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Resumen

La Enfermedad de Lyme o borreliosis de Lyme es una
enfermedad infecciosa emergente causada por la bac-
teria Borrelia burgdorferi sensu lato, la cual es transmi-
tida por la mordedura de garrapatas del género /xodes.

En esta revisidn se presentan los aspectos generales
de la enfermedad como los agentes etioldgicos, las for-
mas clinicas de manifestarse, los métodos de diagnds-
tico que se recomiendan para establecer con mayor
certeza la etiologia y se resume la experiencia acumu-
lada durante 10 afios en cuanto a las caracteristicas
clinico-epidemiologicas, seroldgicas y de identificacion
etiologica de nifios atendidos en dos centros pediatri-
cos del Distrito Federal.
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Abstract

Lyme disease or Lyme borreliosis is an emerging in-
fectious disease produced by Borrelia burgdorferi sen-
su lato, which is a bacteria transmitted to the host or-
ganism by the bite of Ixodes ticks. In this report we
present the general knowledge about the etiological
agent, clinical manifestations of the disease and diag-
nostic laboratory tests. We offer cumulative informa-
tion about Lyme disease in Mexican children treated
at two children’s hospitals in Mexico City during the
last 10 years.

Key words: Borrelia burgdorferi, Erythema migrans,
Lyme borreliosis, Neuroborreliosis
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Introduccion

La Enfermedad de Lyme o borreliosis de Lyme es
una enfermedad infecciosa emergente transmitida
por garrapatas, muy importante en Norteamérica y
Europa por el nimero de casos y el efecto debili-
tante que ocasiona como padecimiento crénico en
humanos. El agente causal es Borrelia burgdorferi
sensu lato, el cual es transmitido por la mordedura
de garrapatas del género Ixodes.! El riesgo de bo-
rreliosis de Lyme estd directamente relacionado con
la prevalencia de garrapatas y de los reservorios in-
fectados, asi como con la exposicion del hombre
en zonas endémicas.?

La borreliosis de Lyme estd distribuida en la ma-
yoria de los paises europeos, algunos paises de Asia
y tres zonas enzodticas de Estados Unidos de Amé-
rica (EUA) (Costa Noreste, Minnesota y Califor-
nia).'? En Australia y Sudamérica (Chile y Brasil) se
ha reportado una enfermedad similar a borreliosis
de Lyme sin que se haya aislado B. burgdorferi de
garrapatas, de fauna o de pacientes.*®

En Europaq, la infeccion es endémica. La preva-
lencia de ésta en trabajadores forestales, en Ale-
mania y Suecia, es del 8 a 27%, y en la poblacion
general de 4%.%” En EUA la enfermedad se consi-
dera confinada a tres dreas enzodticas (Costa No-
reste, Oeste medio y California) donde la prevalen-
cia de infeccion varia de 1 a 10%, aunque se ha
diseminado a nuevas dreas.'

En 2002 la incidencia de la enfermedad en EUA fue
de 8.2 casos por 100 000 habitantes. En los estados
de Connecticut, Minnesota y Nueva Jersey, la inciden-
cia es mds alta, con 100 casos por 100 000 habitan-
tes, mientras que en California la incidencia es menor.®

Epidemiologia en México

Desde 1991 se reportaron los primeros casos su-
gestivos de eritema crénico migratorio en Sinaloa y
Monterrey.” En 1999, nuestro grupo reporta la En-
cuesta Seroepidemiolégica Nacional donde se de-
tectd una prevalencia de infeccién por B. burgdor-
feri del 1.1% en la poblacién general y en el venado
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cola blanca del Noreste del pais, con una frecuen-
cia del 3%."%"" El mismo afo fueron descritos los
primeros casos de pacientes con manifestaciones
neuroldgicas en el Valle de México.'2'*En el 2003,
reportamos la seroprevalencia de la infeccion por
B. burgdorferi en la poblacién general del Noreste
de la Republica Mexicana y de la Ciudad de Méxi-
co, en 6.3y 3.4% respectivamente.*En el 2007 se
reportaron los primeros casos confirmados en el pais
de enfermedad cutdnea y neuroldgica, proceden-
tes del Valle de México y Quintana Roo.!>'¢

Cuadro clinico

La enfermedad es un desorden multisistémico que
involucra principalmente la piel, el sistema nervio-
so, el corazény las articulaciones. '’

La tercera parte de casos ocurre en nifos meno-
res de 18 anos y el grupo de mayor riesgo es el de
ninos de 5 a 14 anos.

La borreliosis de Lyme en humanos tiene un es-
pectro amplio. Se puede presentar desde una in-
feccién asintomdtica hasta manifestaciones clinicas
multisistémicas. Esta diversidad clinica estd asocia-
da con la heterogeneidad genética y antigénica de
las especies de B. burgdorferi sensu lato. La artritis
y el eritema crénico migrans (ECM) que ocurren en
el 80% de los casos en EUA, se asocian a B.
burgdorferi sensu stricto, Unica especie presente en
este pais, mientras que la neuroborreliosis se aso-
cia a B. garinii (65%); la acrodermatitis crénica atro-
fica (ACA), el linfocitoma cutdneo y el escleroder-
ma se asocian a B. afzelii; la pardlisis facial y el ECM
se asocian con B. valaisiana y B. spielmanii. Todas
estas especies predominan en Europa.

