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Borrelia burgdorferi, descubierta como responsable de la enfermeda de Lyme (Burgdorfer, 1982), se transmite al hombre a través
de la picadura de garrapata del género Ixodes y se caracteriza desde el punto de vista clinico por la aparicion de un cuadro
multisistémico con afectacion de varios 6rganos tales como piel, corazon, sistema nervioso central, articulaciones, etc.

El diagndstico clinico es dificil, ya que un elevado nimero de enfermos no recuerdan el antecedente de la picadura de garrapata,
y hasta en un 50 % de los afectados tampoco aparece la lesién cutanea caracteristica, el eritema migrans. Las fases posteriores
de la enfermedad se caracterizan por la inespecificidad de los signos y sintomas. Por todo ello es necesario la realizacion de
pruebas de laboratorio que confirmen la existencia de infeccion.

1. DIAGNOSTICO DIRECTO

Se basa, como siempre, en la visualizaciéon del microorganismo o su aislamiento. Para la realizacion de ambos se puede partir de
sangre, muestras cutaneas (tomadas preferentemente de la periferia de la lesion del eritema), liquido cefalorraquideo (LCR),
sinovial o incluso orina. Si el cultivo no puede realizarse de forma inmediata, se recomienda transportar la muestra en caldo
infusién corazon o tioglicolato.

1.1. Cultivo.

El medio mas utilizado es el de Barbour-Stoenner-Kelley (BSK-I). Posteriormente, al mismo medio se le suprimié la glutamina
(BSK-II) y, recientemente, se ha preconizado el BSK-H, idéntico al anterior pero sin gelatina. Ademas, todos deben contener
L-cisteina, dititotreitol y antimicrobianos (Anderson, 1989; Berger, 1992). En teoria, la utilizacién de medios de cultivo es el
procedimiento ideal para confirmar el diagndstico etioldgico, pero su complejidad, lentitud de crecimiento (3-4 semanas y, a
veces, meses) y bajos indices de recuperacion hacen que no se lleve a cabo de forma habitual (Stanek, 1991; Strle, 1996). Sin
embargo, constituyen la principal forma de realizar el diagnéstico en la fase inicial de la enfermedad, ya que en condiciones
estandarizadas su rentabilidad llega hasta el 50% (Strle, 1996).

1.2. Visualizacion.

Presenta serias dificultades, ya que B. burgdorferi se observa muy dificilmente en tejidos (debido al pequefio nimero de
microorganismos), asi como en LCR o muestras de sinovia. Se puede realizar con preparaciones no tefiidas, en fondo oscuro, o
tefiidas. En este caso pueden ser fluorescentes (con anticuerpos monoclonales o con naranja de acridina) y no fluorescentes, por
impregnacion con plata. También son vélidas para confirmar el crecimiento en cultivo.

