eritemas
migratorios y complicaciones sistémicas causadas por mordeduras accidentales de A. cajennense,
asi como casos del sindrome anteriormente mencionado asociados a esta especie de garrapata en
una region geografica donde no se han encontrado artropodos del género Ixodes (Costa et al.,
2002; Mantovani et al., 2007).

Mas recientemente, durante el 2009, se reporta por primera vez la presencia de B. burgdorferi
sensu stricto en garrapatas A. cajennense capturadas de animales domésticos (caninos y bovinos)
y de la vegetacion en México (Gordillo-Pérez et al., 2009), lo que la reafirma como vector
potencial de enfermedad de Lyme. Anteriormente se habian reportado casos clinicos de la
enfermedad con confirmacion de laboratorio, asi como la presencia de anticuerpos especificos en
humanos en varios estudios seroepidemioldgicos realizados también en México (Gordillo-Pérez
et al., 2003; Gordillo-Peérez et al., 2007).

Es valido sefialar que a partir de otras especies de garrapatas como D. andersoni también se ha
detectado ADN de B. burgdorferi sensu stricto (Gordillo-Pérez et al., 2009).

Estudios similares, en los que se realizd la basqueda por métodos moleculares o cultivo de

B. burgdorferi en garrapatas, en paises donde existen evidencias clinicas altamente sugestivas de
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enfermedad de Lyme, se reportan en la literatura cientifica. Por ejemplo, en Chile, en una
investigacion a partir de ixddidos capturados sobre animales salvajes como roedores y cérvidos,
se identificaron diferentes especies de Ixodes sp., todas negativas a la presencia de las
espiroquetas en cuestion, segun una PCR simple y anidada que amplifican fragmentos del gen
ospA (Osorio, 2001). En Per(, al estudiar 120 garrapatas, se encontrd que las que provenian de
vizcacha (animal autdctono) eran Haemaphysalis leponrispalustrise e Ixodes sp., las de equinos
D. nitens y las de caninos R. sanguineus, pero de ninguna se aislaron borrelias a partir del cultivo
de los intestinos medios en BSK-11 (Macedo et al., 1994).

En cambio, en paises donde el agente etioldgico, sus vectores y reservorios son bien conocidos y
donde la enfermedad es habitual, la deteccion de espiroquetas del complejo B. burgdorferi sensu
lato en garrapatas es frecuente. Por ejemplo, en garrapatas I. ricinus colectadas de la vegetacion
en diferentes areas de Suiza, se han encontrado valores de prevalencia de borrelias en las mismas
de 22,4%, 47% y hasta 96% (Jouda et al., 2003; Burri et al., 2007; Moran-Cadenas et al., 2007¢),
mientras que en garrapatas colectadas de aves migratorias, valores de 6% y 18,2% (Poupon et al.,
2006). En un estudio realizado en Rusia se reportd 38% y 67,3% de garrapatas I. ricinus e
I. persulcatus de la vegetacion infectadas, respectivamente (Alekseev et al., 2001), alrededor de
40% de I. ricinus en Bulgaria (Christova et al., 2003) y 10,2% en Polonia (Stanczak et al., 1999).
La busqueda e identificacion de las borrelias en todas las investigaciones citadas anteriormente se

realizé utilizando metodologias moleculares como: PCR, PCR-RLB y PCR-RFLP.

Por su parte, en una region de EUA a partir del estudio de garrapatas I. scapularis colectadas de
mascotas, animales salvajes y humanos durante los afios 1995, 1996 y 1997 se reportaron valores
de 29,5%, 35% y 23,7% de estas infectadas con B. burgdorferi sensu stricto, respectivamente
(Holman et al., 2004).

Teniendo en cuenta que el nimero de garrapatas analizadas en este estudio es limitado y no
representativo del pais, se hace necesario colectar un mayor nimero de éstas a partir de animales
domésticos, salvajes, aves migratorias y vegetacion del area de “Las Terrazas” y extender la
investigacion a otras regiones del pais. Asi mismo, se impone la basqueda de borrelias, ya sea por
cultivo o métodos moleculares, en garrapatas A. cajennense, por ser la Unica especie reportada en
Cuba que necesita de tres hospederos para completar su ciclo de vida y por su alto grado de

antropofilia.
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Se debe mostrar también un especial interés por estudiar garrapatas de la especie 1. capromydis,
Unica especie del género Ixodes que existe en Cuba y que es autoctona, ya que parasita
fundamentalmente roedores de la especie Capromys pilorides, conocidos popularmente como

Jutia Conga (Guglielmone et al., 2003).

Es importante considerar ademas la posibilidad de que existan otros vectores de estos
microorganismos en el pais como mosquitos de los géneros Aedes, Culex y Anopheles (Zakovska
et al., 2002; Kosik-Bogacka et al., 2004), aunque en éstos el tiempo de sobrevivencia de las
borrelias esta limitado a dos semanas (Magnarelli et al.,, 1987), y las moscas del caballo y del

venado (Magnarelli y Anderson, 1988).
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V. CONSIDERACIONES GENERALES

El presente trabajo recoge los resultados de las primeras investigaciones microbiolégicas
realizadas en Cuba, con el objetivo de proporcionar evidencias cientificas que permitan

sustentar la hipotesis sobre la presencia de la infeccidn por B. burgdorferi sensu lato en el pais.

