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INTRODUCCION

El sindrome febril inespecifico se define clisicamente como kh elevacion de la
temperatura corporal a 38°C con duracion de mas de 3 semanas, sin diagnostico
etiologico. Segin la literatura médica se agrupan en 3 categorias: enfermedades

infecciosas, neopldsicas y autonmunes. La importancia etiolégica de cada una de las

. A
cafegorias Jepencje hasicamente c]e ae’poca, lugar geogtatico 08 0¢ mg&o 00 (8

seleccidn ¢ incluso de los pacientes catalogados en cada estudio. Dentro de estas causas

infecciosas se encuentra la Borreliosis o Enfermedad de Lyme.

La Enfermedad de Lyme es un proceso multisistémico, de distribucion mundial,
provocado por Borrelia burgdorferi sensu lato (s.l) y transmitida por las garrapatas
duras del género Ixodes. En el futuro, nos enfrentamos a un posible aumento en la
distribucién de casos de la enfermedad de Lyme y, en general, de enfermedades
transmitidas por vectores, ya que €l calentamiento global propicia el establecimiento de
éstos fuera de su ambiente habitual, aunado a la migracion humana a causa de la

inestabilidad economica del pais y al comercio.

En México, el vector ¢ encuentra distribuido en gran parte de la repulblica, s¢ ha
reportado la presencia de éste en los estados de Baja California, Guerrero, Nayarit,
Quintana R00, Veracruz, Nuevo Ledén, México, Distrito Federal, Estado de México,
Morelos, Puebla, Tabasco, Colima, Jalisco, Coahuila, Tamaulipas y Sinaloa. Los
primeros casos fueron reportados en Sinaloa y Nuevo Leon confirmando la presencia de
la bacteria Borrelia burgdor feri en el 2003 y 2007,

A la Enfermedad de Lyme se la conoce como “el Gltimo gran imitador”, por el amplio
espectro clinico que puede provocar. Salvo en el caso de eritema migratorio
(patognoménico de la enfermedad), el resto de manifestaciones son sindromes febriles
inespecificos. Algunos médicos realizan diagnosticos de la Enfermedad de Lyme con
clinica inespecifica, incluso con pruebas microbioldgicas negativas de infeccion frente a

Borrelia burgdor feri, siendo los analisis serologicos y técnicas de biologia molecular,

las pruebas confirmatorias de tal patologia.



El diagnostico de un sindrome febril inespecifico, y la deteccion de Borrelia
burgdorferi, dependen en gran medida de un interrogatorio preciso, un examen fisico
detallado y un gran apoyo de medios diagndsticos, desarrollados principalmente en el
laboratorio de analisis clinicos. Actualmente existen diferentes métodos de laboratorio
que permiten la identificacion, ya sea métodos directos o indirectos. Algunos ejemplos

de métodos directos serian la microscopia de campo oscuro, técnicas de tincidn

inmU f mmuﬂo ﬂumcmﬂua? yCUHi'VOS bacteriologicos, estos métodos se
J

l

I
emplean como pre-diaghosticos, debido a que indican la presenc;a (ie [a egerGUQM gm
diferenciar los géneros de la familia Spirochetales (Leptospira, Borrelia, y Treponema).
Los métodos indirectos se basan principalmente en la gran sensibilidad y especificidad
inmunolégica que tienen los anticuerpos, por ello, s¢ han disefiado diferentes métodos
para la deteccion de anticuerpos en infecclones agudas, tales como:

Inmunofluorescencia, ELISA y Western Blot.

En el presente estudio se busca establecer una relacion del sindrome febril inespecifico y
la detecciéon de Borrelia burgdor feri causante de la Borreliosis de Lyme, mediante la
técnica de ELISA cuantificando los anticuerpos de tipo IgG ¢ IgM en sueros de

pacientes del sur del estado de Sonora.

Yl




OBJETIVO GENERAL

Establecer la relacién entre el sindrome febril inespecifico asociado a la Borreliosis de
Lyme en el sur del estado de Sonora.

Objetivos Fspectficos

Determinar y cuantificar anticuerpos (IgM) contra Borrelia burgdorferi, mediante el
método de ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA).

Determinar y cuantificar anticuerpos (IgG) contra Borrelia burgdorferi, mediante el
método de ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA).

Xt



HIPOTESIS

La deteccion de anticuerpos contra Borrelia burgdorferi en pacientes del sur del estado
de Sonora, diagnosticados con sindrome febril inespecifico.




RESUMEN

La Borreliosis de Lyme es una enfermedad emergente considerada una zoonosis de
distribucion mundial cuya bacteria causante es Borrelia burgdorferi, sus signos y
sintomas clinicos son variados, entre etlos, un sindrome febril inespecifico. El objeto de

esta investigacion es establecer la relacion directa entre el sindrome febril inespecifico y

I o I =
L él@ﬂmﬂ ¢ LN} /]

Enfermedad de Lyme mediante & técnica de ELISA.

Se analizaron los sueros de 94 pacientes provenientes de los centros de salud del sur del
estado de Sonora, que después de haber sido valorados clinicamente fueron referidos aj
Laboratorio de Investigacion de Zoonosis y Enfermedades Tropicales por presentar
sindrome febril inespecifico sin diagnostico etioldgico. Los resultados por ELISA
detectaron una seroprevalencia del 32% IgM y 20% IgG en los municipios de Navojoa,
Alamos, Etchojoa y Huatabampo. En conclusién, la Borreliosis de Lyme se encuentra
presente en el sur del estado de Sonora, siendo ésto, un resultado de importancia clinica

y epidemioldgica.




CAPITULO 1. FAMILIA Spirochetae
1.1 Caracteristicas Morfologicas

Las espiroquetas son bacterias Gram negativas, méviles, enrolladas en forma de espiral
cerrada. Estas se encuentran presentes en muchos ambientes acudticos y animales.

Algunas son patégenas para el humano, provocando enfermedades como la Borreliosis

o ol )
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Las células de las espiroquetas estan formadas por un cilindro citoplasmatico, que
incluyen las regiones envueltas por la pared celular y la membrana citoplasmatica. La
movilidad se confiere por uno o mas flagelos que emergen de ambos polos, a diferencia
de los flagelos bacterianos comunes, los flagelos de las espiroquetas se pliegan desde el
polo bacia el cilindro protoplasmatico y se mantienen localizados en el periplasma de la
célula; es por ello que se les denomina endoflagelos. Tanto estos como el cilindro
protoplasmatico estin envueltos por una membrana multicapa flexible denominada vaina
externa (Guerrero y Escudero, 2005, Winn y cols., 2009). Los endoflagelos tienen
movimiento rotatorio, igual que los flagelos bacterianos tipicos. Sin embargo, ¢l cilindro
protoplasmatico es rigido, mieftras la vaina externa es flexible, cuando los dos
endoflagelos giran en la misma direccion, el cilindro protoplasmético gira en direccion
opuesta generando torsion en la célula. Todo esto hace que las espiroquetas s muevan
mediante movimientos de flexion o de latigo, como consecuencia del par de torsion
ejercido en ambos extremos del cilindro protoplasmético por el gifo de los flagelos, ver

Figura 1 (Guerrero y Escudero, 2005; Romero y cols., 2007).

Las espiroquetas se clasifican en ocho géneros, principalmente en base a su habitat,
patogenicidad, filogenia, y caracteristicas fisiologicas y morfologicas, ver Tabla 1
(Madigan y cols.,, 2009; Guerrero y Escudero, 2005; Romero y cols., 2007; Romero,
2011).
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Figura 1. Caracteristicas morfologicas de movilidad de las espiroquetas (Karam, 2012).




Tabla 1.Géneros de espiroquetas y sus caracteristicas (Clark vy col.,, 2009).

en ¢ hnaje de las
espiroquetas.

Género Dimensién Caracteristicas Ne E* Hibitat Enfermedad
Largo por Ancho
= (pm)
Cristis pira {30-1 30) x (0.5-3.0) 3-10 vuehas de =100 Tracto digestivo de Sin definir
espiral; manojo de moluscos, no ha sido
endoflagelos visibles cultivado.
a través de
microscopia de
contraste de fase.
Spirochaeta (5-250) x (0.2-0.75) Anacrobios y 2-40 Acusticas, de vida Sin definir
acrobios facultativos; libre, agua dulce vy
vueltas de espiral salada.
flop o aprctada.
Treponema (5-15) x(0.1-0.4) Microaerofilos o 2-32 Comensal o Sifilis,
anaerobios, vucitas parasitica en Disenteria
de cspiral humanos y otros porcina,
helicoidates o animales. Pinta
aplanadas con
amplitudes de 0.3
pin.
Borrelia (8-30) x(0.2-0.5) Microacrofile; 5-7 7-20 Humarnos y otros Fiebres
vueltas de marmiféros, recurrentes,
aproximadamente artrépodos. Enfermedad
Ly de amplitud. de Lyme,
Borreliosis
bovina v
ovina.
Leptospira (6-20)x(0.1) Aerobios, 8 Vida libre 0 pardsitos  Leptospirosts
fuertemente en humanos y otros
enrollados v mamiferos.
curveados con
extremos en ganchos;
requicre e dcidos
grasos de cadena
larga.
Leptonena (6-20) x (0.1 Aerobios; no requiere 2 Vida libre Sin definir
acidos grasos de
cadena larga
Brachyspira (7-10) x (0.35-0.45) Anaerobios 8-28 Intestino de animales Duarrea en
dec sangre calienie. pollos v
cerdos
Brevinema (4-3) x (0.2-03) Microaerofilicos, por 2 Sangre v otros Lejidos Infeccion
analisis de TRNA 168 de ratones v para ratones
determina vna musaraiias. de
bifurcacién profunda laboratorio.

*Numero de endoflagelos.



Las especies del género Borrelia son microaerdfilas, moviles y se transmiten por medio
de un vector artropodo, caracteristica fundamental que las distingue de las otras
espiroquetas como Treponema y Leptospira, por 1o que se les considera una zoonosis de
distribucién mundial y una de las enfermedades emergentes mas importantes. En la
actualidad se han descrito casi treinta especies entre patogenos humanos y animales

(Guerrero y Escudero, 2005; Garcia y cols., 2014; Romero y cols., 2007).

En relacion a las caracteristicas metabolicas de Borrelia spp, comunmente son
microaerdfilas, sin embargo, se han reportado que pueden crecer en anaerobiosis. Su
temperatura Optima de desarrollo se encuentra entre los 33 y 37°C, siendo el tiempo de
duplicacion de 24 horas (rango entre 12 y 48 horas). Posee superdxidodismutasa y
ausencia de peroxidasa y catalasa. Utiliza la glucosa como principal fuente de energia,
siendo su principal metabolito el acido lactico. Requiere una fuente organica de hierro,
N-acetil-glucosamina (NAG) y una amplia variedad de azicares y sales(Aranzazu y

Oteo, 2014; Navarro, 2005; Romero, 2011).

El cultivo se realiza de modo preferente en medios liquidos comple jos muy enriquecidos
con aminoacidos, vitaminas, sales inorganicas, N-acetil-glucosamina, albimina sérica y
suero de conejo, siendo el mas utilizado el medio de Barbour Stoenner-Kelly modificado

(Madigan y cols., 2009; Guerrero y Escudero, 2005; Romero y cols., 2007).

1.2 Clasificacién Taxonémica

La clasificacion taxonOmica de Borrelia fue establecida segun criterios genéticos a
través del analisis de 16s ARNr, hibridacién reciproca DNA-DNA, estudio de proteinas
de superficie y el analisis mediante anticuerpos monoclonales la tabla 2 muestra la

clasificacion taxondmica de este género (Aranzazu y Oteo, 2014; Navarro, 2005).



Tabla 2.Taxonomia Borrelia spp. (Navarro, 2003).

Reino Procaryotae
Division Gracilicutes
Clase Scotobacteria
Orden Spirochetales
Familia S pirochetae

(Género Borrelia




L3 Patogenia

Las Borrelia son responsables de dos enfermedades, fiebre recurrente y la Enfermedad
de Lyme. La fiebre recurrente se presenta en forma endémica y epidémica: la primera se
denomina asi, por las condiciones del habitat natural de las garrapatas blandas de la
familia Argasidae y la segunda por el mecanismo de transmisién de humano a humano,
o forma epidémica que es transmitida por el piojo del cuerpo (Pediculus humanus
humanus) La Enfermedad de Lyme o Borreliosis de Lyme, de la cual solo se conoce su
forma endémica y se (ransmite a través de garrapatas duras de la familia /xodidae

(Guerrero y Escudero, 2005; Madigan y cols., 2009; Sotelo y Valencia, 2012).
1.4 Virulencia

Se desconoce fa produccion de exotoxinas, aunque el lipopolisacirido de su membrana
externa es un poderoso Inductor de fiebre. Su principal factor de virulencia es su
mutabilidad antigénica, ya que estos micfoorganismos expresan diferentes proteinas
estructurales en el transcurso de la infeccion, como un medio de adaptacion al sistema
inmune del hospedero, ya sea su hospedero artrépodo o vertebrado. Los anticuerpos
producidos actiian inicialmente como un factol selectivo, que solo permite la
supervivencia de variantes antigénicas distintas. La evolucion recidivante de Ia
enfermedad al parecer se debe a la multiplicacién de estas variantes antigénicas contra
las cuales el huésped debe entonces desarrollar nuevos anticuerpos (Navarro, 2005:
Madigan y cols., 2009;Romero y cols., 2007).

Para la transmision de espiroquetas, Tequiere que el vector se fije por lo menos 48 horas
durante las cuales los microorganismos se multiplican y cruzan el epitelio intestinal
hacia la hemolinfa, se diseminan hacia las glandulas salivales e infectan al hospedero a
través de la saliva de la garrapata (Arinzazu y Oteo, 2014; Guerrero y Escudero, 2005,
Romero, 201 1).



1.5 Manifestaciones Clinicas

1.5.1 Fiebre Recurrente

El agente causal es Borrelia recurrentis y se caracteriza por fiebre alta y dolor muscular
generalizado que dura entre 3-7 dias,seguida de un periodo de convalecencia de entre7-9
dias. En ausencia de tratamiento la ficbre se repite entre 2 y 3 ciclos mas y causa la
muerte por hemorragia y fallo multiorganico de hasta 40% de los individuos infectados
(Sotelo y Valencia, 2012;Guerrero y Escudero, 2005;Madigan y cols., 2009;Romero y
cols., 2007).

1.5.2 Enfermedad de Lyme

El agente causal es Borrelia hurgdorferi S¢ transmite a través de un insecto vector
perteneciente a la familia /xodidae. Se disemina mediante via hematogena, desarrollando
una infeccion sistémica que lleva a la apancion de sintomas agudos propios de la

enfermedad como dolor de cabeza, espalda, escalofrios y cansancio.

En el 75 % de los casos se observa en el sitio de la picadura de la garrapata una gran
erupcion llamada eritema migratorio (EM). Sin tratamiento ésta puede pasar a una fase
cronica, semanas o meses después de 1a mordedura de la garrapata. En esta etapa ¢l 40-
60% muestran complicaciones articulares, €l 15-20% problemas neuronales y el 8%
cardmacas (Félix, 2010; Aranzazu y Oteo, 2014; Madigan y cols, 2009, Marolo y
Gutiérrez, 2009).

1.6. Diagnéstico de Laboratorio

1.6.1 Fiebre Recurrente

El analisis directo de espiroquetas en sangre periférica se obtiene con un 70% de

probabilidad de observacion positiva en los picos febriles de la enfermedad. Los

7



microorganismos se pueden detectar en preparaciones frescas de sangre bajo
microscopio de campoO oscuro o bien con tinciones de Wright o Giemsa, naranja de
acridina o inmunofluorescencia. Por otra parte la sefologia y las técnicas de biologia
molecular se muestran cOmo una opcidn rapida y fiable en la deteccion de Borrelia SSPp.

(Guerrero y Escudero, 2005; Romero y cols., 2007; Sotelo y Valencia, 2012)
L.6.2 Enfermedad de Lyme

La respuesta inmunolégica mediante anticuel'pos acurre de 4 a 6 semanas después de la
infeccion que puede detectarse por una prueba de enzimoinmunoensayo indirecto
(ELISA) o por inmunofluorescencia. En la deteccion de Borrelia burgdorferi en tejido o
muestras de] hospedador se han implementado técnicas de biologia molecular, un
ejemplo de éstas es la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), (Boria, 2012;
Aranzazu y Oteo, 2014; Romero, 2011; Madigan y cols., 2009).

1.7 Prevencion

Entre las medidas preventivas de las Borreliosis se encuentra la educacion a la poblacion
respecto al modo de transmision de estas enfermedades. La erradicacion de la poblacion
de garrapatas de las dreas geograficas es imposible, dada la gran variedad de

hospedadores.

La prevencion se centra en evitar, en la medida de lo posible, las zonas infestadas pol
garrapatas, el uso de repelentes aplicados a la ropa o piel y mediante el uso de ropa
adecuada, ademas del examen corporal para eliminar las garrapatas adheridas después de
permanecel en una zona endémica. La forma Mas adecuada para eliminar la gafTapata es
realizar una traccion con pinzas de forma perpendicular a la piel y de un modo suave y
constante para evitar que el hipostoma de la garrapata quede Introducido en la piel
(Aranzazu y Oteo, 2014; Romero, 2011),




1.8 Tratamiento

En el tratamiento de las fiebres recurrentes, por efectividad es la tetraciclina, pero la
penicilina, el cloranfenicol o los macrdlidos son también efectivos. Las tetraciclinas en
una sola dosis (0.5 g) son el tratamiento de eleccion. En los nifios menores de 8 afios y
mu jeres embarazadas se utiliza la eritromicina en dosis tmica (Navarro, 2005; Madigan y

cols., 2009; Fauci y cols., 2009).

El tratamiento de la Enfermedad de Lyme en su etapa aguda se puede llevar a cabo con
doxiciclina, amoxicilina, o cefuroxima, usualmente en un periodo de 14 dias. Para
pacientes con sintomas neurologicos o cardiacos por infeccion de B. burgdorferi se suele
utilizar ceftriaxona parenteralmente ya que éste cruza la barrera hematoencefalica (Fauci
y cols., 2009; Romero, 2011).



CAPITULO 2. Borrelia burgdor feri
2.1 Antecedentes

En 1982 Willy Burgdorfer y Allan Barbourd describieron y cultivaron un nuevo agente
biolégico, a partir de la sangre obtenida del dueto digestivo de una garrapata del género
Ixodes, al que se designé como Borrelia burgdor feri en 1984, en honor a su descubridor.
Ackermann Asbrink y Preac Mursic et Furopa lograron aislarla en pacientes con
Eritema Migratorio (EM) v Sindrome de Bannwarth, el cual se caracterizaba por
problemas neurologicos acompafiados de paralisis facial Asi se demostrd el cardcter
sistémico e infeccioso de la nueva enfermedad conocida actualmente como enfermedad

de Lyme o Borreliosis de Lyme (Orestes y cols,, 2011; Madigan y cols., 2009).

2.2 Morfologia Microbiolégica v Molecular

Borrelia burgdorferi es Una bacteria gran negativa, que encontraste a éstas, no posee
lipopolisacaridos y si abundantes lipoproteinas de superficie, es de forma helicoidal o
espiral, de necesidades microaerofilicas y que mide 0.33 x 10-20 ym de diametro, en fa
Figura 2 s muestra la morfologia de B. burgdoiferi (Karami, 2012; Garcia y cols.,
2014).

Su composicion genética fue publicada por primera vez en 1997 por el Institute of
Genome Research (TIGR) como B. burgdorferi cepa B3l por la asociacion de Fraseret y
fue consumado por Casjens y cols., en el afio 2000. Es conformado por un cromosoma
ADN lineal de 1 kb, 22 plasmidos y el genoforo bacteriano que contiene 853 genes
(Karami, 2012; Garcia y cols., 2014; Aranzazu y Oteo, 2014; Romero, 2011).
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Figura 2. Morfologia Borrelia burgdor feri (Orestes y col., 2011),

11




El cromosoma de Borrelia burgdorferi es relativamente pequefio, contiene 1, 521,419
pares de bases y no posee genes para reacciones de biosintesis celular, como
aminoicidos, acidos grasos o enzimas que actien como cofactores, a esto se le afribuye
que Borrelia burgdorferi necesite de un ambiente complejo que contenga los medios
suficientes para su supervivencia (Garcia y cols,, 2014; Karami, 2012). Las lipoproteinas
conocidas, incluyen las proteinas de superficie exterior (outer-surface protein) Qsp A
hasta OspF. La Osp A y Osp B se codifican por el mismo plasmido lineal de 50 kb y
comparten una homologia de secuencia de 56 %. Estas proteinas se expresan contiguo

con la lipoproteina 6.6 (Lp6.6), principalmente en el ciclo enzodico en el artrépodo.

Durante la infeccidn temprana, se han identificado una cantidad de proteinas expresadas
en forma diferencial incluida las proteinas A y B ligados de decorina (DmpA y DmpB).
En esta fase, se ha identificado una variacién antigénica importante en la lhipoproteina
variable major protein-likesequence,expressed (V1Se) (Lin y cols., 2014; romero, 2011).
Oftras proteinas adicionales de las espiroquetas incluyen una proteina de membrana de
Borrelia de 39 kD (BmpA), el antigeno flagelar de 41 kD, las proteinas de golpes de
calor de 60 y 73 kD, una proteina integral de membrana exterior de 66 kD que puede
funcionar como porina y un antigeno de 93 kD que es parte del cilindro protoplasmatico

(Margos y cols., 2011; Feria y cols., 2014; Madigan y cols., 2009).

