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RESUMEN (en espaiiol)

La enfermedad de Lyme (EL) estd causada por la espiroqueta Borrelia burgdorferi sensu lato
(s.). Es la infeccion transmitida por garrapatas mas frecuente en regiones templadas del
hemisferio Norte. El suroccidente asturiano es una comarca que retne las condiciones
medioambientales y climatoldgicas propicias para el desarrollo del vector y se considera una
zona endémica de la enfermedad con un elevado nimero de casos. La tesis se disefi6 para
conocer la situacién de EL en el suroccidente de Asturias, mediante el estudio de la poblacion
afectada y las manifestaciones clinicas que presenta, junto con la distribucion del vector y la
presencia de Borrelia burgdorferi s.| en él. Ademas, se planted optimizar su diagnostico con
el desarrollo de una nueva técnica basada en la deteccion gendmica que permita
complementar los resultados de las pruebas de deteccion de anticuerpos empleadas hoy en
dia en los laboratorios de microbiologia clinica. Este proyecto se realizé en un periodo de tres
afios comprendidos entre 2013 y 2016.

Se elabordé un estudio de anticuerpos frente a B. burgdorferi s.| en 1432 personas
pertenecientes al drea Sanitaria II del Principado de Asturias, clasificadas en tres grupos:
donantes de sangre, personas con patologia no relacionada con la EL y personas que tenian
solicitada una serologia de B. burgdorferi s.| como parte del diagnéstico diferencial de su
enfermedad. La seroprevalencia global obtenida fue del 13,2%, obteniendo valores de 5,1%,
14,4% y 16,2% en cada uno de los grupos. En 1183 pacientes se realizaron ensayos de
anticuerpos frente a B. burgdorferi s.| de los que 36 cumplieron criterios de EL. La
manifestacién clinica mas frecuente encontrada fue la afectacion dermatologica (2,04%),
seguida de la afectacion neurolégica (0,51%) y articular (0,51%). En el laboratorio se disefio

una técnica de amplificacién genémica a tiempo real (PCR-tr) que fue capaz de detectar la
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presencia de B. burgdorferi s.| de manera répida y sencilla. Se clasificaron 899 garrapatas
recolectadas de la vegetacion y 183 recolectadas de individuos. El tipo de garrapata mas
frecuente encontrado pertenecia al género Ixodes (90,85%), seguido de Dermacentor
(6,28%), Rhipicephalus (2,13%) y Haemaphysalis (0,74%). La distribucion fue similar en los
dos escenarios estudiados. Se detecté B. burgdorferi s.| en un 13,84% de estos ejemplares.
En 195 de las garrapatas se estudié la presencia de Rickettsia spp Y Anaplasma
phagocytophilum. Rickettsia spp se encontré en un 6,66% de los ejemplares y Anaplasma
phagocytophilum en un 1,02%.

El conjunto de resultados obtenidos permiten alcanzar un amplio conocimiento de la EL en la

zona, demuestran la importancia de la misma y aportan datos para ayudar a mejorar su

diagnostico y prevenir su expansion.

RESUMEN (en Inglés)

Lyme disease (LD) is caused by the spirochete Borrelia burgdorferi sensu lato (s.l). It is the
most common reported tick-borne infection in the temperate zones of the Northern
Hemisphere. The south-western region of Asturias is characterized by environmental and
climatic conditions that favour the development of the vector and it is therefore considered
endemic presenting with a high number of cases of infection. The thesis was designed to gain
a deeper understanding of LD in southwestern Asturias through the study of those affected
by the disease and the clinical manifestations thereof. In addition it examined the
distribution of the vector and whether it presents with Borrelia burgdorferi s.l. In order to
optimize diagnosis, the development of a new technique based on genomic detection
complemented the results of antibody detection tests currently used by clinical microbiology
laboratories. This project was carried out over a period of three years between 2013 and
2016.

An antibody study against B. burgdorferi s.I was initiated in 1432 people belonging to the
Health Area II of the Principado de Asturias. They were classified into three groups: blood
donors, people who sought a consultation not related to LD, and people who had requested a
serology of B. burgdorferi s.I. as part of a differential diagnosis. The overall seroprevalence
obtained was 13,2%, with values of 5,1%, 14,4% and 16,2% in each of the respective
groups. In 1183 patients antibody tests were undertaken against B. burgdorferi s.l of which

36 met the diagnostic criteria for LD. The most frequent clinical manifestation found was that
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of dermatological involvement (2,04%), followed by neurological (0,51%) and joint
involvement (0,51%). A real-time genomic amplification technique (PCR-tr) was designed
and developed in the laboratory that was able to detect the presence of B. burgdorferi s.I.
quickly and easily. A total of eight hundred ninety nine ticks collected from vegetation, and
183 collected from individuals, were classified. The most frequent type of tick found belonged
to the genus Ixodes (90,85%), followed by Dermacentor (6,28%), Rhipicephalus (2,13%)
and Haemaphysalis (0,74%). The distribution was similar in the two scenarios studied. B.
burgdorferi s.l. in 13.84% of these specimens.

In 195 of ticks, the presence of Rickettsia spp and Anaplasma phagocytophilum was studied.
Rickettsia spp was found in 6,66% of the specimens and Anaplasma phagocytophilum in
1,02%.

The set of results obtained significantly deepens the understanding of Lyme disease in the
area, demonstrates the impact of the disease, and provides data to help improve its

diagnosis and support efforts to prevent further expansion of the disease.

SR. PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO
EN BIOLOGIA MOLECULAR Y CELULAR







“Lo importante es no tener arrugas en el cerebro”
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1. INTRODUCCION






1.1 La enfermedad de Lyme: historia y epidemiologia

La enfermedad de Lyme se describié en 1977 a raiz de una serie de casos epidémicos
de artritis a orillas del rio Connecticut, en las localidades de Old Lyme, Lyme y East Haddam.
Ya en aquel momento se pensaba que podia estar en relacién con la picadura de garrapata 1.
Esta artritis se considerd una de las posibles manifestaciones incluida en una enfermedad
multisistémica que se conocia con anterioridad en Europa bajo otras denominaciones como
eritema cronico migratorio, sindrome de Bannwarth o acrodermatitis cronica atroéfica.
Finalmente adoptoé el nombre de enfermedad de Lyme la cual podia afectar a diferentes tejidos
u 6rganos, no solo a las articulaciones 2.

En 1982 se aislé una espiroqueta del intestino de las garrapatas. Recibié el nombre de
Borrelia burgdorferi en honor a su descubridor Willy Burgdorfer 3. Este mismo microorganismo
fue aislado de muestras clinicas de pacientes que presentaban caracteristicas clinicas propias
de la enfermedad de Lyme 4.

En el hombre, la enfermedad esta producida por un grupo relacionado de espiroquetas
del género Borrelia, denominado Borrelia burgdorferi sensu lato (s.l).

La enfermedad de Lyme es transmitida por picadura de garrapata y se presenta
principalmente en zonas templadas del hemisferio Norte. Se encuentra ampliamente
distribuida y es la enfermedad por picadura de garrapata mas comun en Europa y en Estados
Unidos >.

Asi pues, la enfermedad estd condicionada por la presencia de las garrapatas. Su
distribucion se relaciona con los habitats donde éstas se localizan, esencialmente ambientes
rurales o relacionados con el campo. Existen una serie de factores de riesgo relacionados con
esta enfermedad entre los que se incluye el desarrollo de actividades ocupacionales y/o de
recreo en zonas donde la garrapata esta presente ©,

En Estados Unidos, donde la enfermedad es de declaracién obligatoria desde 1991, el
numero estimado de casos supera los 300.000 al afo 7.

En Europa, la incidencia de la enfermedad es desconocida y es dificil estimar los datos
porque solamente es de declaracion obligatoria en determinados paises. Las tasas de
incidencia por pais varian de menos de uno a 632 casos por 100 000 habitantes afio 8. En los
ultimos afios se constata un claro aumento sobretodo de oeste a este, con las mayores tasas

de incidencia en Europa Central. Espafia es el pais que presenta la segunda incidencia mas



baja de Europa con 0.06 casos por 100 000 habitantes afo en el afilo 2010. Muestra un
incremento anual entre el 5% y 15% en la incidencia. En el afio 2015 en la provincia de Lugo

se registran 11,6 casos por 100 000 habitantes/afio 8°.

1.2 El agente etioldgico: Borrelia burgdorferi

Las bacterias del género Borrelia pertenecen a la familia Spirochaetaceae, orden
Spirochaetales 19. El género comprende 37 especies con capacidad de producir patogenicidad
en aves y mamiferos, entre los que se incluye el hombre. Estos microorganismos se transmiten
por artrépodo vector, caracteristica que lo diferencia de otros géneros de la familia 1.

Dentro del género se distinguen dos grupos de microorganismos segun la patologia que
producen: los agentes causantes de la enfermedad de Lyme, conocidos como complejo Borrelia
burgdorferi s.l y el grupo compuesto por los agentes responsables de las fiebres recurrentes.
En funcidén de marcadores moleculares especificos y los distintos perfiles de patogenicidad de
las diferentes especies de Borrelia spp, el género se ha dividido recientemente en dos géneros:
uno nuevo, Borreliella gen. nov., que engloba los microorganismos responsables de la
enfermedad de Lyme y otro que mantiene la nomenclatura que ya existia, Borrelia, que
contiene los agentes causantes de las fiebres recurrentes 12,

B. burgdorferi s.| esta compuesto al menos por 20 genoespecies aisladas de vertebrados
y garrapatas. Catorce especies estan incluidas en el nuevo género Borreliella 2. Aunque esta
nueva division en dos géneros diferentes no esta del todo aclarada y aun existe controversia
y discusioén sobre el tema 12-15,

En el hombre no todas las genoespecies son patégenas. Sélo un pequefio nimero de
ellas ha sido aislado de muestras humanas. En Europa y Asia, las genoespecies que afectan al
hombre, son principalmente B. burgdorferi sensu stricto, B. afzelii y B. garinii. Es esta ultima,
la genoespecie predominante en Asia y la Unica, hasta el momento, aislada en Espafia 1617,
Por otro lado en Europa, genoespecies como B. bavariensis y B. spielmanii también son
capaces de causar enfermedad, mientras que B. bissetti, B. lusitaniae, y B. valaisiana parecen
tener menos importancia clinica ya que han sido aisladas esporadicamente en muestras de

pacientes 16,
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En América del Norte, estaba descrita B. burgdorferi s.s como Unico patégeno humano,
pero recientemente otras genoespecies, B. americana, B. andersoni y B. mayonii han sido
relacionadas con la enfermedad 18-29,

En la Tabla 1 se recogen las distintas genoespecies conjunto B. burgdorferi s.|.

Tabla 1. Genoespecies de B. burgdorferi s.| agrupadas segun su procedencia.

EUROPA ASIA NORTE AMERICA
B. afzelii *2 B. afzelii @ B. americana?

B .bavariensis *2 B. bavariensis? B. andersonii

B. bissetti * B. bissettii 2 B. bissettii 2

B. burgdorferi s.s *2 B. garinii @ B. burgdorferi s.s?
B. filandensis B. japonica? B. californiensis
B .garinii * B. sinica @ B. carolinensis?
B. kurtenbachii @ B. tanukii @ B. kurtenbachii @
B. spielmanii *2 B. turdi B. mayonii

B. lusitaniae *2 B. valaisiana

B. turdi B. yangtze

B. valaisiana *2

*Especies que producen enfermedad de Lyme en Europa; @ Especies propuestas para el nuevo
género Borreliella.
Las espiroquetas del género Borrelia son bacterias largas y delgadas (Figura 1).
Presentan forma espiral y una gran motilidad gracias a un numero variable de flagelos. Su
estructura esta basada en un cilindro protoplasmatico rodeado de un periplasma, donde se

insertan los flagelos, y una membrana externa.