La borreliosis de Lyme no es una enfermedad mortal pero en la medida en que la infeccion
avanza se producen trastornos dermatolégicos, neurologicos, cardiacos y musculoesqueléticos,
dificiles de tratar, muchos de los cuales adquieren caracter cronico o dejan secuelas, por lo que

se requiere de su diagnostico y tratamiento temprano (Vanousova y Hercogova, 2008).

Para su estudio y control es importante un enfoque multidisciplinario y multisectorial que
involucre investigaciones y acciones epidemioldgicas, epizootiologicas, clinicas,

entomoldgicas, microbioldgicas y ecosistémicas, entre otras.

Iniciar los estudios microbioldgicos que se recogen en este documento demandd de la
capacitacion de recursos humanos en el diagnostico de laboratorio de esta entidad, en
instituciones con experiencias al respecto. Por otra parte, fue necesario la replicacion de esta
experiencia y la evaluacion e implementacion en el LNE-IPK de las principales herramientas
diagndsticas (convencionales y moleculares), para asumir la referencia nacional de este agente

infeccioso.

Para la confirmacion absoluta de la infeccion por B. burgdorferi sensu lato en Cuba es
necesario demostrar la presencia del agente etioldgico en muestras clinicas. Por consiguiente
se impone la divulgacion de los resultados de esta investigacion a través de las autoridades
nacionales de salud publica y veterinaria, impartir capacitaciones para la actualizacion del
personal médico en relacion a las diferentes manifestaciones clinicas de esta borreliosis,
muestras clinicas a tomar segun etapa de la enfermedad, diagnostico microbiolégico a indicar,
asi como el tratamiento correcto a aplicar, e insistir en el seguimiento clinico-seroldgico a los

casos con sospechas de la infeccion, independientemente del resultado inicial de laboratorio.
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La prevalencia baja y el grado variable de reactividad de las proteinas de B. burgdorferi sensu
lato con los anticuerpos presentes en las muestras de sueros supone una tasa baja de infeccion
de las garrapatas por este agente. Esta pudiera ser también la causa de la no deteccion de dicha
espiroqueta en las garrapatas, fundamentalmente en las de la especie A. cajennense, las que
parecen representar el vector potencial de la enfermedad en Cuba; aunque es también correcto
especular acerca de la existencia de otra genomaespecie de Borrelia diferente a las ya

descritas.

Para la demostracion del agente etiologico, su vector y hospedero, y para conocer sobre su
ciclo de vida en las condiciones tropicales de Cuba, se necesitan nuevas investigaciones
encaminadas a examinar otras muestras clinicas, garrapatas y vectores potenciales,
perfeccionar y estandarizar los métodos moleculares para la deteccién e identificacion de estas
espiroquetas, asi como evaluar la capacidad del vector para transmitir la bacteria a un nuevo

hospedero.

Mientras, se puede plantear que la aplicacion de los diferentes métodos de diagnostico
microbioldgico permitid, por primera vez en Cuba, detectar anticuerpos especificos contra B.
burgdorferi sensu lato en muestras de individuos de diferentes provincias (Artemisa, La
Habana, Sancti Spiritus y Holguin), lo que sugiere la circulacion de la bacteria en la region
occidental, central y oriental del pais. Este hallazgo correlacioné con las manifestaciones
clinicas informadas en las solicitudes de analisis o resimenes de las Historias Clinicas
recibidas, donde predominaron las lesiones en piel seguidas de manifestaciones sistémicas,
principalmente neuroldgicas. En ningln caso se refirid que el paciente en algin momento de

su vida viaja fuera de Cuba, lo que supone que la infeccion ocurrié dentro del pais.

Aunque el espectro clinico basico de la enfermedad es similar a nivel mundial, se han
documentado diferencias en las manifestaciones clinicas de la enfermedad en Europa (incluso
entre sus regiones) y en Norteamérica, las que se atribuyen a diferencias entre las especies que
la causan en los dos continentes y a diferencias de las tasas de ocurrencia de la infeccion
(Aguero-Rosenfeld et al., 2005).

En el Sur de los EUA y en Brasil se han descrito sindromes similares a los producidos por
enfermedad de Lyme, los que difieren de los encontrados en Cuba, tanto en el perfil clinico
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como en los resultados de laboratorio. Por ejemplo, en el sindrome reportado en EUA,
causado por B. lonestari y transmitido por A. americanum, aparecen lesiones en piel que
asemejan al eritema migratorio pero no se producen manifestaciones sistémicas, como se
describen en los casos cubanos diagnosticados. Asi mismo, hay también diferencias en los
resultados alcanzados (negativos) con las pruebas seroldgicas para la deteccion de anticuerpos
contra B. burgdorferi (Barbour et al., 1996). En relacion a Brasil, las diferencias radican
fundamentalmente en que la enfermedad que se presenta tiene una frecuencia alta de
recurrencia, especialmente en pacientes que recibieron terapia durante la fase inicial y las
respuestas seroldgicas medidas en estos pacientes por métodos de ELISA y Western blot,
empleando como antigeno una cepa de B. burgdorferi sensu stricto de origen norteamericano,
muestran reactividad baja e incluso son negativas cuando se interpretan con los criterios del
CDC (Mantovani et al., 2007).