2.3 Clasificacién Taxonémica

El término general utilizado es Borrelia burgdorferi sensu lato (sl ) para referirse al
sentido amplio, ya que ésta se compone de miltiples genoespecies. La Tabla 3 muestra
las 15 especies que forman parte del complejo B. burgdorferi si .a nivel mundial
(Karimi, 2012; Ocwieja y cols., 2014; Margos y cols., 2011; Garcia y cols,, 2014). En el
continente europeo se conocen al menos tres especies de este complejo, B. burgdorferi
sensu stricto, B. garinii y B. a fzelii, en contraste con la uinica especie que ha demostrado

ser patogena en EEUU., B burgdorferi sensu stricto. En México, los estudios
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moleculares demuestran una distribucion de genoespecies cercana a la reportada en

Europa (Félix, 2010; Aranzazu y Oteo, 2014; Romero, 2011; Margos y cols., 2011).
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Especie Distribucién geogrifica

B. burgdor feri sensu stricto EE.U.U, Europa Occidental
B. garinii Europa , partes de Asia

B. afzeli Europa , partes de Asia

B japonica Japon

B. andersonii Norteamérica

B. lanukii Japon

B tutdi Japén

B. valaisiana
B lusitaniao

B. sinica

B. bissettii

B. calif orniensis
B. carolinensis
B. spielmanii

B. yangtze

B. americana

B. bavariensis
B. kurtenbachii

Europa , partes de Asia
Europa central y
Mediterraneos
China

EEUU

EE.U.U (Qeste)
EE.U.U (Sureste)
Europa

China
Norteamérica
Europa
Norteamérica

Tabla 3. Complejo Borrelia burgdorferi sl. y su distribucion geografica. (Garcia, 2014).
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2.4 Determinantes Patogénicos

No s¢ han definido determinantes de virulencia por lo cual se relaciona el papel
patogénico de Borrelia burgdorferi si. con la clevada capacidad de modificar su
morfologia y estructura antigénica, ya que debe adaptarse a ambientes muy dif erentes,
debe ser capaz de sobrevivir en el intestino de la garrapata, pasar a través de las
glandulas salivales de ésta y penetrar en el torrente sanguineo del huésped, evadiendo la
respuesta inmunologica para diseminarse al tejido blanco, otras de las funciones de las
proteinas de superficie, es que permiten a la espiroqueta unirse a proteinas, integrinas,
glucosaminoglicanos o glucoproteinas del mamifero para facilitar su invasion (Aranzazu

y Oteo, 2014; Garcia y cols., 2014; Margos y cols., 2011).

Para conservar su complejo ciclo enzodico Borrelia burgdorferi 5.l debe adecuarse a
dos ambientes muy diferentes: la garrapata y ¢l huésped mamifero, por ¢jemplo, en el
intestino medio de la garrapata, la espiroqueta expresa OspA. Durante la alimentacion de
la garrapata, a medida que la espiroqueta migra desde el intestino medio a la glandula
salival, el nivel de la OspC, codificada por un plasmido circular de 26 kb, se cleva a un
nuevo punto de equilibrio, ésta se une a una proteina de la glandula salival del artropodo
(Salp15), necesaria para infectar al mamifero hospedador. Mas tarde, durante la
infeccion se expresan otras proteinas esenciales para la patogenia de la enfermedad

(Margos y cols., 2011; Feria y cols,, 2014).

Después que la garrapata inocula a Borrelia burgdorferi s.l. y luego de un periodo de
incubacién de 3 a 32 dias, la espiroqueta suele reproducirse primero localmente en la
piel del sitio de la mordedura, en término de dias o semanas después, ésta se disemina.
En la etapa temprana de la enfermedad, la espiroqueta ha sido recuperada de lesiones de
eritema migratorio, sangre, musculo, hueso, bazo, liquido cefalorraquideo y cerebro
mostrando  distintos tropismos segin sea la genoespecie, por cjemplo Borrelia
burgdorferi sensu estricto muestra una inclinacién por las articulaciones Ocasionando

artritis de Lyme, mientras que Borrelia afzeli y garinii se caracterizan por problemas
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dermatolgicos y neurologicos principalmente (Feria y cols, 2014; Petnicki y
Kemn,2014).

Ja dispersion de la bacteria dentro del huésped, posiblemente es facilitada por la
habilidad de la espiroqueta de ligar a su superficie el plasminégeno humano y el
activador del plasmindgeno tipo urocinasa. La plasmina, que es la forma activada de
plasminégeno, es una potente proteasa que puede promover la invasion tisular de

Borrelia burgdorferi s.i.

Borrelia burgdorferi si. puede adherirse a muchos tipos diferentes de células de
marmniferos por dos mecanismos identificados actualmente, ¢l primero consiste en la
interaccion con varios receptores de la familia de las integrinas, incluido el receptor de
integrinas especifico de las plaquetas y los receptores de vitronectina y fibronectina

(Karami, 2012; Petnicki y Kern, 2014; Margos y cols,, 2011).

La segunda via para la adhesién celular es medida por los azucares de la célula huésped,
las proteinas Osp A Y Osp B expresadas por la espiroqueta pueden ligarse a decorinas,
un glucosaminoglucano que esta en la fibras de colageno; esta union pudiera explicar
por qué el microorganismo suele estar alineado con las fibrillas de la matriz extracelular
del corazén, sistema nervioso y articulaciones. Esta atraviesa la mono capa celular a
través de las uniones intracelulares, aunque puede penetrar a través del citoplasma
celular. En conclusion, es capaz de utilizarlos sistemas enzimaticos del hospedador para
su supervivencia, lo que le permite establecerse en los tendones y en el cerebro donde
las células de nuestro sistema inmune tienen dificultada la entrada (Golovehenko y cols,

2014; Lin y cols. 2014; Romero, 2011).

2.5 Inmunidad Frente a Borrelia burgdor feri sl

Se conoce la capacidad de activar o inhibir meléculas asociadas a la respuesta mediada
por anticuerpos eh ausencia de mecanismos liticos del complemento. Esto lo logra a
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través de la unidn a ciertas proteinas reguladoras del sistema de complemento (FHL-
1/reconectina o factor H). Habichty cols., (1985) y Defosse y cols,, (1992) confirmaron
in vitro la potente induccion de factor de necrosis tumoral (TNF), INF-alfa y de Ia
interleucina (IL-1) por las células mononucleares en sangre periférica (Petnicki y Kern,

2014; Garcia y cols., 2014).

Para controlar v erradicar a Borrelia burgdorferi s.{., el hospedador activa sus respuestas
innata y adaptativa, con la cual la espiroqueta es destruida por macréfagos y anticuerpos.
Las quimiocinas producidas por constituyentes de la piel, permiten el reclutamiento de

neutrofilos y macrif agos; estos tiltimos liberan citocinas pro inflamatoria muy potentes.

La respuesta de anticuerpos se desarrolla lentamente, la respuesta de IgM alcanza un
pico entre la tercera y la sexta semana de la infeccion y a menudo, se asocia con la
activacion policlonal de células B, lo que incluye niveles séricos elevados de IgM total,
complejos inmunes circulantes y crioglobulinas. La respuesta de IgG especifica se
desarrolla gradualmente en meses a una serie creciente de polipéptidos espiroquetarios y
antigenos no proteicos. A pesar de la respuesta inmune Borrelia burgdorferi si. puede
sobrevivir durante afios en los pacientes no tratados, en ciertas localizaciones dentro de

las articulaciones, sistema nervioso o la piel (Aranzazu y Oteo, 2014; Madigan y cols.
2009).

Algunos de los mecanismos importantes de evasion inmunitaria son la capacidad de la
espiroqueta para disminuir la expresion de antigenos proteicos expuestos en la superficie
y en el caso de la lipoproteina V1Se, la capacidad de cambiar la secuencia de
aminodcidos en la proteina. A esta caracteristica se atribuye la supervivencia de la

misma. (Petnicki y Kern, 2014; Margos y cols., 2011).
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2.6 Epidemiologia

En Europa la infeccion es endémica. La prevalencia en trabajadores forestales en

Alemania, Holanda y Suecia es del 8-27%, en la poblacion general es del 4%.

En EE.UU. la mayoria de los casos de enfermedad de Lyme se reportan en los estados
del noreste (82%). Segiin el Centro para el Control de Enfermedades de Atlanta (CDC),
durante los aiios 2003-2005 se mformaron un total de 64,382 casos de enfermedad de
Lyme en 46 estados de EE.UU. Entre 2008 y 2009 hubo un incremento del 3.6% en el
numero de casos confirmados y del 35.6% en €l nimero de casos probables. Ademas, la

enfermedad de Lyme fue la sexta enfermedad diagnosticada nacionalmente, mas comuin
en EEUU.

En México se han reportado casos en Sinaloa en el que se diagnostico el eritema cronico
migratorio y en Nuevo leon, Salinas y Welsh, encontraron un paciente con lesiones
cronicas cuya biopsia fue positiva por PCR para Borrelia spp. Gordillo y colaboradores
reportaron 0.3% de positividad en prueba al azar en sueros congelados provenientes de
donadores de todo el pais. El mayor niimero de casos positivos fue de individuos del
Noreste y el Centro de México; en el afio 2003 se reportd el estudio de un banco de
sueros de la Ciudad de México y el Noreste de la Republica mexicana, en donde se
encontro 12.6% de casos positivos por Elisa, de los cuales 3.43% se confirmaron por
Western blot en el Distrito Federal y 6.2% en el Noreste del pais, incluidos Nuevo Leon,

Coahuila y Tamaulipas.

En un estudio realizado en Houston, Texas, area considerada no endémica, se encontro
un namero inesperadamente elevado de seropositividad y se planted la posibilidad de la
presencia de la enfermedad no diagnosticada (Aranzazu y Oteo, 2014; Romero,
2011;Gordillo ¥ Solorzano,2010; Feria y cols, 2014; Montiel y cols, 2007; Skinner-
Tailor C. y cols 2007).



2.7 Transmisién

Borrelia burgdor feri sl. infecta a los a los humanos a través de la mordedura de las
garrapatas del género /xodes. La presencia de garrapatas Ixodes y Amblyomma
mfectadas en el noreste de México sugiere que ésta es una zona endémica de la
Enfermedad de Lyme y que representa un riesgo de transmision de Borrelia burgdorferi
sl. al humano. Ixodes scapularise € Ixodes pacificus prevalecen en el continente
norteamericano mientras que Jxodes persulcatus € Ixodes ricinus se encuentran
principalmente en Europa, Asia y Africa (Félix, 2010; Feria y cols, 2014; Gern y
Herrmann, 2015; Buczek, 2014).

Para transmitir la infeccion a los humanos s¢ necesifa un reservorio animal,
principalmente mamiferos pequefios y aves donde Borrelia burgdorferi sl permanezca
viable durante largos periodos. Los venados cola blanca son portadores de las formas
adultas de las garrapatas y a partir de éstos s¢ infestan otros mamiferos menores, como

ratones y liebres (Gern y Herrmann, 2015; Feria y cols., 2014).

Las garrapatas /xodes completan su ciclo de vida en un periodo de dos aiios y durante
este tiempo pasan por cuatro estadios de desarrollo: huevo, larva, ninfa y adulto. Una
vez que las larvas se alimentan de un huésped infectado, éstas pueden adquirir la
espiroqueta, mantener la infeccién a lo largo de toda Ia vida y transmitirla a hospederos
futuros. El estadio de ninfa es €l mas peligroso para los humanos por dos razones: en
primer lugar las ninfas son diminutas {miden aproximadamente 1 mm de diametro), por
lo que son dificiles de detectar y en segundo lugar son més activas durante los meses de
verano, coincidiendo con el pico de actividades al aire libre. Por el contrario, las
garrapatas adultas, aunque tienen mayor riesgo de estar infectadas son mas grandes, y

por lo tanto, mas facilmente detectables (Félix, 2010; Garcia y cols,, 2014).

En el futuro, es posible un aumento en la distribucién de casos de Enfermedad de Lyme

y en general de otras enfermadades transmitidas por garrapatas. El calentamiento global

propicia el establecimicnto de poblaciones de garrapatas fuera de su ambiente habitual,
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el cambio de rutas migratorias de las aves que se comoce que vehiculan garrapatas
infectadas por Borrelia burgdorferi sl. y podria cambiar la distribucion de los
artropodos o establecerse nuevas genoespecies de Borrelia burgdorferi si. en regiones

en las que no existian (Navarro, 2005; Alekseev y cols., 2012; Rodriguez, 2013).
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CAPITULO 3. VECTOR

Un vector es todo artrépodo hematéfago que facilita la transmision de un patégeno de
forma biologica. Dentro de los artrépodos vectores los acaros constituyen el segundo
grupo en importancia después de los dipteros. La distribucién cosmopolita de las
garrapatas, asi como sn ciclo biologico, hacen que sean consideradas como vectores
potenciales de patégenos (Madigan y cols, 2009, Rodriguez, 2013; Margos y cols,
2011).

3.1 Antecedentes

En 1981, la espirogueta actualmente conocida como agente biolégico de la
enfermedad de Lyme se aislo del intestino medio de garrapatas [xodes dammini,
recogidas en la Isla de Sheiter, Nueva York Este microorganismo, que se denomind
Borrelia burgdorferi, es solo la segunda especie dentro de las espiroquetas asociadas a
garrapatas duras. Desde entonces, ofros cinco g€neros ixddidos (Amblyomma,
Dermacentor, aemaphysalis, [xodes, Rhipicephalus) se han visto naturalmente
infectados con Borrelia burgdorferi (Navarro, 2005; Rodriguez, 2011; Féhx, 2010;
Forbes, 2009).

3.2 Caracteristicas Generales

Con el nombre de garrapatas se refiere a una serie de artropodos perteneciente al orden
Acarina, que se caracterizan por su régimen de vida estrictamente parasito y por realizar
tres mudas a lo largo de su vida. Se diferencian dos grandes grupos, las llamadas
garrapatas blandas y las duras. Las garrapatas son artropodos hematofagos obligados que
parasitan toda clase de mamiferos, aves, reptiles e incluso anfibios, distribuidos por casi
todas las regiones del mundo. Son conocidas aproximadamente 879 especies
pertenecientes a dos familias principales, las “garrapatas duras” o Ixodidae, designadas

asi por poseer un escudo dorsal esclerotizado, y las “garrapatas blandas” o Argasidae,
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denominadas asi por la presencia de una cuticula externa flexible. Existe una tercera
familia, Nuttalliellidae, que incluye una sola especie, distribuida inicamente en el sur de
Africa. La familia /xodidae, es la mas numerosa con mayor importancia médica y
veterinaria. La Figura 3 muestra la designacion taxondmica de éstas (Janus, 2014; Félix,

2010; Rodriguez, 2013; Feria y col, 2014; Montiel y cols., 2007).

Las garrapatas presentan tres estadios: larva, ninfa y adulto. Las garrapatas Ixodidae y
Argasidae se diferencian tanto por su anatomia, como por sus ciclos bioldgicos. Los
ixddidos retinen una serie de particularidades que les otorga un potencial como vectores
de agentes patogenos, s¢ alimentan durante largos periodos de tiempo, su mordedura es
generalmente indolora, y permanecen fuertemente fijados sobre el hospedador. Cada
estadio se alimenta una sola vez, pudiendo parasitar a una gran variedad de especies
animales en diferentes tipos de habitats, en la Tabla 4 se muestra los grupos de
espiroquetas causantes de Ia enfermedad de Lyme, sus vectores y distribucion geografica

(Margos y cols., 2011; Buczek, 2014).

Las primeras corresponden a la familia Argasidae y se definen por poseer una cuticula
de tipo coridceo y por alimentarse velozmente, permaneciendo en el hospedador sélo el
tiempo necesario para hacerlo. Se trata principalmente de parasitos de aves y reptiles,
aunque su mayor importancia econémica se debe a que algunas especies transmiten la
peste porcina africana en Europa (Félix, 2010; Navarro, 2005, Margos y cols, 2011;
Buczek, 2014).

La familia /xodidae, encierra la mayor parte de las especies de interés clinico y
veterinario. Se trata de acaros que presentan un escudo de cuticula endurecida y que
pueden parasitar la mayor partec de vertebrados terrestres, en la Tabla 5 se muestra la
clasificacién taxonomica de la familia fxodidae (Aranzazu y Oteo, 2014; Félix, 2010;

Caride, 2002).
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3.3 Taxonomia

Phytlum Arthropoda
Clase Arachruda
Subclase Acan
Orden Parasiuforme
Suborden Ixotida
Familia Subfamilia Genero

Argasinae

Argas

Argasidase Ornit -
Omithodorinae | Otobius
| Antricols

Nothoaopic
Nuttali elidae Nurtalliella

Pos Iriata Logdinae Ixodes

Imodidag |

Ambtyomminae |

!
Haemaphysalinoe

Aponoma
Amblyoma

Haemaphyzahs

Metastiaa

Hyalomminae Hyalomma

S— | Cosmiomma
Demacentor
Rhipicentor
Rhupicephatinae Anemalolimalaya
Mocoma
Rhipicephalus / Boophikic
Margoropus

Figura 3. Clasificacion taxonomica de las garrapatas (Félix, 2010).
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Tabla 4. Grupos de espiroquetas causantes de la enfermedad de Lyme, su distribucion

geografica, hospedador animal y vectores (Margos, 2011).

Species (c/p} (type strain)

Distribucién

B afzeli (c) (VS461)

B. americana (p) (SCW-41)
B. andersonii {€) (21038)

B. bavariensis (p} (PBi)

B. bissettii{c)(DNI27-cl9-
2)

B. burgdorferi () (B3I)

B. ealifomniensis (c)
(CA446)

B. carolinensis (g) (SCW-
22)

B. garinii {e) (20047)

B. Japonica () (HOI4)

B. kurtenbachii (p) (25015)
B. lusitaniac (€) (PoTiB2)
B. sinica (¢} (CMN3)

B. spielmanii {e) (PC-
Eql7N3)

B. tanukii {c){Hk501)

B. turdi (c)(YaS0l)
B. valaisiana (¢) (VSI 16)

B. vanglzc (€) (nd)

B. Genomospeciesz

Hospedador animal

Vector

Europa, Asia

NoneAmérica

Norte America
Europe. Asia.

Norle America
Ewrope

3

Norte America,
Europe

Esle USA
Surcsie USA
Europe, Asia,
circulo Artico
Japon

Norte Ameériea,
Europa
Mediterranco,
China

Europa

Japon

Japdn
Europa, Japén

China

UsSAa

Apodemus spp.,
Myodes glareolus,
Sorex spp.,
Sciurus spp..
Erinaceus spp.,
Rattus spp.

Thryothorus,

ludovicianus,

Pipilo ervihrophthalmus,

Sylvilagus spp. (Passeriformes spp.)
Apodemus spp., Myodes sp.,
Mucrotus spp.

Neotoma spp. Peromyscus spp.,
Sigmoden spp.

EU: unknown

Peromyscus spp.,

Tamias spp., Neatoma spp., Sorex
spp.,

Sciurus spp., Sigmodon spp.,
Erinaceus spp., Rattus spp., Procyon
lotor, Turdus nugratorius,

Dipodomys ealif ornensis
P. gossypinus, N. floridana.

Turdus merula,

T. philomelos,

Parus major, seabirds (Puffin,
Guillemot, Kittiwake, Razorbill)
Sorex unguiculatus, Apodemus spp.,
Eothenomys smithi

Microtus pennsylvanicus, Zapus
hudsonius peromyscus

Lacertidae

Niviventer confueianus

Glis glis, Eliomus quercinus

Apodemus sp. Clethrionomys
rufocanus, Eothenomys smithi:
Turdus spp.

Turdus meendla, T. philomelos, Parus
major

Niviventer fulvescens, Apodemus

sp.
Unknown

Ixodes rieinus,
L. persulcatus,
I hexagonus,

1 pqciﬁcus,
|. minor.

L dentatus.

[ ncinus,

1 persuleatus.
1 paeificus,

L spinipaipis,
I affinis,

EU: unknown
1 ricinus,

1 hexagonus,
I scapulars, L
pacificus,

L affinis,

L. minor,

L spinipalpis,
L muris.
Unknown

Unknown (lminor}

L riemus,
L persulcatus,
L urae

[ovatus

Unknown
{(Lscapularis)
Lricmus

1 ovatus

1. rieinus
Itanuki

L turdus

I. ricinus,

I columnae

I granulatus,

L. nipponcnsts.
I spinipalpis,

I pacificus
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Tabla 5.Clastficacion taxonomica de la famiia /xodidae (Caride, 2002; Villamil, 2002).

Clase
Subclase
Orden
Suborden
Superfamilia
Familia

(Géneros

Phylum arthropoda

Arachnida

Acari

Parasitoformes

Ixodida

Ixodida

Ixodidae

Ixodes, Rhipice phalus,
Boophilus, Hyalomma,
Amblyomma, Dermacentor,
Haemaphysalis, Aponomma,
Anocentor, Nosomma,

Margaropus, eic.
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3.4 Caracteristicas Morfologicas

El cuerpo de las garrapatas tiene la morfologia caracteristica de los aracnidos, clase a la
que corresponden. En general, el cuerpo de las garrapatas es més largo que ancho, en los
adultos no alimentados el tamafio del cuerpo, incluido el capitulo, alcanza a medir desde
2 mm, hasta casi 30 mm. El cuerpo de las garrapatas esta constituido por ¢l capitulo o
gnatosoma y el idiosoma. El capitulo sostiene las partes bucales, incliidos los
queliceros, los palpos y el hipostoma es con el que se fijan al hospedador (Caride, 2002,
Buczek, 2014).

El idiosoma se subdivide en el podosoma, el cual sobrelieva las patas y el poro genital, y
en el opistosoma, region posterior donde sc encuentran las placas espiraculares y la
apertura anal La cobertura externa del cuerpo y de sus apéndices, similar a] de ofros
artropodos, se denomina teguillento, esta constituida por la epidermis y por la cuticula,
parte externa que actia como proteccion primaria frente a la pérdida de agua. Ei
tegumento sirve también como exoesqueleto, proporcionando proteccion frente a

agresiones de tipo mecanico o fisico (Félix, 2010; Navarro, 2005, Boria, 2012).

Para la Enfermedad de Lyme los vectores aptos, son aquellos artropodos que adquieren
y transmiten de forma eficaz Borrelia burgdorferi si. a los hospedadores susceptibies.
Una especie eficiente de vectores serd aquella que posea propiedades fisiologicas y
ecologicas que permitan la infeccion y promuevan la transmision. Los vectores de la
Borreliosis de Lyme son garrapatas ixddidas estrechamente relacionadas, que forman
parte del complejo Ixodes ricinus. En los estados Norteamericanos del noroeste y centro
oeste, el vector es Ixodes scapularis, y en el oeste, es Ixodes pacificus. En Europa e}
vector principal es Ixodes ricinus y en Asia Ixodes persulcatus (Caride, 2002, Buczek,
2014).

Aun que se ha demostrado la presencia de Borrelia burgdorferi si. en la mosca del

ciervo y en los mosquitos, solo las garrapatas del complejo Ixodes ricinus son
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importantes en la transmision de la espiroqueta a los seres humanos, en la Figura 4 se

muestra la morfologia de /xodes ricinus (Félix, 2010; Buczek, 2014; Caride, 2002).