Figura 1. Borrelia burgdorferi, microscopia de campo oscuro 2!
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Los miembros del complejo de B. burgdorferi s.| son parasitos obligados, tienen una
capacidad metabdlica limitada y dependen mayoritariamente de los huéspedes para su soporte
nutricional, porque por si solos no pueden llevar a cabo la sintesis de los componentes
necesarios para su supervivencia.

La estructura gendmica es compleja, altamente segmentada y de pequefio tamafio. Esta
compuesta por un cromosoma lineal y 21 plasmidos, 9 lineales y 12 circulares de diferentes
tamafios.

Los genes codificados en el cromosoma son similares a los encontrados en otras
bacterias, sin embargo, gran parte de los genes codificados en los plasmidos parecen ser
propios del género Borrelia.

En el cromosoma estan codificados transportadores de membrana que facilitan el aporte
de los componentes necesarios para su desarrollo. También esta codificada la flagelina (p41)
o Fla B que le facilita su entrada en el hospedador, su diseminacién y la penetracién en los
tejidos, asi como la posibilidad de movilidad en medios viscosos como es el liquido articular.

Un importante nimero de los genes que se encuentran en los plasmidos, codifican un
grupo de lipoproteinas externas de superficie denominadas Osp (outer surface protein). Estas
lipoproteinas son esenciales para establecer el ciclo zoondtico. Permiten a la espiroqueta
mantenerse en su vector o en su hospedador mediante cambios de expresion. Asi, cuando las
espiroquetas se encuentran dentro de la garrapata expresan Osp A, lipoproteina que permite
su supervivencia y adhesion en el intestino. Cuando la garrapata alcanza al vertebrado para
alimentarse, al llegar la sangre al intestino, las espiroquetas van a desplazarse hacia las
glandulas salivares y se va a producir un cambio de expresion: dejan de expresar Osp A y
comienzan a expresar Osp C. Esta lipoproteina Osp C va a facilitar la invasién a través de la
piel y dejara de expresarse al poco tiempo para evadir la muerte mediada por anticuerpos. Al
mismo tiempo, la proteina VISE (proteina de superficie de membrana) se empezara a expresar
reemplazando las funciones de Osp C durante la infeccidn tardia. La espiroqueta consigue
también su permanencia en el hospedador mediante variaciones antigénicas de VISE 22.

El cromosoma lineal no presenta variaciones considerables entre las distintas
genoesepcies de B. burgdorferi, mientras que en los plasmidos estan descritas variaciones
notables que pueden ser una de las causas mas importantes de las diferencias que existen en

las manifestaciones clinicas de la enfermedad de Lyme en las distintas regiones geograficas 23,



1.3 El vector y la transmisién del agente etioldogico

Las garrapatas son ectoparasitos hematéfagos obligados que se encuentran distribuidos
a nivel mundial. Pertenecen al Phylum Arthropoda, Subphylum Chelicerata, clase Aracnida,
subclase Acari, orden Acarina, suborden Ixodida (Metastigmata) y familias Argasidae
(garrapatas blandas), Ixodidae (garrapatas duras) y Nutellidae. El grupo incluye alrededor de
820 especies, divididas entre las tres familias 24,

En el hombre, la mayor repercusion clinica la tienen las garrapatas de la familia Ixodidae
gue contiene agentes transmisores de diferentes enfermedades bacterianas, viricas y
parasitarias 2°.

Existe un gran numero de especies dentro de la familia Ixodidae, clasificadas en 12
géneros. Todos ellos poseen cuatro estados evolutivos: huevo, larva, ninfa y adulto.

Las larvas son de pequefio tamafio que se diferencian por tener tres pares de patas. Las
ninfas son mas parecidas a los adultos, ambos poseen cuatro pares de patas, pero se
distinguen bien de estos por el tamafio. Los adultos, una vez definido su sexo, a diferencia de
las larvas y las ninfas, presentan un poro genital en su cara ventral.

El cuerpo de las garrapatas de la familia Ixodidae estd formado por dos partes
diferenciadas el gnasthosoma o capitulo y el idiosoma o cuerpo donde estan unidas las patas
que utilizan para la locomocion. En el gnasthosoma o capitulo se localizan los 6rganos bucales:
el hipostoma, pieza especializada que presenta varias filas de dientes, los queliceros y los
palpos, que le facilitan el anclaje en el huésped y su alimentacién. El cuerpo presenta un
escudo dorsal quitinizado del que reciben su calificativo de “garrapatas duras”. Este escudo
muestra una clara diferencia en los adultos machos, que ocupa la practica totalidad de la
superficie dorsal, mientras que en las hembras queda limitado a la mitad. Esta desigualdad va
a permitir a las hembras aumentar su volumen corporal consiguiendo realizar un acopio mayor
de sangre necesaria para la produccién de los huevos.

Las garrapatas adquieren B. burgdorferi durante su ciclo vital. Su picadura generalmente
es indolora e indetectable. Ello, unido a su pausada alimentacion, facilita su funcién de vector,
aunque en sefialadas ocasiones actlen también como reservorio de las bacterias 2.

El ciclo bioldgico de las garrapatas suele durar entre uno y tres afios, en funcion de la
especie y de las condiciones medioambientales. La mayoria del tiempo la garrapata se

encuentra libre en el medio ambiente y necesita alimentarse para pasar a un nuevo estado



evolutivo. En todas las etapas se alimenta sdlo una vez, proceso que dura varios dias. La
garrapata busca su presa y cuando se fija, permanece en ella mientras se alimenta. Después
regresan al suelo donde se producira el cambio de etapa 2°. Normalmente el tiempo empleando
por los adultos es mayor, lo cual resulta determinante en la transmision de la enfermedad.
Cuando las larvas eclosionan de los huevos no estan infectadas porque la transmision
transovarica es rara o inexistente. Se infectan al alimentarse de sangre de pequefios
mamiferos salvajes, roedores principalmente y algunas especies de aves, que pueden actuar
como reservorios de la bacteria sin desarrollar la enfermedad. Las espiroquetas se multiplican
y mantienen en el intestino mientras que las larvas mudan a la etapa de ninfa. Cuando la ninfa
infectada va a alimentarse, las espiroquetas pasan del intestino a las glandulas salivares, desde
donde pueden ser transmitidas a un nuevo hospedador. En caso de que la ninfa no estuviese
infectada podria adquirir la infeccion en este punto. Finalmente, las ninfas mudan a estado
adulto. Los adultos se alimentaran una vez mas. Los grandes mamiferos suelen ser los
ejemplares preferidos por las garrapatas adultas para alimentarse. Los machos utilizaran la
sangre para producir la espermatogénesis y como fuente de energia para el apareamiento. Las
hembras, por su parte, se ocuparan de la produccién de los huevos, depositandolos en la
vegetacion para posteriormente terminar el ciclo con su muerte 26, Estos grandes mamiferos
no suelen actuar como reservorios e incluso en ocasiones pueden producir un aclaramiento del
contenido de las espiroquetas en las garrapatas 7.
El hombre es un hospedador accidental susceptible de la picadura por cualquiera de las etapas
de la garrapata. Sin embargo, las larvas no van a transmitir las espiroquetas salvo en casos
excepcionales de alimentaciones parciales en dos hospedadores diferentes. Por otro lado, las
ninfas cuando estan infectadas tienen mayor probabilidad de transmitir la infeccién debido a
su pequefio tamafio y a que su picadura suele ser indolora. La Figura 2 muestra el ciclo de

vida de las garrapatas del género Ixodes.
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Figura 2. Ciclo vital de Ixodes. Adaptado de kantor, 1994 28,

La transmision de la espiroqueta al hombre se produce cuando la garrapata se adhiere
a su piel para alimentarse. La garrapata inserta el hipostoma permaneciendo el resto del
cuerpo en el exterior. Los palpos no penetran en la herida, simplemente se apoyan
horizontalmente contra la piel permitiendo una penetracién mas profunda (Figura 3). No suele
ser un proceso doloroso debido a que la garrapata en su saliva aporta sustancias anestésicas
junto con una sustancia cementada que afianza su fijacion. Se establece un canal de
alimentacién por el cual la garrapata ingiere la sangre y permite el paso de su saliva hacia el
huésped. Este proceso de alimentacidn resulta mas facil debido a que su saliva contiene
enzimas proteoliticas que evitan la coagulacién de la sangre, dilatan los capilares, al tiempo
que digieren y lictan los tejidos.

Las larvas y las ninfas se alimentan durante dos a cinco dias, mientras que los adultos

lo hacen de cinco a doce dias. Durante los primeros dias es un proceso lento. Al principio
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ingieren una mezcla de células lisadas, terminando con la ingesta de volimenes notables de
sangre. Al finalizar la ingesta la garrapata se suelta dejandose caer de nuevo a la vegetacion.

Una vez adquirida la infeccion en el hombre, la espiroqueta se multiplica en el lugar de
inoculacién propagandose a otras areas como el corazon, el sistema nervioso central, los ojos,

los musculos, el higado y el bazo.

Figura 3. Garrapata anclada en la piel de un paciente. Coleccién particular.

1.4 Caracteristicas clinicas de la enfermedad de Lyme

La enfermedad de Lyme presenta una amplia variedad de manifestaciones clinicas,
principalmente cutaneas, neuroldgicas, cardiacas, articulares y en menor frecuencia, oculares.
Por lo general, la enfermedad se divide en etapas. En la etapa temprana aparece una lesion
cutanea localizada seguida de una infeccidon diseminada, semanas o meses mas tarde. La etapa
tardia o crdnica se presenta meses o afios después de adquirir la infeccion. No siempre estan
presentes todas las manifestaciones clinicas propias de cada etapa e incluso pueden aparecer
sintomas de una etapa sin haberse desarrollado la etapa anterior.

La presentacidon clinica temprana mas caracteristica es una lesion dermatoldgica
localizada que recibe el nombre de eritema migratorio. Se localiza en un alto porcentaje de los
infectados en el lugar de la picadura entre 3 y 30 dias. Consiste en una papula o macula rojiza
en la piel que aumenta de tamafio lentamente hacia el exterior y que, con el paso del tiempo,
suele ir aclarando la zona central. Presenta de manera general una forma anular. Su tamafio

es variable y esta en funcién de su duracidon. Se considera que debe tener un didmetro minimo
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de 5 cm para diferenciarlo de otras entidades o posibles reacciones alérgicas de la piel, que
pueden estar producidas, entre otros motivos, por la saliva de la garrapata 2°. El eritema
presenta bordes regulares, siendo la mayoria de las veces asintomatico, aunque en ocasiones
se acompana de sintomas generales de baja intensidad que recuerdan un cuadro pseudo-
gripal: fiebre, astenia, mialgias y cefalea. Se localiza en cualquier regién corporal, apareciendo
con mavyor frecuencia en las ingles, las axilas, la cintura o la espalda. En los nifios su aparicidon
ocurre con mayor frecuencia en la zona de la cabeza y el cuello. El eritema puede alcanzar un

gran tamafio pero termina desapareciendo en pocos dias o semanas. En un 80% de los

pacientes se manifiesta como una lesién Unica (Figura 4).