También es una evidencia altamente sugestiva de la infeccion por este agente en Cuba, la
demostracion de anticuerpos especificos contra B. burgdorferi sensu stricto, en individuos que
habitan en una region del pais donde histéricamente se reporta infestacion por garrapatas duras
0 ixddidos, fundamentalmente A. cajennense [de acuerdo con la descripcion de los pobladores
y avalado por los informes estadisticos anuales del Centro Nacional de Parasitologia (CNP)
del Instituto de Medicina Veterinaria del Ministerio de la Agricultura (CNP, 2009; CNP,
2010)]. Se sugiere entonces, ampliar la investigacion a poblaciones de otras regiones donde se
reporte también una frecuencia alta de infestacion por garrapatas, a grupos de riesgo segun su
actividad ocupacional (ganaderos, veterinarios, militares, etc.) asi como a poblaciones no

expuestas.
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» Las herramientas evaluadas para la deteccion de B. burgdorferi sensu lato
fortalecen y condicionan al LNE-IPK para la realizacién de futuras investigaciones
que demuestren, con un enfoque integral, la infeccion por este microorganismo en
Cuba.

» El conjunto de evidencias provenientes del estudio de las muestras de individuos
con sospechas clinicas y epidemioldgicas de enfermedad de Lyme sugiere

infeccidn autdctona por B. burgdorferi sensu lato en Cuba.

» La presencia de anticuerpos especificos contra B. burgdorferi sensu stricto en
individuos expuestos a mordeduras de ixddidos, se suma al conjunto de evidencias

que apuntan hacia la posible circulacion del agente infeccioso en Cuba.

» La no deteccidon de material genético de B. burgdorferi sensu lato en las especies
de ixodidos controladas no las sefiala, ni excluye, como posibles vectores de este

agente.
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RECOMENDACIONES

» Divulgar a nivel nacional, tanto en salud publica como veterinaria, los resultados

encontrados en esta investigacion.

» Disefar nuevas investigaciones orientadas a la busqueda del agente etioldgico en

vectores potenciales.

» Extender los estudios de prevalencia de anticuerpos especificos contra B. burgdorferi

sensu lato a otras poblaciones cubanas con y sin riesgo de adquirir la infeccion.

» Incorporar de forma sostenida el diagndstico microbiolégico de enfermedad de Lyme
como servicio técnico-especializado en el LNE-IPK, asegurando la calidad del mismo
mediante el cumplimiento de los requisitos de la Regulacion No. 3/2009 del
CECMED.
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ANEXOS

Anexo 1. Elaboracién del medio de cultivo BSK - modificado.
Acépite: 3.2.1.1a

Se disolvié en 900 mL de H,O milli-Q PLUS los siguientes compuestos:

Compuesto Cantidad (g)
Neopeptona (Difco, EUA) 5
Albumina bovina [fraccion V] (Sigma, EUA) 50
N-2-hidroxietilpiperazina-N’-acido etanosulfonico [HEPES] (BDH, Inglaterra) 6
Citrato de sodio tribasico dihidratado (BDH, Inglaterra) 0,7
Glucosa anhidra (BDH, Inglaterra) 5
Piruvato de sodio (BDH, Inglaterra) 0,8
N-acetil-glucosamina (Sigma, EUA) 0,4
Bicarbonato de sodio (Sigma, EUA) 2,2
Estolato de levadura (Difco, EUA) 2,53

A continuacién se ajusto el pH a 7,6 con NaOH 1N, y posteriormente se afiadio:

Compuesto Cantidad (mL)
Gelatina estéril 7%* 20
Medio 199 10X (GibcoBRL, EUA) 10
Suero de conejo estéril (inactivado 56°C/2h, 6.4

centrifugado a 14 000 g y filtrado por 0,2 um

*Para preparar la gelatina al 7% se disolvieron 7 g de gelatina (Disco, EUA) en 100 mL de
H,0 milli-Q PLUS, se fundié y se autoclaved a 121°C/20 minutos. Se guardd a 4°C y al usarla
se fundi6 a 50°C.

El medio se esteriliz por filtracion utilizando membranas de porosidad de 1,2; 0,45 y 0,22
pm, y se distribuy6 en tubos con tapas de rosca (100 x 13 mm) en un volumen equivalente a %

partes del tubo. Se realizd control de esterilidad mediante incubacion a 37°C durante 48 h.
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Anexo 2. Western blot-IgM [Ag: B. garinii (NE83)], Western blot-19G (Ag: B. burgdorferi
sensu stricto (B31)] y Western blot-1gG (Ag: B. garinii (NE83)]

Acapites: 3.2.1.1d, 3.2.2.2y 3.2.3

Para la obtencion de los antigenos vy las tiras para los Western blots se realizaron subcultivos
de las cepas NE83 y B31 en medio BSK-H durante 10 dias a 34°C, y a partir de éstos se
colectaron y lavaron las células por centrifugacion (4000 rpm/12 min). Se obtuvieron las
proteinas a partir de la lisis de las mismas utilizando el tampdn Laemeli (Laemeli, 1970) y
calentamiento por 3 min, las cuales después de su separacion por electroforesis en geles de

poliacrilamida se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa, que se corto en tiras.