2. DIAGNOSTICO INDIRECTO

2.1. Antigenos.

Los antigenos disponibles incluyen células lisadas enteras de distintas cepas (Berardi, 1988), antigenos parcialmente purificados
(Hansen, 1991), o proteinas recombinantes (Simpsom, 1990). Recientemente se ha evaluado la inmunorreactividad de las
proteina 18, 21-25, 28, 30, 34, 39, 41, 45, 58, 66 y 83-93 kDa, cuyos pesos moleculares pueden varias ligeramente entre las
cepas y tienen diferente localizacion en la bacteria (Johnson, 1990). Los principales inconvenientes de los antigenos derivan de
dos problemas. Uno, su codificacion genética en plasmidos, lo que les confiere una importante variabilidad. Y dos, su falta de
especificidad, ya que muchos epitopos estan presentes en otros microorganismos (espiroquetas, enterobacterias, etc.) o tejidos
humanos (Robinson, 1993; Bruekbaver, 1991; Luft, 1991). Ademas, la presencia de anticuerpos frente a la proteina de 41 kDa
puede desencadenar muchas de las alteraciones clinicas de la neuroborreliosis. De hecho, este tipo de anticuerpos han sido
encontrados de forma més frecuente en diversas series, lo que puede ser por la raz6n mencionada o por tratarse de uno de los
antigenos mas inmundgeno v, a la vez, inespecifico. Actualmente se suele usar una forma purificada de la misma (Johnson,
1996) para detectar anticuerpos. Se ha estudiado especificamente otras proteinas para conocer su rentabilidad diagndstica. Asi,
la lipoproteina de 39 kDa, es sensible y especifica como marcador de estadio tardio de la enfermedad de Lyme (Sullivan, 1994),
aln cuando algunos autores encuentran falsos positivos en casos de sifilis (Dressler, 1993); la proteina de 93 kDa es,
igualmente, especifica de estadios tardios (Wilske, 1990; Hammann-Brand,1994), mientras que, por el contrario, las proteinas de
21-25 kDa y la de 34 kDa son altamente especificas de estadios tempranos. Recientemente (Schwan, 1996), se ha identificado el
antigeno GIpQ como un epitopo especifico presente en enfermos con borreliosis recurrente. Este hecho es de gran interés
clinico, ya que su incorporacioén en las pruebas nos puede excluir falsas serologias positivas en el diagnostico de la borreliosis de
Lyme.

2.2. Métodos de diagnoéstico.

Los métodos mas utilizados son la immunofluorescencia indirecta (IFl), el ELISA indirecto o de captura y el Western-Blot o



Immunoblot. Todas ellas han tenido, al menos durante muchos afos, el inconveniente de una falta de reproducibilidad inter e
intralaboratorio.

Inmunofluorescencia indirecta. Aunque algunos autores preconizan que es tan reproducible como el ELISA (Bakken, 1992), lo
cierto es que es mas dificil de estandarizar. Es rentable en estadios tardios de la enfermedad, pero cuando la manifestacion que
se presenta es el eritema migrans. Uno de los aspectos importantes seria establecer la dilucién 6ptima para el punto de corte, ya
que se han llegado a manejar valores tan dispares como 1/16, 1/128 o incluso 1/256, con lo que la interpretacion es dificil y la
influencia en los resultados epidemiologicos, notable (Gutiérrez, 1995b).

ELISA. Puede ser de tipo indirecto o de captura IgM. Tiene la ventaja de su automatizacion, lo que permite el procesamiento de
un volumen grande de muestras, asi como una mejor estandarizacién. El ELISA de captura IgM ha demostrado ser mas sensible
(Callister, 1993), estando menos influenciado por la presencia de anticuerpos IgG y factor reumatoide. El ELISA de captura IgM
presenta menores ventajas (Tilton, 1994).

Western-blot. Se utiliza para la confirmacion de las pruebas de IFl y ELISA en base a que permite conocer frente a qué antigenos
ocurre la sintesis de anticuerpos. Su interpretacion debe de hacerse de forma cuidadosa y estricta, existiendo en este momento
diferentes criterios segun los diversos autores. Estos criterios pueden ser de tipo cualitativo (Tilton, 1994), valorando como
positiva la infeccién por B. burgdorferi cuando aparecen determinadas bandas, cuantitativo (Dressler, 1993), valorando no tanto el
tipo de bandas, sino el mayor o0 menor niimero de las mismas, 0 una combinacién de ambos criterios (Engstrom, 1995). En la
tabla 1 aparecen reflejados los distintos criterios existentes en el momento actual. Estos se han establecido para detectar la
enfermedad por B. burgdorferi o, al menos, la infeccion previa, ya que la simple presencia de bandas no es indicativo de la misma
por los motivos antes expuestos. Nosotros, en nuestro Departamento (NUfiez, 1996) hemos intentado seleccionar bandas
mediante la eleccidn de aquellas que reflejaran los anticuerpos IgG menos frecuentes en individuos que carecian de factores que
pudieran interferir en la respuesta de anticuerpos y las que presentaban un comportamiento adecuado, dada su frecuencia, en un
grupo con diagnéstico establecido para la borreliosis de Lyme. Posteriormente, y tras comprobar la utilidad diagnéstica con los
criterios establecidos por otros autores, comoprobamos cémo la presencia de anticuerpos frente a las proteinas de 93, 39, 34y
23 kDa mostraba una mayor rentabilidad. Como en el caso del ELISA, se han descrito resultados falsamente positivos en
infecciones por el virus herpes simple (Huycke, 1992; Gutiérrez, 1995a).