Figura 4. Eritema migratorio: Coleccidn particular.

Si no se administra un tratamiento adecuado, no es raro que aparezcan pequefias
lesiones diseminadas en localizaciones préximas al lugar de la picadura e incluso en
localizaciones extracutaneas, con o sin presencia del EM, semanas o pocos meses después
como consecuencia de la diseminacidn hematdgena de la bacterias ©. Estas lesiones
secundarias de la piel suelen ser mas irregulares y pequefias que la lesion primaria.

La aparicidn de las lesiones cutédneas secundarias es menos frecuente en infecciones por

B. garinii y B. afzelii que por otros tipos pertenecientes al grupo B. burgdorferi s.l. Estas dos



genoespecies son predominantes en Europa donde los sintomas generales no suelen estar
presentes y el eritema tiene un desarrollo lento, adquiriendo la forma tipica anular.

En América del Norte, el eritema se caracteriza por aparecer mas precozmente como
una lesion acompafiada de los sintomas generales anteriormente mencionados (fiebre, astenia,
mialgias, cefalea) en la que no es habitual presenciar su aclaramiento central. También es mas
frecuente que aparezcan multiples lesiones ©:23.30,

En Europa, existen otras dos manifestaciones de la piel muy poco comunes, que han
sido descritas puntualmente en Norte América: el linfocitoma o linfadenosis benigna cutis,
ndédulo rojo azulado no doloroso, localizado preferentemente en el I6bulo de la oreja en los
nifos y en el pezdén o en la zona genital en el adulto, secundaria a la diseminacién temprana
de la enfermedad; y la segunda, la acrodermatitis crénica atrofica, lesidén inflamatoria debida
a la progresién lenta de la enfermedad que evoluciona a una atrofia de la piel. Esta ultima,
aparece en la superficie de las extremidades y suele presentarse principalmente de forma
tardia en mujeres adultas y muy rara vez en nifos.

La afectacion neuroldgica aparece como una enfermedad aguda en un 15% de los
pacientes que no recibe tratamiento semanas o meses tras la picadura de la garrapata 3!. En
Europa, la manifestacion mas comun es la triada clasica: radiculoneuritis dolorosa (sindrome
de Bannwarth), meningitis linfocitaria y neuropatia craneal. El signo mas precoz, a veces el
Unico, es el dolor. No es rara la presencia de rigidez de nuca. En ocasiones aparecen cuando
aun esta presente el EM. El par craneal que se ve involucrado con mayor frecuencia es el facial
y puede aparecer la afectacion en ambos lados, incluso durante la administracion del
tratamiento del EM puede aparecer paralisis facial sin que se trate de un fracaso terapéutico 32.

También pueden verse involucrados otros pares craneales o nervios extracraneales
periféricos, acompafados de dolor con importantes contracturas musculares. La neuropatia
periférica como Unico signo aislado no es frecuente pero si puede estar presente en pacientes
con ACA 33,

Las manifestaciones tardias del SNC como meningitis crénica, encefalomielitis y
radiculomielitis son poco frecuentes. En nifios y adolescentes las presentaciones neuroldgicas
mas comunes suelen ser la meningitis linfocitaria y la pardlisis facial 32.

Las manifestaciones cardiacas, aunque poco habituales, se presentan también pasados
dias o semanas después de la picadura. Aparecen en cerca del 5% de los pacientes no tratados.

Abarcan desde simples alteraciones en el electrocardiograma hasta bloqueos en la conduccion



auriculo-ventricular de distinto grado, que pueden llegar a ser completos. En ocasiones se
presentan mareos, dolor toracico, palpitaciones o disnea. En etapas mas avanzadas de la
enfermedad es posible la aparicién de miocarditis o pericarditis, pero es poco comun .

Las manifestaciones de la artritis de Lyme comprenden ataques recurrentes o
inflamacion persistente de las articulaciones. Se desarrolla pasadas semanas o incluso meses
después de la infeccidon original hasta en un 60% de los pacientes infectados por Borrelia spp
gue no reciben tratamiento. Generalmente, es una artritis inflamatoria, asimétrica, mono u
oligoarticular, que afecta a grandes articulaciones. La articulacion afectada mas frecuente es
la rodilla. No suele ser muy dolorosa. Si bien suele presentar leves signos de inflamacidn, el
derrame puede ser acusado y presentar un aumento local de la temperatura. Si no se trata, la
afeccidn puede persistir durante meses o incluso afios. Se caracteriza por ser recidivante con
episodios de distinta duracién e intensidad, cuya frecuencia va disminuyendo con el tiempo.
La presentacion clinica de la artritis es muy similar en los dos continentes, siendo mas
frecuente en Norte América que en Europa °.

La afectacion oftalmoldgica es muy poco frecuente. Generalmente suele presentarse de
manera temprana como una conjuntivitis. Muy ocasionalmente aparecen cuadros de uveitis,
papilitis, queratitis o epiescleritis 34,

Existe un pequefio porcentaje de casos en los que persisten sintomas, articulares y
neuroldgicos principalmente, durante mas de seis meses, incluso tras recibir el tratamiento
antibiotico adecuado. Esta patologia se conoce como sindrome Post-Lyme o enfermedad de
Lyme crénica. Aln no esta claro si estas manifestaciones son causa de esta misma etiologia o
se trata de otro tipo de afectacion 7:33.

Estan descritas relaciones entre las distintas manifestaciones clinicas y las diferentes
genoespecies, aunque no de forma exclusiva. Asi, B. burgdorferi s.s se relaciona
principalmente con manifestaciones articulares, B. afzelii con manifestaciones dermatoldgicas
y B. garinii con manifestaciones neuroldgicas 23.

La Figura 5 muestra las manifestaciones clinicas de la enfermedad de Lyme en sus

distintas etapas de aparicidén y sus variaciones segun diferentes localizaciones geograficas.
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Figura 5. Etapas y manifestaciones de la Enfermedad de Lyme. Traducido y adaptado de
Miraglia, 2016 23,

1.5 Prevencidn y tratamiento

Como ocurre con otras enfermedades infecciosas, la manera mas eficaz de evitar la
enfermedad es la prevencion. La prevencion puede realizarse tanto en la fase anterior a la
exposicién como después de ésta.

Una de las medidas mas eficaces para evitar la infeccion, es prescindir de frecuentar
lugares donde puedan estar presentes las garrapatas. En caso de no poder evitarlo, se
aconseja el uso de ropas adecuadas que protejan gran parte de la superficie corporal: pantalon
largo y camisa o camiseta de manga larga. El pantaléon debe cubrirse con el calcetin, la
camiseta o camisa introducirse por dentro del pantaldn y preferiblemente que presente un
pufio elastico. El uso de gorro es importante para proteger la cabeza, zona frecuente de
picaduras, sobre todo en nifios. Se aconsejan las prendas de colores claros con el fin de

visualizar antes y mejor la garrapata.



El uso de repelentes, como el DEET (N,N,-dietil-meta-toluamida), o de insecticidas,
como la permetrina, también pueden ser Utiles a la hora de intentar evitar el contacto con
garrapatas. Es importante tener en cuenta que la permetrina Unicamente debe aplicarse sobre
la ropa y que el DEET si se aplica en cantidades excesivas sobre la piel puede llegar a resultar
toxico 35,

Se recomienda la inspeccién del cuerpo y la ropa después de realizar cualquier actividad
o desplazamiento en el que pueda existir contacto con garrapatas. Una ducha o bafo podria
facilitar su eliminacion por arrastre antes de producirse la picadura. El uso de la secadora para
la ropa a alta temperatura durante 60 minutos ayuda a terminar con las garrapatas que no
hayan sido detectadas tras la inspeccidn visual .

En caso que la garrapata haya logrado fijarse en el cuerpo humano, esta debe retirarse
con ayuda de unas pinzas lo mas pronto posible, intentando que el tiempo que la garrapata
esta en contacto con los fluidos corporales quede reducido al maximo, con el fin de disminuir
la probabilidad de infeccion. La extraccion se realizara sujetando a la garrapata lo mas proximo
a la piel y tirando de ella de manera constante y suave para intentar extirparla por completo,
evitando que parte de ella quede introducida en la piel. Una vez retirada conviene aplicar un
desinfectante sobre la piel.

El uso de antibidticos en la profilaxis frente a la infecciéon es controvertido. Algunos
autores recomiendan administrar una dosis Unica de 200 mg de doxiciclina en las primeras 72
horas después de la picadura de la garrapata en aquellas zonas donde la prevalencia de la
infeccidon por Borrelia sea superior al 20% 36, Cuando la administracion de doxiciclina esté
contraindicada el tratamiento puede realizarse con amoxicilina pero la pauta de una sola dosis
presenta una eficacia incierta 736, Sin embargo, para otros autores el uso de profilaxis
antibidtica es innecesario en la mayoria de las personas incluso en las areas endémicas ¢ 37- 39,
sobre todo porque la incidencia de la infeccion es del 0,3% a 1,4% después de 48 horas de la
picadura 32,

En Europa, no se aconseja el uso habitual de profilaxis antibidtica después de una
picadura 9. En general, las recomendaciones estan encaminadas a la inspecciéon minuciosa de
la presencia de la garrapata, y en caso de picadura a la observacion de la apariciéon de los

signos o sintomas clinicos.



Un porcentaje importante de los pacientes no recuerdan la picadura de la garrapata ni
desarrollan EM, lo que hace que una vez contraida la infeccion soliciten atencion médica en
etapas mas avanzadas de la enfermedad.

Aunque las manifestaciones clinicas de la enfermedad pueden desaparecer con el tiempo
en ausencia de tratamiento antibidtico, este esta indicado porque acorta la duracién de los
sintomas y, lo que es mas relevante, evita la diseminacidn de la espiroqueta y la aparicion de
complicaciones tardias.

Ante una infeccion por B. burgdorferi s.l, el antibiotico elegido y la via de administracion
varian segun la gravedad de las manifestaciones. El antibiético méas utilizado es la doxiciclina
que es muy efectivo en las etapas tempranas de la enfermedad. Su uso esta contraindicado
en mujeres embarazadas y niflos menores de 8 afios. En estos casos se utilizan amoxicilina o
cefuroxima. Los macrolidos, aunque se consideran otra alternativa al tratamiento de eleccion,
presentan menor efectividad y por ello no se contemplan como segunda linea de
tratamiento 3°.

En presencia de alteraciones neuroldgicas o multiples eritemas el tratamiento de eleccion
es la ceftriaxona. El eritema migratorio multiple y la paralisis facial pueden tratarse con
doxiciclina por via oral y resulta igual de efectiva que la ceftriaxona parenteral, lo que esta
demostrado también en casos de meningitis en Europa 3°. En los casos en que se presenta una
paralisis facial el tratamiento antibiético no la evita pero si detiene la aparicion de nuevas
complicaciones.

En casos de afectacion cardiaca, la terapia esta indicada por via intravenosa cuando hay
necesidad de ingreso del paciente, por lo menos hasta que desparezca el bloqueo
auriculoventricular, momento en el que se puede continuar la terapia por via oral. En ocasiones
es necesaria la implantacién de un marcapasos temporalmente.

Las dosis y las pautas de administracién de los distintos antibidticos segun las distintas

patologias se recogen en la Tabla 2.



Tabla 2. Recomendaciones de tratamiento de la enfermedad de Lyme.