Las tiras se bloguearon con leche descremada al 5% en tampdn de fosfatos (PBS, de sus siglas
en inglés: Phosphate Buffered Solution) y se incubaron con las muestras (sueros diluidos
1:200 y LCR 1:20 en leche descremada al 1% con PBS), en agitacion a 50-70 rpm durante

toda la noche a temperatura de laboratorio. Se lavaron con leche descremada al 5% y 1% en
PBS y se incubd durante 2 horas con los conjugados anti-IgM y anti-lgG marcados con
fosfatasa alcalina (Kirkegaard & Perry Laboratories, EUA), segln correspondiera, diluidos
1:500 con leche descremada al 1%. Se lavaron nuevamente las tiras empleando leche
descremada al 5% en PBS, PBS y el tampdn de revelacién de la fosfatasa alcalina (AP, de sus

siglas en inglés Alkaline Phosphatase) y se procedié a la revelacion aplicando una solucion de

fosfato de bromo-cloro-indolil y nitroazul de tetrazolio en tampon AP, durante 5-10 min.
En cada ensayo se emplearon muestras de sueros humanos controles positivo y negativo.

Las intensidades de las bandas observadas se compararon visualmente con la intensidad de las
bandas del control positivo. Se clasificaron como 0 cuando sélo se observaron trazas y de 1+ a
4+ segun la intensidad de las mismas. Cero fue interpretado como resultado negativo, 1+ como
débil y de 2+ a 4+ como fuertes. Los resultados se introdujeron en una hoja de calculo de

Excel (Microsoft Office Excel 2010) para su posterior anélisis.

Se considero positivo un resultado a IgM cuando se observaron las bandas correspondientes a
las proteinas de 41 y 22/24 kDa, mientras que se considero6 positivo para IgG cuando al sumar
los valores asignados a cada banda segin su especificidad se obtuvo un valor superior a 45
puntos (10 puntos para las bandas correspondientes a las proteinas de 90/93 y 22/24 kDa, 5
puntos para las de 72, 65/66, 58, 56, 43, 39, 34, 31, 30 y 28/29 kDa, y 1 punto para las de 83,
60, 45, 42 y 14 kDa).
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Anexo 3. Informacion clinico-epidemiologica de los individuos con sospechas de la infeccion por B. burgdorferi sensu lato,
pertenecientes a la serie de casos 2, recibida en el LNE-IPK (2003-2010).

Acépite: 3.2.2.2

No.
caso

Procedencia

Edad
(afos)

Sexo

Raza

Cuadro clinico

Antecedentes
epidemioldgicos

Manejo clinico
y evolucién

La Habana

NR

Pardlisis facial periférica bilateral (primero del lado derecho y a
los dos meses del lado izquierdo), acompafiada de cefalea y
precedida de manifestaciones dermatoldgicas sugestivas de
eritema migratorio.

NR

NR

Holguin

38

Antecedentes de salud hasta mayo de 2005, que comienza a
presentar lesiones maculo-eritematosas en piel, fundamentalmente
en muslos y tronco, que mejoraban y reaparecian de forma
espontanea. Posteriormente comienza a presentar fiebre, malestar
general y dolor de garganta, por lo que ingresa en el servicio de
Dermatologia del Hospital Clinico-Quirargico “Lucia Ifiguez”
donde se estudia y prescribe tratamiento con esteroides por 15
dias, egresando con el diagnéstico de Eritema multiforme; 72
horas después de concluido el tratamiento reaparece la fiebre, esta
vez acompafiada de retencion urinaria y un cuadro neurolégico
caracterizado por disminucion de la fuerza muscular en miembros
inferiores (paraplejia flacida), trastornos sensitivos con nivel
dorsal (D5) y arreflexia osteotendinosa, por lo que se ingresa en el
Hospital “Vladimir llich Lenin”, donde se le diagnostica una
posible mielitis transversa, de causa idiopatica, quedando
parapléjico. El paciente reingresa en el Hospital Clinico-
Quirdrgico “Lucia Ifiguez” para continuar estudios e
investigaciones los que revelan la presencia de una cavidad
siringomiélica dorsal D5-D8, con engrosamiento meningeo y
toma de nervios periféricos en miembros inferiores, llegandose al
diagndstico de una encefalomielorradiculopolineuropatia de causa
no precisada. Este cuadro dejé como secuela paraplejia asociada
con anemia persistente.

Ocupacion: chofer.
Vive en la periferia de
la ciudad, manifestd la
presencia de roedores
alrededor de la
vivienda, no recuerda
haber sido picado por
garrapatas U otros
acaros.

No habia viajado al
extranjero.

Tratamiento con
eritromicina
durante 2 sem,
evoluciona
satisfactoriamen
te.

3

Pinar del Rio

1.5

M

NR

Cuadro febril de dos meses, con eritema macular, artritis y
hepatoesplenomegalia.