A: Macho (izquierda) y hembra (derecha). B: Ninfas, vista ventral (izquierda) y dorsal {derecha)
Figura 4. Garrapatas de la especie 1. ricinus (Félix, 2010).
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3.5 Ciclo Bioldgico

El ciclo biologico de las diferentes especies de garrapatas ixddidas es bastante similar
entre si, todas tienen un unico estadio de ninfa, las hembras aumentan de tamafio durante
la alimentacion, y la fecundacion tiene lugar mientras se alimentan en el hospedador.
Tras la fecundacion, las hembras ingieren sangre basta su replecion, una vez saciadas se
desprenden del hospedador y comienzan la ovoposicion. Tras un periodo pre ovopositor,
las hembras depositan varios miles de huevos en un ciclo continuo de ovoposicion. La
puesta de huevos es rapida, alcanzandose el pico de produccion entre el tercer y el
quinto dia tras el comienzo. En general, la gran mayoria de los huevos son depositados
en los primeros 10 dias, en los 5-10 dias posteriores continua la puesta de un nimero
menor de huevos, tras la cual las exhaustas hembras moriran. Esta capacidad
ovopositora de las garrapatas ixddidas las sitian entre las mas prolificas de todos los

artropodos (Félix, 2010; Herrmann y Gern,2015; Fernandez, 2003; Buczek, 2014).

En estas garrapatas, la gametogénesis comienza en el momento de la transformacion de
la ninfa en adulta, siendo los jovenes adultos sexualmente activos tras finalizar fa muda.
Este hecho hace que la copula entre los machos y las hembras pueda tener lugar antes de
la alimentacién, cuando se hallan en la wvegetacion, o cuando se encuentran en el
hospedador. Tras la ovoposicion comienza la incubacion, y después de la eclosion, las
larvas emergentes se dispersaran en la vegetacion cercana a la espera del hospedador.
Aquellas que tengan éxito en la busqueda, se fijardn e ingeriran sangre lentamente
durante varios dias hasta completar su alimentacion. La larva repleta se soltara del
hospedador y buscara un habitat protegido donde tendra lugar la muda. La nueva ninfa
buscara de nuevo un hospedador, repitiéndose el proceso de fijacion, replecion, descenso
del hospedador y bisqueda de un lugaradecuado donde completar la muda hacia el
estadio adulto. Tras su emergencia los adultos buscaran un nuevo hospedador, se
alimentaran, se fecundarin, y las hembras repletas realizaran la ovoposicion,
completando ¢l ciclo biologico, en la Figura 5 se ilusira el ciclo biologico de ixodes
ricinus (Rodriguez, 2013; Golovchenko y cols,, 2014; Herrmann y Gern,2015; Caride,
2002; Margos y cols., 2011).
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Figura 5. Ciclo biologico del vector Ixodes ricinus (Herrmann y Gern, 2015).



3.6 Patogenia

La transmision de espiroquetas necesita que lo garrapata se fiye por lo menos 48 horas
durante las cuales los microorganismos se multiplican y cruzan el epitelio intestinal
hacia la hemolinfa, sc diseminan hacia las glandulas salivales ¢ infectan al hospedero a
través de la saliva de la garrapataEstas garrapatas solo pueden sobrevivir en zonas
donde haya una buena cubierta de vegetacion y una alfombra de hojas caidas para que en
la base de esta vegetacion se mantenga una humedad relativa superior al 80% durante
los periodos del afio mas secos, normalmente en verano. Ademads, en estas dreas deberan
estar presentes un numero y variedad determinada de hospedadores para cada estadio
parasito de la garrapata (Buczek, 2014, Caride, 2002; Fernandez, 2003;Margos y cols,,
2011).

3.7 Epidemiologia

En México se reporta la presencia de tres especies de Ixodes, el vector de la Enfermedad
de Lyme. El vector Ixodes scapularis, relacionado con la transmision de la enfermedad
de Lyme en Estados Unidos, ha sido detectado en zonas de Coahuila y Sur de Texas.
Ademas, se identificaron /xodes en Baja California, Peninsula de Yucatan, el Golfo de

México y la zona del Noreste de la Republica mexicana.

Se encontré prevalencia de anticuerpos contra Borrelia burgdor feri de 3% en venados
de cola blanca del Noreste de México. Los venados son hospederos finales de los Ixodes
adultos y su funcion primaria es mantener el vector. En caballos del area suburbana de
Monterrey se detecté también seropositividad en un pequefio porcentaje. Otro estudio en
el area detecté Borrelia spp. en perros residentes del area metropolitana de Monterrey en
un 16% (Skinner y col. 2007, Aranzazu y Oteo, 2014; Romero, 2011; Gordillo y
Solorzano, 2010)



CAPITULO 4. ENFERMEDAD DE LYME

4.1 Antecedentes

La primera descripcion de la enfermedad de Lyme (EL), fue realizada en 1883 por
Alfred Buchwald; después de esto, en 1902 lo hicieron Karl Herxheimer y Kuno
Hartmann en pacientes con acrodermatitis cronica atrofica (ACA). A inicios del siglo
XX, Benjamin Lipschutz y Arvid Afzelius establecieron las primeras descripciones del
eritema cronico migratorio (ECM) en Europa. Afzelius asocié de las lesiones de ECM
con la mordedura de una garrapata en 1906. Casi 70 afios después, se Teconocid la
enfermedad de Lyme, cuando en 1975 se estudiaron un total de 51 pacientes con
diagnostico de artritis reunatoide juvenil en residentes de tres comunidades contiguas de

la ciudad de Connecticut, en EE.UU.: Old Lyme, Lyme y East Haddam(Romero, 2011).

En 1982 Willy Burgdorfer y Allan Barbourd describieron y cultivaron un nuevo agente
bioldgico a partir de la sangre obtenida del tubo digestivo de una garrapata del género
Ixodes, al que se denominé Borrelia burgdor feri en 1984. Esta espiroqueta, entonces
desconocida, fue aislada posteriormente por Steere y Benach de los pacientes con artritis
de Lyme. Ackermann Asbrinky Preac-Mursic en Europa lograron aislarla en pacientes
con eritema Migratotio y sindrome de Bannwarth, respectivamente. Asi se demostro el
caracter sistémico e infeccioso de la nueva enfermedad conocida hoy como Enfermedad
de Lyme o Borreliosis de Lyme (Orestes y cols., 2011; Rodriguez, 2013;Aranzazuy
Oteo,2014;Winn y cols., 2006).

4.2 Manifestaciones Clinicas

Las manifestaciones clasicas de la Borreliosis de Lyme son similares a nivel mundial.
Sin embargo, existen variaciones regionales, principalmente entre la enfermedad que se

presenta en América causada exclusivamente por Borrelia burgdorferi sensu estricto y

aquella que se presenta en Europa causada por Borrelia afzelii y Borrelia garinii.
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Para propositos clinicos, éstas se dividen en tres estadios: enfermedad temprana
localizada, enfermedad temprana diseminada y enfermedad tardia, aunque algunos
autores manejan una cuarta etapa de estadio cronico, denominado como Sindrome post-

Lyme (Aranzazu y Oteo, 2014; Winn y cols., 2006; Maroto y Gutiérrez, 2009).

4.2.1 Estadio I: Infeccion Temprana Localizada

Esta empieza al momento que ocurre la mordedura de garrapata hasta la inoculacion de
Borrelia burdorferi si. 1a enfermedad de Lyme (EL) es un proceso que afecta a
multiples Organos y sistemas y, como tal, su espectro clinico es muy variado, se
observan manifestaciones tipicas y patognomonicas, como el eritema migratorio (EM), y
manifestaciones atipicas, pero no especificas de ahi que en la bibliografia la EL se
conozca como “el ultimo gran imitador”. En el 75 % de los pacientes, posteriormente de
un periodo de incubacion de 3-32 dias, surge la lesion clasica conocida como eritema
migratorio en el sitio de la mordedura. Se caracteriza por una placa eritematosa-violacea,
indolora, que crece de manera centrifuga mientras su centro se aclara. La localizacion
mas frecuente es en las extremidades inferiores. El tamafio de la lesion es proporcional a
su duracion. En promedio, mide 10-16 cm de diametro y tiende a ser de mayor tamafio
cuando se localiza en el tronco, en la Figura 6 se mueswa una de las manifestaciones
patognomonicas llamada eritema migratorio (EM) (Borgermans y cols,, 2014; Orestes

y cols., 2011; Maroto y Gutiérrez, 2009).
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Figura 6.Eritema migratorio (Orestes, 2011),
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4.2.2 Estadio II: Infeccion Temprana Diseminada

El inicio es inconstante, las manifestaciones pueden presentarse a partir de la primera
semana pos infeccion, e incluso meses méas tarde y es comun que existan periodos
asintomaticos, sin embargo, por los tratamientos, las manifestaciones se ven con menos
frecuencia. Este estadio se delimita por un involucro sistémico, las espiroquetas se
diseminan con afeccion del sistema masculo esquelético (60%), piel (20-25%), sistema
nervioso central (SNC) (10%) y corazén (5%). Los pacientes presentan sintomas
constitucionales caracterizando por un sindrome febril mespecifico como lo son: ficbre,
cefalea, rigidez de nuca leve, dolor musculo esquelético generalizado, artralgias, algunas
veces los pacientes tienen irritacion meningea, encefalopatia leve, dolor musculo
esquelético migratorio, hepatitis, linfadenopatia generalizada o esplenomegalia,
odinofagia, tos no productiva o tumefaccion testicular. Los sintomas y signos tempranos
son tipicamente intermitentes y cambiantes, excepto la fatiga y Ia letargia que a menudo

son constantes (Winn y cols,, 2006; Aranzazu y Oteo, 2014; Garcia y cols., 2014).
4.2.3 Estadio III: Infeccién Tardia

Los meses posteriores al comienzo de la enfermedad y dentro del contexto de fuertes
respuestas inmunes celular y humoral contra Borrelia burdorferi s.i., alrededor del 60 %
de los pacientes comienzan a sufrir ataques intermitentes de tumefaccion y dolor
articular, principalmente en las grandes articulaciones, en especial las rodillas. Las
manifestaciones de la EL tardia se pueden dividir en dos grandes grupos:
manifestaciones en las cuales la infeccion persistente por Borrelia burgdorferi sd. siendo
la causa de los sintomas, como en la acrodermatitis cronico atrofica (ACA), la artritis
persistente de Lyme y la neuroborreliosis, y manifestaciones debidas a mecanismos
autoinmunes y dafio tisular establecido e irreversible; entre estas ultimas se encuentran
la encefalopatia y la cardiomiopatia dilatada de Lyme, asi como la artritis resistente a

antibioticos. La Tabla 6 muestra las manifestaciones clillicas méds frecuentes por especie

y distribucion geografica (Winn y cols., 2006;Boria, 2012; Rodriguez, 2011).



Tabla 6 Manifestaciones clinicas mas frecuentes por especie y distribucién geogrifica
(Aranzazu y Oteo, 2014; Garcia, 2014).

Cueadro clinico

Estados Unidos (B. burgdorferi

5.5)

Europa y Asia (B. afz¢lii, B. garinii)

Dermatoldgico

Fase aguda

Fase cronica
Sistema nervioso

Fase aguda

Fase cronica

Cardiaco
Fase aguda

Fase cronica

Articular

Fase aguda

Fase cronica

Infeccién
asintomatica

Respuesta a

anticuerpos

Rapido desarroflo y resolucién
del EM, con intensa inflamacion
debida a diseminacidn
hematdgena.

Rara vez acrodermatitis

Meningitis, cefalea intensa,
rigidez de nuca, baja incidencia
de radiculoneuritis

Polineuropatia sensorial sin
acrodermatitis encefalopatia,
deterioro cognitivo, escasa
produccidn de anticuerpos
intratecales

Blogueo AV, miocarditis

Ausente

Artritis oligoarticular, intensa
inflamacién articular

Artritis resistente al tratamiento
en 10% de los pacientes,
mecanismo autoinmune

En el 10% de los pacientes

Expansion de la respuesta a
multiples proteinas de las
espiroquetas.

Presentacion y resolucion lenta del EM, con
poca inflamacion, debida a diseminacién
local o de areas contiguas.

Acrodermatitis Atréfica (B. afzeli)

Dolor radicular intenso, pleocitosis, escasos
signos meningeos acompafiantes (B. garini)

Polineuropatia sensorial con acrodermatitis
encefalomielitis severa, espasticidad,
deterioro cognitivo, intensa produccion de

anticuerpos intratecales (B. garinii)

Blogueo A-V, miocarditis

Miocardiopatia dilatada

Menor frecuencia de artnitis oligoarticular,
escasa inflamacion articular.

Artritis rara vez resistente, mecanismo no
autoinmune.

En> 1% de los pacientes

Expansion de la respuesta a pocas proteinas
de las espiroquetas.
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Entre las manifestaciones dermatologicas, la acrodermatitis cronica atrofica (ACA)
manifiesta un hallazgo cutianeo caracteristico de la enfermedad de Lyme tardia en
Europa, y es la segunda forma mds comun de dermatoborreliosis. Es una dermatosis
cronica que se presenta principalmente en la region acral y, a diferencia del EM vy el
Linfocitoma borrelial, no se cura de manera espontanea y sin tratamiento, en la Tabla 7
se citan las principales manifestaciones dermatologicas de la Enfermedad de Lyme, asi
como las diferencias entre Norteamérica y Europa (Rodriguez, 2013; Orestes y cols.,
2011).

4.2.4 Enfermedad Post-Lyme

Las espiroquetas pueden sobrevivir en ciertos organos y sistemas, desencadenando
manifestaciones de caracter cronico y de dificil diagnostico. Las manifestaciones tardias
ocurren hasta un afio después de la infeccion. Se ha planteado una reaccion de tipo
autoinmune como resultado de una mimetizacion entre proteinas de Borrelia burgdorferi
sl. y el antigeno humano de funcién leucocitaria de tipo 1 (hLLFA-I) como mecantsmo

de la artritis persistente (Garcia y cols., 2014).

4.3 Infeccién Congénita

A mediados de la década de 1980, se informé la transmisién transplacentaria de Borrelia
burgdorferi si. en dos lactantes, cuyas madres habian padecido Borreliosis de Lyme
durante ¢ primer trimestre del embarazo. Ambos bebés murieron durante la primer
semana de vida, en ambos se encontré la bacteria en tejido, evidenciandola con el
colorante de plata de Diaterle, no se realizaron cultivos ni pruebas serologicas (Garcia y
cols., 2014). Otros investigadores efectuaron estudios afines con esta transmision sin
determinarlo en forma concluyente, estos reportes indicaron el estudio de 19 casos, en

los cuales, solo 5 se asociaron con la evolucion fetal adversa relacionada con la

espiroqueta (Garcia y cols., 2014; Fauci y cols., 2009).
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Tabla 7. Manifestaciones dermatolégicas de la EL y diferencias entre la manifestadas en

Norteamérica y Europa (Garcia y cols., 2014).

Manif estacion

cutanea

B. burgdorferi

(Norteamérica):

B. afzelii, B.
garinii (Europa y

Meéxico):

T -Diagn()sticos

dif erenciales

Cuadro de niiios

EM (estadio 1)

Linfocitoma

borrelial (Estadio

1)

ACA (Estadio IIT)

Lesiones maltiples
por diseminacidn
hematigena,
extension rapida y

duracién corta.

No se reporta.

No se reporta.

Diseminacion
contigua o local,
patron de
migracion lento y
duracion

prolongada.

I: en el sitio de la
mordedura de
garrapatas, II:
localizada en
areola, lobulo de la
oreja, axila y
escroto.

Segunda forma
mas comun de
dermatoborrehosis,
mas en mujer de
edad avanzada.

Granuloma anular,
eritema fipo
pigmentado
morfea,

pidermitis, tifia.

Linfoma cutineo,
sarco 1dos s,
sarcoma de
Kaposi, picadura

por artropodos.

Morfea,
esclerodermia

localizada.

Entema figurado
mas frecuente en
nifios. Asociado a
urticaria, se
localiza en manos,
cuello y
extremidades.

Es el 5% de las
dermatosis de
Lyme, mas
frecuente en el
lobulo de la oreja

y la areola.

Rara vez se
reporta.
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4.4 Coinf eccién

La infeccion polimicrobiana y el aumento del namero de casos reportados de
coinfecciones en pacientes con enfermedad cronica o post Lyme, nos muestran un
panorama cada vez mds critico para un diagnéstico certero, cabe mencionar que el
vector trasmisor de Borrelia burgdorferi s.1., no sélo trasmite a ésta, Sino también otros
agentes infecciosos, incluidos, cepas de Ehrlichia, Barionella y Babesia, que son cada
vez mas reportadas en pacientes con Enfermedad de Lyme, particularmente en aquellos
con enfermedad cronica. Estudios recientes sugieren que la enfermedad de Lyme es mas
grave y resistente al tratamiento en pacientes coinfectados, por lo que es obligatoria la
deteccion y tratamiento concurrente de las coinfecciones., aunque Borrelia burgdorferi
sl continla Siendo el patdgeno mas comilinmente transmitido por mordedura de

garrapata (Aranzazu y Oteo, 2014; Fauci y cols,, 2009).

4.5 Diagndstico

El diagnéstico de la Enfermedad de Lyme debe sustentarse en wn ambiente
epidemiologico adecuado, como enconfrarse en zonas en las que exista el artropodo
vector vy el antecedente de mordedura de garrapata o su posibilidad. Ademas debe
presentar manifestaciones clinicas compatibles con la infeccion por Borrelia burgdorferi
s/ como lo son el eritema migratorio (EM) o linfoadenosis cutinea benigna o
linfocitoma borrelial, que son muy especificas de la infeccidn, aun que deben ser

confirmadas microbiologicamente (Aranzazu y Oteo, 2014).

En el transcurso de una infeccién en la fase precoz localizada puede existir ausencia de
una respuesta inmune medible por su precocidad, siendo necesaria la confirmacion
microbiologica, como en el resto de las enfermedades infecciosas, el cultivo es la prueba
microbioldgica de referencia. Fste se realiza en medios bacteriologicos enriquecidos,
como Barbour-Stoenner-Kelly (BSK) u otros modificados a partir del medio de Kelly,
como el modificado Kelly-Pettenkofer (MKP). Estos métodos tienen poca sensibilidad,
salvo cuando se aplican en el EM u oftras afecciones cutaneas. Son laboriosos, lentos
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(hasta 12 semanas en observacion), de facil contaminacién y solo estan disponibles en

centros de referencia (Aranzazu y Oteo, 2014; Boria, 2012; Maroto y Gutiérrez, 2009).

Al considerarse Borrelia burgdorferi sl. un nicroorganismo fastidioso, las técnicas de
biologia molecular basadas en Ia reaccidn en cadena de Ia polimerasa (PCR) vy
secuenciacion se han incorporado a Ia rutina diagndstica de I2 EL en muchos hospitales,
sin embargo, no estan estandarizadas. Como dianas de la PCR se utilizan diferentes
fragmentos de genes de Borrelia burgdorferi s.l. (0spA, ospB, flaB, p66, rrso el espacio
intergénico ARNr 58/238, entre otros). Un resultado de PCR negativo no excluye una
infeccion por Borrelia burgdor feri s.I. En caso de positividad, el analisis de la secuencia
nucleotidica nos informars, ademas, Sobre la genoespecie implicada (Margos y cols,,
2011; Delibes 2014; Maroto y Gutiérrez 2009).

En la mayoria de los laboratorios de microbiologia clinica, el diagnostico de la infeccion
por Borrelija burgdorferi sl se Tealiza mediante técnicas seroldgicas. Los ensayos
inmunoenzimaticos (ELISA) o de inmunofluorescencia (IFA) de Lyme basados en
sonicados de céhilas enteras que contienen miltiples antigenos. Estas son poco
especificas y presentan alto Tiesgo de reaccioles cruzadas, aunque su sensibilidad es
alta. Por este Motivo, las sociedades cientificas americanas y europeas incluidas en éstas
la CDC (Center for Dicease Coitrol and Prevention) Tecomiendan un diagndstico
microbiolGgico en 2 pasos, que incluye; 1a utilizacion de ELISA o IFA como técnica de
cribado y si esta prueba resulta positiva o dudosa, realizar una inmunotransferencia
(westeru blot o inmunoblot) (Orestes y cols., 2011; Murray y cols.,, 2008; Maroto y
Gutiérrez, 2009).

Durante el primer Mes de infeccion se debe valorar las respuestas de anticuerpos IgM e
IgG a la espiroqueta, de preferencia en muestras de suero de fase aguda y de
conyalecencia. Se ha observado que 20 a 30 % de los pacientes tienen una respuesta
positiva detectable en mMuestras de suero en fase aguda, mientras que en fase de
convalecencia muestras un 70 a 80 % (de dos a cuatro semanas después de adquirir la
infeccion). Después de un mes de infeccidn, ya que ésta se encuentra en su etapa
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diseminada, muestra una alta sensibilidad y especificidad a la respuesta IgG (95 a 99 %)
(Skinner, 2008; Fernandez, 2003).

Ademas hay que tener en cuenta que la IgG y la IgM pueden persistir durante afios, por
10 que un valor de IgM no puede interpretarse como demostracion de infeccién reciente
ni de reinfeccion, salvo en el caso de que aparezca una IgGG negativa que se positivase
transcurridas 3-6 semanas en presencia de las caracteristicas linicas y epidemiologicas
adecuadas. Actualmente se recomiendan los enisayos de ELISA de al menos, segunda
generacion, que usan un extracto antigénico purificado de la bacteria. La incorporacion
de péptidos sintéticos, como el VISE (Variable major protein-likesequence,expressed), a
la inmunotransferencia (pruebas de tercefa generacién) ha mejorado el rendimiento en
los estadios tempranos de la infeccion por Borrelia burgdorferi s.l (Petnicki y Kern
2014; Aranzazu y Oteo 2014; Gordillo y cols., 2003; Kramer, 2014; Fernandez, 2003).

4.5.1 Diagnéstico Dif erencial

El EM clasico es un eritema de expansion lenta, con lesiones que presentan aclaramiento
central. Cuando la lesion se expande poco, puede fepresentar la papula roja de una
mordedura de una garrapata no infectada. Si la lesién se expande rapidamente puede
represeitar celulitis. Un ejemplo seria celulitis estreptocécica o una reaccion alérgica

quiza por la saliva de la garrapata (Lopez y Mada, 2003).