La enfermedad se ha dividido en 2 estadios de
evolucién: 7

A) Estadio temprano localizado

B) Estadio temprano diseminado

C) Estadio crénico
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A) Estadio temprano localizado. Se mani-
fiesta como eritema migratorio (eritema migrans)
(EM). Se presenta en 60 a 80% de los casos como
signo inicial. Es una lesién generalmente Unica, eri-
tematosa, homogénea o circular, papular, no do-
lorosa, con diseminacién centrifuga. Se desarrolla
en 3 dias a 16 semanas (promedio 1.5 semanas)
después de la mordedura de la garrapata y se re-
suelve espontdneamente en 3 a 6 semanas.!” En
nifos, se localiza en la cabeza, piernas, brazos y
espalda. Se acompana de fatiga y cefalea en el
50-60% de los casos, ademds de fiebre y artral-
gias en 30%. Las lesiones de EM multiple son mads
pequenas y se desarrollan cuando el paciente no
recibié tratamiento.

B) Estadio temprano diseminado. Después del
EM, si no se da tratamiento, en 3 a 12 semanas se
presenta afeccidon de varios érganos o sistemas,
probablemente por diseminacién hematdgena, con
manifestaciones neurolégicas y/o cardiacas.'”'®

Neuroborreliosis de Lyme. Inicia en la tercera
semana posterior a la mordedura de la garrapata.
Se presenta en 20% de casos con borreliosis de
Lyme en EUA, comparado con 40% en Europa.'®
En ninos, la manifestaciéon neuroldégica mds comun
es la pardlisis del nervio facial, pardlisis del sexto
par craneal y la meningitis linfocitica; las neuropa-
tias periféricas, radiculopatias y el Sindrome de
Bannwarth son raras.

Neuropatia craneal. Principalmente pardlisis pe-
riférica del nervio facial (VI par craneal); es la ma-
nifestacién neuroldégica mdas comin en EUA; se pre-
senta en 25 a 50% de casos con neuroborreliosis
de Lyme. Puede ser bilateral y ocasionalmente se
acompana de pardlisis del lll, IV, Vy VI pares cra-
neales o como mononeuritis multiple.'®'”

En nifos, la frecuencia de pardlisis facial idiopati-
ca por infeccién de B. burgdorferi es del 1%.'%-2!

Meningoradiculoneuritis. La meningitis se ma-
nifiesta por meningismo leve y cefalea intermiten-

te; puede asociarse neuritis craneal y radiculopatia
(Sindrome de Garin-Boujadoux-Bannwarth). En [i-
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quido cefalorraquideo (LCR), se encuentra pleoci-
tosis (10 a 316 células/mm?3) con mds del 70% de
linfocitos, proteinas elevadas y glucosa normal.?° Fre-
cuentemente se acompana de pardlisis de los ner-
vios craneales VI y VI, papiledema, aumento de la
presion intracraneal o EM. El prondstico es bueno;
se recupera el 95% de los nifos tratados con anti-
bidtico.

Radiculoneuropatia. Es rara en ninos: inicia de
forma aguda con dolor radicular intenso localizado
y/o debilidad motora con o sin pérdida sensitiva. La
pérdida sensitiva y el déficit neurolégico pueden ser
multifocales y asimétricos; pueden presentarse
como Sindrome de Garin-Boujadoux-Bannwarth. Es

mds comun en Europa.'®"

Neuropatia periférica (neuropatia axonal cré-
nica). Se presentan parestesias, dolor radicular poco
comun y déficit sensitivo, aunque es raro; la fuerza
musculary los reflejos tendinosos estdn conserva-
dos. Generalmente no hay meningitis o neuritis cra-
neal. Los anticuerpos en suero contra B. burgdor-
feri son positivos. La electromiografia muestra
neuropatia axonal leve, LCR normal sin anticuer-
pos intratecales; la biopsia del nervio sural muestra
pérdida axonal distal e infiltrado perivascular sin
dep0sitos de complejos inmunes: No se observa B.
burgdorferi en el nervio.'®"

Manifestaciones cardiacas. Se presentan en
menos de 1% en adultos y en 0.5% de la poblacién
pedidtrica infectada.'?? Inicia en la segunda a ter-
cera semana después de la infeccién con palpita-
ciones, disnea, dolor tordcico o sincope secundario
a un blogueo atrioventricular de segundo y tercer
grado, miopericarditis con derrame que es raro, y/
o falla cardiaca cominmente transitoria, que se
autolimita en 10 dias.?