NR

NR

4

Mayabeque

NR

M

NR

NR

NR

NR

Leyenda: NR-Informacion no recogida, F-femenino, M-masculino, B-blanca
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No. . Edad - Antecedentes Manejo clinico
Procedencia . Sexo | Raza Cuadro clinico . S L
caso (afos) epidemiolégicos y evolucion
5 Pinar del Rio NR M NR | Antecedentes de debilidad muscular que comenzé por los brazos | Ocupacion: médico | Ingresado y
a predominio proximal, progresién en 3 semanas, pequefio | pediatra (colaborador | tratado con
periodo de estabilizacion y regresion en aproximadamente 1 mes, | en Venezuela). Intacglobin.
se interpret6 como un Sindrome de Guillain-Barré.
Posteriormente comienza con debilidad proximal en los brazos
que tom0 las piernas, con dificultad para la marcha.
6 Matanzas NR M NR NR NR Ingresado en
UClI
7 Sancti 12 F B Antecedentes de alergia y asma bronquial. Comienza con NR Tratamiento:
Spiritus sintomatologia el 1/octubre/2004, ingresando 24 dias después con doxiciclina

historia de lesion papulosa redondeada en pémulo derecho, lesion
que fue incrementando de tamafio, con centro palido y bordes
bien definidos que hacian relieve, se acompafiaba de dolor en esa
hemicara y hemicréneo. Presentaba ademas multiples adenopatias
de aspecto inflamatorio en el cuello de ese mismo lado. Se
interconsulta con el servicio de Dermatologia y se comienza
tratamiento con esteroides topicos y orales. Se valora con el
servicio de Otorrino-laringologia por dolor e inflamacion del oido
derecho, constatandose estenosis a nivel del conducto auditivo
externo, atribuyéndose dicho proceso a la lesion de la cara.
Finalmente se le indic6 tratamiento con eritromicina durante una
semana. Dias antes del ingreso habia comenzado con aumento de
volumen de hemicara derecha y astenia. Al examen fisico se
constata la presencia de un soplo sistélico 11/IV a nivel del foco
mitral (antecedentes de prolapso de la valvula mitral), discreta
distension abdominal con dolor difuso a la palpacién, no
visceromegalia. Neurol6gicamente presentaba hipersensibilidad
del hemicuerpo derecho, paralisis facial periférica derecha y
enrojecimiento de la membrana timpéanica del oido derecho. Se
indicd tratamiento con ceftriaxona (1g/12horas) por 10 dias.
Durante su ingreso se realizaron exudados 6tico, nasal y faringeo
indicando flora normal, asi como urocultivo que result6 negativo.
La evolucién en sala fue favorable y egres6 el 2 de noviembre de
2004, aunque permanecia asténica. A los 10 dias del egreso fue
valorada en consulta con aumento discreto de hemicara derecha y
lesiones evanescentes similares a la lesién inicial de la cara pero
mas pequefias, de localizacion sacrolumbar y en antebrazo
derecho, que desaparecieron rapidamente sin dejar huellas.

(4mg/kg/dia)
durante 14 dias.
Evolucion
clinica
satisfactoria.

Leyenda: NR-Informacion no recogida, F-femenino, M-masculino, B-blanca
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No. . Edad - Antecedentes Manejo clinico
Procedencia . Sexo | Raza Cuadro clinico . S L
caso (afos) epidemiolégicos y evolucion
8 La Habana NR M NR NR NR NR
9 La Habana NR F NR NR NR Ingresada en
servicio de
Neurologia
10 Artemisa NR F NR | Fiebre, adenopatias, vasculitis cutanea durante 2 meses. NR NR
11 La Habana NR F NR NR Procedente de la NR
Escuela
Latinoamericana de
Medicina
12 La Habana NR M NR NR NR NR
13 La Habana NR M NR | Presenta una paraparesia espastica de 1 afio de evolucidn. NR NR
14 La Habana NR F NR NR NR NR
15 Villa Clara NR F NR | Antecedentes de polineuropatia sensitivomotora distal simétrica NR NR
hace 15 afios que evoluciond sin dejar secuela. Posteriormente
presentd 4 episodios de paralisis facial recurrente del lado
derecho. No muestra otros signos al examen clinico. No tiene
antecedentes de lesiones dermatolégicas sugestivas de
enfermedad de Lyme.
16 Holguin NR M NR | Presenta diplopia e imposibilidad de la mirada lateral del ojo NR NR
izquierdo desde hace 3 afios. Impresion diagnostica: pardlisis
recurrente del VI par.
17 La Habana NR M NR NR NR NR
18 La Habana NR M NR | Impresién diagnoéstica de meningoencefalitis de causa no NR NR
precisada y lesiones en piel.
19 Holguin 44 F NR | Hace aproximadamente 3 afios, estando de mision NR NR

internacionalista en Honduras, comienza con sintomas y signos
que se interpretan como un tanel del carpo en antebrazo derecho,
posteriormente comienza dolor y calambres en hombro de ese
lado, se realiza el diagnéstico de una plexitos braquial idiomatica.
Después comienza con atrofia de los musculos del antebrazo y de
la escapula de ese lado. A la paciente se le ha realizado
resonancia resultando negativa, quimica sanguinea negativa,
estudios inmunoldgicos (factor reumatoideo, proteina C reactiva y
células LE) negativos, electromiografia en la que se muestran
cambios en la conduccion y desmielinizacion desde C3-C7 asi
como fasciculaciones.