Manifestacion Antibidtico Via Adulto (A) Dosis diaria Duracion
clinica Nifios (N) (dias)

EM, Linfocitoma

Doxiciclina Oral A 2x 100 mg 14 (10-21)
N 2x 2mg/kg 14 (10-21)
Amoxicilina Oral A 3x 500-1000 mg 14 (10-21)
N 25-50 mg/kg 14 (10-21)
Cefuroxima Oral A 2x 500 mg 14 (10-21)
N 30-40 mg/kg 14 (10-21)
Azitromicina Oral A 2x 500 mg (primer dia) 5
500 mg (siguientes 4 dias)
N 20 mg/kg (primer dia) 5
10 mg/kg (siguientes 4 dias)
EM diseminado, NBL
Ceftriaxona I.V. A 2gr 14 (10-30)
N 50-100mg/kg 14 (10-30)
Penicilina G I.V. A 20 mill 14 (10-30)
N 0,25-0,50 mill 14 (10-30)
Cefotaxima ILV. A 2 gr cada 8 horas
N 150-200 mg/kg
Artritis
Doxiciclina Oral A 2x 100 mg 21 (14-30)
Amoxicilina Oral A 3x 500-1000 mg 21 (14-30)
N 25-50 mg/kg
Ceftriaxona I.V. A 2gr 21 (14-30)
N 50-100 mg/kg
ACA
Ceftriaxona I.V. A 2gr 21 (14-30)
N 50-100 mg/kg
Doxiciclina Oral A 2x 100 mg 21 (14-30)
Amoxicilina Oral A 3x 500-1000 mg 21 (14-30)
Afectacion cardiaca*  Ceftriaxona I.V. A 2gr 14 (10-30)**
Doxiciclina Oral A 2x 100 mg 14 (10-21)***

* Tratamiento combinado **durante ingreso o hasta mejoria *** hasta completar tratamiento
Adaptado de Borchers et al, 2015 41,

1.6 Diagnéstico de laboratorio

El diagndstico de la enfermedad de Lyme esta relacionado con la presencia de criterios
epidemioldgicos como son la picadura de garrapata o su posibilidad, la existencia del vector
en la zona y las manifestaciones clinicas compatibles.

La presencia del eritema migratorio establece el diagndstico clinico aunque no siempre
es patognomoénico de la enfermedad 4243, Una historia de picadura de garrapata previa, asi
como la localizacidon geografica donde tuvo lugar, sirven de refuerzo al diagnéstico. No

acordarse del hecho de la picadura no descarta la posibilidad de infeccidn.



Cuando el paciente presenta la lesion dermatoldgica caracteristica en una zona
geografica donde ademas se ha confirmado la existencia de la espiroqueta en el vector, es
motivo suficiente para el diagndstico la enfermedad. Pero debido a las diferentes
presentaciones que en ocasiones tiene el eritema, a su posible ausencia y a la gran variedad
de sintomas que puede presentar en los distintos estadios, es necesario completar el

diagndstico con métodos microbioldgicos.

1.6.1 Examen directo

La bacteria puede observarse en muestras de sangre o LCR, en las fases tempranas de
la enfermedad, mediante microscopia de campo oscuro o el uso de tinciones fluorescentes
(naranja de acridina, anticuerpos marcados con fluoresceina); y en muestras de tejidos
mediante tinciones con impregnacién argéntica. Hoy dia, estos métodos estan en desuso al
presentar una baja rentabilidad diagndstica. Por un lado, requieren un buen entrenamiento del
observador y por el otro, suele resultar dificil ver las espiroquetas en las muestras por su
escaso numero o su confusién con otros componentes de los tejidos. Mantiene su utilidad para

confirmar el crecimiento en los cultivos 44,

1.6.2 Cultivo

El cultivo es considerado el método de referencia para el diagnéstico. Es util en la
obtencion de espiroquetas del intestino de las garrapatas, pero no tanto en los fluidos y tejidos
de los pacientes. Ademas son necesarios largos periodos de incubacion hasta obtener su
crecimiento, lo que hace que se contamine con frecuencia, retrasando o invalidando el
diagndstico. Por ello, no tiene utilidad como técnica de primera linea.

Para el cultivo se utilizan, entre otros, medios enriquecidos como BSK-I (Barbour-
Stoenner-Kelly) o el mismo medio sin glutamina (BSK-II) 4>. Presenta una sensibilidad muy
variable en funcién de la muestra estudiada y el nUmero de espiroquetas presentes en ella °.

El cultivo de los bordes del eritema migratorio y de otras afectaciones cutaneas suele
ser positivo. Por contraposicion, el cultivo de otro tipo de muestras es menos eficaz y ademas
deben ser recogidas en los primeros dias de aparicion de los sintomas para obtener un mejor
rendimiento 46. Ante una infeccion diseminada precoz, la sensibildad del cultivo en muestra de

LCR es del 10-30%. Rara vez se aisla la espiroqueta en casos de artritis. La baja cantidad de



bacterias que se encuentran en sangre colabora a que el aislamiento de la bacteria en esta
muestra sea poco practico 22.

Debido a las necesidades especiales de crecimiento que presentan las espiroquetas, un
cultivo negativo no descarta su presencia en la muestra 47. Pero, a diferencia de otros métodos,
el cultivo permite confirmar la viabilidad del microorganismo.

Por norma general, no suele estar disponible en la mayoria de los laboratorios, quedando

su uso limitado a los centros de referencia.

1.6.3 Deteccidn de anticuerpos especificos

Las pruebas diagnosticas mas utilizadas en la mayoria de los laboratorios clinicos son
las técnicas indirectas que permiten detectar la presencia de anticuerpos especificos frente a
B. burgdorferi s.l en muestra de suero o LCR.

Existen diferentes clases, pero son las de inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA), la
inmunofluorescencia (IFA) y las de inmunotransferencia (inmunoblot, western blot) las mas
utilizadas. Estas técnicas estan disefadas para detectar anticuerpos frente a diferentes
antigenos de B.burgdorferi s.l. Los antigenos utilizados en su disefio son muy variados porque
las espiroquetas cambian su expresion en las distintas etapas de la enfermedad. Esto, junto al
hecho de la variedad de genoespecies de B.burgdorferi s.| supone que no exista un ensayo
universal. La principal diferencia que presenta la inmunotransferencia respecto al ELISA o la
IFA, es que los antigenos utilizados en su fabricacion se separan por electroforesis y se
transfieren a una tira de nitrocelulosa, permitiendo definir los distintos anticuerpos detectados
y aumentando con ello la especificidad de la técnica.

Las técnicas han ido evolucionando introduciendo cambios con el uso de antigenos
purificados, antigenos recombinantes o de péptidos sintéticos, que evitan reacciones cruzadas
con otros posibles patdgenos y mejoran sus prestaciones. Las técnicas de ELISA disefiadas
para la deteccidn de anticuerpos de clase IgM suelen utilizar el antigeno OpsC, cuya expresion
empieza cuando la garrapata comienza a alimentarse en el huésped, mientras que los
utilizados para la deteccién de anticuerpos IgG suelen utilizar una proteina de la region
conservada de Borrelia burgdorferi s.| VISE o un fragmento de la misma, el péptido sintético

C6. Con este ultimo, los resultados son similares a los obtenidos con ensayos anteriores pero



mejora la sensibilidad diagnostica de la enfermedad en las etapas tempranas producida por
genoespecies como B. garinii y B. afzelii presentes en Europa 3148,

Tanto las guias del CDC como las guias europeas de diagndstico recomiendan el uso de
las técnicas seroldgicas en un estudio en dos etapas: una primera etapa en la cual se realiza
la deteccidn de anticuerpos por técnicas enzimaticas tipo ELISA o IFA y en caso de obtener un
resultado positivo o dudoso, una segunda etapa en la que se realiza un ensayo de
inmunotransferencia 4!. Las técnicas de inmunotransferencia son laboriosas, su interpretacion
es subjetiva y suponen un elevado coste. Como resultado de esto, en la actualidad se plantea
realizar el analisis en dos etapas utilizando dos técnicas ELISA 4°. Esto supondria una pérdida
de informacién, al no poder interpretar todos los anticuerpos presentes en un paciente, pero
podria ser mas asequible en la practica diaria 3°. La inmunotrasnferencia se aplicaria en casos
de mayor dificultad diagnostica. Un estudio reciente afirma que no se aprecia mejoria en el
diagnéstico al realizar el ensayo en dos etapas frente a realizar un Unico ensayo >1.

La Figura 6 muestra el algoritmo diagndstico de la enfermedad de Lyme mediante

deteccidn de anticuerpos segtn el CDC.
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Figura 6. Diagndstico en 2 etapas de enfermedad de Lyme. Traducido de Miraglia, 2016 32,




Los anticuerpos, tanto de clase IgG como de clase IgM, pueden no ser detectados en
etapas muy tempranas de la infeccion (periodo ventana).

Los anticuerpos de clase IgG, como en otras infecciones, no distinguen entre infeccion
temprana o tardia o es dificil determinar la reinfeccidn sobre todo cuando se dispone de
muestra Unica. Ademas su prevalencia puede estar condicionada por el tratamiento.

Las técnicas seroldgicas también se aplican en el diagndstico de la enfermedad con
afectacion neuroldgica determinando la presencia de anticuerpos en LCR. En la neuroborreliosis
la deteccion de la sintesis intratecal de anticuerpos es necesaria para establecer el diagndstico
aunque pueden no detectarse en etapas tempranas, principalmente en nifios >3.

Estas pruebas no deben utilizarse para valorar la eficacia del tratamiento, ya que los
anticuerpos pueden aumentar después del tratamiento y detectarse durante afos incluso tras
una terapia adecuada >4.

Es evidente que el diagndstico de la enfermedad, incluso con el apoyo de las técnicas
seroldgicas, se presenta en muchas ocasiones complicado. Un resultado de deteccidon de
anticuerpos siempre debe ir acompafado de manifestaciones clinicas junto con las condiciones
epidemioldgicas o factores de riesgo que lo amparen.

En cualquier caso, son las herramientas mas utilizadas en los laboratorios de
microbiologia clinica y permiten no solo realizar un diagndstico si no conocer la epidemiologia

del entorno.

1.6.4 Deteccidon gendmica

La mayoria de las técnicas de deteccidn gendmica se basan en la reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR), mediante la cual se obtiene un gran numero de copias de forma
exponencial de un determinado genoma. Son utilizadas para demostrar la presencia o ausencia
del ADN de la espiroqueta, agente dificil de visualizar o cultivar. Presenta un buen rendimiento
en muestra de liquido articular, donde resulta positiva en mas de un 75% de las veces. Sin
embargo, en muestras de LCR el rendimiento es mucho menor; suele ser positiva en
determinaciones realizadas en muestras obtenidas al poco tiempo de aparecer los sintomas,
pero sélo alrededor del 40% de los casos >°.

Las técnicas de amplificacion gendmica bien disefiadas permiten realizar un diagnédstico

rapido y ademas ofrecen la posibilidad de poder diferenciar las diferentes genosespecies que



constituyen el complejo B. burgdorferi s.| 5.

Estas técnicas también han sido utilizadas para detectar la presencia de la espiroqueta
en garrapatas retiradas de paciente pero, si bien nos permite conocer si son portadoras o no
del agente infeccioso, no permite conocer si el paciente desarrollara la enfermedad. Esto
dependera en parte de la existencia de una transmisién eficiente durante su alimentacién y
por otro lado de la respuesta inmune del paciente. En cualquier caso, con esta tecnologia se

podria determinar la fuente de la infeccion.