Linfocitoma borrelial. Inicia de 6 a 180 dias
(en promedio 30 dias) después de la mordedura
por garrapata. Es una presentacion rara de borre-
liosis de Lyme; su frecuencia es de 1.1% a 3% en
Europa, y en EUA sélo hay un caso reportado. La
edad promedio de presentacion es de 23 afnos (ran-
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go 2-72 anos); 44% de los casos son nifios meno-
res de 15 anos. Es una lesién cutdnea nodular de
color rojo-violdceo, de 0.5 a 2.5 cm de diametro,
que se localiza con mayor frecuencia en el [6bulo
de la orejay la areola mamaria, y en algunos casos
en cara y brazos.? En 25% de los casos aparece al
mismo tiempo que el EM. El linfocitoma borrelial
no tratado puede persistir por muchos meses. His-
tolégicamente, se caracteriza por un infiltrado linfo-
citico policlonal denso en la dermis y/o tejido subcu-
tdneo, algunas veces con centros germinativos.?*

Alteraciones oculares. La conjuntivitis se ha ob-
servado en menos de 5% de los pacientes con EM;
ademds la afectacion directa del ojo (uveitis, que-
ratitis, coroiditis, panoftalmitis y neuritis Optica) ha
sido asociada con el aislamiento de B. burgdorferi
en cultivo.?

C) Estadio crénico. Inicia de 2 semanas a 2 afos
(en promedio 6 meses) después de la infeccion. El
60% de nifios con EM u otra manifestacién de la
enfermedad que no son tratados, presentan artritis
crénica; la encefalomielitis y acrodermatitis crénica
atréfica (ACA) son otras formas poco frecuentes. '’

Artritis. Son brotes de artritis que afectan una
articulacion grande. En el 90% de nifos es la rodi-
llay en el 10% puede ser la cadera, el tobillo, el
codo y/o la mufeca. Se acompana de fiebre en el
50% de pacientes pedidtricos comparado con sélo
25% en adultos. Los episodios de artritis recurren-
te se presentan en 50% de los nifnos y pueden afec-
tar la misma articulacion o diferentes. Los leucoci-
tos en sangre periférica son normales, pero la
velocidad de sedimentacion globular estd aumen-
tada a mas de 20 mm/h en el 75%. El liquido sino-
vial muestra en promedio 38 000 células/mm? con
predominio de neutréfilos en el 75%. Todos los
nifos con artritis tienen una serologia para Borre-
lia burgdorferi marcadamente positiva. El pronds-
tico a 4 anos es bueno en el 80% de los casos; sin
embargo, pueden asociarse lesiones inflamatorias
en ojos, incluyendo panoftalmitis, atrofia ptica is-
quémica o queratitis intersticial. EI 10% de nifnos
presenta dolor musculoesquelético crénicoy el 3%
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de los casos requiere de sinovectomia por persis-
tencia de la artritis.?

La artritis es migratoria, monoarticular u oligoar-
ticular, asimétrica, dura en promedio 3 meses (3
dias a 11.5 meses). La rodilla es afectada en algdn
momento de la evolucién en la mayoria de los pa-
cientes, pero otras articulaciones grandes pueden
afectarse. La articulacién temporomandibular se
afecta en 11% de los casos. En el liquido sinovial se
elevan moderadamente las proteinas y los leucoci-
tos, en promedio 24 250 células/mm? con predo-
minio de polimorfonucleares; la glucosa es normal.
También puede presentarse miositis con linfadeno-
patia regional o generalizada.'”*

Encefalomielitis. Es una enfermedad inflama-
toria unifocal o multifocal, la cual es lentamente pro-
gresiva y afecta la sustancia blanca mdés que la gris.
Se detectan anticuerpos séricos e intratecales con-
tra B. burgdorferi; en LCR pueden presentarse
pleocitosis, hiperproteinorraquia, o PCR positivo. La
resonancia magnética es inespecifica y puede su-
gerir enfermedad de sustancia blanca. Es una ma-
nifestacién rara.'?!

Acrodermatitis crénica atréfica (ACA). Es
una lesién atréfica de la piel, se presenta de 6 me-
ses a anos después de que ocurre la mordedura de
la garrapata en el mismo sitio. La ACA'y el linfocito-
ma borrelial estdn bien documentados en pacien-
tes europeos con borreliosis de Lyme; sin embar-
go, en EUA son casos raros, y se asocian mds con
infeccion por B. afzelii .z

Esclerodermia. B. burgdorferi ha sido implicada
en el desarrollo de algunas formas de escleroder-
mia localizada y liquen escleroatréfico (LEA). La
primera se clasifica por la formay zona afectada en
esclerodermia lineal (en golpe de sable o en extre-
midades), segmentaria (atrofia hemifacial) y en pla-
cas (mérfea). La etiologia de la esclerodermia era
considerada desconocida; sin embargo, estudios
histol6gicos muestran caracteristicas similares a las
encontradas en ACA; se ha demostrado la presen-
cia de la bacteria en estudios histolégicos y ensayos
de PCR, asi como respuesta serolégica, aunque los
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resultados han sido contradictorios en pacientes de
EUAy Europa. Recientemente esta patologia ha sido
asociada con infeccién por una especie particular,
B. afzelii.?