En pacientes con lesiones anulares secundarias se puede considerar la posibilidad de un
eritema multiforme, pero la infeccion de Borrelia burgdorferi si. no suele acompafiarse
de lesiones mucosas ampulosas, ni afeccion en plantas o palmas. Cabe mencionar que el
vector de esta bacteria, también transmite Babesia microti, parasito de los eritrocitos o

Anaplasma phagocytophila.

La Babesiosis y la Anaplasmosis suelen ser asintomaticas, pero B infeccion con
cualquiera de 10s tres microorganismos puede ocasionar sintomas generalizados
inespecificos y en caso de coexistencia de la infecciones puede haber sintomas mas
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intensos y persistentes que en el individuio que sea parasitado por un solo

microorganismo infectante.

La respuesta serologica de tipo IgM pudiera confundir el diagnostico. Por ejemplo
Anaplasma Phagocytophila puede desencadenar una respuesta positiva de IgM contra
Borrelia burgdorferi s.1. Por otro lado las personas las personas con artritis de Lyme, por
lo regular muestran las maximas respuestas de anticuerpos IgG contra distintas proteinas
de la espiroqueta, que se observan en la infeccion, mientras que en la artritis no se

observan,

En las pruebas neurologicas se necesita un estudio mas profundo pues la
neuroborreliosis comparte sintomatologia con muchas patologias. Un analisis de liquido
cefalorraquideo evidenciara la existencia de la espiroqueta (Fauci y cols., 2009; Murray

y cols., 2008; Maroto y Gutiérrez, 2009).

4.6 Tratamiento para la Enfermedad de Lyme

Las diferentes manifestaciones de la Enfermedad de Lyme, logran tratarse con éxito con
antibiéticos por via oral, excepto las alteraciones neurologicas. Para la fase inicial de la
enfermedad de Lyme, la doxiciclina resulta eficaz para los varones y las mujeres no
gravidas. Unas de las ventajas €5 que este antibidtico también contrarresta la infeccion
por Anaplasma, la cual también se trasmite por la misma garrapata, transmisora de la

Enfermeda de Lyme.

En los nifios, la amoxicilina resulta eficaz, en caso de alergia a la penicilina, puede darse
axetilecefuroxima o eriromicina. En la Tabla 8 y 9 se ilustran los regimenes
terapéuticos en adultos y nifios (Fauci y cols., 2009; Murray y cols., 2008; Aranzazu y
Oteo, 2014).
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La sociedad de enfermedades infecciosas de América (IDSA4) recomienda el tratamiento
profilactico si un paciente cumple con los criterios de la establecidos por ésta, que a
continuacion se citan (Millien y cols, 2014; Garcia y cols, 2014; Caride, 2002).
Criterios para iniciar el tratamiento profildctico segin la 1DSAL a garrapata unida al
cuerpo ha sido identificada como un adulto o ninfa del género I scapularis, y ha estado
unida durante mas de 36 horas.
» La profilaxis puede ser iniciada dentro de las 72 horas posteriores a que la
garrapata haya sido removida.
e la informacion ecolégica local demuestra mas del 20%de las garrapatas locales
estan infectada por Borrelia burgdorferi sd.

e No hay contradicciones para el uso de doxiciclina.

En embarazadas, nifios o pacientes en que esta contraindicada la doxiciclina, las guias de
la IDSA no recomiendan dar un antibiético alterno. Independientemente de que cumplan
o no con los criterios para el tratamiento profilactico, se recomienda que todos los
pacientes que se hayan removido una garrapata adherida al cuerpo, s mantengan en
vigilancia durante 30 dias e inicien el tratamiento si desarrollan sintomas o signos de
enfermedad de Lyme, babesiosis y/o erlichiosis (Faucl y cols., 2009; Garcia y cols,
2014).

Después de un tratamiento adecuado a esta enfermedad, un porcentaje pequeiio de
enfermos Siguen teniendo sintomas subjetivos, en particular dolor del aparato locomotor,
dificultades neurologicas y fatiga crinica, a este fenomeno se le da el nombre de
Enfermedad post Lyme, es una enfermedad incapacitante semejante al sindrome de

fatiga crémica o fibromialgia (Fauci y cols., 2009).

4.7 Prevencion

Actualmente la mejor forma de prevencion a la infeccion por Borrelia burgdorferi si. u

otros patogenos transmitidos por garrapata, evitar la exposicion a los vectores. En caso
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de que la exposiciOn sea inevitable, las recomendaciones incluyen el uso de vestimenta
protectora y repelente de garrapatas (N-dietil-toluamida), checar ¢l cuerpo en busca de
garrapatas diariamente y la remocion temprana y adecuada de cualquier garrapata antes

de que tenga lugar la transmision de microorganismos.

43




Tabla 8. Tratamiento contra Borrelia burgdorferi en adultos (Aranzazu Portillo, 2014).

Sitwacion

Régimen

InfecCion precoz (local o diseminada)

DoxiCihna, 100 mg v.o. cada 12 h x 10-14 dias*.

Amoxiciling, 500 mg v.o. cada 8 h x 14-2I dias.

Si alergia o intolerancia a doxiciclina o amoxicilina

Cefuroxima, 500 mg v.0. cada 12 h x 14-2] dias.

- Eritromicina, 250 mg v.o. cada 6 h x 14-21 dias.

Patologta neurolégica

Meningorradiculitis v otras.

-Ceftriazona, 2 g 1. v. cada 24 h x 14-28 dias.

-Cefotaxima, 2 g L v cada 8 h x 14-28 dias.

-Penicilina G sodica, 33 MU iv. cada 4h (20 MU/ dia)
x 14- 28 dias.

Si alergia o intolerancia a ceftiaxona o penicilina.

-Doxicilina, 100 mg v.o. cada 8 h x 30 dias.

Paralisis facial aislada

-Régimen v.0. puede ser eficaz.

Artritis (intermitente o cronica)

-Regimen v.o. x 30-60 dias o i.v. x 14-28 dias.

Patologia cardiaca

BAV ler grado

Tratamiento v.o. x 14-2] dias

BAV 2° - 3° grado

Tratamiento 1.v. y monitorizacién cardiaca. Tras su
estabilizacidn, pasar a v.0.

Mujeres embarazadas

Evitar la doxicilina.




Tabla 9. Tratamiento contra Borrelia burgdorferi en nifios (Aranzazu Portillo, 2014).

Sitvacion e

Infeccion precoz (local o diseminada)

St alergia o intolerancia a amoxicilina

| -Doxicilina = nrigﬁcé/dia (mékimo, 100 mg 2

veces al dia) dividiendo en 2 dosis x 10-14 dias.

-Amoxicilina, 250 mg v.o. cada 8 dh o 50
mg/kp/diadividiendo en 3 dosis x 14-21 dias.

Cefuroxima, 125 mg v.0. cada 12 h o 30 mg/kg/dia |
dividide en 2 dosis x 14- 21 dias.

-Eritromicina, 250 mg v.0. cada 8 h o 30 mg/kg/dia
dividido en 3 dosis x 14- 21 dias.

-Azitromucina, 10 mg/kg/dia (maximo 500 mg |
vez al dia) x5-10 dias.

Patologia neurologica

-Cefiriaxona, 73-100 mg/kg/ dia (maximo 2 g) i.v.
cada 24 h x 14-28 dias.

-Cefotaxima, 130 mg/kg/dia dividido en 34 dosis
{maximo 6 g) x 14-28 dias.

-Penicilina G sodica, 200.000-400.000 U/ kg/dia
i.v. dividiendo en 6 dosis x [428 dias.

Parahisis facial aislada

-Doxicilina, 4 mg/kg/dia (maximo, 100 mg 2 veces
al dia) x 14-21 dias.

Artnibs (Intermitente o cronica)

-Doxicilina, 4 mg/kg/dia (méaximo, 100 mg 2 veces
al diz) durante 28 dias. En menores, amoxicilina o

cefuroxima a las mismas dosis que en la patologia

neurologiaca durante 28 dias.

Artritis recurrente tras tratanuento oral)

-Mismas pautas orales durante 28 dias o
ceftriaxonona durante 14-28 dias

Patologia clinica

BAV 1er grado mismas pautas orales durante 14-
21 dias.

BAV 2. - 3 er. Grados Tratamienio Lv. y
monitorizacion cardiaca.

Tras su estabilizacién, considerado el nesgo del uso
de tetraciclinas.
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CAPITULO 5. DIAGNOSTICO MEDICO

La enfermedad de Lyme es dificil de diagnosticar puestos que los sintomas no son
consistentes, ni especificos. El sintoma principal es una erupcion en la piel, que esta
presente hasta en el 75% de fos casos de EL, éste puede mimetizar problemas en la piel
tales como urticaria, eczema, quemadura de sol, contacto con hiervas toxicas y la
picadura de pulgas. La lista de sintomas posibles es larga, como fiebre, dolor
generalizado, fatiga, inflamacion de ganglios, entre otros sintomas manifestados durante
varios dias o semanas después de la picadura de una pgarrapata infectada,
diagnosticandose como un sindrome febril inespecifico (Mayne, 2015; Rodriguez, 2013;
Lépez y Mada, 2003).

5.1 Sindrome Febril Inespecifico

El sindrome febrl inespecifico se define clasicamente como la elevacion de Ia
temperatura corporal a 38°C con duracion de mas de 3 semanas, sin diagnodstico
etiologico. Las causas del sindrome febril son mualtiples y variadas, la literatura médica
muestra aproximadamente 200 causas distintas asociadas etiologicamente a este
sindrome y se agrupan en tres categorias: enfermedades infecciosas, neoplisicas y
autoinmunes. Algunos de los sintomas podria confundirse con un resfriado comin, tales

Ccomo:

¢ Rigidez de la nuca

e Molestias y dolores en misculos y articulaciones
e Fiebre de pocos grados y escalofrios

o Fatiga

e Falta de apetito

¢ Dolor de garganta

¢ (landulas inflamadas

o Dolor de cabeza (Mayne, 2015).




5.2 Examenes de lL.aboratorio

El diagnostico del laboratorio de la enfermedad de Lyme se basa en:

1. El aislamiento de Ia espiroqueta del paciente.

2. Pruebas seroldgicas (ELISA de Lyme y Western Blor) para detectar anticuerpos
IgM elpG frente al patogeno.

3. Emplear la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para detectar el DNA de
Borrelia burgdorferi s.l

El uso de la serologia es la base fundamental para el diagnostico de la Enfermedad de
Lyme. Sin embargo solo deben practicarse cuando existen datos clinicos muy
sugerentes, y en la ausencia de dichos datos clinicos no debe usarse una prueba positiva
como diagnodstico de esta enfermedad. Las pruebas mas ampliamente utilizadas son la
prueba indirecta con anticuerpos fluorescentes (IFA) y el ensayo por inmunoabsorcion
ligado a enzimas (ELISA). Se encuentran en el mercado una gran variante de estos
ensayos, las cuales utilizan diferentes preparaciones de antigenos, técnicas y puntos de
corte (Skinner, 2008; Caride, 2002).

El analisis de inmunoblot (western blot) se realiza para confirmar los resultados
obtenidos por otras pruebas serologicas. Los antigenos de Borrelia burgdorferi si. se
separan a través de electroforesis, se transfieren a una membrana de nitrocelulosa, y se
someten a reaccion con el suero de los pacientes. La interpretacion del inmunoblot se
basa en el numero y tamafic molecular de los anticuerpos que interactian con las

proteinas de Ia bacteria {LLOpez y Mada, 2003).

El titulo maximo de anticuerpos IgM reactivos se alcanzan de tres a seis semanas

después de iniciada la enfermedad y estan dirigidos a una proteina flagelar y de manera
secuencial a algunas proteinas de superficie, mientras que la IgG aumenta de una manera

lenta. Particularmente en la etapa temprana de la enfermedad las alteraciones de
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laboratorio inespecificas son la elevacion de la eritrosedimentacién y de los niveles
séricos de IgM y transaminasa glutdmico oxalacética (GOT/AST) la mayoria de los
pacientes que experimentan esta elevacion también tienen niveles séricos elevados de
transaminasa glutimico-pirivica y lactalo deshidrogenasa (Petnicki y Kern 2014;
Aranzazu y Oteo 2014; Garcia y cols,, 2014; Gordillo y col,, 2003).

5.2.1 Cultivo

Borrelia burgdorferi sl. se puede aislar de sangre, liquido cefalorraquideo, y lesiones
cutaneas, aunque s¢ le considera un procedimiento demasiado complejo, debido a los
requerimientos de esta bacteria, asi como las condiciones microaerofilicas que esta
bacteria necesita. Este microorganismo se cuitiva con mayor facilidad a partir de

garrapatas gue de muestras humanas.

La espiroqueta de Lyme puede ser recuperada de varios tejidos, entre los cuales se
encuentran especimenes de biopsias de piel y lavado de lesiones de EM, biopsias de
lesiones de ACA y de Linfocitoma borrelial, ademas de liquido cefalorraquideo (LCR) y
sangre. A pesar de su valor diagndstico y de ja alta sensibilidad del cultivo, esta
modalidad diagnostica es de utilidad principalmente en ensayos clinicos, pefo no se
recomienda como prueba diagnostica de rutina en la practica clinica pot ¢l tiempo del
reporte.

Los medios liquidos actualmente utilizados para aislar Borrelia burgdorferi s.i. han sido
derivados del medio de Kelly original; las versiones mas actualizadas son BSK I
(Barbour-Stoener-Kelly 11 medium), BSK-H y MKP (Keily médium Preac-Mursic)
(Aranzazu y Oteo 2014; Washington y cols., 2006; Murray y cols., 2008),

5.2.2 Examen de Sangre Periférica

La mayoria de los pacientes presentan normal o ligeramente elevados los valores de la
velocidad de sedimentacion globular, al igual el conteo de células blancas, aunque
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algunos autores manejan como determinante la disMinucién de la respuesta de linfocitos
CD57 como una caracteristica patologica, asi como una disminucién en la expresion de
proteinas del sistema de complemento, evitando la respuesta de inmunidad innata del
huésped, los niveles elevados de crioglobulinas son ocasionalmente encontrados en
etapas activas de Ja enfermedad. Al inicio de la infeccion, se pueden observar las
espiroquetas de Borrelia burgdorferi sl. en frotis sanguineos con tinciones de Wright o

Giemsa (Maroto y Gutiérrez 2009; Rodriguez 2013; Lopez y Mada, 2003).

5.2.3 Examen de LCR

El mejor indicador de neuroborreliosis activa, es un LCR con caracteristicas
mflamatorias y una pleiocitosis linfocitica siendo esta caracteristica de gran importancia

para el diagnostico.

La produccion intratecal de anticuerpos anti-Borrelia burgdorferi sl. puede ser
demostrada en & 90% de los pacientes con meningitis linfocitica y en la mayoria de los
pacientes con encefalomielitis, sin embargo, los pacientes con neuropatia periférica no
presentan sign0s meningeos m produccion intratecal de anticuerpos. En la fase cronica
de la EL se acompafia de una pleocitosis linfocitica y elevacion de IpG total (Garcia y
cols. 2014; Kramer 2014;Maroto y Gutiérrez 2009).

3.2.4 Histologia

Los cortes histologicos se caracterizan pol la preseicia de un infiltrado inflamatorio
compuesto por linfocitos y células plasmaticas con tropismo por los vasos sanguineos,
algunas veces se pueden observar eosinofilos y polillorfonucleares. La principal razén
para realizar un estudio histopatologico de las lesiones de Lyme es para descartar otros

diagnosticos diferenciales.
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Se puede detectar la presencia i situ de Borrelia burgdor feri sl. mediante tincién con
plata (Warthin-Starry) o inmunohistoquimica, sin embargo, son métodos que toman
tiempo y dificiles de realizar, por lo que no se utilizan de manera rutinaria (Navarro

2005, Madigan y cols., 2009; Murray y cols. 2008).

5.2.5 Manifestaciones Dermatoldgicas de la Enfermedad de Lyme.

5.2.5.1 Eritema migratorio (EM). Se presenta en 75 % de los casos como signo inicial.
Es una lesion generalmente unica, eritematosa, homogénea o circular, papular, no
dolorosa, con diseminacidon centrifuga. Se desarrolla en 3 dias a 16 semanas después de
la mordedura de la garrapata y se resuelve espontaneamente en 3 a 6 semanas. En nifios,
se localiza en la cabeza, piernas, brazos y espalda. Se acompaia de fatiga y cefalea en el
50-60% de los casos, ademas de fiebre y artralgias en 30%. Las lesiones de EM maltiple
son mas pequefias y se desarrollan cuando el paciente no recibid tratamiento. El cuadro
histopatologico del EM es generalmente no especifico, con alguna infiltracion pen
vascular principalmente de linfocitos y en algunas ocasiones células plasmaticas (Caride,

2002; Garcia y cols., 2014; Lopezy Mada, 2003).

5.2.5.2 Linfocitoma borrelial (LB). Inicia de 6 a 180 dias (en promedio 30 dias)
después de la mordedura por garrapata. Es una presentacion rara de Borreliosis de
Lyme; su frecuencia es de 1.1% a 3% en Europa, y en EUA sdlo hay un caso reportado.
la edad promedio de presentacion es de 23 afios (rango 2-72 afios), 44% de los casos
son nifios menores de 15 afios. Es una lesion cutanea nodular de color rojo-violaceo, de
0.5 a 2.5 ¢m de diametro, que se localiza con mayor frecuencia en el lobulo de la oreja y
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. Histologicamente, se caracteriza por un infiltrado linfocitico policlonal
denso en la dermis y/o tejido subcutineo, algunas veces con centros germinativos. Es

caracterizado por una infiliracion linfocitica de la dermis por células plasmaticas,

macréfagos, y eosinéfilos, la histologia puede ser una prueba confirmatoria en el

diagnostico del linfocitoma, pero los signos no son unicos y puede ser dificil diferenciar
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de otros linfocitomas malignos (Caride, 2002; Garcia y cols., 2014; Lopez y Mada,
2003).

5.2.5.3 Acrodermatitis crénica atréfica (ACA). Es una lesion atrofica de la piel, se
presenta de 6 meses a afios después de que ocurre la mordedura de {a garrapata en el
mismo sitio. La ACA y el Linfocitoma borrelial estan bien documentados en pacientes
europeos con Borreliosis de Lyme; sin embargo, en Estados Unidos son casos raros, y se
asocian mas con infeccion por Borrelia afzelii (Caride, 2002; Garcia y cols., 2014:

Ldpez y Mada, 2003),.

5.2.6 Métodos Moleculares

5.2.6.1 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). La reaccigh el cadena de la
polimerasa, son técnicas de gran ayuda diagnostica, en la deteccion e identificacion de
micToolganismos patogenos. El fundamento de la PCR, consiste en copiar millones de
veces una secuencia especifica de ADN blanco, mediante una poderosa catalisis llevada
a cabo por una enzima conocida como ADN polimerasa, de tal manefa que cantidades
pequefias de ADN pueden ser sintetizadas y copiadas fielmente para analizarse con
difefentes fines. Fl desarrollo de esta técnica permite estudiar y manipular al ADN,
facilitando el establecimiento de protocolos experimentales en biologia molecular. El
progreso de esta técnica ha sido muy notable y paralelo con los nuevos retos para
estudiar y comprender el rol de los genes, tanto en condiciones fisiologicas como

patologicas.

La limitante mas importante de esta técnica se debe al pequefio nimero de espiroquetas
que se encuentran en tejidos infectados. La sensibilidad de la PCR para la deteccion de
ADN de Borrelia burgdor feri sl. en lesiones de EM varia del 33 al 88%. Sin duda, de
todos los especimenes utilizados tanto para cultivo de Borrelia burgdorferi, como para

su estudio molecular, los mas prometedores son las mucstras de biopsias de pi¢l {Lipez
y Mada, 2003).
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Se ha reportado que los resultados de muestras de fluidos corporales son pobres. Una
excepcion es la PCR de liquido sinovial, que es positiva en un 50-70%, mientras que los
cultivos rara vez son de utilidad. La PCR es principalmente qtil para el diagnostico de
los pacientes que se encuentran en el periodo de ventana entre la infeccion y la
seroconversion con formacion de anticuerpos, en quienes la serologia resulta negativa,
asi como en el seguimiento de los pacientes, ya que se ha demostrado que la PCR se
negativiza de forma posterior a un tratamiento adecuado. Actualmente la PCR de piel es
el método mas sensible para identificar especies de Borrelia burgdorferi si. en pacientes
conEM.

La introduccion de técnicas de biologia molecular en Borreliosis de Lyme tiene un papel
definido en los casos con manifestaciones 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 diagnostico

dificil como infecciones coexistentes con Babesia y Erlichia.

La PCR puede ser tres veces mas sensible que el cultivo en estadio temprano de
Borreliosis de Lyme y podria ser un indicador de enfermedad diseminada. En biopsias
de piel de pacientes con EM se logra aumentar la sensibilidad hasta 75%, con una
especificidad del 97%, amplificando el gen ospd. En pacientes con manifestaciones
tardias, como acrodermatitis cronica atrofica (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 cultivar la bacteria en liquido sinovial
aunque es poco utilizada por los de requerimientos exigentes de Borrelia bourgdorferi
s.t., por lo que la PCR es de eleccion para la confirmacion del diagnéstico con una
sensibilidad del 88% vy con especificidad de 100%, amplificando los genes
flagelar y ospA (Delibes, 2014, Margos y cols, 2011; Karami, 2012; Maroto y
Gutiérrez, 2009; Mayne, 2015; Janus, 2014).
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5.2.7 Serologia

Estos analisis se basan en la especificidad que muestran los anticuerpos contra distintos
antigenos especificos de agentes infecciosos llevando a la identificacion de éste. Las
pruebas serologicas pueden apoyar el diagnostico, pero no siempre son esenciales para
realizarlo. Los métodos mas utilizados en el diagnéstico de la enfermedad de Lyme, son
la inmunoflyorescencia indirecta (IF1), el ELISA indirecto o de captura y Western-Blot o
Immunoblot (Roitt, 2014; Lopez y Mada, 2003).

Debido a las limitacioNes para la deteccion directa de Borrelia burgdorferi si. en
especimenes clificos, los Métodos de deteccion de anticuerpos han sido la modalidad de

eleccion para apoyar el diagnOstico clinico de la Borreliosis de Lyme.