Leyenda: NR-Informacion no recogida, F-femenino, M-masculino, B-blanca
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No. . Edad - Antecedentes Manejo clinico
Procedencia . Sexo | Raza Cuadro clinico . S L
caso (afos) epidemiolégicos y evolucion
20 La Habana NR F NR NR NR NR
21 La Habana NR M NR | Encefalopatia subaguda desde hace 1 mes, trastornos NR NR
conductuales y una crisis ténico clénica generalizada.
22 La Habana NR M NR | Deterioro cognitivo y trastornos conductuales subagudos, NR NR
inmunosupresion, lesiones de sustancia blanca cerebral bilateral
que estuvo en EUA recientemente. Impresion diagnostica:
leucoencefalopatia.
23 La Habana NR F NR | Lesiones en la zona de las mordeduras de las garrapatas y refiere | Mordeduras de | Tratamiento con
dolor garrapatas gentamicina,
amoxicilina y
azitromicina.
24 La Habana NR F NR NR NR NR
25 Holguin NR F NR | Paralisis facial periférica recidirante NR NR
26 Holguin NR F NR | Paralisis del velo del paladar izquierdo. Diagndstico clinico: NR NR
mononeuritis maltiple postinfeccioso.
27 Ciego de 35 M NR | Producto del primer episodio de mordedura por garrapatas, 3 afios | Paciente VIH/Sida y NR
Avila atras, aparecieron lesiones en piel que se mantuvieron durante 1 | que ha sufrido
afio, y a pesar de ser tratado por el servicio de Dermatologia | mordeduras de
impresionan haber curado espontaneamente. En la actualidad | garrapatas en  dos
visita una finca de su familia en la provincia y es mordido | ocasiones.
nuevamente por garrapatas, reapareciendo lesiones similares que
supuran una linfa que cuando se seca queda como un quiste,
presenta cuadro febril en dias alternos y adenopatias inguinales
bilateral y una cervical no en plano profundo dolorosa. Las
lesiones le provocan prurito y dolor.
28 Holguin NR F NR | Pardlisis facial recurrente. NR NR
29 La Habana NR F NR NR Antecedentes de NR

estancia en México

Leyenda: NR-Informacion no recogida, F-femenino, M-masculino, B-blanca
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No. . Edad - Antecedentes Manejo clinico
Procedencia . Sexo | Raza Cuadro clinico . S L
caso (afos) epidemiolégicos y evolucion
30 Matanzas 57 M NR | En horas de la noche presenta molestias a nivel del primero y | Trabaja como custodio | Ingresa y
segundo anejo del pie, y al revisarse detecta una garrapata y la | en una Empresa | comienza

retira del area. El paciente se mantuvo asintomatico por 48 horas,
entonces comienza con dolor en el area y al dia siguiente aparece
linfangitis flictenular que abarca hasta la raiz del muslo, asociado
a fiebre, toma del estado general y polipnea. Presenta ademas
insuficiencia renal.

Genética en la que
existen crias de
animales (vacas,
caballos, gallinas,
carneros, etc.), y en su
area de residencia se
dedica a criar animales
como cerdos, gallinas y
otras aves de corral, no
tiene perros pero en el
vecindario existen.
Aproximadamente 12
dias antes realiza visita
a su hija en La Habana,
quien vive en un
edificio y no tiene
animales.

tratamiento con
antibidticos sin
mejoria
significativa.

Leyenda: NR-Informacion no recogida, F-femenino, M-masculino, B-blanca
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Anexo 4. Copia de la Resolucion No. 88/2008 del Ministerio de Economia y Planificacion

de Cuba referente al objeto social del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”

Acapite: 3.3



B S % ; ) (g " S
\ossterio de Economiayy Plahificacion

' RESOLUCION No %%(zoog

POR CUANTO: El Ministro de Salud Publica solicito al Ministro de Economia y Planificacion .
la modificacion del objeto de las Unidades Presupuestadas denominadas Instituto de
Medicina Tropical “Pedro Kouri”, Instituto de Cardiologia y Cirugia Cardiovascular, Instituto de
Neurologia y Neurocirugia, Hospital Nacional de Oftalmologia “‘Ramon Pando Ferrer”,
Instituto de Angiologia, Instituto de Endocrinologia, Instituto de Gastroenterologia, Instituto de
tHematologia e Inmunologia, Instituto de Nefrologia; Instituto de Oncologia y Radiobiologia;
del Hospital Clinico Quirtrgico “Hermanos Ameijeiras” y Cormnplejo Cienlilico Orlopedico
Internacional "Frank Pais”, todas subordinadas al Ministerio de Salud Publica.

POR CUANTO: Resulta necesario anadir en el objeto de las citadas entidades brindar
atencion médica a extranjeros.

POR CUANTO: EIl objeto es el documento rector Unico que define las transacciones de
caracter economico que la entidad econdémica esta autorizada a realizar en el pais y su
aprobacion se realiza por el Ministerio de Economia y Planificacién, a propuesta de los
Organismos de la Administracion Central del Estado o los Consejos de la Administracidn
Provincial o los Jefes de otras entidades nacionales, segin la politica general para los
objetos de las entidades econdmicas aprobada por el Grupo Gubernamental de
Perfeccionamiento Empresarial de 13 de junio de 2002.

POR CUANTO: Por Acuerdo de 11 de Mayo de 1995 del Consejo de Estado de la Republica
de Cuba. fue designado el que resuelve para ocupar el cargo de Ministro de Economia y
Planificacion.

POR TANTO: En uso de las atribuciones que me estan conferidas,

RESUELYO:

PRIMERO: Ampliar el objeto de la Unidad Presupuestada denominada Instituto de Medicina

. Tropical "Pedro Kouri", subordinada al Ministerio de Salud Publica, siendo en lo sucesivo el

%iiguiente:

4 Fungir como Laboratorio Nacional de Referencia en Microbiologia y Parasitologig.
 [ungir como Centro Nacional de Referencia para la atencion y tratamiento a enfermos

de SIDA.
\. Brindar servicios de atencion ambulatoria y hospitalizacion a la poblacion referida  al

Instituto de Medicina Tropical.