En Europa existe una mayor diversidad clinica de
la enfermedad asociada a la presencia de diferentes
especies. La neuroborreliosis es mas frecuente, es-
pecialmente en nifos, y se asocia a las especies B.
gariniiy B. valaisiana. Comparativamente, en EUA la
artritis es la manifestacién clinica mds frecuente y se
asocia con B. burgdorferi sensu stricto.?

Borrelia burgdorferi sensu lato

Estudios filogenéticos indican que el género Borre-
lia pertenece a la familia Spirochaetaceae, del or-
den Spirochaetales.'?

El género Borrelia esta formado por mas de 20
especies. Estas especies de Borrelia se han clasifi-
cado en dos categorias mayores en base a sus ca-
racteristicas ecoldgicas y genéticas.?” La Borrelia de
la fiebre recurrente y el complejo Borrelia burgdor-
feri sensu lato, formado por 13 genoespecies, 5 de
las cuales son patégenas para el hombre y produ-
cen la borreliosis de Lyme.

Es un microorganismo mavil de forma helicoidal,
que mide 5 a 25 um de largoy 0.2 a 0.5 um de
ancho, y estd cubierto por una membrana celular
externa. Tiene 7-11 flagelos estructuralmente igua-
les que los de otras bacterias. Es microaerofilico y
se diferencia de otras bacterias y espiroquetas por
su estructura genémica conformada por un cromo-
soma lineal y numerosos pldsmidos lineales y circu-
lares. Es susceptible a los antibiéticos S-lactamicos,
tetraciclinas, cloranfenicol y eritromicing; y resistente
a metronidazol, rifampicina, sulfonamidas y 5-fluo-
racilo."?

B. burgdorferi tiene 6 proteinas mayores de su-
perficie: laOsp A, B, C, D, Ey F. La primera usada
para desarrollo de vacunas. OspC es una proteina
de 20-25 kDa que varia entre especies y es Util para
diagndstico serolégico como antigeno seroreactivo
durante el estadio temprano de la enfermedad.?®
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Métodos de diagndstico

El diagndstico de la enfermedad se basa en estu-
dios microbioldgicos, serolégicos y de biologia mo-
lecular.?”2%30 E| cultivo es problemdtico por el bajo
porcentaje de aislamiento; por esta razén, las téc-
nicas seroldgicas han sido incluidas como criterios
de diagnésticoy, en algunos casos, es Util la PCR.27:3°

Microbiolégico. El cultivo de B. burgdorferi sen-
su lato de especimenes clinicos es util en biopsias
de piel o de lavado cutdneo de lesiones de EM y
sangre de pacientes con enfermedad temprana di-
seminada. En lesiones primarias de EM, la sensibi-
lidad del cultivo es de 50% y puede aumentar a 85%
en lesiones de EM secundarias; ademds, ha sido
reportado de 48% en sangre o plasma de pacien-
tes con enfermedad de Lyme temprana.? El aisla-
miento de B. burgdorferi de otros sitios, tales como
LCRy liquido sinovial, es raro; la tasa de recupera-
cién baja, refleja el pequeno nimero de organis-
mos viables presentes en estos sitios anatémicos.

Histopatologia. Este método se aplica a biop-
sias de lesiones de EM y linfocitoma cutdneo. En
este estudio de |la dermis superficial y profunda se
observa edema, depésitos de mucinay un infiltrado
perivascular de macréfagos, linfocitos y, en ocasio-
nes, células plasmdticas. Estos hallazgos no son es-
pecificos para borreliosis de Lyme, por lo que se
han usado tinciones de plata para localizar organis-
mos espirales en piel y otros tejidos (Warthin-Starry,
Dieterle modificado, o tincién de Steiner modifica-
do), Fas o inmunoperoxidasa. Es un estudio dificil
de interpretar, por lo que el uso de estas metodolo-
gias se limita a la investigacién y a situaciones clini-
cas especificas.?

Serologia. Existe dificultad para interpretar es-
tudios de ELISA (inmunoensayo enzimdtico) e IFA
(inmunofluorescencia) en biopsias de piel con anti-
cuerpos inmunofluorescentes contra B. burgdorfe-
ri.? El resultado depende del estadio clinico de la
enfermedad y su interpretacién es complicada por
la reactividad cruzada con otras espiroquetas como
Treponemas y Borrelia spp., enfermedades autoin-
munes, mononucleosis infecciosa y fiebre de las
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montanas rocallosas.?®? Esto debido a que:

a) Hay variabilidad de la respuesta inmune en di-
ferentes pacientes.?

b) El tratamiento antibiético temprano puede
abortar una respuesta inmune y dar resultados
falsos negativos.?

c) Hay variabilidad de genoespecies y cepas de
B. burgdorferi a nivel mundial.?823!

Para estudiar resultados de casos dudosos se
realizan estudios de VDRL o RPR (rapid reagin card),
para los que B. burgdorferi no es reactiva. Para in-
crementar la especificidad del serodiagnéstico, se
han usado antigenos purificados o fracciones anti-
génicas recombinantes de B. burgdorferi para ELI-
SA'y Western-blot como: proteina de 39-kDay 83-
kDaq, flagelina, OspA, OspB, OspC, OspE, OspF,
p22, BBK32y VIsE.