En términos genefales el serodiagmistico, 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 antimicTobiana temprana sobre dicha
reéspuesta. A pesar de todo, hoy en dia son la mejor opcion en pruebas de laboratorio con
que se dispone para el diagndstico (Maroto y Gutiérrez, 2009; Gordillo y cols,, 2003;
Kramer, 2014; Skinner, 2008).

3.2.7.1 Inmunofluorescencia. Esta técnica fue una de las primeras pruebas serologicas
utitizadas en el diagnostico de enfermedades infecciosas La inmunofluorescencia es una
téicnica de immunomarcacion que hace uso de anticuerpos unidos quimicamente a una
sustancia fluorescente para demostrar la presencia de una determinada molécula. Si estos
son retenidos por los antigenos especificos, los complejos inmunes formados se haran
visibles por la fluoresceNcia emitida por el anticuerpo marcado, al ser excitado por luz

ultravioleta (Lopez y Mada 2003).
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El fenomeno de fluorescencia se produce por la propiedad de algunas moléculas para
absorber luz a una longitud de onda y emitirla como una longitud de onda mas larga. Si
la luz emitida tiene una longitud de onda en la region visible del espectro, el colorante
fluorescente puede usarse para obtener imagenes de cualquier molécula unida por ese

colorante (Maroto y Gutiérrez, 2009; Fernandez, 2003; Forbes, 2009; Abbas, 2012;).

5.2.7.1.1 Tipos de Inmunofluorescencia.

Primaria o IFD: La inmunofluorescencia primaria, o directa, también conocida por sus
siglas TIFD, hace uso de un (nico anficuerpo que se encuentra quimicamente unido a
un flyoréforo. El anticuerpo reconoce la molécula diana y se une a ella directamente. En
el caso de utilizarse como técnica de tincién inmunchistoquimica la region donde se
deposita la molécula diana puede ser identificada al microscopio de fluorescencia como
una zona brillante. Esta técnica presenta algunas ventajas con respecto a la IFI
(indirecta). Reduce el nimero de etapas necesarias, por lo tanto es mas rapida y por otro
lado es menos sensible a interferencias debidas a reactividad cruzada de los anticuerpos

0 a reacciones no especificas.

Secundana o IFI: La inmunofluorescencia secundaria, o indirecta (también conocida por
sus siglas IFI) hace uso de dos anticuerpos; el anticuerpo primario es el que reconoce y
se une a la molécula diaha, mientras que el secundario que es € que se encuentra
marcado con el fluoréforo, reconoce al primario y se une a éL. Esta técnica es un poco
més compleja que la IFD, requiere mds pasos y es mds posible que sufra interferencias,
pero en contrapartida es mucho mas flexible que una técnica directa e implica un efecto
de amplificacién que también aumenta la sensibilidad de la técnica (Madigan y cols.,

2009; Maroto y Gutiérrez, 2009; Lopez y Mada, 2003).
5.2.72 Western Blot. Fue desarrollado en el laboratorio de George Stark, en la

Universidad de Stanford E! nombre (Western, occidental en inglés) le fue dado por W.

Neal Burnette,
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Inmunoblot o electro transferencia, es wuna técnica analitica wusada para
detectar proteinas especificas en una muestra determinada; mediante una electrof oresis
en gelse separan las proteinas atendiendo al criterio que se desee: peso
molecular, estructura, hidrofobicidad, etc. Luego son transferidas a una membrana
adsorbente (nitrocelulosa o de PVDF) para poder buscar la proteina de interés

con anticuerpos espetificos contra ella (Lépez y Mada, 2003).

Finalmente, se detecta la union antigeno-anticuerpo por actividad enzimatica o
fluorescencia entre otros métodos. De esta forma se puede estudiar la presencia de la

proteina en el extracto y analizar su cantidad relativa respecto a otras proteinas.

Esta técnica es hoy en dia imprescindible en varios campos de la biologia, como
la biologia molecular, la bioquimica, la biotecnologia o la inmunologia. Existe toda una

industria especializada en la venta dz anticuerpos monoclonales y policlonales.

De acuerdo a la CDC, una prueba de Western blot de IgM es considerada positiva st se
encuentran presentes dos de las siguientes bandas 23 Y 41 kD. Mientras que para una
prueba de Western blot de IgG es considerada positiva si s¢ encuentran presentes 5 de la
stguientes 10 bandas 18,23,28,30,39,41,45,58,66,y 39 kD (Kramer, 2014; Madigan M. y
cols., 2009; Abbas, 2012;Lopez y Mada 2003).



5.2.7.3 ELISA (acrénimo del inglés Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay: ‘ensayo
por inmunoabsorcidn ligado a enzimas’). Este procedimiento tiene un gran namero de
importantes ventajas sobre la immunofluorescencia, siendo ahora la prueba mas
frecuentemente utilizada en el serodiagnostico de la enfermedad de Lyme, la principal
ventaja de este método es su relativa facilidad para usarse en pruebas dz gran escala. Es
una técnica de immunoensayo en la cual un antigeno inmovilizado se detecta mediante
un anticuerpo enlazado a una enzima capaz de generar un producto detectable, como
cambio de color o algin otro fipo; en ocasiones, con el fin de reducir los costos del
ensayo, nos encontramos con que existe un anticuerpo primario que reconoce al antigeno
y que a su vez es reconocido por un anticuerpo secundario que lleva enlazado la enzima
anteriormente mencionada. La aparicion de colorantes permite medir indirectamente
mediante espectrofotometria el antigeno en la muestra (Abbas, 2012; Owen y cols,,
2014).

Las enzimas conjugadas se seleccionan con base a su capacidad para catalizar la
conversion de un sustrato en un producto coloreado, fluorescente o quimioluminiscente,
con ¢l fin de determinar cualitativa y cuantitativamente la reaccion antigeno-anticuerpo
mediante esta reaccion. Se han ensayado numerosas fases sélidas, desde los tubos de
cristal de los origenes hasta las actuales micro placas de 96 pocillos de plastico tratado,
para aumentar su capacidad de adsorcion (en su superficie) de moléculas, y con fondos
de pocillo épticamente claros que permitan realizar las medidas de densidad optica en
instrumentos especificos, espectrofotometros de lectura de placas que han recibido el

nombre de lectores ELISA (Roitt, 2014).

Los lectores ELISA son espectrofotémetros capaces de realizar lecturas seriadas de cada
uno de los pocillos de la placa. A diferencia de un espectrofotometro convencional, con
capacidad de leer todas las longitudes de onda del ultravioleta y el visible de manera
continua, los lectores de ELISA disponen de sistemas de filtros que sélo permiten la

lectura de unma o pocas longitudes de onda; Son las que se corresponden con las
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necesarias para determinar la densidad optica de los cromoégenos mas cominmente

utilizados (Washington y cols., 2006, Abbas, 2012; Owen y cols., 2014; Roitt, 2014).

5.2.7.3.1 Tipos de ensayos ELISA. Cada tipo de ELISA puede usarse de manera
cualitativa para detectar la presencia de anticuerpo o antigeno. En la actualidad se han
desarrollado multiples variantes de ensayos ELISA que permiten la cuantificacion de un
antigeno en solucion, la deteccion de un anticuerpo en una solucion (por ejemplo en el
clonaje de anticuerpos monoclonales) o la determinacion de la subclase (idiotipo) de un
anticuerpo. A continuacion se describen los mas comunes (Will y cols., 2006, Roitt,

2014).

ELISA Indirecto: Mediante este ensayo es posible detectar anticuerpos, o determinar su
concentracion. Se afiade ¢l suero o alguna otra muestra que contenga el anticuerpo
primario (Abl) a un pozo de microtitulacion cubierto con antigeno, y se permite que
reaccione con el antigeno fijo al pozo. Después de eliminar por lavado cualquier Abl
libre, el anticuerpo unido al antigeno se detecta al afiadir un anticuerpo secundario
conjugado con una enzima Ab2 que se une a Abl. De nuevo cualquier Ab2 es eliminado
por lavado y se afiade un sustrato para la enzima. Usando un lector de placa
especializado, se mide la cantidad de producto de reaccién coloreado, fluorescente, o
luminiscente que se forma, y s¢ compara con la cantidad de producto generado cuando el
mismo grupo de reacciones se efectia usando una curva estandar de concentraciones
Abl conocida (Roitt, 2014).

ELISA Sandwich: En esta técnica, el anticuerpo (en lugar del antigeno) es inmovilizado
en un pozo de microtitulacion, ésta permite que una muestra que contiene cantidades
desconocidas de antigeno reaccione con el anticuerpo inmovilizado. Después que se lava
el pozo, se afiade el segundo anticuerpo especifico ligado a enzimas para un epitopes

diferente sobre el antigeno, y se permite que reaccione con €l antigeno unido. Después

de que cualquier segundo anticuerpo libre s¢ elimina mediante lavado, se afiade sustrato,

y s¢ mide el producto de la reaccion colorimétrica (Winn y cols., 2006).
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ELISA Competitivo: Esta variante proporciona una gran herramienta de alta sensibilidad
para medir cantidades de antigeno. En esta técnica, primero se incuban anticuerpos en
una solucion con una muestra que contiene antigeno. La mezcla de antigeno-anticuerpo
a confinuacion s afiade a un pozo de microtitulacién cubierto con antigeno. Mientras
mas antigeno estd presente en la muestra de fase de solucién inicial, menos anticuerpos
libres estaran disponibles para unirse al pozo cubierto por antigeno. Después de eliminar
por lavado ¢l anticuerpo no unido, puede afiadirse un Ab2 conjugado con enzima
especifico para el isotipo del Ablpara determinar la cantidad de Abl unido al pozo. En
este tipo de ensayo, cuanta mas alta es la concentraciOn de antigeno en la muestra

original, mas baja es la sefial final (Winny cols., 2006; Roitt, 2014).

Sistema de enzimas disponibles para ELISA: Las tres enzimas cominmente usadas son
la fosfatasa alcalina, la beta-galactocidasa y la peroxidasa de rabano picante, cada una de
las cuales puede usarse con sustratos cromogénicos. De estas tres la beta-galactisidasa es
la que se emplea con menor frecuencia. El sustrato mas comin para la fosfatasa alcalina
es ¢l p-nitro-fenil fosfato, que es altamente soluble e incoloro. La fosfatasa alcalina
divide el grupo fosfato desde este sustrato para dar p-nitrofenol, que es amarillo y
absorbe luz a 460 nm. Tanto el sustrato como el producto son no toxicos y de féacil
adquisicién. Como se mencioné anteriormente los sustratos cromogénicos, nos dan un
producto coloreado y son particularmente afiles para ensayos cualitativos, pues pueden
interpretarse a simple vista, se usan con rapidez, y no necesitan instrumentacion costosa.
Ademas de adaptarse a aplicaciones cuantitativas mediante el uso de una curva y un
lector de placas espectrofotométricas. En contraste, los sustratos fluorogénicos y
quimioluminigénicos ofrecen ventajas importantes en término de sensibilidad, pero
requieren equipo especializado (Winn y cols,, 2006; Madigan M. y cols., 2009; Roitt,
2014).



CAPITULO 6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Poblacién de Estudio v Tamaiio de Muestra

Las muestras analizadas fueron aportadas por el Laboratorio de Investigacion de
Zoonosis y Enfermedades tropicales, el cual recibio un total de 94 de pacientes
provenientes de los centros de salud ubicados en el sur del estado de Sonora,
pertenecientes a los municipios de Huatabampo, Etchojoa, Navojoa y Alamos, que
después de haber sido valorados, fueron referidos por presentar sindrome febril
inespecifico, sin diagnostico etiologico, durante el periodo de Enero a Octubre del

2013.A todos los pacientes incluidos en el estudio se les explico €l tipo de estudio y se

obtuvo su consentimiento oral y escrito.

6.2 Criterios de Inclusion

I. Pacientes con valoracion clinica, con manifestaciones de sindrome febril
mespecifico.
2. Pacientes que manifestaron sindrome febril inespecifico, que aprobaron la carta

de consentimiento para la Tealizacion de 10S examenes serologicos.

6.3 Criterios de Exclusion

1. Pacientes con cuadros febriles identificables etiologicamente.

2. Pacientes que no acepten participar en €l estudio.

0.4 Diagnéstico de Sindrome Febril Inespecifico

La eleccion de los pacientes correspondié al diagnostico clinico de sindrome febril

inespecifico, los cuales fueron valorados en su unidad de salud correspondiente, en las
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aue se le realizo una exploracion fisica. asi comp un interrogatorin. en el aue se evalian

criterios propios al sindrome febril inespecifico.

6.5 Toma de Muestra v Trasporte

Se recplectd la muestra de sangre venpsa periférica. se centrifugd para obtener el suero v

se congeld a -70°C hasta el momento de efectuar €l analisis de laboratorio.

6.6 Deteccion de Anticuerpos Contra Borrelia burgdorferi sd.

Todas las muestras se determinaron con la prueba de ELISA IgM ¢ IgG (Diagnpstic
Automation, INC. Lyme Disease IgG e IgM, Cat # 1428-2Z y 1424-27Z
resPectivamente). Se considerd positivo € indice mavor 1.10. indeterminadp de 0.91 a
1.09 y negativo menor 0.90 en ambas pruebas. Los datos fuerpn analizados utilizando
estadistica descriptiva y la prueba de Ji-cuadrada para andlisis de frecuencia. El

programa utilizado fue Sigma plot 11.0.

6.7 Preparacion de Muestra v Reactivas

e Los sueros al igual que reactivos fueron puestps a temperatura ambiente para su
posterior utilizacion.(20-25 °C)

o Se realizé una dilucion en una eauivalencia de 1:21 del Control negativp. control
positivo, calibrador y de cada suero analizadp con €l diluyente incluido en el kit.
Una botella de 30 mi (tapa verde) que contiene, suerp bovino Tween-20
albimina y tamponada con solucion fosfatp-salina, (pH 7.2 + 0.2) lista para usar.

e Se diluw el tamoon de lavado cpncentrado en 10x: 1 parte de concentrado + 9

partes de agua des ionizada o destilada.




6.8 Procedimiento General

l. Retirar los componentes del almacenamiento y permitir que alcancen la temperatura
ambiente (20-25 ° C).

2. Establecer el mimero de micropocillos necesarios para el estudio. Asignar seis
determinaciones de control / calibrador (un blanco, un control negativo, un confrol
positivo y tres calibradores) por serie. Un blanco de reactivo debe ejecutarse en cada
ensayo. Comprobar software y requisitos de lectores para los controles correctos /
configuraciones del calibrador. Devolver las tirillas no usadas a la bolsa resellable con
desecante, sello, y regresar a su almacenamiento entre 2y 8 ° C.

3. Preparar una dilucion de uno y veintiun (por ejemplo: 10ul. de suero + 200ul. de
diluyente de la muestra) del Control negativo, control positivo, calibrador v de cada
Suero a analizar. (Tabla 10).

4. Afiadir 100 L solucidn absorbente a los pocillos apropiados de una placa de dilucion
en blanco. Con una pipeta multicanal, transferir 50 pl. de cada muestra y control de
suero diluido a la placa de dilucion que contiene el absorbente. Retirar y expulsar las
muestras varias veces oara asegurarse de aue las muestras estén bien mezcladas.

5. Para lps pozos individuales, afiadir 100 pL de cada control diluido, calibrador y
muesira de la placa de absorcion a la placa de ensayo. Asegurar que las muestras se
mezclen correctamente. Utilizar una punta de pipeta diferente para cada muestra.

6. Agregar 100 uL de diluvente de muestras a Al como blanco de reactivo.

7. Incubar la placa a temperatura ambiente (20-25 © C) durante 25 + 5 minutos.

8. Lavar las tiras de micropocilios 5 veces.

9. Anadir 100 L de conjugado a cada pocillo, incluyendo reactivos bien en blanco, a la
misma velocidad ven el mismo orden que se afiadieron las muestras.

10. Incubar la placa a temperatura ambiente (20-25 ° C) durante 25 + 5 minutos.

11. Lavar las microplacas sigutendo el procedimiento como se describe en el paso 8.

12. Agregar 100 pL de TMB a cada pocillo, incluyendo reactivos y en blanco, a la
misma velocidad ven el mismo orden aue los especimenes fucron afiadidos.

13. Incubar la placa a temperatura ambiente (20-25 ° C) durante 10 a 15 minutos.
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14. Detener la reaccion afiadiendo 50 ul de solucién de parada a cada pocillp.
incluyendo reactivos y en blanco, a la misma velocidad y en el mismo orden que se
afiadid que la TMB. Las muestras positivas se volveran de azul a amarnillo. Después de
afiadir la solucion de parada, pulsar en la placa varias veces para asegurarse de que las
muesiTas estén bien mezcladas.

15. Ajustar el lector de micro placas (Stat Fax 4700) a leer a una fongitud de onda de
450 nm y medir la densidad 6ptica (DO) de cada pocillo en contra de la reactivo en
blanco. La placa debera leerse en los 30 minutos después de la adicion de la solucién de

oarada.

6.9 Proceso de Lavado Automatizade.

1. Si se utiliza un sistema automatico de lavado (Stat Fax 2600). ajuste el volumen
dispensado en 300-350pL / pocillo.

2. Programar el ciclo de lavado para 5 lavados sin interrupcion entre los mismos.

3. Si es necesario, la placa de micro pocillos se puede quitar de la lavadora,
invertida sobre una toalla de papel v eolpeando con firmeza para eliminar

cualquier solucién de lavado residual de los pocillos.

6.10 Pasos de Incubacion:

1. Los sueros se diluyen con el diluyente incluido en el kit. El diluyente de muestra
contiene anti- [gG humana que precipita y quita IgG y el factor reumatoide de la
muestra dejando lgM hibre para reaccionar con ¢l antigeno mmowvihizado. Durante
incubacién, en la muestra, cualquier anticuerpo IgM especifica de antigeno se
unird al antigeno inmovihzado. La placa se lava para eliminar el anticuerpo no

unidp v otros componentes del suero.

2. El conjugado con peroxidasa de cabra anti-IgM humana (cadena yt especifica) se

afiade a los pocillos y se incuba la placa. El conjgado reaccionard con el
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anticuerpo IgM inmovilizado en Ia fase solida del paso 1. Se lavan los pocillos

para eliminar el conjugado no unido.

3. Los micropocillos que contienen conjugado de peroxidasa inmpvilizado se
mcuban con solucion de sustrato de peroxidasa. La hidrolisis del sustrato por la
peroxidasa produce un cambio de color. Después de un periodo de tiempo se
detiene la reaccion y la intensidad del color de la solucion y se mide
fotométricamente. La intensidad del color de la solucion depende de Ia

concentracion de anticuernpos en la muestra de nrueba original. Figura 7.

Nota: la anica variante en el procedimiento entre IgM y IgG, es que para la evaluacion
de actividad de IgG se le afade al diluyente anticuerpos anti-IlgM humana, precipitando

éstos. v asi evitar la competicion v evaluar Ia actividad individual de éstos.
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Figura 7. Diagrama de Flujo General




6.11 Internretacion de los Resultados

A. Calculos:

1. Factor Correccion (CF)

Un valor de DO de corte para las muestras positivas s¢ ha determinado por el fabricante
y correlacionado con el calibrador. Los factores de correccidon (CF) le permitiran
determinar el valor de corte para las muestras positivas y corregir las pequefias
variaciones del dia a dia en los resultados de la prueba. El factor de correccion se
determina para cada lote de componentes del kit v estd impreso en la lista de
componentes que se encuentra en el cuadro del kit.

2. Valor de corte o punto de corte DO

Para obtener el valor de corte DO, multiplique el CF por la DO media del calibrador
determinado anteriormente. (CF x media de DO del calibrador= valor de corte DO)

3. Valores indice o cocientes de DO

Calcule ¢ valor indice o cociente de DO para cada muestra dividiendo su valor de DO

por la DO de corte del el paso 2, Tabla 10.

Valores indices o cocientes de DO se interpretan de la siguiente manera:

Tabla 10Interpretacion de DO ELISA.

| [ Valarac indisrac o cnsiontac da TV

Suero negativo <0.90
Suero inseguro 0.91 a 1.09
Suero positivo >1.10
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La relacion de OD se interpreta v se informo de la sieuiente manera:

Negativa: No anticuerpo IgM detectable; el resultado no excluye la infeccion por
Borrelia burgdorferi s.[ Una muestra adicional debe ser probada dentro 4-6 semanas si

se sospecha infeccion temprana.

Equivoca: Las recomendaciones actuales indican que los resultados equivocos se deben
seguir por suplementario prueba Western Blot. (Ensayos de Western Blot para
anticuerpos contra Borrelia burgdorferi 5./ son complementarios). Este resultado no

debe ser reportado hasta que se complete la prueba suplementaria.

Positivo: anticuerpos IgM a Borrelia burgdor feri si. presuntamente detectado. Por
recomendaciones actuales. el resultado no puede ser mas interpretado sin suolementario
prueba Western Blot. (Ensayos de Western Blot para anticuerpos contra Borrelia
burgdorferi sl son complementarios para su confirmacion, ya que su especificidad oo
es la Optima, sobre todo para la deteccion de IgM.) Los resultados no deben ser

reportados hasta aue se complete la prueba suplementaria.



6.12 Control de Calidad

1. Cada vez que se realiza el ensayo el calibrador se debe ensayar por triplicado, Un
blanco de reactivo, €l control negativo y el control positivo deben también ser incluidos
en cada ensavo.

2. Calcular la media de los tres pozos del calibrador. Si alguno de los tres valores difiere
en mas del 15% de la media, que deseche valor y calcular la media de los dos valores
restantes.

3. El valor medio de la DO del calibrador v los valores de la DO para el Controles

Positivo y Negativo deben caer dentro de los siguientes rangos:

RangoOD

Control Negativo <0.250
Calibrador> 0.300
Control Positivo> 0,500

a. La DO del control negativo dividido por la DO media del calibrador debe ser <0.9.

b. La DO del control positivo dividida por la DO media del calibrador debe ser> 1,25,

¢. Si no se cumplen las condiciones anteriores, la prueba debe considerarse invalida y se
debe repetir,

4. El control positivo v control negativo se pretende verificar fallos sustanciales de los
réactivos, y no aseguran la precision en ¢l ensayo de corte.

5. Controles adicionales pueden ser probados de acuerdo con las directrices o requisitos
de locales, estatales y / o federales u organizaciones de acreditacion.