Padicipar en convocatorias libradas por los Organismos Internacionales vy
o Fapiones no Gubernamentales para el financiamiento de las Investigaciones.
cBrSer)cios de vigilancia epidemiolégica en las enfermedades transmisibles y a
pEigcioned vacunales.

AT [z%,fz_lidacién y vigilancia de candidatos vacunales cubanos, medicamentos
dtinados al control de vectores y plagas.




' @:, isterio de Economia y Planifi

_levar a cabo el trabajo de terreno sobre el control de enfermedades transmisibles,
Jsesorando a los distintos niveles de salud, sobre la situacion higiénico epidemiologica
y la prevencion de posibles brotes epidémicos.

. Actuar como Centro Colaborador de las Organizaciones Mundial de la Salud y
Panamericana de la Salud para el adiestramiento e investigaciones en Malacologia
Médica, Enfermedades Viricas y Tuberculosis. '

. Desarrollar actividades de investigacion, asistenciales y docentes en el campo de las
enfermedades infecciosas y parasitarias, a través del Hospital vy Laboratorios de
Referencia Nacional. .

. Brindar servicios miédicos altamente calificados a pacientes nacionales y extranjeros
con enfermedades transmisibles para Cuba. A éstos ultimos el cobro se efectlia en
pesos convertibles.

e Desarrollar y realizar investigaciones dirigidas al rapido control de las enfermedades
infecto contagiosas en beneficio de la red nacional de la salud de la region.

. Brindar servicios de docencia, maestrias, doctorados, entrenamientos, cursos de pre y
postgrado en la formacién de profesionales y técnicos en el perfil de enfermedades
transmisibles, asi - como a las brigadas médicas que cumplan misiones
internacionalistas como parte integral del plan integral de salud. A los estudiantes y
pasantes exiranjeros se les cobra el servicio en pesos convertibles.

. Comercializar de forma minorista medicamentos en la Farmacia del Instituto de
Medicina Tropical en pesos cubanos a personas naturales cubanas y en pesos
convertibles a extranjeros.

"« Crear sofware cientificos, para uso interno y de la red nacional de Salud Publica

. Actuar como sede de eventos cientificos para la realizacion de Congresos, Talleres u
otras modalidades con caracter nacional e internacional cobrando en pesos cubanos a
participantes cubanos y en pesos convertibles a extranjeros.

. Ofrecer servicios de alojamiento no turistico y gastronomicos asociados a extranjeros
que se encuentren cursando maestrias, entrenamientos, postgrados u otras
modalidades de su especialidad en pesos convertibles.

« Brindar servicios de comedor y cafeteria a sus trabajadores en pesos cubanos.

.« Ofrecer servicios de transportacién a sus trabajadores en pesos cubanos. '
.« Brindar servicios de atencion médica a los turistas y pacientes extranjeros en pesos
I convertibles. :

i xi SEGUNDO: Ampliar el objeto de la Unidad Presupuestada denominada Instituto de
. Cardiologia y Cirugia Cardiovascular, subordinada al Ministerio de Salud Publica, siendo en

lo sucesivo el siguiente: "

. Acluar como unidad rectora de la atencion médica especializada de las enfermedades
y actividades correspondientes a su institucion, asi como constituir el centro de
referencia nacional.

asesoraniento al Ministerio de Salud Publica y a Instituciones de Salud en la

ios médicos de urgencia, ambulatorios, electivos, de rehabilitacion, de
0l tratamiento de enfermedades especificas de la Institucion gratuitamente
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DECIMOTERCERO: La presente Resolucion surte efectos a partir de la fecha de su firma.

COMUNIQUESE, con remisién de copia de esta Resolucion, al Ministro de Salud Publica,
al Comité Ejecutivo del Consejo de Ministros, a los Ministerios de Finanzas y Precios, del
Comercio Interior y-de Trabajo y Seguridad Social, al Banco Central de Cuba, al Registro
Mercantil, a la Oficina Nacional de Estadisticas, a la Direccion de Desarrollo Social de este
Ministerio y a cuantas mas personas naturales o juridicas deban coenocerla.

ARCHIVESE el original en la Direccion Juridica de este Ministerio.

PUBLIQUESE en la Gaceta Oficial de la Re,pfjblica‘

\

Dada, en Ciudad de La Habana, a \ &/ (> weo Ha 2oc -

A

JOSE LU]S R\VDRIGUEZ GARCIA
M[NiSTRO
MINISTERIO DE ECONOMIA Y

PLANIFICACION
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Anexo 5. Copia del Documento oficial de la acreditacion del Laboratorio ADMed de

Microbiologia de La-Chaux-de-Fonds, Suiza (version en inglés).

Acapite: 3.3



Schweizerische Eidgenossenschaft Federal Department of Economic Affairs DEA
Confédération suisse Swiss Accreditation Service SAS
Confederazione Svizzera

Confederaziun svizra

Based on the Accreditation and Designation Ordinance dated 17 June 1996 (as of 1 December 2007)
and on the advice of the Federal Accreditation Commission, the Swiss Accreditation Service (SAS)
grants to the

ADMED Microbiologie
Boucle de Cydalise 16
CH-2300 La Chaux-de-Fonds

the accreditation as

Testing laboratory for medical microbiology

in accordance with the Standard ISO/IEC 17025. The scope of accreditation is defined in the Official
Directory of the Accredited Testing Laboratories.