Recientemente un antigeno para ELISAy WB con
proteina recombinante de 3 especies de B. burgdor-
feri sensu lato comunes en Europa: B. burgdorferi
sensu stricto, B. garinii y B. afzelii, reporta en pa-
cientes con neuroborreliosis, artritis de Lyme y EM
una sensibilidad del 100, 93 y 90% respectivamen-
te. La mayoria de los sueros reaccionaron sélo a
una especie.?'32

Para confirmar un caso positivo después de ELI-
SA con antigeno completo se debe realizar inmu-
notransferencia (Western-blot) que incrementa la
especificidad mds de 95%.2831%2 Este es el criterio
diagnéstico actualmente aceptado.?

Biologia molecular. La introduccién de técni-
cas de biologia molecular en borreliosis de Lyme
tiene un papel definido en los casos con manifesta-
ciones de neuroborreliosis temprana con serologia
negativa, en borreliosis ocular o en recién nacidos
de madres que presentaron enfermedad de Lyme
activa durante su embarazo, asi como en casos de
diagndstico dificil como infecciones coexistentes con
Babesia y Erlichia.%33
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La PCR puede ser tres veces mds sensible que el
cultivo en estadio temprano de borreliosis de Lyme
y podria ser un indicador de enfermedad disemina-
da. En biopsias de piel de pacientes con EM se lo-
gra aumentar la sensibilidad hasta 75%, con una
especificidad del 97%, amplificando el gen ospA.
En pacientes con manifestaciones tardias, como
acrodermatitis cronica atréfica (ACA), la PCR tiene
una sensibilidad del 57% comparada con el cultivo,
donde la sensibilidad es de 19% y especificidad de
100%. En pacientes con artritis, se ha logrado culti-
var la bacteria en liquido sinovial sélo en un caso,
por lo que la PCR es de eleccién para la confirma-
cion del diagnostico con una sensibilidad del 88% y
con especificidad de 100%, amplificando los genes
flagelar y ospA.3234

La PCR ademds se ha utilizado para detectar la
bacteria en el vector por su poder para identificar
este microorganismo dificil de cultivar; ademds,
puede detectar la bacteria muerta en muestras con-
servadas en parafina y especimenes de coleccién.

Meétodos de tipificacion fenotipica

En B. burgdorferi sensu lato se han usado los mis-
mos sistemas de tipificacion fenotipica que para otras
especies de bacterias, como la biotipificacion, tipifi-
cacién de fagos y andlisis de susceptibilidad a los
antibidticos; sin embargo, no son factibles por el bajo
crecimiento bacteriano. Por lo tanto se ha utilizado
el andlisis mediante electroforesis de proteinas SDS-
PAGE vy el perfil de 4cidos grasos, pero las conclu-
siones basadas en estos métodos no son exactas.*

1. Serotipificacién. La serotipificacion es el
método fenotipico mds comun para la tipificacion
de B. burgdorferi sensu lato y estd basada en reac-
tividad a diferentes anticuerpos monoclonales es-
pecificos contra OspA y OspC. La serotipificacion
con OspA logra definir 8 serotipos diferentes al
estudiar 112 cepas aisladas de humanos y ga-
rrapatas de Europa, Norteamérica y Jap6n.34%
Los serotipos 1, 2 y J11 corresponden a B.
burgdorteri sensu stricto, B. afzelii, y B. japonica,
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respectivamente, y los serotipos 3 a 8 correspon-
den a B. garinii. El serotipo 2 se ha encontrado
en mds de 50% de pacientes con borreliosis de
Lyme y el serotipo 4 ha sido detectado en LCR
de pacientes con neuroborreliosis. En contraste,
en mds de 50% de los aislados de garrapata se
detecta el serotipo 6.3 Con OspC se han defini-
do 16 serotipos diferentes para aislados europeos
y norteamericanos. De estos, 6 corresponden a
B. burgdorferi sensu stricto, y 4 serotipos a B. af-
zelii, el resto no se han identificado. Al comparar
los serotipos OspA y OspC de B. burgdorferi sen-
su lato se observa mayor heterogeneidad con
OspC.%

2. Electroforesis enzimdtica multilocus
(MLEE). Este método se basa en la tipificacion de
proteinas con el patrén electroforético y consiste en
diferenciar la movilidad electroforética de enzimas
metabdlicas de cada cepa bacteriana.®

Métodos de tipificacion genotipica

Los métodos de tipificacién molecular basados en
las caracteristicas genéticas del microorganismo
aportan informacién mds precisa en la diversidad
patogénica de la bacteria. El estudio de esta diver-
sidad genética en Borrelia tiene implicaciones epi-
demiolégicas, clinicas y de diagnéstico.*>

Para estudiar la diversidad genética de cepas de
B. burgdorferi sensu lato se han usado los siguien-
tes métodos:

1. Andlisis de hibridacién DNA-DNA. Es uno
de los mejores procedimientos para estudiar la re-
lacién taxondmica en Borrelia. Con este método,
las cepas de Borrelia spp. que causan fiebre recu-
rrente tienen un nivel de homologia del 30 a 44%
con Borrelia burgdorferi. Entre diferentes subespe-
cies de B. burgdorferi sensu lato el nivel de homolo-
gia es de 48 a 70%. La hibridacién de DNA-DNA
es reconocida actualmente como el método de re-
ferencia para la delineacién hasta subespecie de B.
burgdorferi sensu lato.3>%7
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Basados en este método, B. burgdorferi sensu
lato se ha subdividido en 5 subespecies: B. burgdor-
feri sensu stricto, B. garinii, B. afzelii, B. japonica y
B. andersoni.¥’

Recientemente se han descrito 6 especies: B.
valaisiana, B. spielmaniiy B. lusitaniae en Europaq;
el grupo americano incluye a B. bisettii 3%y en Asiq,
B. turdae y B. tanuki.*® Actualmente son reconoci-
das 11 subespecies de B. burgdorferi sensu lato,
pero sblo 5 se reconocen como patdégenas para el

hombre.

2. Reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR). Es un método molecular de subtipificacién
de DNA, con la ventaja de ser fécil, rdpido y se re-
quieren pocas células del microorganismo. Se utili-
za para la tipificacién de cepas e identificacion de
especie tanto en muestras clinicas como en el vec-
tor. Los genes mds comunes para la amplificacion
y la secuenciacién son el gen fla (flagelar) y ospA
(proteina de membrana externa). Para el gen fla
se han disenado iniciadores para amplificar la re-
gién conservada, asi como un fragmento interno
del gen para amplificar la regién central variable e
identificar entre genoespecies.*'“? El gen ospA se
localiza en un pldsmido de 49 kb de B. burgdorferi
denominado Ip54; se han disenado iniciadores para
la amplificacién en muestras clinicas y el vector,

mismos que han mostrado ser altamente especifi-
COS.33’4]’42

3. PCR en tiempo-real. Recientemente se han
propuesto nuevos métodos de PCR. Esta técnica,
ademds de detectar la espiroqueta, puede cuantifi-
carla en muestras clinicas y en el vector. Adicional-
mente se logra tipificar a B. burgdorferi basados en
la temperatura de fusion (Tm).

En los estudios realizados en DNA de piel de hu-
manos y en el vector (Ixodes ricinus), los resultados
de la Tm de B. garinii son de 2 °C debajo de B.
burgdorferi sensu stricto y B. afzelii; por lo tanto se
considera como una rdpida alternativa de identifi-
cacién y deteccion de las genoespecies de B.
burgdorferi sensu lato.*?

Bol Med Hosp Infant Mex



Enfermedad de Lyme. Experiencia en nifios mexicanos.

4. Secuenciacién. Es un método de tipifica-
cién molecular de dcidos nucleicos, el cual com-
para directamente secuencias de DNA obtenido
de cepas bacterianas o muestras clinicas y del vec-
tor. Es el mejor método cuantitativo para determi-
nar la similitud o diferencias entre 2 cepas. Permi-

te analizar segmentos cortos de la secuencia de
bases del DNA.

Los genes secuenciados de B. burgdorferi son el
gen fla (flagelar) y ospA ademdas de el espacio in-
tergénico entre los genes ribosomales 5S y 23S.

Su diversidad se ha aprovechado para tipificar
cepas, documentando los diferentes fragmentos
originados por enzimas de restriccion (RFLP-
PCR), basado en la organizacién Unica de B.
; 33,42,43

burgdorferi.

Algunos autores sugieren que este método po-
dria ser utilizado para estudios de epidemiologia
molecular.*®

Otros métodos son aplicables para estudio de
cepas a nivel de especie y entre cepas de la misma
especie, sin embargo, han sido poco utilizados en
la identificacién del complejo Borrelia burgdorferi,
por la dificultad en el aislamiento de la bacteria. Estos
incluyen la ribotipificacién, la electroforesis en gel
por campos pulsados (PEGC), la amplificacion alea-
toria de DNA polimorfico (RAPD-PCR) y el finger-
printing de pldsmidos.334348 Este Ultimo método
compara cepas del complejo B. burgdorferi y Bo-
rrelia recurrente.

Borreliosis de Lyme en nifios mexicanos

La borreliosis de Lyme representa mas del 90% de
las infecciones transmitidas por garrapata en los
EUAy Europa.? Existen evidencias de la heteroge-
neidad genética de las cepas de B. burgdorferi a
nivel mundial, lo que muestra el alto grado de mi-
gracién en la naturaleza de los agentes de la borre-
liosis de Lyme; asi mismo, presenta un gran poli-
morfismo clinico relacionado con la diversidad
genética de la bacteria.