6. Consulte el documento NCCLS C24: Control estadistico de la calidad de las

mediciones cuantitativas de orientacion sobre control de calidad adecuada practicas.
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CAPITULO 7. RESULTADOS Y DISCUSIONES

Se analizaron muestras procedentes de Huatabampo, Etchojoa, Navojoa, y Alamos.
Todos estos Municipios pertenecientes al sur del estado de Sonora. Las muestras se
obtuvieron mediante venopuncion en 94 pacientes con manifestaciones clinicas de
sindrome febril, con un promedio de edad de 27 afios (limite de 2 a 59 afios), la

proporcion por sexo fue de 34 mujeres (57%) y 40 hombres (43%).

La mediana de la edad de los pacientes seropositivos por ELISA fueron para IgM 22
afios v para IgG 29 afios. La mayor prevalencia se did en personas de 21-30 afios para
los anticuerpos IgM e IgG. En estudios anteriores la mediana de la edad de los sujetos
positivos fue de 20 - 40 ailos, coincidiendo, en las edades activas laboralmente, quiza el
contacto con el vector de Borrelia burgdorferi si. esta relacionada con la exposicion

ocupacional (Gordillo y cols., 2003).

Se realizo un analisis estadistico respecto a las ocupaciones de los pacientes analizados.
En la Tabla 11 se muestran los porcentajes en relacidn al sexo de los pacientes

analizados, asi como el trabajo que éstos desempeiian,




Tabla 11.Caracteristicas sociodemograficas de la poblacion estudiada.

Procedencia

Mujeres n (%)

Hombres n (%)

Total n (% de

total)

Navojoa 34(62.9 %) 20(371 %) 54(57 4%)
Alamos 0(0.0 %) 5(100 %) 5(53 %)
Huatabampo 13(52.0 %) 12(48.0 %) 25(26.6 %)
Etchojoa (70 %) 3(30 %) 10(10.6 %)
bcupacién

Estudiante 16(45.7 %) 19(54.3 %) 35(37.2%)
lornalero 0(0.0 %) 3(100 %) 3(32%)
Carnicero 0(0.0 %) 1(100%) 1(1.0 %)
Profesionista 4(66.0 %) 2(33.4 %) 6(6.4 %o)
Ama de casa 12(100.0%) 0(0.0 %) 12(12.8%)
Obreros 4(100.0 %) 0(0.0 %) 4(43 %)
Otras actividades 18(54 5 %) 15 (45.5 %) 33 (35.1 %)
Total 54(57.4 %) 40(42 6%) 94(100 %)
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7.1 Caracteristicas Sintomatoldgicas en los Pacientes Analizados:

Los pacientes seropositivos fueron clasificados segin la sintomatologia clinica que
presentaron, el (100 %) de ellos presentd fiebre, (96%) cefalea, (96%) dolores
musculares, (89%) artralgia, mialgias (96%) y escalofrios (65 %), ninguno reportd
eriteina migratorio. Estos resultados son simiares a los reportados por ofros
investigadores quienes refieren que estos signos sintolNas clinicos son sugestivos a

Borreliosis de Lyme (Winn y cols., 2006; Aranzazu y Oteo, 2014; Garcia y cols., 2014),

7.2 Deteccion de 1sM Contra Borrelia buredorferi

La deteccion de anticuerpos contra Borrelia burgdorferi s.l se llevo de acuerdo al
protocolo del método ELISA comercial (Diagnostic automation in¢.), las lecturas
obtenidas fueron expresadas como DO (densidad optica). Los valores control de DO
obtenidos en el presente trabajo fueron 0.053 (control negativo) y 3.447 (control

positivo) los cuales se hallaron dentro de los parametros del proveedor.

La Tabla 12 muestra los resultados de DO de los pacientes incluidos en el estudio. Se
observy gue las muestras analizadas positivas para [gM fueron 31 muestras, de las

cuales 20 (65%) correspondian a casos del sexo femenino y 11 (35%) casos masculinos.

Por ELISA se detectaron 31 (32%) SueroS con anticuerpos IgM contra Borrelia
magdorferi s.lde los cuales s¢ maneji porcentualmente en base a sa procedencia los

cuales s muestran en la Tabla 13.



Tabla 12. Resultados espectrofotométricos para la deteccion de Igh.

0.053* 0.213 0.678 1.261 0.52 0.391
3.447% 0.152 0.184 0.284 0.371 0.706

0.162 0.097 0.188 0.175 1497 0.753

0.496 0.364 0.579 1.099 0.469 0.74

0.358 0.396 0.49 0.391 0.553 0.684

0.306 0.7870 0.444 1.337 0.376 0.13

0.78 0.354 0.393 0.151 0.596 0.337 |
0.34 0.222 0.738 0.393 0.664 0.346 |
0.396 0423 0.899 1.174 0.914 0.902

0.511 0.434 0.413 0.477 0.61 2.31 I
0.309 0.196 0.612 0.998 0.399

3.435 0.567 0229 0.167 0.367

0.054 0.824 0.397 0.296 0.43

0.287 0.334 0.077 0.324 0.291

0.234 0.603 0.115 0.625 0.449

0.062 0.148 0.045 0.482 0243

*control negativo, **conirol positivo, Lecturas DO.

Tabla 13. Resultados de seropositividad de IgM en base a la procedencia de la muestra

Navojoa Alamos Huatabampo  Etchojoa indeterminados

16 (52%) 4 (13%) 9 (29%) 2 (6%) 9 (10%)

De acuerdo a la CDC, una prueba de Western blot confirmatoria de IgM es considerada

positiva si se encuentran presentes dos de las sigmientes bandas 23 Y 41 kD (Garcia,

2005).
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7.3 Deteccién de IgG Contra B. burgdorferi

La deteccion de anticuerpos contra Borrelia burgdorferi sl se llevé de acuerdo al
protocolo del método ELISA comercial (Diagnostic automation inc.), las lecturas
obtenidas fueron expresadas como DO (densidad Optica). Los valores control de DO
obtenidos en el presente trabajo fueron 0.048 (control negativo) y 2.916 (control

positivo) los cuales se hallaron dentro de los parametros del proveedor.

La Tabla 14 muestra los resultados de DO de los pacientes incluidos en el estudio. Para

1gG en ¢l que se analizaron 19 muestras, 15 (79%) femenino vy 4 (21%) masculino.

Por ELISA se detectaron 19 (20%) sueros posittivos con anticuerpos IgG contra Borrelia

burgdorferi s.l de los cuales se manejo porcentualmente base a su procedencia. A

conlinyacién se muestran en la Tabla 15.

De acuerdo a la CDC, una prueba de Western blot de IgG es considerada positiva si se
encuentran presentes 5 de la siguientes 10 bandas 18,23,28,30,39,41 45 58,66,y 39 kD
(Garcia , 2005).

La relacion entre hombre y mujer en lgG fue de 1:3.75 y para IgM 1:18, estos
resultados muestran una mayor tendencia d¢ las mujeres en estar ¢n contacto con el
vector de transmision de la enfermedad de Lyme, posiblemente su drea de
desenvolvimiento tenga un mayor contacto con el vector transmisor, otro factor
importante es la edad de los pacientes, ya que en la estadistica se muestra que la mediana
s¢c encuentra entre los 21 y 30 afios en los casos positivos, una edad laboral ciertainente.
Contradiciendo resultados anteriores como los realizados por Gordillo v cols., 2003, en

los que mostraba una prevalencia mayor en hombres.
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Tabla 14. Resultados espectrofotométricos para la deteccion de IgG.

0.048* 0.25 0.15 0.17 0.122 0.552
2.916** 0.126 0.265 0.287 0.086 0423
0.113 0.489 0.134 0.544 0.127 0.184
0.103 0.272 0673 0.292 0.086 0.111
0.009 0.131 0.088 0.333 0127 0.131
0.121 0.452 0.705 0.354 0.697 0.291
0.129 0.178 0.207 0275 0.165 0.355
0.135 0.876 0.186 0.312 0.356 0.179
0.275 0.391 0.153 0.328 0.438 0.215
0424 0.336 0.072 287 0.317
0.122 0.217 0.161 0.1t 0.171
0.348 0.329 0.633 0.479 0.632
0.263 0.238 02 0.166 0.115
0.056 0.45 0.206 (223 0.237
0.258 0.199 0.261 0.159 0.057
0428 0.317 0.64 0.107 0.463

*control negative, **control positivo, Lecturas DO.

Tabla 15. Resultados de seropositividad de IgG en base a la procedencia de la muestra.

Navojoa Alamos Huatabampo Etchojoa indeterminados
13 (69%) 0 5 (26%) 1(5%) 5 (5%)

Es importante mencionar que en €l periodo en que se tomaron las muestras, de enero a
octubre, coincide con el estadio de ninfa del vector siendo ésta l mas peligrosa para los
humanos ya que son diminutas (miden aproximadamente 1 mm de didametro), por lo que
son dificiles de detectar y porque son mdas activas durante los meses de verano,

concordando con el pico de actividades al aire libre.
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CAPITULO 8. CONCLUSION

En el presente estudio se determind la relacién entre el sindrome febril inespecifico
asociado a la Borreliosis de Lyme, en pacientes procedentes del sur del estado de
Sonora; mediante ¢l método de ELISA, determinando los anticuerpos IgM ¢ IgG contra
Borrelia burgdorferi. Los resultados obtenidos mostraron una seroprevalencia en ambos
anticuerpos de los pacientes, con lo cual, se concluye que ia enfermedad se encuentra
presente en la region debido a su polimorfismo ciinico que dificulta su diagnéstico y por

tal motivo la presencia de esta enfermedad esta subregistrada.

74



GLOSARIO

Meningitis Aséptica: El término meningitis aséptica se utiliza para definir aquellas
meningitis agudas, de etiologia infecciosa o no, caracterizadas por la presencia de
pleocitosis linfocitaria en el liquido cefalorraquideo (LCR) y en las cuales no se
identifica una causa aparente después de una primera evaluacion y de realizar las

tinciones y cultivos de rutina en el LCR.

Neuropatia Periférica: La neuropatia es la afeccion de algunos o todos los nervios
periféricos que afectan a los axones, la vaina de mielina, 0 ambas. Se manifiestan por

una combinacion de signos y sintomas sensoriales,

Artralgias: El término "artralgias” engloba todo tipo de dolores a nivel de las
articulaciones. El dolor puede ser de origen mecanico, después de repetidos esfuerzos, o
inflamatorio, en cuyo caso esta presente desde el momento de levantarse por la mafiana
y esta asociado con rigidez muscular. La artralgia a menudo va ligada a la artrosis, a la

artritis 0 a un esguince.

La Odmot agia: es el dolor que se produce cuando pasan los alimentos por el tracto
gastrointestinal superior. Afecta especialmente a la faringe (el tubo que conecta la boca
hasta el esofago) en el momento en que s¢ ingiere un alimento (degluciin) asi como al
esofago a través del cual pasan los alimentos para llegar al estomago. La odinofagia
puede ser un sintoma de diversas enfermedades como las anginas y la faringitis, pues es

la irritacion local del fonde de la garganta la que provoca este sintoma.

La Rinitis Aguda; s¢ manifiesta con sintomas de obstrucciin nasal, rinorrea acuosa,
prurito nasal v ocular v estornudos en salva, desencadenados en relacion con la etiologia
causante. Asi podremos clasificarla en alérgica y no aiérgica. Dentro de las de causa
noakrgica tendremos los sintomas de rinitis asociados al catarro Comimn, tanto de
etiologia virica, la mas frecuente, como bacteriana. El forinculo del vestibulo nasal no

es puramente una rinitis bacteriana, ya que no cumple todos los sintomas anferiormente

nombrados, pero si la podemos considerar una rinitis circunscrita.

75



La Urticania: tiene gran variedad de presentaciones clinicas y causas. Se caracteriza por
la presencia de ronchas o placas eritematosas, edemaiosas, transitorias de diferente
tamafio. Es una de las enfermedades dermatologicas mas frecuentes. Se clasifica de
acuerdo con el tiempo de evolucion,en aguda (menos de 6 semanas) o cronica (mmas de 6

semanas).

EL Eccema: es una ateccion frecuente de ia piel, no contagiosa. Aparece con frecuencia
desde la mfancia y preferentemente en los nifios con predisposicién alérgica; de ahi su
posible asociacion con otras enfermedades llamadas atdpicas como el asma sobretodo.
El eccema se caracteriza por manchas rojas ligeramente sobrelevadas sobre la que
pueden aparecer vesiculas (tipo de erupcion transparenie, que dan la impresion de
contener un liquido) y evolucionar hacia costras. Estas lesiones pican mucho, También
puede ser causado por ciertos productos irritantes. En caso de afectacién importante se

pueden prescribir antihistaminicos o cremas de esteroides.

Sindromc Bannwarth: Causado por Borielic hurgdsferi 5., bacleria causante de la
enfermedad de Lyme.  Paralisis facial aguda umi o bilateral asociada a
meningoradiculitis con reaccion linfocitica y unos niveles de proieina incrfementado en
el LCR con minimo 0 ningun sinfoma meningeo. Puede cursar con anorexia, cefalea,
diplopia, parestesias, erittema migrans etc. Los hombres son mas frecuentemente
afectados que las mujeres, siendo los meses de Agosto y Septiembre los de mayor

incidesncia.

Linfadenopatia: Hablamos de linfadenopatia cuando existe una anormalidad en el
tamafio, consistencia o namero de los nodulos linfiticos, causada por la invasién &
propagacion de células inflamatorias o neoplasicas dentro del nddulo. Los nédulos o
ganglios linfaticos son los organos con mas capacidad de reaccion del sistema inmune.

Pueden ser:

« Localizadas (el 75% del total): Solo afectacidn de un drea anatomica.
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» Generalizadas (el 25% restante). dos o mas areas NO contiguas afectadas.
Regiin Acral localizado en la porcion distal de las extremidades (palmas,

plantas, dedos, region subungueal y superficie dorsal).

Encefalopatia: Ei término encefalopatia significa desorden o enfermedad del encéfalo.
En el uso moderno, encefalopatia refiere a un sindrome de disfuncion cerebral, el cual

puede ser causado por miuiliples etiologias.

Cardiopatia; En sentido amplio, el ténmino cardiopatia puede engiobar a cualquier
padecimiento del corazon o del resto del sistema cardiovascular. Habitualmente se
refiere a la enfermedad cardiaca producida por asma o por colesterol. Sin embargo, en
sentido estricto se suele denominar cardiopatia a las enfermedades propias de las

estructuras del corazon.

Neurobortreliosis: Es un trastorno dei sistema nervioso central causada por la infeccion
con una cspiroqucta del génmero Borielic.  la progresion microbioiogica de fa
enfermedad es similar a la de la neurosifilis, otra infeccion por espiroquetas.
Neuroborreliosis ocuite como una manifestacion tardia de la enfermedad de Lyme,

aunque también se ha informado durante la infeccion temprana.
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ANEXOS

Insertos ELISA para la deteccion de IgM
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Tel: (818) 591.3030 Fax: (S18) 591-8383
onestep srapidte st.com
technicalsupportsrapidtest.com

WWW . rapidtestcom

& See external label X 2*C8"C v ==96 rests Cat = 1424 22

Lyme Disease IgM
Cot#t 1424.2Z
For m vitro diagnoemic use

Diagnoshic Auwtorraton Socmefa turpdorfesT igh SLISA Rl 5 an enzyre-inked Irrrunosorbent assay (ELISA) for e gqualtatoe
presumptive gewcnion o wnmnmwmmw.msmmmmwwmm
Mth SigNs AN SYTPIOMS Nat ane Cornsisient Wil Lyme Jisease. EQUIvOcE OF posithve MeSUITS ISt be SUppWmarted Dy lesling win
astancadred WesemBiO: pIOceauTe. POE TWe BUDEISMIENTE Me6U 5 M8 SLDDO I e v 10ente Of eXpOsLTe © 5. Sugpdane:! 317 cxn
D8 [HAC 1O SRR @ CINCAl GAgNOSE OF LyMe (ease.

SIGNIFICANCE AND BACKGROUMNIY

BoTsa mﬂ%ammmqwmﬂﬂ The AGENsM & TansTWEEd DY ks of T gers Boder. In ardamc
B m&mnmmmmmmmmamm&wmwmwmm: Treponsma,
BoTeda, AN Lectoqgsia). A |5 the portal of ety Tor 8 Supacferd ary e 10Kk Dite JNer Causes 3 CRracersldc rash caied
erymema rugrans (EM;. EW Oevelops around e Tk nhe T G0% 1 AT Of patents. SpUDChHeNria OGS extly W wide spread
mmmmwmmummwnmﬁmwm.mlmmmm-mm
oinca Manfesiatons.
h;mmmmnwmmdmmmo-mwﬁnm,m‘mmbmm
AMoctadt Dy "he TrECHon SUCH as XiMs, SN, Certal MErvOUS SySem, Meart. aye, bore SOien. ang kdrey L3k disegce 6 most
onen associzied WS WTHTS OFf CNG SyPGDMES. ABFMEDTIAC SUDCHNGal MfECton 16 FOSSYe and TRECUon My ot Decor=s

Patensmmm-'rﬂewonm-lgvmmmwmmﬂmmummm%mmme
SOATY (1) AITOWIN | o De OeRecied the firs: month X%r orset of ilinees. e Malorly of pIDEMRS OSWiop
m-mno{'aegﬂam%ma}g&m 65 Can reran OStectae 10r Years. o
lsulananof.sWmmmnmy,ummammmmmQLM'marwmmm
mmmmmhmwmw¢memmmmﬂm:os.
m-guarkdmmln&ummn?Alshlring_immmbloting.am!ermknmsaﬁEuL

Thus. seriogcal 1Bsts fof antiodes E bwpiorfen e INOWN © have ow sensiiddly and specificly and Decause of such

Naccuracy, TGS 2515 Carmct e fehed Upon Tor enabAshing adagnoe s of Lyme JSEASE (3.4

N 1592, the Secord Natona CoMeence On Seraogical TlagNOGEs OF L yrnie (RSA3EE 1 ecOurrended 3 hwD-Elep leEINg SYSRM ionand
} ] ; Mmm&mWM‘mmmFAmmmMMbw

lested, oF FppIaMmerted, Oy USIng A SardANETed Weetern B0t MEhOK HECONT S8 *Or Jetecing antbodles 1o B oumgdorern
Weslem Shot 3s5ays fos ariDomas 10 8 CXAPOCTEY? 23R8 SUOCIEMENTal TAINel Than COMMEMay because Thelr $pecificaty & €65 than
opIMmal, particulanty Tor gedeciing Igh). Two-Sep poeive resu’s provclE SUROOITYE cwidence OF exoiure 10 B Sugocrend afich
COUKI SUPPOT 3 GGl BIAgNOGIS Of Lyme - (35036€ DULE SNOU] Nd be UGEC 36 A 5O GITENoN Tor 33gNOGS.

PRINCIPLE OF THE ELISA ASSAY

Tne DAL Solencic, Nc merﬂsﬁmsmnmﬂwmmmammw
m.\'smdmmmammmww&mAlms,amgdmbnmugeﬂ.Thenaprm:ehuﬂes
1V SEiNUDEDON SLEPE:

1. Tesl sera e Giuled "l e Sampie DIuen prowoed. The San Divert comiaine atti-humar IG ahich precipitates and
reMmoves igG aNd IMEUnaNkd Tacil DM e M Eving free 1 R Allh e dmirooE-Zed INEgEN. TAFIng ST
mmmmwmmmmﬂmmmnmmmmmmummm
unboured ek
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Peracdase CONRGERD QOal arg-liuman IGAL (i Ch3N SDECITC) 6 A00RC 10 The aais 3N the Hate & inouated. The Conugate
Wi eI Wi IgM anThody imnobiized onthe a0ld phaae i Sep 1. The wels Are w3ahed 13 remove unbound Conjugate.
The microwels cortanng Immotized penaldase Conjugae e NCUDAEd 'sEN pernrdase SUDETe SOWSON. HydMoys!s of
Ure Submsaie Uy detuaklaome DRANLETS of LR Sulcje. Al o e of i Ure reacione B bluoeed and U cotor Inlerily of
m’egsumon‘talsmmu phometnicaty. The folol IMENsTy OF Te SORMON dependas upon he antbody CoNCHMIaton N e
(13 B iypie

MATERIALS PROVIDED

Fach it enntans e filowing components I SIMisent IANTSES 10 Dafnmm Me nEmnes nf TaaI8 INAICEST on NArkagnyg Lahel
Note: Al reactve reagents CONaN SOCIUT 22308 35 3 praservative at a concervration of 0. 1% fwivi. 2

‘| L S o = 1 1. Patz. 90 wels cortigured It twelve IxC—asil arripe coxiod win: necifvared

B. purgdorter: (B31 stran) antigen. The sirips are packagaed n 3 sirip hoider and
88220 N an envelcpe with desiccant

CUNg [ =z Conugae Congaten (NOMSAracEn peroxioase) goat arD-NUMan g

L chain spectic) Ready to uss One, 15 mi wial afh 3 whie cap.

CONTROL + | 3 Poswve Comtrol (Human Serum). Ore. 0.35 ML w3 Wih 3 fed c3p.
CAL ] 4 catorawor (Hrman Serumy One. CE mi wal with 3 Dlus cap

CON‘I’ROLI - I S. Negatwe Control (Human Sanem). One. 3.35 ML <11 ‘aitha green cap.

SOLN _ |ABSORBENT] €

ADEOMDEN Solution. One 12 ML botie CONtaNINg goal ant-iMman IG5 iy chain

SPecric) and phosphate-buffared-sxing, (oH 7.2 4+ £ 2) Readyic ute.

[

DILSPE | 7 Sampwe diuer:. Cne 30 mlL Lotle {green £ap) SOManing Tween-20, DoWne sersm

&Dumin ang phosphate-buered-saline, (pH 7.2 ¢+ C 2} Greer sowtion, ready 10
uae. Note: Jnake Wed Gefore Uae. (Froduc: w O07). Freservallve adged,

=T | ThIB ] 2 TMB: Oné 15 mL amtar Doe (ImMboer cap) conaxn 33 55"
{ P ing

-tetramethyibenZigne(TME). Ready 1o use. Contains DMSO < 15% (w).

o | STOR | & %0 soiuton One 15 mL Dot fred ©3g) conlaining 1M H 50,

0.7 HCI. Rcady 10 uce

awasnrar] 10X N Vasn nalacr aarenttate (INDX ) Eirte 1 ¢ MAMCRMTYE o O
part

-

parns deonizeg or gistited waler Ora 100 mL boclle (clear taprcontalnicg a 10X
cotcerilaked phusphisle-bull met-esie aid Toeen20 sadullun {biue sululthsrt).
NOTE: 1X SOl 10n wid have apH of 7.2 £ £2

The folowng Componerts are not kR iox number dependent and may be Used afh the SLISA 3ssays: TMS, Sop

SlEOn

Poto: Kt aloo containo:

1

-
-
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7.
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DA Code = 1424-2

Componert st comta ot specific nformation is Inside the kK box
. Mackage vwmur:;%mv uec.