1.6.5 Otras técnicas diagndsticas

En los ultimos afios se han intentado desarrollar ensayos alternativos no convencionales
con la intencion de mejorar el diagnodstico de la enfermedad de Lyme.

Existen pruebas disefiadas para evaluar la respuesta inflamatoria o auotoinmune como
la quimiocina CXCL-13, que es producida por las células presentadoras de antigenos y en casos
de neuroborreliosis su concentracién en LCR es alta. Se detecta en el LCR incluso antes que
los anticuerpos y su nivel presenta un rapido descenso después de la administracion del
tratamiento antibidtico, lo que refleja un presumible valor como marcador terapéutico. En
algunos laboratorios es utilizado como apoyo al diagndstico de pacientes con sintomas clinicos
neuroldgicos tempranos propios de la enfermedad y que no presentan aun anticuerpos
especificos en LCR. El inconveniente es que puede estar elevado en otros trastornos del
sistema nervioso central. Su practica diaria alin no esta recomendada en los laboratorios 7.

Hay también pruebas que exploran la inmunidad celular como la prueba de
transformacion de linfocitos que mide la respuesta linfoproliferativa de las células
mononucleares de sangre periférica frente a antigenos especificos de B. burgdorferi, pero en
la actualidad practicamente ninguna guia de diagndstico recomienda su uso debido a la falta
de especificidad 8.

Otras técnicas son la deteccion de antigeno en orina y sangre, el recuento de células
CD57, células natural killer positivas, xenodiagnostico, ensayo por inmunoadsorcién ligado a
enzimas de puntos (ELISPOT, del acrénimo del inglés Enzyme-Linked ImmunoSpot Assay). No
estan lo suficientemente estandarizadas o evaluadas como para establecer su uso habitual
para el diagnostico en los laboratorios. Como consecuencia tampoco se recomiendan en las

guias de diagndstico para su uso en la practica clinica diaria.



El futuro esta centrado en encontrar pruebas de deteccion directa de acido nucleicos y
proteinas, simples de realizar que utilicen muestras faciles de obtener y que complementen o
sustituyan a las pruebas indirectas basadas en la deteccidén de anticuerpos para un diagnostico

mas completo de la enfermedad.

1.7 Descripcion de la zona de estudio

El Servicio de Salud del Principado de Asturias esta ordenado en 8 areas sanitarias. El
area II, correspondiente al suroccidente asturiano, comprende cinco concejos: Allande, Cangas
del Narcea (al que nos referiremos como Cangas de ahora en adelante), Degafia, Ibias y Tineo

(Figura 7).
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Figura 7. Mapa del Principado de Asturias y detalle del Area sanitaria II.

El area sanitaria II consta de un hospital, Carmen y Severo Ochoa, situado en Cangas y
diferentes centros de salud y consultorios periféricos repartidos por los distintos municipios >°.

Abarca una extensidn 2156,18 Km2, el 20% del territorio asturiano, es una zona
bastante despoblada con una densidad de poblacion de 11,13 habitantes/Km? y una tasa de
crecimiento demografico negativa.

Con relacion al uso de la superficie, 18,34 Km2 pertenecen a tierras de cultivo,
328,82Km? corresponden a superficies forestales arboladas y de matorral y 434,5 Km? a
pastos. Las explotaciones ganaderas son principalmente de ganado bovino seguido, con
bastante distancia, de ganado ovino.

El servicio sanitario atiende una poblacién de 26069 habitantes. La poblacion esta

envejecida, aunque el 60,36% pertenece al rango de edad de entre 16 y 64 afios 0. Entre los



afios 2014 y 2016, un 24,66% de la poblacién desarrolla actividades relacionadas con la
agricultura y la pesca y existen en total 2279 explotaciones bovinas en todo el territorio.

En relacién con las actividades recreativas, todos los concejos cuentan con coto de caza,
excepto Degafa. Estos ocupan una extension total de 155 153 ha. (20% de la superficie total
de todos los cotos de Asturias). Existen cientos de kildmetros para realizar actividades de
pesca fluvial repartidos por los cinco concejos. El suroccidente asturiano también cuenta con
una amplia gama de rutas de senderismo y varios puntos de observacion medioambiental,
actividades recreacionales que si bien estan destinadas al desarrollo del turismo, son
igualmente practicadas con frecuencia por la poblacidon autdctona ©t.

Este entorno, con la climatologia adecuada (ambientes humedos y temperaturas
moderadas) junto con la existencia de fauna y flora propicia, es habitat fundamental para el
mantenimiento y desarrollo de las garrapatas. Los mamiferos de gran tamafio sirven de
sustento a las garrapatas mediante la succion de sangre durante su picadura. Por otra parte,
mamiferos de pequefio tamafio son a su vez reservorios ideales de diferentes agentes, incluido
B. burgdorferi, permitiendo establecer un ciclo bioldgico en el que accidentalmente también se
encuentra el hombre. La existencia de actividades tanto laborales como recreacionales
asociadas a la posibilidad de picadura de garrapata suponen factores de riesgo de contraer

zoonosis, como la enfermedad de Lyme, en esta zona.



2. OBJETIVOS






La enfermedad de Lyme, producida por el complejo bacteriano B. burgdorferi s.I, es la
infeccion transmitida por garrapatas mas frecuente en las zonas templadas del hemisferio
Norte. El suroccidente asturiano por sus caracteristicas se considera una zona endémica y es
frecuente la demanda de asistencia sanitaria en relacién con la picadura de garrapata y las
infecciones que ésta puede transmitir.

En esta zona se conoce la existencia de diferentes tipos de garrapatas, pero no tenemos
datos cientificos referentes a qué clase pertenecen ni cudles son los microrganismos patdgenos
que estan presentes en las mismas. Estos datos son importantes para establecer la
probabilidad de sufrir una infeccion por B. burgdorferi s.| después de una picadura.

El diagndstico de la infeccidn por B. burgdorferi s.| se realiza mediante la deteccion de
anticuerpos especificos. A la hora de valorar estos resultados es importante conocer la
prevalencia de la infeccion en la zona. Hasta la fecha no existe ningun trabajo o estudio de
deteccion de anticuerpos frente a B. burgdorferi s.| en la poblacién general de esta area
sanitaria que nos permita establecerla.

Las técnicas de deteccion gendmica suponen un gran avance en el campo de la
microbiologia clinica, no sdlo en la mejora de la sensibilidad de técnicas utilizadas
tradicionalmente sino en la importante reduccion del tiempo empleado para establecer el
diagndstico de las enfermedades infecciosas, por lo que su aplicacion puede suponer una
mejora en el diagndstico de la infeccion.

Asi pues, la enfermedad de Lyme es un problema de salud importante en el suroccidente
de Asturias que plantea interrogantes tanto desde el punto de vista del laboratorio de
Microbiologia, dada la dificultad para su diagndstico microbioldgico, desde el punto de vista
clinico, por la gravedad y amplia variedad de manifestaciones que en ocasiones presenta, como
desde el punto de vista del paciente, porque actualmente es una enfermedad que cada vez
estd mas difundida entre la poblacién y genera mas preocupacion en las personas que han
sufrido una picadura de garrapata.

Teniendo en cuenta estas premisas se planted el estudio global de la enfermedad de

Lyme en el area Sanitaria II mediante los siguientes objetivos:



Conocer la prevalencia de anticuerpos frente a B. burgdorferi s.| en distintos grupos de
poblacidn del suroccidente asturiano.

Analizar las manifestaciones clinicas de la enfermedad de Lyme en dicha area.

Disefiar y ensayar una prueba de diagnostico de B. burgdorferi s.| basada en técnicas
de deteccion gendmica.

Aplicar la técnica de deteccién gendmica en muestras clinicas.

Identificar los distintos tipos de garrapatas presentes en la zona y la tasa de la infeccién
por B. burgdorferi s.| en ellas.

Estudiar la presencia de otros patégenos en las garrapatas: Rickettsia spp y Anaplasma

phagocytophilum.



3. MATERIAL Y METODOS






3.1 Pacientes y muestras

3.1.1 Estudio de seroprevalencia

En los afios 2014 y 2015 se realizé un estudio de deteccién de anticuerpos frente a
B. burgdorferi s.I en el que se incluyeron 1432 individuos con distintas caracteristicas
poblacionales pertenecientes al area sanitaria II del Servicio de Salud del Principado de
Asturias. Presentaban un rango de edad entre 16 y 93 anos (52,8+6,5 afios) de los que 656
eran mujeres (52+16,7 anos) y 776 hombres (54+16,3 anos). Para realizar un mejor analisis
de los datos, los individuos estudiados se estratificaron en tres intervalos de edad: 16-45, 45-
65 y mayores de 65 afios.

La poblacion estudiada se clasificd en tres grupos:

Grupo 1 (donantes de sangre): 316 personas que acudieron a donar sangre a alguna de
las unidades moviles de donacién situadas en la zona, que aceptaron voluntariamente
participar en el estudio.

Grupo 2 (pacientes sin infeccion): 432 pacientes que acudieron al hospital o a uno de
los centros de salud del area sanitaria con un proceso no relacionado con causa infecciosa y
que tenian solicitada una muestra para estudios de bioquimica en suero.

Grupo 3: 684 pacientes que acudieron al hospital Carmen y Severo Ochoa (HCSO) o a
cualquiera de los centros de salud del drea sanitaria a los que se les solicit6é serologia de Lyme
como parte del diagndstico diferencial de su enfermedad. En este grupo 3 se registro la
presencia o ausencia de factor de riesgo ocupacional clasificando a los individuos en dos
subgrupos: 3a aquellos sin factor de riesgo y 3b los que presentaban dicho factor de riesgo.

Las caracteristicas epidemioldgicas de las personas incluidas en el estudio se muestran
en la Tabla 3.

Tabla 3. Distribucidn de los grupos de poblacidén estudiados segun la Edad media, el sexo y el
factor de riesgo ocupacional.

Grupo n EM=DS [Rango] Mujeres EM=DS [Rango] Hombres EM+DS [Rango] FRO
Grupo 1 316 4618,5 [18-70] 131 45+11,8 [22-69] 185 46+10,3 [18-70] NO
Grupo 2 432 54+14,1 [16-90] 222 52+18,6 [16-90] 210 55416,6 [16-88] NO
Grupo 3 684 55+16,9 [16-93] 303 56+16,3 [16-93] 381 56+17,2 [16-93] NO

3a 420 52417 [16-91] 177 50417 [16-91] 243 54+16,8 [16-90] NO
3b 264 59+15,8 [22-93] 126 58+14 [31-91] 138 60+17,3 [22-93] S

RO: factor de riesgo ocupacional; EM: Edad media; DS: Desviacion estandar



3.1.2 Estudio de la enfermedad

Entre septiembre de 2013 y diciembre de 2016, se analizaron un total de 1387 muestras
(1343 sueros y 44 LCR) que tenian solicitada una determinacién de anticuerpos frente a
B. burgdorferi s.| para descartar enfermedad de Lyme por presentar manifestaciones clinicas
relacionadas con la enfermedad.

Las muestras pertenecian a 1183 pacientes adscritos al Area sanitaria II del Principado
de Asturias, 584 (49,36%) mujeres y 599 (50,63%) hombres, con una edad media de
54,98+19,61 afos (10-96 anos). De 146 de estos pacientes se recibié mas de una muestra de
suero, y de 44, ademas de suero se recibié muestra de LCR.