2.3. Significado clinico.

Para su analisis lo hemos sistematizado en los siguientes apartados:

« En términos generales, el serodiagndstico con los distintos métodos disponibles es complicado en la enfermedad de
Lyme por las reacciones cruzadas de distintos polipéptidos con otros antigenos, la demora en el desarrollo de la
respuesta inmune humoral y el efecto supresivo de la terapia antimicrobiana temprana sobre dicha respuesta (Berardi,
1988; Gerber, 1996) ya que, a veces se puede asistir a una serorreversion después del tratamiento (Gutiérrez, 1995c). A
pesar de todo, hoy dia es la mejor prueba de laboratorio de que se dispone, aunque hay que saber interpretarla.

« La determinacién de anticuerpos es generalmente positiva cuando existen manifestaciones generales y en fases
secundaria y terciaria de la enfermedad. Cuando la Unica manifestacion es el eritema migrans, los anticuerpos suelen
aparecer en menos del 50 % de los casos (Strle, 1996; Hoffman, 1996).

« En ausencia de antecedentes de eritema migrans y, antes de aplicar las pruebas seroldgicas, se debe excluir cualquier
otra causa etiolégica para aumentar el rendimiento de las mismas (Seltzer y Shapiro, 1996). Partiendo de esta base, se
debe realizar una prueba ELISA (anticuerpos totales o IgG e IgM) y, en su defecto, una prueba de IFI. Todo resultado
positivo o dudoso se debe confirmar con Western-blot de IgG y/o IgM. Para establecer el diagndstico de la enfermedad
actual o, en su defecto, de infeccion previa, los resultados de IgM se deben interpretar segin los criterios de Engstrom
(1995), y los de IgG segun los de Dressler (1993), en base a los estudios de Johnson (1996) y Leude (1996).

« Cuando se quiera diagnosticar neuroborreliosis con métodos seroldgicos es necesario demostrar la produccién local de
anticuerpos, aunque se han descrito falsos resultados negativos en el 10% de los enfermos en fases iniciales (Haass y
Treib, 1996).

« Los anticuerpos IgM pueden persistir durante mucho tiempo y, en estos casos, se debe considerar la realizacién de un
nuevo tratamiento si se produce un aumento significativo del titulo de anticuerpos acompafiado de nuevos sintomas de la
enfermedad (Gutiérrez, 1993; Hofman, 1996).

» Puede existir reactividad serologica compartida con infecciones por otras espiroquetas y falsa reactividad en las
infecciones agudas por herpes virus, individuos infectados por el VIH, pacientes con manifestaciones neurolégicas y
reumatolégicas, mujeres gestantes e incluso en sujetos sanos (Nufiez, 1996). La causa de todos estos falsos positivos
pudiera deberse a la sintesis de anticuerpos frente a estructuras antigénicas similares a B. burgdforferi, ain cuando no
puede excluirse de forma taxativa el hecho de ge estén realmente infectados por esta espiroqueta. Por ello, es necesario
realizar nuevas pruebas. La utilizacién de antigenos purificados parece mejorar la especificidad, sobretodo cuando se
demuestra una persistencia en el tiempo de una prueba seroldgica positiva. En ausencia de tratamiento especifico, la
sero-reversion se debe asociar a una prueba falsamente positiva.

« La simple positividad de bandas en el Western-blot puede indicar que estamos ante un contacto pasado con el
microorganismo, una infeccién aguda activa, una infeccion persistente, sindromes post-infecciosos, reactividad cruzada
con otros microorganismos, o ser fruto de una estimulacion monoclonal o policlonal inespecifica de linfocitos B en el
curso de infecciones por virus linfotropos.