- NOMMa precautions exescised N handing @boratory rfeéagents shoud be THOASd In tase of commct Wih eyes rinse

Imrned.aely Wit plenty of #3ier and seek medical advice. Wear siftabie [FOBCtve Cothing DoWes. 3nd eyatacse Hotecon,
Dot Dreathe vapor . Dispose of | MasE oD6ering alloca, state, and Fedaral aws.

The SRR 0 e F! BA flahe s toY ooettain Wik nmanisms. Hnaeuern T SR shwdt e eonsiiesred PO TENTIAH Y
SIOHAZARDOUS MATERIALS and narsBed 3CoOMRKEY.

ThE Maman cona™ oontmoic are POTENTIALLY BIOHAZARDOUE MATERIALE. fowroc materac from whioh Moo produots
werE gefived were Tourd Nagane “or HiV-1 antigen. HEBeAQ ang or amibodes against HCV and HIV Dy aporoved B
methoge. | iowever, since Mo =8t Me™od I offer COMpiets I3aFdNce T3t FfecIous 3gents are JTSErn. these producis
shouit! be Fantied X hie Bosafely Levi 2 3s recornenanoad or 2y poteniially +fecious MMaman Serum o ood specmen n
e Cotrie A Divesor CAnbdMNallunal  drplllules  of Hodlh marusl Divsefely it Maotiusogival el Dirmrcdival
Labordores . CITET edlion and OS<tAs Stangard for Bloodbom? Pathogens {16},

. The awepdr Sueal Wribots, sed VuTo, dsunbets, otnd sl arnad: wadun adie & o Rasanibaln of D% (e

Lemparany e ryrediately Iher Ee.

‘A3ashing CoUd Cause f3Ee Dosltve O 13ite Nagatve resuls Be sure o minmize the amourt of arry residual aash
srarin. (ag. By hinftrg or aspirtinn) Defhre akBng Conje)ate of Sirecrae DO ol Ades e ek M iy e hahwaen
IMCUDITONS,

The S0P SGWUSCH & TOMIC. CauEet bums Toxc by inhalaton, i COMMICtAln ChF NG ITow diowed. In C32e Of accident or if
you e unwell. Seek MEdical Adce irTmedisiey.
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The TVE Solution Is HARMFUL ITRaANG 10 eyes. respiatory syser and skin

The Vash BuTer concenirate & an IRRITANT. @TREING 10 2yes. respiatory SYSEm and sin (Continue Numbmyg Tom above )
Wpe DOTOT of piate free Ofresioud i d andor iNgerprims that can Alief Opiica gensty (OO0) readings.

Daumor of aAserion of MRS TEagEr's My QENIF SRTONE0US fesulls

. Reagenis FOm Other &R0e6 Of MIRFIChIes shoukd not be used.

THE Soaftion shoul0 te COIOMNSss, very DIE yellow, very pae green of iy pae bius when used Coniamnaton of the ThB
WEN conjugate oF SMeEr caidants W caute the gir.on 1 change coor pfemantrely. Da ot use e TVB TR is notceatly bus
in CoOlOr.

. Nevies pD2e by MOouth. Avod CONLAct Of reagen s 3nd PAliEM SLECiMENs Wil SEIN aNd MUCOUS MATLIANEE.
. AvOld TYCrobia contaminaton Of reagents. INCOMet FeRMs May OOCUE

. CTOS5 cortamingbon Ofreagerts Jndior sarpeas SoUd CALISE SMONEoLS rasuls

k wgm&mmmmmﬂmﬁcmuum

AO0SHASTENG OF geNesaiin O 380605
D0 N0t EXPO6E FBAgENTS I ETONG Q. ALFING SIOrage of IncLdation.

| Awhng the microwsd SIps and Nokder 0 aqutirle 10 100 EBMPRMtFe PROF D 0f@INGME [AOIECTVE ervelnpe Wil frotect

e Wil if TTOMCoNJeNsanon .

. Wash sotion shoud b2 collected n 3 Gsposal D3sn. Treat the waste soltion #ih 0% househod bieach (L5% sodium

hypociHorns). Avid exposure Of re3genis 10 tieach fumee.

CaUmon: LIqu W35 3 3K pH Showit be naulraized DEMre 30dng o Dieach soiuton

D0 1ot use ELISA pate I v iNAICAIDT S0 0N the 0eeCLant pouch Nas WIMes Trom tise 10 ok

Do not aiow the ConuGAe © COME I CONTact atih COMAINATS O INSTUMENts TiR May have previcus’y conained a STon
WIZING SodRam azse 35 Apreservative. Resioul arour's of SOONM azde may desiroy 2 CoNUgatE's BrZymatic activiy.
Do hot expose ary of The Teacthe feagents 0 DIEaC-Coniaining SORTONS OF 1D Aty Grong o0 Tom biach-corkanng
sourions, Trace amourTs ODisach (s0durn Nypochionte) may O026loy ihe ioQical achty of Fmany of the reactve reagents
WERR ISR

Matorials required but not provided:

%
3

«  ELIGA ricrowel reader capabie of reading at a adueiength 0 350nm.

Plpeces capatieof acculXiely dehemg 1510 200k
MUITChanNel pipete capabse 3WML6MWW($--W)
RaE3gErt resesvoirs Tor MuEicname ppeties.

Viash LOTDR OF MIrDWel! NAShNG SYslerT.

Distieg oF delonzed water.

Lm amat D MoNtor NCUDICoN Slens
Dispesal Dasin and simecant jexarpiel 10% DOUSEnc'd Lieach, 0.5% soda hypodhbrte)

STORAGE CONTHTIONS

1
2

SO e

oo

Sore the unopened K2 betweern 2° 3 B°C.

Coxed microwed siros: Siore petwean 2* and B°C. Sxra sTIDE shoud D2 immedialey resaxed wih deeiccan and refumed
mmw,mnmuwmmmmmmsmwmmwm ana the necator
strip onthe destcant pouch remains b,

Conjugate: Store betaesn 2° and §°C. DO NOT FREEZE.

Camrator, Postve Control and Negathe CHRtrol Store batween 27 and 8°C.

ADSOIDET. Souton. SR beteeen 2 and §°C

TG Store between 27 and 8°C.

W3sh Bu®er covcentate (10XT Cwre beweer 2° and 20°C. Ditegiaash TALTer (1X) i5 Sk = room emperanse (20" 0
25 C) 0 up B 7 d3ys o F 35 a3ys betaeen X ang 8°C.

Sarpe Diuent Sre batween 2° 302 5°C

Sop Sokmn: Store beiween 2° and 25°C.

SPECINEN COLLECTION

1 nsnmvnm-ﬁommmmmmmmﬁwmmcxmmm_:mmng
WOTLETS TTOM HTeCius TISease.

2 o Known 6 mehod Can o7 cOMpiste ASEUMANCe that uman biood SAMOE Wik roC Tanarrit nfection. Thamfore,
hicod GRMIElVES SNOUD DE CONSINETEs paRantaly IrfeCTous.

3 Ofty Techy Xaan and fropany reSIgeaed s OtEned by approved 3sepsc verpunichiFe frocediuses Showd be LEed
1 s aBSAy (5. 7\ NO aNICCAgUIANs OF [recanatives should be 30020 AwCid UBNG hamolyzed Ipemc, of DATENaly
cortaminyted sar3.

L Store sampie 3t ToOM ECOMALre T MO j0gar Man § NOURS. IT tes2ng 15 not pertrmed Mmin E hours, 63 may be
aorea:e'..weerZ'WB'CformmgerzmdemaHoaay'mmrgummw.mmmz—mtuw
Avoid muttiple Teazethaw cycies I may cause 1065 of IOy ACIVRY and give TON20US NeGUrRS.
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Detamine the numoer of MIcrowelis neaded Alow sx Comm Calrator galeminations (one Bank. on: Nagatve Conlrol
mree CaDGIIONS and ore Positive COMTTON per ., A Reagent Blank S$houd De run on each assay.  Cneck somware and
reader mauiraments 200 T CoMEet COoNMoiS/Calbrans COMQuEatons. Rebrn unused sTips 0 The recesialve pouch WD
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EXAMPLE A 3 7' 7'= PLATESET—JP
i 2
Siark Patent 3
| Neq. Comtrol | Patentd
| Cailbegtor [ Ew
Calbrator
Dos. Controd
Patent 1
Satient 2

ITOMMOOMm»

Prepa= 3 121 SEDOn (8Q. Tpi ©f seMm - 2004 of Sampse Dl NOTE: [Nake Ve Sefio® Use) of Né Negahwe
Coming, CHDay. PosRive CONFD. ANg &30N Datiant sensm.

A3 100 YL ADGOZDENT SOMTON IO TWe IPOFODMane wells Of A DNk Chutior: pate.  Uskg 3 Muiicnamed pipefte ransfer 5Cyt of
€3Ch FLLed SArTPIe IS CONTTol RN 10 e JROCN Pate CONtaring ha ADsorhent. WiNdraw and expel e sampies several
Mes 0 ensire IRt the samplas are prapeTy rixed.

To nobvidia aesis, 300 100ul of each (iU Gontinl, cAlhEDr and sampe oMM the AD6OMTon piate I the o6l pate. Ensure
that e Sanples are propety mixed. Use a aiferent pipatie 1D for €3ch sampie

Ade DL of Sample Duenl 0 wel Al 36 2 reagernt DI3NE Check soTware and madef requirements T e commadd resgent
DAk west

Incubate the psa:ez Taom tempesxure 120-25°C) Tor 25+ 5 mnues.

YWash the microaed stips SX

A. Maoyal Wazh Procedure:

VigoroUsly stiake ois ihe Igusd AT the aels.

Fii 2ach miorowe! Wiz Wash Bulfer. Make suFe 0 3iT DUDGIRE &re Yapped it T wells.

Repaat 53206 3. B . For 3 0@ OF 5 washes.

Shake ot the wash sokion Tom ait the wels. Iverl the piate over a paper Iowel and ap Ty 10 FEMOVE any
residia 4ach soltion from the wels. Visudly nspect the piake ¥ ensue that ro recidudl #ash sduton remans
Collect w3sh SolION In 3 dispogae basin and Yeat wth 5% sodum Rypochionte (bieach at T2 end of the days
n.

AOOw

B. Automated Wash Procedure:

If UEINg 3N aNOMaded MICTUAR wath sysiem, 661 INe cispanging vOlume o 3C0-35Cpwesl. Set The wash cyse for 5 washes ~
no Geay belween washes. I necessary. the microwel pide mMay be emoved Tom the washer, Inveded over a papes lowsl and
tapped firmly io remove any residual waesh solubon from the microwes.

2

10
1.
12

1.
1

iS5,

A 100pL O the CorjugatelDe 3ch well, Ircaucing Teagent Diark welt a hesams? rate ard in tha sare order 35 the

Wene asoed. (CoNZnue NUTEeng Tom apova.)
iNCULIE he pIE & 100M Emperatule (20-25°C) Tor 5 + 3 mindes
YWI5N Tre MKUwells DY Maloaing ihe proceckre a5 0esSDed In sTep &
Ade 100 of TRHEYD 2ach wel, includng reagent blank wel, 3t he s3Ne rAte aNT IN DI SN2 OFOST 35 M SPACIMENS WaTs
adced (Cordruse Nimbemhg rom 2Dove
inGubaxe e plare & oM lempecdame (20-25°C) 106 10 10 15 MInLes.
STop the reaction by 300 5G4 o SOp SOLLoN T aach well, UG resgent biank well = the same r3te and In the s.ama
osder a6 Te TME was addecl Pop/tve 53rmpias Wil tum Tom blue D yeliow. Afler addng e Siop SOUTON. ap he ciate
seyera tImee to ensure that 2 s3TEies e Morougiy rixed.
S-l TNe MICSTAWEL reagier 1o nead E‘A?&éﬂq!'l d&nmmmmm tGD)D'mHI agangme
reagern blank. The pate should be read witin 30 mnutes 3fier the addiion of the SIop Sowson.

QUALITY CONTRDL

. Each ime he ass3y 6 Nun the CATLratorn MU be un i Toicae Are agert blark, NegadveCormrod, and PosTive Coairl mus:

@50 be INCLKIed N each aseay

. Calculate the meean of the thres Cairatr wels. 1T 2Ty of the Jree values StMer Dy more Than 15% Tom D mean. Esca) it

Yaue 3 cauaeE D Mean WEng e femaling Twoe wells.
The mean GO vaL: Tor e CEDRAlor and T OO v ues R T POETve NG NEJalve Controks Shousd Tail witin The Toiosing

ranges.

Lo range
Negatie Control =020
Cak oraor =630
Postive Cormol > 0500
a mewmwmwmmmmwcammmi 3.
Y The O3 of the Positive Comnol dvded by the mean O3 of the Cafbrator should be = 1.5,
e If e ADOVE CONCRONS e N0t MeX The X6t ENoUld De CoNEIdered Ireaid and SNOWd De repeatad.
DAI Cods £ 14242 F
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<. The Posltive Contro: and Negatve Control are Imended 1 mOnine M SLOstantial reagent alure and #8i ROt ENswe Frecision
& the acsay aL-oT.

5 mmmmwmﬂr\gmwm OF requiremEns OF FOCH, siate, ankor faderal FeQuiations. of
accreding

6 Refarn NCCLS mﬂ:"-—ﬂ SlEEKA Quial 2y Conlri Tof QUarTatye MeIs|fermants Hr guldance on a0p(op ate QC
pracices.

INTERPRETATION OFf RESULTS

A Calculadions:
1. Correcoon Facror
A cutof? OO valuafor posiive 5ampiae s beed GlefMiNad by he TanUTaciuner and come.aied 1 the Calbralor. The comeceton
Tactor (CFy weil aliow you 10 datenming tha cutf vaiue for posihve sampias and to comestor LI day-10-03y vanalions n st
resuls. The cortecton Tactor is delerminad e each lot of Kt corponents and s prmad o the Componert: LSt locatad In e kX
D
2. CuoroD Value
To coiah De cnft OO vaue multitly e CF by the mear OO of e Ca Dratomielertited above
{CF x mean OF o Caltvaisr = culntv QD walve)
3. Ingex Valres or OD Rasos
Caicuae the index Value of OD ®ato for each spacmen by dwviding s OO vakse by the cutof® OD Yorn step 2.

i Maan Golaloatr Ei= wﬂ.;iﬁﬁ___
CmFm{ch Epr
oGO - 0763 x 025 = D198
uritroan Specmen OO - cl2

Spacimen Index Vaiue or 00 Ratio G232 /0158 =218

B. Interpretations
rday V3ues or OD ratos are ‘marpreted as folons:

indeidiver OD Rall o

Negative Spacimens Bl
_Equivocal Specimens ‘: 110109
Postive Specimens :_ua

B.
The CO ratio is Intamreted and repcrled 35 folows:

Negazve: No oaectanie gV antibody, resut does Notexchude B bugdararinfection. An a0a00onal sampte should De jested within
445 weeks If sary TR 15 suspecied (3).

Equvocal; Current rcommendatons sl Mal equi-OCcal results should De Toliowed by suUpDIMManta Weslemn Biot tesling
(ANecem Biot assays for ATDONES 10 8 QUPTTET &R BUDPIEMETEa rathel Tiarl COMIMAncy Dacaucs Tk specific:ty is ess than
OptMal. parcuary for getactng ighl) This equivocal resut should be r2ported Wih mesuls Tom Weelem Bl Bsing. Resuts
Shoud not De reported UGl MesUppEMeral teetng is compeated.

Posmve: g/ artody it B LUDIET presampthely deliled Pef curen! FECommendstions. e Fesull Camot De ATl

merprc—neu smpiemnaivteam Biot tesing (Weeleim Botassays for aniodias 108, Buvpocras; are supoiemantal ramer
i5 less thar optmal. anty Tor I Resuns shoukl nol be untt

m t ;s soecm:ty partizasary Tof deteciing Ig\L.) recoried

LIMITATION OF THE ASSAY

1. Sera om patents Wi oiher soFucheta dIseases (SYPNNS, yIae. pirta, «eptospirosis, and relapsing Tever| and Nfecious
MoNOTUCENS s M3y gve 1368 posEhE resuts (9, 10). It Cases where "3ise posthe Teaclions are opsened. exenshe dinical
EMJEMINIOGICE 370 |300MEIoNy wWOKLps shoukd b2 camed oul 10 dalenming th2 gpedlic Eagnoes. Faise poGTwe 5613 fom
SYpivlis patients can be identiMad byrunning an RPR and 3 Treponema anmiody assay Tr syphis antbocy (11} True Lyme
dsease posiie sera wil b2 negathe in hate Issays

Faise nagatve requdls May Lo ODINed I S&MUM SIMOIeE 3re OIFAN DO 2arty 3fer onset of disease before anthody levels
have reached sgnificantiesels (12). Als0, eany antiiotc tThefapy May abof? an antbody response o the spiochese (13).

Al 03ta shoukd De Interpreted N conunclion Wi GNICa! SYTPIDMS OF RSEISe. e(VOPMICIOgIcal OXA, EXPOSUTE I endemk
Fe3s, and resuts of coher Bsie

RReumaloky BCise May Cause fase posiive resuls.

Sareenng of the gENSa POPULINON SNOUA NO? De pertrmed. The poGiTve pRACtve value Jepands on e Dretest ikelincos of
rractior. Testng should only te DEFfiem20 when cinioa! Sy TL20mE IFepfesern: of Sxposre s suspacted.

The performance cRaracierisics of ha DAl B Zupacrsn IgY SISA B8 ae nol estabilshed #ih SHTORE from Bvduals
vacon3ted mih B burgaofed antigens

p-w-u.m
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DPECTED VALUES
Orty 1T 1020% o paterss wan ECY aone have delqabie @ye's o arlody © B Supio Bi(3.1214) The g\ artboty
response usually peaks oM 210 6 weeks "ohowng irflachon, and is 07N not JeECtatk: Mg e 75t teo weells of Nfecion Tha

I9G 3Irsbody mumumﬂ'«ansmmrﬂﬁm A mmore COmpte SEOIOgKal Hichae nay be
somined by letIng acule 3Nd CONBEECEN] $65a.

MOE! papents (92-97%%) with neurplogics  COMOICIIONs, and ecsentally all panants with ATWEE have eenaed IG5 Mers 0 he
srpchete (12.15). N later Sages. 3 poUlve ATJOCY #E My heip AsINGUSh Lyme disease Tom o1 ral Menngitis or unaxplained
rene paisies A pOSITve AMTOOdy teeT My D2 pariculany USENU I diferamtiating Lyme ¥ Thitis oM MeUmatold arfamis. uerss

TS, 3 FRlters SyndTome (13) PaBErts wiNOut signs of JinicH TEanTes Of Lyme B5e3se shoukd 185t negatve afh the DAY
Borreia sLypoonter? g ELISA test System

PERFORMANCE CHARACTERISTICS
A. Comparative Study
STUDY NO 3

The Bomela durgoorlr g ELISA el sysiT was compared D 3 commnercialy avalowe ELISA test %0 detecion of igW
anibodies D B durpooreri A el of 210 sefum spaomens were lested by DOh procedures. The teel esuls e SUTMAanzZed
Do

Reiat ‘snceELISA

an - 2°
DAI SO - £2 1 =
Dursorfen] - 2 13 4
IQMELIS A - 3 8 2

Relative Senatitvity = 355% (42144

R elative Specifiichy =32.53% (13&/14T)

Agreement = $3.1%(178/131)

‘Results that were el vorai by 8fNer Method were exclsdad Trom thecacuations forsensr LTy, sDecificty, and agrement
SYUDYND. 2

mmmmmmarﬂ MmmuNcogy lBboratory & 3 medca schod. Taenly-One $213 oM panents #th acule and
COrVASSCRAL Lyme CISISe Were 1WERd Dy the igM ELISA. The paten: sera were wel ChaAcienzed Dy 3 récogrized aEhoaly.
Anne;nase{“nge 1) sera were from paterns #ih 3 characiensac SCW shin rash. Corvaescentsard Nad charaG ensIc symotoms
ct":age'-‘cr"‘tagn‘mesease Az par of s sy the Sera wese IS0 tagted by fve othar commardial Borafa urgoaren
KGG, AN IG5 spactEc ELISA aseayt. Recuns Tor the six ELISA 366ays are Smymanzed beiow:

ELISA ASSAY FOR: G L= DA i
Sampee DisE35e Tesin Test 2 Test3d (Tesia TestS Tests
No Sage
1 1 - + + - - +
2 1 -+ + - - - | +
3 i [ - - - -
3 5 - - - - - +
[ 1 - - - - - -
L] 1 - + - - - +
7 1 - + - + - +
: 2 + * L - i +
3 2 - + - = - -
10 2 - - - - - +
11 2 + + - - - +
12 2 - - + - + +
13 2 - + - - + -
12 2 - - -« @ - + -
15 3 T e - - - + T
- 3 - + - + + -
=17 3 - + - = E > =
13 3 - + + F3 + -
T8 3 + + + = + -.
| 3 - + + - + +
21 3 - * - - + -

Tar»e1mmmmmammmmmmmnmaammwﬂqm

INformation on the pesTormance of this 3ss3y Wit a masked, characienzead serum panal, This do2s not Imply an endorsement of the
assay by Me COC
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The CDC 8. buydortes m Serum Panst
StratiNed by Time After Onset
Tims rom orset S = Neg Toad e AQrEEMEnt With CINCH dagnosic
AXTLAS 4] 0 5 £ %
< 1 month 3 2} 2 ] B
-2 uRmiin T 0 4 g B
3-12 mons 3 1] 13 2C T%
> 1 y2ar 1 1] 7 8 B
Treal "% n 31 a7 am
B. REPRODUCEBILITY
To assess he reprodailiitly of the 66t sysiErm. B B80T BATTIEE WET tealed on Tuee SORSearhe days. DGt repicaes of ach
SETUM SITEE were Tult esch I3y, Tha: masn OD R0 and coesTicent o vaniabon (CV) wese Sakaaied for eacheaTiE These dals
e shoan DEeNoN.
Intra-Assay (n=0) Inter-Assay in=2)
TTOar b e P _Day 3 -
Meax [y Maan Msean
£ ol Ratin ('] Ratin  .°w 0, .Paftn v Rafin oV

"Il - 163 Lo a3 ~a. [ ] &%

z 1.72 ™ 150 &% 153 ¥ 1.63 e |

3. 1.33 8% 1.42 5% 121 % 1.32 %

4 107 % 128 % o2 % 113 0%

a8 £.85 e 3% 5% ces ™ .91 8%

& o621 11% 026 14 [~ 5% 222 13%

C. CROSS REACTIVITY

FET APECTIENS BTHT RAATE AN KO AMMENcAn NOmAlnUs yARR, DINFA, nenTnels niMmne SAases And syfidis may
CrOSIEat (14]

Ten serawfth FA ters of 160 1 1128000 ANDodes 1 NUOE amgans (ANA ) were Tegaive N MeS. Humaer igM ELISA
test
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1. DIUE TEUm 1241
2 Combine SOuL Of glutad serum W 100 L of Absorbert.
3. ASA diuled sarumio microwet 100 L fwed
& ixubale Xlo 30 mhutes

e NEEn

| 6.A0 ConuGaie— D0 plLiwet

I A S — incubaie 20 o 32 minut as
£.Wash

| 5 ASOTMBIOC ulivell
L ——3 NZLDATE TUTO 75 TaRKES
11 Aod Stoo Soaror 50 piiwes - Mx
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wyvmazpidtest.com

é&d See external lsbel 4 °C-8°C v:#em EE__.ﬁlma 1425-22

Lyme Disease 1gG
Car £ 1428-2Z

PRINCIPLE OF THE ELISA ASSAY

The Diagrostic Amtomanor B bugdofen ELISA rest cvater i- designed o detect TG class andhodies ©
B burgdoféri mhuman zea Wells ofplastc muorowell st are zensitized bypascive dr.orpror withB.
bw'g'.ia:fsn antigen Tke test procedure involves tiaee wcubaton steps:

=

Tezt zexa (properlty diuted) ar= incvbated in aomper coxtec microwells. Aoy antiger. —pacific antibody In
the zample wli bind to the immobibzed anhgzen. The plate 15 washed w remove wnbourd antbody and
cthay zanmm componants.