En aquellos pacientes con varias muestras, pertenecientes a un mismo episodio clinico,
se considerd Unicamente la primera porque no se observaron cambios en los resultados.

En la Tabla 4 se recoge el motivo de peticion registrado en el volante de solicitud de

estos pacientes.

Tabla 4. Distribucién de los pacientes segln los motivos de peticién de los estudios de
enfermedad de Lyme.

Motivos de peticion n (%)
Deterioro cognitivo, dolor neuropdtico, parestesias, hipoacusia, paralisis facial 338 (28,57)
Poliartralgias, artritis, artropatia 240 (20,28)
Picadura de garrapata 215 (18,17)
Eritema migratorio, lesién cutdnea, lesion diana, exantema 110 (9,29)
Sintomas sistémicos (astenia, fiebre, dolor de cabeza...) 92 (7,77)
Clinica cardiologica 47 (3,97)
Otros motivos no relacionados con patologia infecciosa y diferentes al resto 36 (3,04)
Analitica basica alterada 26 (2,20)
Adenopatia 21(1,77)
Picadura de insecto 19 (1,60)
Actividades preventivas 18 (1,52)
Otros procesos infecciosos 18 (1,52)
Sospecha enfermedad Lyme 3(0,25)
Pacientes totales 1183

Para establecer el diagndstico de la enfermedad de Lyme y determinar las caracteristicas
clinicas y epidemioldgicas de esta infecciédn en nuestra poblacién, se revisaron las historias
clinicas de los pacientes. Se recogieron datos clinicos y epidemioldgicos de acuerdo a un

protocolo de trabajo previamente elaborado (anexo I).



Los casos de enfermedad de Lyme se determinaron conforme a las definiciones de caso

clinico en Europa > detalladas en Tabla 5.

Tabla 5. Definicidn de caso de borreliosis de Lyme.

MANIFESTACION
CLINICA

DEFINICION CLINICA
DE CASO

EVIDENCIA DE
LABORATORIO NECESARIA

Eritema migratorio

Linfocitoma borrelial

Acrodermatitis cronica
atrofica

Neuroborreliosis de Lyme

Artritis de Lyme

Carditis de Lyme

Manifestaciones oculares

Lesion rojiza en expansion (25 cm de diametro)2 con o
sin aclaramiento central. El borde de avance tipicamente
distinto, a menudo de color intenso, no muy elevado

Nodulo o placa azulada rojiza indolora, generalmente en
el I6bulo o helix de la oreja, pezén o escroto, mas
frecuente en nifios (especialmente en las orejas) que en
adultos

Lesiones amplias de color rojo o violaceo, generalmente
en las superficies extensoras de las extremidades. Al
principio edematosa. La lesion eventualmente se vuelve
atréfica. Es posible que la piel presente induracién y
nddulos fibroides sobre prominencias éseas

En  adultos  principalmente  meningoradiculitis,
meningitis. Es poco frecuente la encefalitis, la mielitis y
muy pocas veces vasculitis cerebral. En nifios
principalmente meningitis y paralisis facial

Episodios recurrentes o persistencia objetiva de
hinchazén de articulaciones. Otras causas deben ser
excluidas

Inicio agudo de trastornos de la conduccién atrio-
ventricular (I-lll), alteraciones de la conduccidn,
alteraciones del ritmo, en ocasiones miocarditis o
pancarditis. Otras causas deben ser excluidas

Conjuntivitis, uveitis, papilitis, epiescleritis, queratitis

Ninguna

Seroconversiéonb o
serologia positiva
Histologia en casos poco
evidentes

Nivel alto de anticuerpos
especificos de clase 1gG
en suero

Pleocitosis y
demostracién de sintesis
intratecal de anticuerpos
especificos®

Anticuerpos especificos
de clase IgG en suero,
generalmente en altas
concentraciones

Anticuerpos especificos
en suero

Anticuerpos especificos
en suero

a Si el diametro es <de 5 cm, es necesaria una historia de picadura de garrapata reciente , un retraso en la aparicién
(después de la picadura) o al menos dos dias y un rash en expansioén en el lugar de la picadura.

b Como norma general, la muestras iniciales y de seguimiento deben estudiarse en paralelo para evitar cambios
debido a la variacién inter-ensayo.
¢ En los casos tempranos la produccién intratecal de anticuerpos especificos puede estar ausente.

Traducido y adaptado de Stanek et al, 2011 >,

Los pacientes con paralisis facial y deteccién anticuerpos frente a B. burgdorferi s.| en
suero, después de descartadas otras posibles etiologias, fueron clasificados casos confirmados

de enfermedad de Lyme con afectacion neuroldgica.



3.1.3 Obtencidon de las muestras de los pacientes

La sangre de las personas incluidas en todos los estudios se obtuvieron mediante
puncion venosa siguiendo los protocolos de extracciones del area sanitaria. Una vez en el
laboratorio se centrifugé a 3500 rpm durante 10 minutos recogiendo el suero. Se realizaron
dos alicuotas:

o Alicuota de trabajo: conservada entre 4-8°C hasta su uso, tiempo
inferior a una semana.
o Alicuota para seroteca: conservada a -30°C.

El LCR se obtuvo mediante puncién lumbar. Se recogié en un contendor estéril y se

realizaron también dos alicuotas:
o Alicuota de trabajo: conservada entre 4-8°C hasta su uso, tiempo
inferior a una semana.
o Alicuota para seroteca: conservada a -30°C.
El mismo dia que se obtuvo el LCR se extrajo una muestra de sangre para realizar los

estudios en paralelo.

3.2 Muestras del vector

Entre febrero de 2014 y septiembre de 2017 se recogieron un total de 1082 garrapatas.
Se recolectaron 899 de ellas de la vegetacidén en los distintos concejos del area sanitaria:

Allande (90), Cangas (376), Degafia (163), Ibias (45) y Tineo (225).

Ciento ochenta y tres procedian de 135 personas que habian sufrido una o varias
picaduras de garrapata y que acudieron buscando atencién médica para su retirada a los
distintos Centros de Salud o al Servicio de Urgencias del hospital del area II. Excluyendo tres
pacientes de los que no se recuperd el dato de la edad, estos tenian una edad media de
46,40+25,66 afios (1-97 afios). De ellos 48 (35,55%) eran mujeres y 87 (64,44%) hombres.

Durante su visita se les realizé una breve encuesta epidemioldgica (anexo II).



Material y métodos

3.3 Recoleccién y clasificacion de las garrapatas

Las garrapatas retiradas de los pacientes se obtenian mediante traccién mecanica

utilizando una pinza de borde romo sujetado la garrapata cerca de la superficie de la piel

(Figura 8).

Figura 8. Método de extraccion de la garrapata del paciente. Tomado de
https://www.cdc.gov/ticks/pdfs/FS_TickBite.pdf 62

Las garrapatas recuperadas de la vegetacion se recolectaban utilizando una manta
blanca de felpa que se iba arrastrando con ayuda de una vara sobre la superficie del terreno
al caminar. Cada 2-5 minutos, de manera periddica, se inspeccionaba la manta y se iban

retirando las capturas.

Una vez obtenidas las garrapatas se transportaban y se enviaban al laboratorio en un

recipiente estéril donde se conservaban individualmente a una temperatura entre 4-8°C.

Se examinaron de manera individualizada realizando la identificacién a nivel de género,

registrando la fase evolutiva y el sexo en los ejemplares adultos, mediante el uso de una lupa

estereoscopica y con la ayuda de distintas claves taxondmicas (Figura 9) 63.64,
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Una vez clasificadas las garrapatas se conservaban individualmente en un tubo

Eppendorf® a 8°C hasta su procesamiento que se realizaba dentro de los ocho dias posteriores.

3.4 Deteccion de anticuerpos especificos

La deteccidon de anticuerpos frente a B. burgdorferi s.| en suero y en LCR se realizd en
un procedimiento en dos etapas siguiendo las recomendaciones europeas y del CDC >2:65; se
realizd un inmunoensayo enzimatico seguido, en aquellas muestras con resultados positivo o

dudoso, de una técnica de inmunotransferencia.

El enzimoinmunoensayo empleado para la deteccién de anticuerpos frente a
B. burgdorferi s.| fue el semi-automatizado VIDAS® Lyme G y VIDAS® Lyme M (bioMérieux SA,
France), realizado segun las instrucciones del fabricante. Es una técnica ELISA tipo sandwich
donde la deteccidn final se realiza por fluorescencia (ELFA, Enzyme Linked Fluorescent Assay).
Los resultados son analizados automaticamente por el equipo, obteniendo un indice que se
interpreta como ausencia de anticuerpos cuando es menor de 0,20. Presencia de anticuerpos
cuando el valor del indice es mayor o igual de 0,20 para los anticuerpos de clase IgG y mayores
de 0,32 para los anticuerpos de clase IgM. En las determinaciones de anticuerpos de clase
IgM, los resultados del indice con valores entre 0,20 y 0,32 se consideran dudosos.

En la prueba de inmunotransferencia se utilizé el equipo Borrelia LINE IgG/IgM (Sekisui
Virotech GmbH, Alemania) utilizado segun las indicaciones técnicas del fabricante. Es un
inmunoblot que detecta cualitativamente anticuerpos de clase IgG e IgM frente a distintas
proteinas de la espiroqueta. El ensayo se realiza utilizando dos bandas de nitrocelulosa, una
para cada tipo de inmunoglobulina. La banda para la confirmacién de los anticuerpos de clase
IgG presenta la secuencia de antigenos: VISE, p39 (BmpA), p83, ivl (BBA36), iv2 (BBO323),
iv3 (Crasp3) y iv4 (pG); estos Ultimos con nomenclatura iv son antigenos recombinantes
expresados in vivo. La banda utilizada para la confirmacién de anticuerpos IgM presenta la
secuencia de antigenos: p23 (OspC), VISE y p39 (BmpA). Se consideran positivas las bandas
que presentan una intensidad igual o superior a una banda de control siguiendo el esquema

del fabricante para su interpretacién como se indica en la Tabla 6.



Material y métodos

Tabla 6. Esquema de interpretacion de resultados de la inmunotransferencia atendiendo
indicaciones del fabricante.

Banda o bandas IgM visualizadas Banda o bandas IgG visualizadas Valoracion

Ninguna banda/ bandas inferiores a
nivel de corte o negativo
1 banda IgG (salvo VIsE)

Ninguna banda/ bandas inferioresa o
nivel de corte

1 banda IgM (salvo OspC) o Banda IgG VisE valor limite

Banda IgM OspC
o o 2 o mas bandas IgG positivo
2 0 mas bandas IgM

1 banda IgM 1 banda IgG positivo

En la Figura 10 se observa el ensayo de inmunotransferencia donde se aprecian las

bandas de reaccion.

Figura 10. Imagen de un ensayo de inmunotrasferencia.

El estudio de muestras de suero y LCR del mismo paciente se realizé en paralelo bajo
las mismas condiciones de ensayo. En este caso se realizaba el ensayo LIAISON® Borrelia IgG

(DiaSorin S.p.A, Italia) que utiliza una técnica automatizada de quimioluminiscencia para la
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determinacion cuantitativa de anticuerpos de clase IgG frente a B. burgdorferi s.l. El equipo
calcula de manera automatica la concentracion de IgG expresada en unidades arbitrarias
(UA/mL); las muestras con concentraciones por debajo de 10 UA/mL se interpretan como
ausencia de anticuerpos, concentraciones entre 10 y 15 UA/mL se consideran dudosas y
concentraciones iguales o por encima de 15 UA/mL representan presencia de anticuerpos en

la muestra.