3. TECNICAS DE AMPLIFICACION GENETICA

La deteccidn directa de secuencias de ADN especificas mediante PCR puede ser una técnica prometedora que complemente las
pruebas serolégicas, si bien no esti exenta de problemas. La causa de error mas frecuente es la aparicion de falsos positivos
como consecuencia de la amplificacion de un ADN distinto en la muestra analizada y la dificultad surgida, a veces, en la
hibridacion de los primers al ADN diana debido a la gran varibilidad gendmica en B. burgdorferi. Los falsos negativos se deben,
sobre todo, a la existencia de una pequefia cantidad de ADN diana y a la presencia de inhibidores de la Tag polimerasa. La
aparicion de estos inhibidores depende del tipo de muestram siendo poco frecuentes en LCR y mas en muestras de orina,
biopsias de tejidos y sangre.

Se han utilizados diversas secuencias diana con genes especificos que incluyen los correspondientes a la proteina de superficie
A (Osp A), la flagelina y el ADNr 16S, con una sensibilidad muy similar en todos ellos (tabla 2). En liquido sinovial parece mas
conveniente la amplificacion del gen Osp A (Nocton, 1994), ain cuando su utilizacidon en nuestro medio esta dificultada por
presentar una homologia con las cepas europeas de sélo el 80%. De esta forma, las infecciones por B. garinii no serian
detectadas utilizando los mencionados primers. En la artritis de Lyme, la investigacion de ADN en orina es menos sensible que
los métodos seroldgicos, posiblemente al bajo nimero de microorganismos y a su aparicion en forma intermitente. En los casos
de neuroborreliosis, la PCR pudiera ser una técnica a tener en cuenta dada la dificultad del diagnéstico por cultivo en muestra de
LCR. No obstante, la Ultimas aportaciones son poco alentadoras, con tasas de positividad del 25% (nocton, 1996).

Resumiento, la PCR es una técnica sensible y especifica, pero tiene el inconveniente de no haber encontrado la diana idénea,
unas veces por falta de expresion (ADNr 16S) y otras por variabilidad en la secuencia (Osp A). En este momento, no sustituye a
la evaluacién clinica y a la serologia, aunque si completa el diagnéstico en aquellos casos en los que se puede obtener un
resultado positivo (Gutiérrez, 1995d). Un resultado negativo no excluye la existencia de enfermedad.

Como conclusion, y debido a la dificultad del diagnéstico serolégico de la borreliosis de Lyme, proponemos la realizacion del
siguiente protocolo de actuacion.

1. Determinacién de anticuerpos tan sélo en aquellos enfermos en los que se hay excluido cualquier causa compatible
clinicamente con la enfermedad de Lyme.

2. Aplicacion secuencial de varias pruebas ELISA que demuestren la presencia persistente de anticuerpos frente a
antigenos de B. burgdorferi.

3. Interpretacién del Western-blot mediante criterios preestablecidos y contrastados.

4. Caso de estar disponible, se puede realizar una prueba de PCR, valorando muy bien la interpretacion de la misma segun
lo sefialado anteriormente. Nunca debe realizarse de forma sistematica en la rutina diaria.
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Tabla 1. Criterios de positividad segin las bandas observadas en el Western-blot de Borrelia burgdorferi sensu strictu (bandas de
93, 66, 60, 58, 45, 41, 39, 37, 34, 31, 30, 28, 23, 21 y 18 kDa).

| Resultados |Western-blot IgG |Western—b|ot iGM

| Engstrom | Positivo | | 2 bandas (23-24, 39, 41)

| | Negativo | | Otra combinacion distinta a la anterior

|Dress|er |Positiv0 |5bandas (18, 21-23, 28, 30, 39, 41, 45, 58, 66, 93)|

| | Negativo | Otra combinacion distinta a la anterior |