Feroxada-e Conjurated goat aat-human IgG (¢ cham spec:fic)is added to the wels and the plate i
wcubared Tae Conjugare wiill react with IgG amtbody immobilized o the solid phaze 5 step 1. The
well, ae walied wsennve waes ted Congupde

The mocrowells ccntanmyg inmobthzed peroxaiase Conjurate are incabated with perosadaze Sub=zate
Sohhen. Hydrolvas of he Schotrte by perccadase procuce: 2 color change. After a paiod of nupe the
n‘actxoc:l,xnppecmbe coor mlen=ity ofthe soluhon 11 measwred shotomemically. The color
wtensry of the solunor deperd- upon the anhtody concectranon m tte cngmal Bt sample.

SPECIMEN COLLECTION

1

~

3.

I: 15 recommendec that cpecimen collection be amed out 11 accordance with 25(CLS docurent M29:
Jrotechon of Labcratory Worsers fom Infecnions L) ence

Ho known test method can offer complete azarance that humar biooc zamples wll ot wansmn
ufechon. Therefore. all bicod dermvatve: shoud be connicered >otennally mfectons.

Onlv frezhlvdrawn andproperly re‘.'ngen!ed sera obtained by approved aceotic venipuscture
pocedures saould be usad m s azzav (6. 7). No anacoapulant: or precervatives should be added.
Avoiduzmzbemaolvy-ced hpemic. or bactenallvcontmmunated zeca

Store zawnple 3t roxn temperature fr ro lon ger tham § howr=. If :ectiny 1 net perfrmed withn 8 hog-,
zara may be storec between 2 and §°C fix no bogerthan 48 bowrs If delayin testing 15 anticipated.
dore tect cexx & —20°C or lomer, Avoid altiple freeze thrw cycle:s that maycause loos of arnbady
atiity and @ive aroneous remits.

DAl Coda=1 1
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EQUIPMENT AND MATERIALS:

Materials required but not provided:
=  ELISA microwell reader capable ofreading ata waveleneth of 130nm
¢ Pipette: capable of accurukely delnenng 10 to 2060l

e Mfuinchinral pipetre capable of accarately deltvening (56-200u7)
¢ b bt w meaowell oy syl

s Drisullec ar deonized wata.

¢  (One [tte- gradnated cylinder.

¢ Serologcal prpeties.

® D:-poade prpetts tips.

¢ Paper towels

e Laboratery tumer o momror incubaton ztep:.

L

Dhzposa basin and disinfectant. (example: 10% houselold bleach. 0.5% sodiun
kypochionte }

MATERIALS PROVIDED

Each iat contarr- the folowire camponent: ir sufficient quarntie: to perform the numbe: of tests indicated
o packaging ibel Note: All reastive reagent: corntun zodnun aznde 2 a preservative ata concentranon of
0.1%5 =)

I FLAT: j 1 Fale % wel coofgued o twebe KBowel e cooind sth mxteos § sugoeen (B31 sty
aoger Trex ORF 3L kagid n A5HW hobEr 20 92aK) nanerr.ekpe win #selant
| LA | 2 Cofppde SonGaed s A0sh peiefa) OO 40Vt s [ than

weutn Rext/owe One 15 nlvidwD: Jwhits €3p
[ zowmar [ - )3 Posbe Conrd jHuman Sensmy Ot 0 32ML W3 witha =dap

I AL 14 Catpotr [Haman Seum) One 32 mL s wih atiue cy
| TR | | § neGHrA Corg O anman Senen | Toe2 0 35 Nl wa win 332encan
1 DILGC | € Campkcaisr Oncl ML bothc (gEcncpicantunirg T=con-20 bown: acrun diumn omd shopdhecs

Dfferet-salte x4 7 2 20 1) Creensciution feag stone tcte Shoke Well8efomUse (Prooct x waor |
Frazanave atond

1 AN T ™B |7 ™B Ow 1l arbs bole(.anbot capycoslas £] 33 §,54c0 Faetly pengigne
ITraf) Mecarytovte Gontam [FaGos B wy

i SN | 5@ |8 =m0 sowson One 1 ml beths CPacan’ rantirina tk HE0, 0 T HE
Reya,-Duse

[ NASHBUF | 18- }5 \wah buffer corcenre (10<] dite | pI° coneerfrate -» 9pans decrred o
a5y wasr e 00 mLO0MNE(GRAr Cap) CINTANNG 3 11¢ (ONLenirIa pronaR -0 eneckuine g
Twe ¥ N)SOULN @hs> S0LI0NY) NOTE W olfieymil fine 3pH of 32 202

The fdlowing component are no: kt lot mamber dedendent aod may te u-ed mrerchangeably with the
ELISA azsavs: TMB. Stop Soluhion, and Wazh Buffer.

Note: Kir also contains.
1. Component It contnirg lot specific mformanon 15 tnside the kit box
2 Psckage nert providmy mstractions for uze

Storaze Requirement::

1 Sore te unopened kit between 2 and 3°C.

2 Coated microwel! stups: Store between 2 and 8°C. Exwa -mp- chould be immedbately recealed wth
deticcant and retined to proper storage. Stape e stablefor 60 days afterthe ecvelope has besn

-*

DAICodesl

92



O ke o

o~

opened and properiy receaied and the mdicator strip on the desiccant pouch remaies blue.

Coprugate: Store betweer > and 5°C. DO NOT FREEZE.

Calibrator. Positive Control and Negative Control: Store betweer 2 apd §°C.

TMB: Store betwveen * and §°C.

YWask Buffer concentrate {(10373: Store between 2 and 25°C. Dnbated wazh buffer (1) 5 stable at room
temperature {207 to 25* ) for up to 7 days o for 30 days between 2 and §°C.

Sanple Dhluent Store betweer X ard 8°C.

Stop Sohmon: Store between 2+ and 25°C.

QUALITY CONTROL

Each tune the assay 15 nm the Cahibrator »met be run in tiphicate. A reagent blank. Negative Contol,
and Pozinve Connol must also be included in each aszay.

Calrulate the mean of the three Calibrater wells If any of the three values differ by mare than 15%
from the mear di-card that value and calcuiste the mesn womg the remaming two wells

The mear OD value for the Calibraor and the OD vahe: for the Poative znd Negative Control: ~hould
fall wathur the following ranges:

ODRKange
Negative Cortrol 0.250
Cahbraor 0.300
Poxhive Control 05950

a. The OD oftke Negative Control diaded by the mean OD of'the Cahbratorzhould be < 09,

b.  The OD ofthe Posive Control drided by the mean OD ofthe Cahibraor should be> 1.25.

¢ Ifthe above conditions e not met tha tet shonid be connidered 1mabd and theuld be repeated
The Postave Cortrol and Neganive Contiol are intended to monitor for zubstantal reagent faure and
wiil ot enswte precision at the assay cut-off.

Additional controls may be tested according to gpwidelire: or requiremert: of local, state, ard'or federal
regulations or accredinng organizations.

Refer to NCCLS document C24: Statiznical Quahtv Conmrol for Qnasnntative Mea nmrements for zudance
on appropnate QU pracnces.

PROCEDURE STEPWISE:

1. Remove the indradual component: from storage and allow them to wamm to room temperature
{20-25°C}.

3 Determins the mumber of mcrowell: reeded Allow ax Contral/Cahbzator determinaton: (one Blank,
oneNegatie Control. three Cahi brators and one Positive Control) perrur. A Reagent Biank chould e
nm on each azay. Chack coffmare and reader requirements for the correct Controls'C alibrator
confirurations. Retwn unuzed =rips © the recealable pouch with denccant, ceal. and return to storage
bettveen 27 and §*C.

 EXAMPLE PLATE SETLP

i b

A Blank Patient 3
5] Neg Coutivl | Patieut 4
C Calibrater Erc.
D Cabbrator
E Caltbrator
F Pos. Control
G Panemr |
H | Patenr?
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3. Prepare a 1:2]1 ditution (e.g: 10ul. of zerum~+ 200uL of SampleDiluent. NOTE: Shake Well Before
Ue} of the Neganve Control. Cahibrator. Positive Control. and each panent zenmm.

4  To individnal wellz, add 100:L of each dihuted comtrol. cahibrator and sample Enrwe th= the camples
are pros ety myixad. Uhe a differert pipette tip for each sample.

3. Add 100ul of Sample Diluent vo well Al 2= a reagent blank Check software and reader requarement=
for the comrect reagent blank well confizwration

6. Incubate the plate at room temperature (20-23°C) for 25 + 5 mumates.

7 Wask the pucrowell smps 53

A Magual Wash Procedure:

3. Vigorously shake out the ligwed from the wellz

b il each microwell with Wach Buffer. Mzke sure no ar bubbles are trapped in the wells,

<. Repeat stepz 2. and b. for a total of 5 waskes

d Shake eust the wach -olunon fiom 3}l the wellz Irvert the plate over a paper towe! ard tap firmly to
remove any residual wath soiution from the wellz. Visually inspect the piate ®o ensure that no
residuai wask solution rematn:. Collect wash zolunon 1e a dizposable basin and weat widh 0.5%:
~odrum hypochlonte (bleach) at the end of the davs nm.

B. Automated Wash Procedure:

If usirg an sutomated microwell wazh syvstem. zet tha dizpensing volume 1o 300-3 50ul ‘well. Set the wazh

cvcle for 5 wache: with no delay between waches. If necessary, the mucroweell plate may be removed from

the wacher. inverted over 2 paper towe! and tapped firmly to remove any resxdual wash solution from the
microwells

S Ad@ 100ul oftte Con'n_=xe 1o eaxch well ncludinz reazest Hank well 2t the camerate and in the zame
order as the specimen: were added.

9 Incubate the piate at room temperaruve (283-25°C) for 25 + 5 munuses

10. Waczh the microwells by followingthe procedure 2z desenibed 1n step 7.

11. Add 100ul. of TMB to eech weil icluding reazent blank weil at the same rate and m the same order as
the specimens were added

12. Incubate the plate at roomtemperature (20-23°C) for 10 to 15 munutes.

13. Stop the reacnon by zdding 50ul of Stop Solution o eaxch well nchuchng reagent biank well. ar the
-ame rate axd in the —ame order as the TMB was added  Positrve samples will turn from blue o yellow:
After addmz the Stop Solutior tzp the plate several times © encure that the camples are thoroughty
mixed

14. Set the microwell reader to read at a wavelength of 150nm and mwmsure the optical dencicv (OD) of each
well agamnst the reagent blank The plate should be read wathin 30 mirute: after the 2ddiion of the Stop
Sohkztior.

CALCULATIONS'REPORTING RESULTS:
A. Calculation::
1 Correcrion Factor
A cutoff OD value £ posiiive campies has been determined by the manufacturer and cotrelated o the
Calibrator. The correcnor fzetor (CF) will allow vou to determins the cutoff valwe for poauve samples and
to comrect for slisht dav-to-day vanations in test rezults. The correction factor is determuned for each lot of
anomnnandbpnmdmdmCotnpommh:tlocammﬂmknm
2 CutofFOD Value
To cbtain the cumteff OD value nmulnply the CF by the mean OD of the Cahbrator determuned sbove

(CF x mean OD of Calibraror = cutoff OD valusj
3 Index ¥Values or OD Ranos
Calculate the Index Value or OD Rano for each specimen by dividing itz OD value by the cutoff OD from
step 2

DAI Code # 2 P




Example:

Mean OD of Cahbrator = 0793

Correction Factor (CF) = [025

Cut off OD - 0.793 = 035 = 0.198
Unknown Specimen OD = 0432

Specimen Index Value or OD Ratio = [0432/0198=218

B. Interpresations:
Index Value: or OD rano: are interprered a: follows:

Index V'alue or OD Ratio
Negatve Specunens < 0.90
Equivocal Specimens 091t 109
Posiive Specimens | =110

The OD 1atio 15 interpreted and reported 3 foilows:
Nrgative. Do detectable 1:G auiady, seull does ot eadude B b gdor fen ulecion. Au addiional
sample zhould be tested within +-6week: if early mfection 15 zuspected (15).

Egquvocal: Curvent recommerdanon: ~tate that equvocal results -hould be followed by nupplemental
‘ostarz Blot tecting. (Wastarn blot aszayz for antibodns to B bwgderfiri are cupplamantal rather than
confirmatory becruse their specificaty 15 less than optimal. partwulariy for detecting M) This equivocal

rezi’t should be reported with rezults fom Western Blot tectig Results should not be reported until the
supplemental tezting 15 completed.

Positive: 12G annbody to B buwrgdaferi pre-umptively detected Per current recommendation:, the rezult
camrsot be futher interpreted without supplenental Weztern Blot tesungz, (Western Blot azzay: for
antibodie: to B burgdorferi are zupplemental rather than confirmatory because their cpecificaty 1z lecs than
optimal partcularly for detecting Iz A} Results should not be reported until the supplemental testing 15
rarpleted

PROCEDURE NOTES:

1. For In Vitve Dhagroztic Use

) Normal precaution: exercised i handling laboratory reagent- :hould be followed. In case of contact
witheye:, rince imedistely withplenty of nater azd seek medical sdvice. Wear mmtableprotective
clothing. gloves, and eve/face protection. Do cot breathe vapor. Dispose of waste observing all local.
state, and federa! law=.

3 The walk of the FTISA plate dn nee contam 1able arpaninms Howsver, the s shonld he canuiderad
POTENTIALLY BIOHAZARDOUS MATERIALS and handled accordingly.

4 The human <enm controls are POTENTIALLY BIOHAZARDOUSMATERIALS. Source matenals

from which thee product: were denved wese found regatrve for HIV-1 antizen. HB:Ag. and for

antibodie: againzt HCV and HIV' by approved ®:t methods. However, since no text method car: offer

complete azzurance that infertious agent= are absent. these product= hould be handled at the Brocafety

Level 2 a; recommended for any potentally infections kuman <erum or biood speczmen in the Center:

for Dizease Control’Nanona! Institutes of Health manual “Biozafery in Microbiologeal and Biomedical

Laboratories™ current edior: and OSHA *s Standard for Bloodbome Pathogens (5).

The sample difuent. controls, wxh buffer, and conjugate contam sodium aznde ata concentration of

0.1% (wW). Sodiun azxde has been reported to fom lead or copper xmdes iz laboratery plumbng

which may cause explosions on hammenng To prevent. ninse 2ok thoroughly with water after

dposing of 0MNoD CONIMMEE J0AWNazGe.

£ Adhoronce t tha snacifisdtima and temmeratms of menhaniane i ezzenfal for acenmate racnit All
reagents mu:t be allowed to reach room temperature (20-25°:C) before starting the assay, Retum

LA
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8.
10
11

iz
13
14

15

16
i7
18
19
20
A

20

umiced reagerts to refiigerated temperature ummediately after uze
Tooproper wa-hing could cauce fal-e posave or falze negative result: Be ome to mumnmze the amount
of amy recidual warh solution: (eg.. by blothng or asprahon) before adding Comu=ae or Subztrate. Do
rot allow the well: to drv out between mcubanons.
The Stop Solution 12 TOXIC. Canses burna Toac by inhalation. in contact with skin and if swallowed.
In cace of accident orif you feel unmwell, ~eek medical advice ynmediately.
The TAMB Solutioz: 1s HARMFUL Imtating to eyes, zespmatory system and zkin

. The Wach Buffer concertrate 1o an IRRITANT. Imtanng toeves, respmatory sy=tem and kin.

. Wipe bottom of plate free of reciduat liqud ard'or Sngzerpnint that can alter optical denzine (OD)
readings.

. Dhivnon or aduiteranon of thee reagent: mav generate erromeoun: recuits

. Reagenor: from other source: or manufacturers should not be wsed

. TMB Solution should be colorless. very pale vellow, very pale mreer. or very pale blue when used.
Contamination of the TMEB wathcon,uzate or other exadants wallcauze the 2olution to change color
prematurely Do not use the TMB 1f it 12 noticeably blue 1n color.

. Neverpmette by mouth. Avoidcontact of reagent andpanert specimen: with skm and mucous
pembrape:

. Avoidmicobal contaminatior ofreagent- Incorrect result: may occur.

. Go:s contanmnation of reagentr and'or zampies could cause erroneow: recults

. Reusable gla-cware mmuct be washed and thoroughly nnsed free of all detergents.

. Avoid splazhing or generanon of aero-.d-

. Do not expoze reagents o -trong hgbt dunng ctazse or incubztion

. Allowing the microwell stnps and bolder o eqauhibrate to room temperature prior © openng the
peotective enveiope will protect the wells from condencanon.

. Wask zolution should be collected ir a disposal basir Treat the wacte oiution witk 10% howsehold
bleach (05%s zodmm hypochlonite). Avoid exposure of reagents 1o bleach fumes.

23, Cauton: Liqud waste at acid pH :hould be neutrahized befose addmg to bleach zolution

24. Do not use ELISA plate f the mdicator strip on the deziccact pouch ha- tuned from blue © pimk

25. Do not allow the conrugate to come m contact with contamer: or instruments that may have previonsty

26.

cortaired 3 solutor utilizing sodium ande a: a presenvative. Readual amonnts of sodnun azide may
dectroy the conjugate s enzvmatic achivity.

. Do not expose anv of the reactive reagents ko bleach-contaizing olunons or to any strong odors from
bleach-~containing sohution=. Trace amowunts of bleach (sodmm hypochlonte) may destroy the biologacal
actvzty of many of the reactive rasents within the: ket

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE:

1

!J

4

P

CAICodes]

Sera fiom patiects with other cpirochetai diseazes (cvphilic, yaws. pinta, leptocprozis, and relapring
fever), or mfection: monopucleos:z and sy:texmic hpm: ervthemstomuzs may zive false pozitive results
8. 9). In caze: where falze postive reactions are obrered. extensive climcal eprdemuciomic and
Labosatory workup: should be camed out &> determire the specific dragronis. False pociive sera from
syphilis patents can be identified by nmning an RPR. and a weporemal antibody assay oo sach
specimens {10). True B. burgdbrfsri dizease positive sera will be nepative in these asmays.

Faice negative esults mav be obtained if zerum samples are drawm: too early after oncet of dizeaze
before annbody levels have reached agmficant levels (8). Also, earty anhbiotic therapy may abost an
antibody response to the spurochete {1 1).

All data should be irterpreted 1n conjunction with chmical symyptony: of diceaze. epidemolome data,
exposure in endemue aexs, and reauits of other laboratory tests.

Screenirg of the genaral popuiation should not beperformed The poziive predichive vaiue depends on
the pretect likelihood of nfection Testing -hould only be performed when clinical symptoms are
present orexposure &= suspected

The performance characteristis of the DAL B burgdorferi IgG ELISA tect are not establi-hed with

96



samples from uydividuals vacceinated withB. Burgdosferi antigen:,
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Anexo 1. Formato de registro médico.

CARTA DE CONSENTIMIENTO

Naveojoa, Scnora a los dias del mes de del afo 20

El {1a) suscrito (a), de nombre

Por este conducto, hace constar que dd su autorizacion para participar como paciente del estudio
denominado: “DEFECCION DE [eptospira interrogans MEDIANTE LA TECNICA DE
INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA EN PACIENTES PROCEDENTES DEL SUR DEL ESTADO DE
SONORA" asi como proporcionar informacion en relacion a su salud y de tipo socioeconomica para
el cumplimiento de los fines de investigacion que tiene por objetivo dicho estudio, cabe mencionar
que los datos personales del paciente quedaran en el andénimo.

Todos los dates obienidos serdan empleados para fa realizacion de la tesis de licenciatura para
obtener e titulo de QUIMICO BIOLOGO CLINICO por el alumno Roman Obed Cruz Gémez, con
numero de expediente 210216277 en la UNIVERSIDAD DE SONORA, UNIDAD REGIONAL SUR.

Dra. Norma Patricia Adan Bante Firma

Responsable de Investigacion Paciente
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Anexo 2. Formato de sintomatologia.

LABORTORIO DE IMVYESTIGATION
ZS0NO5S v ENFERIVIEDADES TROPICALES
DE LA RESIDN DE PAayD
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