3.5 Estudio gendmico de B. burgdorferi s.|

3.5.1 Extraccién de material genémico

Para la obtencidon de ADN de las garrapatas y de los sueros se utilizd resina Chelex® 100
al 5% (anexo III). Se adoptd este método porque es simple, rapido y produce ADN

suficientemente puro para nuestros objetivos.

Las garrapatas eran previamente troceadas con un bisturi en el tubo Eppendorf® donde

permanecian conservadas. Realizando luego los siguientes pasos:

o Adicién de 400 pL de solucién de Chelex.

o Agitacion vigorosa durante 15 segundos.

o Incubacion al bafio Maria a 56°C durante dos horas con agitacion
cada 20 minutos.

o Incubacién a 96°C durante 10 minutos.

o Agitacion vigorosa durante 15 segundos.

o Centrifugacién 5 minutos a 15 000 rpm.

o Recogida del sobrenadante a un tubo estéril.

El material gendmico de las muestras de suero se obtenia, con un protocolo similar al
anterior, de la siguiente manera:
o A un volumen inicial de 100 pL de suero se afiadian 250 pL de
solucién de Chelex.

o Agitacion vigorosa durante 15segundos.



o Incubacion al bafio Maria a 56°C durante dos horas con agitacion
cada 20 minutos.

o Incubacién a 96°C durante 10 minutos.

o Agitacion vigorosa durante 15 segundos.

o Centrifugaciéon 5 minutos a 15.000 rpm.

o Recogida del sobrenadante a un tubo estéril.

Para la extraccion del material gendmico de las muestras de LCR se utilizd un método
automatizado. A partir de un volumen inicial de 200 pL, se hacia la extraccidn y purificacion
del material gendmico mediante tecnologia de particulas magnéticas recubiertas de silice,
utilizando un extractor Magnapure 96 (Roche Diagnostics S.L, Alemania) siguiendo las

indicaciones del proveedor.

Todas las muestras extraidas se conservaban a —30°C hasta su uso.

3.5.2 Deteccion de B.burgdorferi s.

Para la deteccion del genoma de B. burgdorferi s.I se emplearon dos técnicas de
amplificacion diferentes, una descrita por el Centro Nacional de Microbiologia °® y otra de
amplificacion a tiempo real disefiada y validada en el laboratorio, método Hospital Carmen vy

Severo Ochoa (HCSO).

a. Método de deteccion genémica CNM (Centro Nacional de Microbiologia)

En la primera parte del estudio se empled una técnica de amplificacidon gendmica para
estudiar la presencia de Borrelia spp utilizando los oligonucledtidos BORF y 16S3B 56.66,

La reaccién de amplificacion se llevaba a cabo en un volumen final de 25 ul. Con el fin
de evitar trabajar con cantidades muy pequefias, se elaboraba una solucién madre que
contenia los componentes comunes de la reaccién para todo el ensayo a razon de las

cantidades recogidas en la Tabla 7.



Tabla 7. Secuencia de oligonucledtidos y proporciones de los componentes de la PCR.

Reactivos Secuencias Volumen
Tampdn (10x) 2,5uL
Magnesio2+ (50mM) 1pl
dNTP (1mM c/u) 5uL
Oligonucledtido (12,5 uM c/u) 1ul

BORF: CGCTGGCAGTGCGTCTTAA
16S3B: GCGGCTGCTGGCACGTAATTAGC
Taq (5U/ uL) 0,125 pL
Agua 10,4 plL
c/u: cada uno

Una vez preparada la mezcla se dispensaba en alicuotas de 20 pl a las que finalmente
se les anadia 5 pl de la muestra a analizar.

La elaboracidon de las mezclas de reaccidon y su dispensacion se hacian utilizando un
alicuotador QIAgility (QIAGEN, Alemania).

El proceso de amplificacion se realizaba en un termociclador Veriti (Applied Byosistems®,

Estados Unidos) siguiendo el perfil térmico recogido en la Tabla 8.

Tabla 8. Condiciones de la amplificacidn gendmica.

Perfil térmico Repeticiones iE Tiempo
Desnaturalizacién inicial 1 94°C 9
Ciclos 40

Desnaturalizacion 94°C 15”
Hibridacion 60°C 1
Extension 65°C 4
Elongacidn final 1 65°C 7

Las etapas de elaboracion de la mezcla y amplificacidn se realizaban en salas separadas

con el objetivo de minimizar las posibles contaminaciones.

En cada ensayo se utilizd6 como control positivo un fragmento de 183 pb de ADN
purificado de B. burgdorferi (Amplirun® Borrelia burgdorferi, Vircell Espafia) diluido a un
décimo en la solucidn de reconstitucion proporcionada por el fabricante. Como control negativo

se utilizé agua destilada estéril.

El producto de las amplificaciones se sometia a una electroforesis en gel de agarosa al
2% tefiido con bromuro de etidio, 8 puL de la muestra y 2 uL de tampdn de carga (anexo III).

Las muestras positivas se identificaron examinando el gel en un transiluminador de luz



ultravioleta. Se considerd positiva la presencia de una banda del tamafio aproximado de
491 pb, en comparacion con el control positivo y un control de peso molecular de ADN (Perfect

100b DNA Ladder, ERUx) (Figura 11).

Figura 11. Gel de agarosa con bandas de 491 pb.

b. Método de deteccién genémica HCSO

Diseio y aplicacion de PCR a tiempo real (PCR-tr)

Con el fin de agilizar y simplificar el proceso y poder cuantificar el material genémico de
B. burgdorferi s.| se elabord un protocolo de PCR a tiempo real. Se disefiaron dos cebadores y
una sonda Tagman MGB marcada con el fluoréforo FAM, utilizando el programa Primer Express
3.0 (AppliedByosistems®, Estados Unidos) y la secuencia publicada del gen del ARNr 16S de
la cepa de referencia B. burgdorferi B31. (GenBank acces no.04432.2) como patrdn.

A los oligonucledtidos se les asignoé el nombre de Borre TR-S y Borre TR-A. Este conjunto
de cebadores permite la amplificacion especifica de B. burgdorferi s.I de un fragmento de
105 pb.

La composicién oligonucleotidica de los cebadores y la sonda se muestra en la Tabla 9.



Tabla 9. Oligonucledtidos para la deteccidn de B. burgdorferi s.|.

Regidn Oligonucledtidos Secuencia

ARN ribosémico 16S Borre TR-S (sentido) 5-GCTTGTAGATGAGTCTGCGTCTTA-3’
Borre TR-A (antisentido) 5’-CAGTTCCAGTGTGACCGTTCA-3’
SONDA (FAM)5'-TTGGTAGGGTAAATGC

La reaccion de amplificacion de ADN a tiempo real tenia lugar en un volumen final de 10
ML. La soluciéon madre contenia 4 pL de la Mezcla Brillant III Ultra-Fast QPCR Master Mix lista
para su uso (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Estados Unidos) junto con 1 pL de la mezcla
de la sonda a 125 nM y los oligonucleétidos a 450 nM cada uno. A esta mezcla se les afiadian
5 uL de la muestra a analizar o de los controles.

El proceso de amplificacidon se realizaba en un termociclador 7300 Real Time PCR System
(Applied Byosistems®, Estados Unidos). Las condiciones del ciclo térmico se recogen en la

Tabla 10.

Tabla 10. Perfil térmico de PCR-rt.

Ciclos Temperatura Tiempo
1 95°C 10 min.
45 95°C 5 seg.
55°C 10 seg.
60°C 30 seg.
1 40°C 40 seg.

En una primera fase los productos amplificados se ponian de manifiesto con un gel de

agarosa en vez de utilizar la sonda Tagman MGB.

Idoneidad de los oligonucleétidos y el método

Para conocer el limite de deteccidn o sensibilidad analitica de la PCR-tr disefiada, los
oligonucledtidos y la sonda se ensayaron con un control positivo de B. burgdorferi (Amplirun®
Borrelia burgdorferi, Vircell, Epafia) que contenia 15000 copias/uL. Se realizaron diluciones

seriadas del control: 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000, con las que se formd una curva



relacionando las distintas concentraciones con los correspondientes ciclos de amplificacion

(Ct).

Cada vez que se realizaba la PCR-tr se incluian controles negativos, agua destilada
estéril, para verificar su buen funcionamiento y detectar las posibles contaminaciones que

pudiesen ocurrir durante el proceso.

Para comprobar la especificidad de la PCR-tr para el diagndstico de B. burgdorferi s.| se

empled la técnica con muestras de genomas de cepas de distintos microorganismos:

0 Pseudomonas aeruginosa
0 Proteus mirabilis

o Escherichia coli

o Campylobacter jejuni

o Citrobacter spp

o Morganella morganii

o Candida albicans

o Staphylococcus aureus

0 Streptococcus agalactiae

o Treponema pallidum

Cada una de estos genomas se extrajo utilizando el protocolo de extraccion de ADN con
Chelex® al 5% vy se les aplico el protocolo de amplificacion en cuatro ocasiones diferentes

utilizando los controles negativo y positivo descritos anteriormente.

Aplicacion en muestras de pacientes y vectores

Una vez realizado los estudios de idoneidad de la técnica disefiada se procedié a utilizar
la PCR-tr para la deteccién de B burgdorferi s.| en el material recogido de los pacientes y de

los vectores.

En una primera fase la PCR-tr se utilizd sin sonda fluorescente y los productos de
amplificaciéon se ponian de manifiesto con un gel de agarosa al 2%. En 220 muestras del
material obtenido de las garrapatas se afiadid la sonda para realizar el estudio de correlacion

entre los dos ensayos.



Estas pruebas se efectuaron utilizando las mismas proporciones en la mezcla de reaccion

y las mismas condiciones de ensayo antes comentadas.

Posteriormente, se analizaron 141 muestras de 61 pacientes, 40 LCR y 101 de suero.
Ochenta correspondian a parejas de LCR y suero del mismo paciente extraidos en el mismo

dia.

3.5.3 Caracterizacion de B. burgdorferi s.l. Secuenciacion

La secuenciacion es un proceso que sirve para determinar la composicién nucleotidica
de una especie con el fin de caracterizarla genotipicamente. Este método se utilizd para

estudiar las diferentes genoespecies de B. burgdorferi s.| que se habian detectado.

Previo a la secuenciacién se realizé una amplificacién del fragmento de ADN de la regidn
espaciadora intergénica ARNr 55/23S ¢’ en una mezcla de amplificacion con los reactivos y

bajo el perfil térmico indicados en la Tabla 11.

Tabla 11. Componentes y condiciones de la PCR previa a la secuenciacion.

Reactivos Secuencias Cantidades
Brilliant Il Ultra fast QPCR Master Mix* 12 pL
Oligonucleotidos 1ul

5'ACCATAGACTCTTATTACTTTGAC
5'TAAGCTGACTAATACTAATTACCC

H20 7 uL
Muestra 5puL
Perfil térmico Ciclos IE Tiempo
Preciclo 1 95°C 10
Ciclos 40
Desnaturalizacién 95°C 15”
Hibridacion 55°C 15’
Elongacién 72°C 2
Finalizacion 1 729C 7

*Agilent Technologies, Estados Unidos

Las bandas de amplificacion obtenidas en las distintas PCR, de un tamafio aproximado
de 380 pb (Figura 12), se separaron en un gel de agarosa se cortaron y se purificaron utilizando
el equipo de extraccion de gel Montage DNA (Montage DNA Gel Extraction Kit, Millipore,
Estados Unidos). Posteriormente para conocer su composicion, las bandas se secuenciaron

segun el método de Sanger con el equipo de secuenciacién de ciclos “Big Dye Terminator”



(Applied Biosystems, Foster City, CA) utilizando los oligonucleétidos empleados en la reaccion

de amplificacién del fragmento por separado.