Vol. 67, Marzo-Abril 2010

En México, los vectores transmisores de la enfer-
medad estdn distribuidos desde Baja California,
costa del pacifico, la zona noreste, costas del Golfo
de México y la Peninsula de Yucatdn.® En 1999,
nuestro grupo reporté la infeccion por Borrelia
burgdorferi en poblacién de varios estados de la
Republica Mexicana. Posteriormente detectamos la
zona noreste y el Distrito Federal como dreas con
alta prevalencia. Recientemente confirmamos la
presencia de casos clinicos de la enfermedad de

Lyme adquirida en zonas forestales cercanas a la
Ciudad de México.”

Nuestro grupo de investigacién ha mantenido un
sistema de vigilancia para la identificacién de casos
de enfermedad en nifos, a partir de marzo de 1999,
atendidos en el Hospital de Pediatria, CMN SXXI,
IMSS y del Hospital Infantil de México Federico
Gbmez.

Para su inclusién se han utilizado los criterios cli-
nicos, histolégicos y de inmunodiagnéstico propues-
tos por CDC: la presencia de EM o una manifesta-
cién croénica, y estudios de ELISA y Western-Blot
positivo. Dentro de la informacién solicitada se re-
gistra la visita a zonas boscosas y/o la exposicién a
mordedura de garrapatas. A los pacientes sospe-
chosos se les tomaron muestras de sangre para
obtener suero y en los pacientes con manifestacio-
nes neuroldgicas se les realizé puncién lumbar para
obtener LCR. Se midieron los anticuerpos IgM e IgG
por ELISAy se confirmé con WB contra 3 especies
de B. burgdorferi sensu lato (B. burgdorferi ss, B.
afzeliiy B. garinii).

La genotipificacién se realizé con 3 métodos
moleculares aplicados al DNA obtenido de mues-
tras clinicas de biopsias de piel, LCR y liquido sino-
vial de casos seropositivos.

1) El Southern-blot (SB) se realizé con oligonu-
cledtidos especificos del gen flagelar para las 3 es-
pecies patégenas mds importantes del complejo
Borrelia burgdorferi sensu lato: B. burgdorferi ss, B.
garinii y B. afzelii.

2) La PCR en tiempo real. Se diserd un iniciador
para amplificar un fragmento de 230 pb del gen
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flagelar de B. burgdorferiy sondas con alta especi-
ficidad para cada una de las 11 genoespecies del
complejo B. burgdorferi sensu lato. Se utilizé el Lig-
htcycler 2000 ROCHE con la tecnologia TagMan o
las sondas de doble hibridacién y quimica LNA.

3) La secuenciacién. Se realizé para los genes fla-
gelary ospA de B. burgdorferi sensu lato, utilizando el
secuenciador capilar Beckman (Fullerton, CA, USA).

Hasta el momento se han estudiado 72 ninos
con edad promedio de 8 + 2 anos de edad. EI 55%
de los pacientes (40) presentaron manifestaciones
cutdneas, 27% (19) tuvieron manifestaciones
neuroldgicas, y 18% (13) presentaron artritis. En 23
ninos, el estudio de ELISA fue positivo, pero se con-

firmé la enfermedad de Lyme con Western-blot en
20 (28%) (Tabla 1).

En el resto de nifos se confirmaron los siguien-
tes diagnésticos: eritema polimorfo asociado a
medicamentos, granuloma anular, esclerodermia
sistémica, esclerodermia localizada con anticuer-
pos antinucleares positivos, neuropatia craneal
por virus del grupo herpes, sindrome de Guillain-
Barré, leucemia, artritis reumatoide juvenil y ar-
tritis reactiva.

De los 20 ninos que tuvieron resultado positivo,
en 7 (34%) fue claro el antecedente de picadura

de un insecto no voladory en 3 de estos se identifi-
c6 una garrapata. La exposicién a los animales do-
mésticos y silvestres (potenciales hospederos de
garrapata) ocurrié en 12 pacientes que visitaron o
habitaban zonas boscosas o rurales del Estado de
México, Morelos, Hidalgo y Tabasco. De los 20
pacientes, 75% presentaron manifestaciones tem-
pranas y 25% manifestaciones tardias (Tabla 2).

Las manifestaciones tempranas se presentaron en
15 ninos que tenian en promedio 28 dias de evolu-
cién. La forma mds frecuente fue el linfocitoma cu-
tdneo en 3 casos y un caso de eritema migrans. De
las manifestaciones neuroldgicas se encontraron 7
casos de meningopoliradiculoneuropatias y 4 de neu-
ropatia craneal. En los nifios con meningopoliradicu-
lopatia el LCR mostraba pleocitosis leve (10 a 20
células), glucosa normal y proteinas ligeramente ele-
vadas. En 4 nifios hubo afeccién a pares craneales
(VI'y VIl). La poliradiculoneuropatia mixta con debili-
dad global se presenté en 3 casos. El 70% de los
pacientes requirieron asistencia ventilatoria, pero la
recuperacion fue completa en 75 dias.

Las manifestaciones tardias se presentaron en 3
ninos de 9 anos de edad con artritis de rodilla, y un
caso con afectacién de rodilla y cadera ipsilateral.
Las manifestaciones cutdneas fueron la acroderma-
titis cronica atréfica y la mérfea 1 en cada caso.