/Niss
- é
Accreditation mark and number: \3I*¥' STS 280
Date of accreditation: 24 November 2000
Date of the last renewal of accreditation: 24 November 2010
The accreditation is valid until: 23 November 2015

CH-3003 Berne-Wabern, 11 November 2010
Swiss Accreditation Service

e
T/
.//L. 1

{
|
il
A

The Head
Hanspeter Ischi

SAS is a signatory of the multilateral agreements of the European co-operation for Accreditation (EA) for calibration, testing,
inspection and certification of products, personnel, quality and environmental management systems, of the International
Accreditation Forum (IAF) for certification of products, quality and environmental management systems and of the International
Laboratory Accreditation Cooperation (ILAC) for calibration and testing.
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Anexo 6. Composicion quimica de los medios CMRL 1066 y 199 (Casa comercial:

GibcoBRL, EUA). Acépite: 4.1.1
Medio CMRL 1066 Medio 199

Componentes (mg/L)

1X 10X 1X 10X
Sales inorganicas
CaCl; (anhidro) 200.00 2000.00 200.00 2000.00
KCL 400.00 4000.00 400.00 4000.00
Fe(NO3)3 x 9H20 - - 0.72 7.20
MgSO4 x 7H.0 200.00 2000.00 200.00 2000.00
NaCl 6799.00 67990.00 6800.00 68000.00
NaHCO3 - - - -
NaH>PO4 x H.O 140.00 1400.00 125.00 1250.00
Otros componentes
Cocarboxilasa 1.00 10.00 - -
Coenzima A 2.50 25.00 - -
Desoxiadenosina 10.00 100.00 - -
Desoxitimidina 10.00 100.00 - -
Desoxiguanosina 10.00 100.00 - -
Nucledtido de difosfopiridina 7.00 70.00 - -
Etanol 16.00 160.00 - -
Flavin dinucleotido de adenina (FAD) 1.00 10.00 - -
D - Glucosa 1000.00 10000.00 1000.00 10000.00
Glutatién (reducido) 10.00 100.00 0.05 0.50
5 — metil-desoxietidina 0.10 1.00 - -
Rojo fenol 20.00 200.00 20.00 200.00
Acetato de sodio 83.00 830.00 50.00 500.00
Glucoronato de sodio 4.20 42.00 - -
Timina 10.00 100.00 0.30 3.00
Nucledtido de trifosfopiridina 1.00 10.00 - -
Tween 80 5.00 50.00 20.00 200.00
Trifosfato de uridina 1.00 10.00 - -
Sulfato de adenina - - 10.00 100.00
Trifosfato de adenosina - - 1.00 10.00
Acido adenilico - - 0.20 2.00
Desoxirribosa - - 0.50 5.00
Guanina - - 0.30 3.00
Hipoxantina - - 0.30 3.00
Ribosa - - 0.50 5.00
Uracilo - - 0.30 3.00
Xantina - - 0.30 3.00




ANEXOS

Medio CMRL 1066 Medio 199

Componentes (mg/L)

1X 10X 1X 10X
Aminoécidos
L — alanina 25.00 250.00 50.00 500.00
L —arginina 70.00 700.00 70.00 700.00
Acido L — aspértico 30.00 300.00 60.00 600.00
L — cisteina 260.00 2600.00 0.11 1.10
L —cistina 20.00 200.00 20.00 200.00
Acido L — glutamico 75.00 750.00 150.00 1500.00
L —glutamina - - 100.00 1000.00
Glicina 50.00 500.00 50.00 500.00
L — histidina 20.00 200.00 21.88 210.00
L - Hidroxiprolina 10.00 100.00 10.00 100.00
L —isoleucina 20.00 200.00 40.00 400.00
L —leucina 60.00 600.00 120.00 1200.00
L —lisina 70.00 700.00 70.00 700.00
L — metionina 15.00 150.00 30.00 300.00
L - fenilalanina 25.00 250.00 50.00 500.00
L —prolina 40.00 400.00 40.00 400.00
L — serina 25.00 250.00 50.00 500.00
L —treonina 30.00 300.00 40.00 400.00
L —triptéfano 10.00 100.00 20.00 200.00
L —tirosina 40.00 400.00 40.00 400.00
L —valina 25.00 250.00 50.00 500.00
Vitaminas
Acido ascorbico 50.00 500.00 0.05 0.50
Biotina 0.01 0.10 0.01 0.10
Pantotenato de calcio 0.01 0.10 0.01 0.10
Colesterol 0.20 2.00 0.20 2.00
Cloruro de colina 0.50 5.00 0.50 5.00
Acido folico 0.01 0.10 0.01 0.10
Inositol 0.03 0.30 0.05 0.50
Niacina 0.025 0.25 0.025 0.25
Niacinamida 0.025 0.25 0.025 0.25
Acido para — aminobenzoico 0.05 0.50 0.05 0.50
Piridoxal 0.025 0.25 0.025 0.25
Piridoxina 0.025 0.25 0.025 0.25
Riboflavina 0.01 0.10 0.01 0.10
Tiamina 0.01 0.10 0.01 0.10
Vitamina A (acetato) - - 0.14 1.40
Calciferol - - 0.10 1.00
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