Tabla 1. Métodos de inmunodiagndéstico y moleculares paradeteccion de Borrelia burgdorferien
muestras clinicas de pacientes con sospecha de enfermedad de Lyme adquirida en México

Manifestacion n WB (+) PCR fla (+) Southern-blot
clinica (%) (%) fla (+)
Cuténeos 40 6 4/6 (67%) 5/6 (83%)
*EM 3 1 11 11

* Linfocitoma cutaneo 3 3 1/3 2/3
*ACA 3 1 11 11

* Mérfea 31 1 11 11
Neuroldgicos 19 11 317 (42%) 3/7(42%)
* N. craneal 7 4 11 11

* Poliradiculopatia 12 7 3/6 3/6
Artritis 9 3 11 11
Total 72 20(28%) 8/14 (57%) 9/14 (64%)

WB: Western-blot; PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa; EM: eritema migrans; ACA: acrodermatitis crénica atréfica
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Se realizaron los siguientes estudios comple-
mentarios:

Histopatologia. En biopsias de casos de eritema
migrans, con la tincién de hematoxilina-eosina se ob-
servé un infiltrado linfocitario perivascular en la dermis
superficial y en casos de linfocitoma cutaneo un infil-
trado mononuclear con centros germinales (Fig. 1).

La tincion de Warthin-Starry mostré bacterias de
forma espirilar en ambas patologias (Figs. 2). La

Figura 1. Tincién con hematoxilina-eosina en el caso de eritema

migrans (EM).

inmunohistoquimica para anticuerpos monoclona-
les vs anti CD45 y CD20 especificos para linfocitos
By linfocitos T fue positiva, lo que muestra un infil-
trado policlonal en linfocitoma cutaneo.

Serologia. Los pacientes confirmados con WB
para B. burgdorferi sensu lato fueron 17 con WB
IgM y 3 con IgG vs B. burgdorferi. Los pacientes
positivos con IgM vs B. burgdorferi sensu lato fue-
ron reactivos a una de las siguientes especies: B.
garinii 9 (45%), B. afzelii 8 (40%). Los 3 (15%) IgG
positivos reaccionaron vs B. burgdorferi ss.

De los 20 nifos seropositivos se obtuvo el DNA
de 14 muestras clinicas (biopsias de piel 6, LCR 7y
liquido sinovial 1). La PCR clésica para el gen fla
fue positiva en 8 casos (57%) y en 3 para el gen
ospA. Con southern-blot, 9 DNAs fueron positivos
para fla y 4 para ospA (Fig. 3).
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Figura 2. Tincion de Wartin-Starry en el caso de eritema migrans (EM).

Tabla 2. Caracteristicas demograficas y epidemiolégicas de pacientes pediatricos con enfermedad de

Lyme

Etapa temprana n =15 (75%) Etapa crénica n =5 (25%)
Manifestacion Cutanea Neurolégica Cutanea Articular
Pacientes n (%) 20 4 (27%) 11 (75%) 2 3
Edad afios X + DS 812 ND 8+2 8 9+3
Sexo M: F 1.7:1 ND ND 1:1 1.2:1
Mordedura por insecto 7 2 3 1 1
Exposicidn a hospederos 12 2 6 2 2
Evolucion al ingreso (promedio)  ND 28 dias 34 dias 21 +7 meses 8 meses

DS: desviacion estandar; ND: no existe el dato
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Esta informacién aun no publicada muestra las
caracteristicas generales de los nifios con enferme-
dad de Lyme adquirida en México. En esta mues-
tra, Borrelia burgdorferi sensu stricto fue la especie
predominante; esta genoespecie es la mas frecuen-
temente reportada en EUA. Sin embargo, los pa-
cientes pedidtricos mexicanos presentaron mayor
diversidad de manifestaciones clinicas y genoespe-
cies semejantes a las reportadas en Europa.

< 232pb

Figura 3. PCR y Dot-blot con el gen
fla de B. burgdorferi sensu stricto en
DNAs de LCR de casos con neurobo-
rreliosis de Lyme. A) Casos neurold-
gicos 1, 2, 4, 5y 7 positivos por PCR
con el gen fla de B. burgdorferi sensu

3 4 5 7
' lato; efecto inhibitorio en la muestra 6.
B) DNAs de LCR de los pacientes 1,
. 2, 4,5y 7 positivos en Dot-blot con la
E 4 sonda del gen fla de B. burgdorferi
PN L Lo

sensu stricto.

Las evidencias encontradas, tanto de estudios se-
rolégicos como de casos reportados en nuestro pais,”
16 deben alertar a todos los pediatras a tener dentro
de los diagnésticos diferenciales a la borreliosis de
Lyme, tanto en casos de enfermedad cutdnea como
neurolégica, como se ha descrito en este trabajo.

Autor de correspondencia: Dr. Fortino Solérzano Santos
Correo electrénico: solorzanof@terra.com.mx
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