Figura 12. Gel de agarosa con bandas de 380 pb.

La mezcla de reaccion vy el perfil térmico utilizados en los ensayos de secuenciacion se

recogen en la Tabla 12.

Tabla 12. Mezcla y condiciones de reaccidn para la secuenciacion.

Reactivo Volumen Concentracién/volumen final

Tampodn (5x) 2 uL 1x

Mezcla de secuenciacién (5x) 2 uL 1x

DMSO (5%) 0.5 pL 0,25%

Oligonucleotido (5 uM) sentido o antisentido 0.5 ulL 0,25 uL

Muestra 3uL -

Agua 2 uL -

Perfil térmico Ciclos T2 Tiempo

Preciclo 1 94°C 5

Ciclos 30
Desnaturalizacion 94°C 30”
Anillamiento/hibridacion 50°C 20"
Elongacién 60°C 4

Antes de proceder al revelado de la secuencia se realizé una purificacion del producto

obtenido afiadiendo 40 pL de BigDye®Xterminator™ Purification Kit (Applied Biosystems,

Estados Unidos) siguiendo las instrucciones del fabricante.



En una Ultima etapa, se cargaron 20 pL de la muestra en el secuenciador 310 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Estados Unidos) con un tiempo de andlisis de 36 minutos, que

permite la identificacién de un fragmento de unos 400pb.

Las secuencias obtenidas se alinearon y editaron en el programa CROMAS Pro
(Technelysium Pty Ltd, Australia) y se compararon con las depositadas en las bases de datos
del NCBI (National Center for Biotechnology Information) utilizando la herramienta BLAST

(Basic Local Alignment Search Tool) para la identificacion de especies.

Finalmente, se construyd un arbol filogenético con el programa Treeview (version 1.6.6)
donde se incluyeron las cepas previamente secuenciadas en relacion a cepas de referencia.
Las cepas de referencia incluidas en el arbol fueron: B.garinii: CP003151.1; B.lusitaniae:
EU078961.1; B. bavariensis: CP028872.1; B.bissettii: CP002746.1; B.afzelii: CP009058.1;
B.valaisiana: CP009117.1; B.mayonii: CP015780.1; B.spielmanii: 1X910054.1; B.burgdorferi:

CP019767.158,

3.6 Deteccion de otros patdgenos en las garrapatas

La presencia Rickettsia spp y Anaplasma phagocytophilum fue estudiada en 195
garrapatas con un protocolo similar al de deteccién gendmica de B. burgdorferi y aprovechando

el material utilizado para éste.

El material gendmico extraido de cada garrapata se analiz6 mediante PCR convencional
para determinar la presencia de ADN de Rickettsia spp utilizando oligonucledtidos dirigidos a
la regidn variable del espaciador intergénico 23S-5S (IGS)>® y para determinar la presencia de
ADN de Anaplasma phagocytophilum utilizando los oligonucleétidos MSP3F y MSP3R que son
especificos para una porcion del gen p44 del agente de la erliquiosis granulocitica humana ©°.

Las secuencias de los oligonucleotidos utilizados se recogen en la Tabla 13.



Tabla 13. Secuencias de oligonucleotidos utilizados en la PCR.

Microorganismo Oligonucledtido Secuencia Tamafio

Rickettsia spp. RCK/23-5-F GATAGGTCRGRTGTGGAAGCAC 366 pb
RCK/23-5-R TCGGGAYGGGATCGTGTGTTTC

Anaplasma phagocytophilum MSP3F CCAGCGTTTAGCAAGATAAGAG 334 pb
MSP3R GCCCAGTAACAACATCATAAGC

Cada vez que se realizaba una PCR se incluia un control negativo (agua destilada estéril)
cada siete muestras analizadas.

Las reacciones de amplificacién se llevaron a cabo utilizando el mismo perfil térmico y
el mismo termociclador empleado para realizar la PCR convencional en el estudio de Borrelia
burgdorferi s.| (Tabla 8).

Utilizando la técnica de secuenciacion previamente descrita se confirmé la especificidad
de las bandas obtenidas, segin el método explicado anteriormente y con los cebadores

especificos para cada uno.

3.7 Analisis estadistico

Los calculos estadisticos se realizaron con el programa para ordenador GraphPad InStat

V2.042 (GraphPad Software, Estados Unidos).

El significado estadistico de la diferencia entre las proporciones se determiné usando la
prueba x2 con correccion de Yates o el test exacto de Fisher para variables cualitativas en
celdas 2x2 cuando en la tabla tedrica existia un dato menor de 5, o el global de los datos no
llegaba a 50. Se aplicé el test de t-Students para datos no apareados cuando se compararon
medias aritméticas, aplicandose la correccion de Welch cuando las diferencias entre las

varianzas eran estadisticamente significativas.

El nivel de significacién requerido en todos los casos fue p<0,05, asi como para el calculo

de intervalos de confianza [IC 95%].

3.8 Evaluacion del comité ético de investigacion clinica

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Investigacién con Medicamentos del

Principado de Asturias (n®78/19).



3.9 Anexos

0 Anexo I: Hoja de recogida de datos en el protocolo de enfermedad de Lyme

1. DATOS EPIDEMIOLOGICOS.

H2 Sexo
Zona de procedencia:

Fecha de la picadura:

2. CLINICA.
Clinica general:
Cefalea Fiebre
Clinica cutanea:

Lesion en la zona de la picadura
Urticaria

Clinica articular

Artralgias migratorias

Artritis cronica

Entesopatia

Clinica neuroldgica:

Paralisis facial

Pardlisis de otros pares craneales
Clinica cardiaca:

Bloqueo A-V

Clinica Ocular:

Queratitis

Uveitis

3. ANALITICA

HB Leucos
GPT GGT
FA VSG

4. DIAGNOSTICO.

5. TRATAMIENTO.

Tipo Duracién:

6. EVOLUCION:

Ingreso: si/no Curacién si/no

Apellidos, Nombre:
Edad
Factor de riesgo:

Embarazada si/no

Artralgias

Adenopatias

Eritema Crdnico Migrans

Rash

Artritis autolimitada

Miositis

Mononeuritis

Meningitis/Encefalitis

Miocarditis/pericarditis.

Conjuntivitis

Otras

Plaquetas GOT
BRB LDH
PCR

Adecuado si/no.

Recidiva si/no Reinfeccién si/no.




o Anexo II: Encuesta de pacientes con picadura de garrapata

Etiqueta con datos de paciente

A. Datos relacionados con la picadura actual:
FECHA PICADURA
ZONA GEOGRAFICA PICADURA
ACTIVIDAD RELACIONADA CON LA PICADURA
OCUPACIONAL
Ganadero, veterinario, labranza...
RECREACIONAL
Senderismo, camping, caza, pesca
LUGAR ANATOMICO

TRATAMIENTO

B. Datos generales del paciente:
Zona habitual de residencia
¢Aude con frecuencia al campo? Zona
¢Ha sufrido alguna picadura previa de garrapata?

¢Recuerda haber tenido eritema?

¢Tiene animales en casa?
éCuadles?

¢Tienen garrapatas?




0

Anexo III: Reactivos utilizados

0

Solucién de extraccion Chelex®

- 5 gramos Chelex® 100 (BioRad)

- 100 ml agua estéril desionizada

- Someter a ligero calentamiento y agitacidon durante su dispensacion para

que se mantenga bien homogeneizada

Tampdn TAE 1X
- 20 ml de Modified Tris-Acetate EDTA buffer Concentrate (50X),
(Millipore, Estados Unidos)

- 980 ml agua destilada

Gel de agarosa al 2%
- 2 g de agarosa NuSieve®GTG®, de BioWhittaker Molecular Applications
- 100 ml de Tampdn TAE 1x (Millipore, Estados Unidos)

- 5 pL Bromuro de etidio (Sigma Aldrich, Estados Unidos)

Tampon de carga 6X
- 0,25% de azul de bromofenol

- 40% (P/V) de sucrosa en agua

Solucién cebadores y sonda para PCR a tiempo real

18 pL oligonucleodtido sentido 100 uM

18 pL oligonucledtido antisentido 100 uM

5 pL sonda 100 uM

359 yuL agua



4. RESULTADOS






4.1 Estudio de prevalencia de la enfermedad de Lyme

Los participantes en el estudio de seroprevalencia frente a B. burgdorferi s.| del area
sanitaria II del Principado de Asturias se clasificaron en tres grupos:

Grupo 1: donantes de sangre.

Grupo 2: pacientes con un proceso no relacionado con causa infecciosa.

Grupo 3: pacientes a los que se les solicité estudio de anticuerpos frente a B. burgdorferi
s.| como parte del diagndstico diferencial de su enfermedad. Este grupo 3 se diferenciaba

en dos, 3a y 3b, en funcidn de presentar o no factor de riesgo de picadura de garrapata.

Se detectaron anticuerpos de clase IgG frente a B. burgdorferi s.| en 189 (13,2%)
individuos, 16 (5,1%) donantes, 62 (14,4%) del grupo 2 y 111 (16,2%) del grupo 3

(p<0.0001).

En la Figura 13 se recogen el porcentaje de pacientes con anticuerpos frente a

B. burgdorferi en los distintos grupos de estudio.

o3
100% 20
70 65,9 65,7
80%
53,8
60%
1s 16 16
40%
14,4 16,2
20% 5,1
0%
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

Figura 13. Pacientes con anticuerpos frente a B. burgdorferi s.| y rangos de edad en los
distintos grupos estudiados.
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Los resultados de prevalencia del estudio atendiendo al sexo y a la edad se muestran

en la Tabla 14.

Tabla 14. Tasa de individuos con anticuerpos frente a B. burgdorferi s.| segun edad y sexo en
cada grupo de estudio.

Grupo P EM£DS Rango de edad (afios)
16-45 45-65 >65 p
Sexo n P/N P/N P/N
Grupo 1 316 16 53,819,4 2/147 12/147 2/6 (-)* p=0.0090
(5,1%) (1,3%) (7,5%)
Mujeres 131 4 59,59,3 0/64 3/60 1/3 (-)*
(3,1%) (0%) (4,8%)
Hombres 185 12 52,049,1 2/83 9/87  1/3(-)*
(6,5%) (2,3%) (9,4%)
Grupo 2 432 62 65,9+16,3 2/131 23/153  37/86  p<0.0001
(14,4%) (1,5%)  (13,1%) (30,1%)
Mujeres 222 21 65,4116,2 2/80 7/73 12/48
(9,5%) (2,4%) (8,8%)  (20,0%)
Hombres 210 41 66,3%16,2 0/51 16/80 25/38
(19,5%) (0,0%)  (16,7%) (39,7%)
Grupo 3 684 111 65,7£13,2 5/184 50/250  56/139  P<0.0001
(16,2%) (2,6%)  (16,7%) (28,7%)
Mujeres 303 33 63,81t14,1 2/84 17/128 14/58
(10,9%) (2,3%)  (11,7%)  (19,4%)
Hombres 381 78 66,5+12,8 3/100 33/122 42/81
(20,5%) (2,9%)  (21,3%)  (34,1%)

P/N: Positivo/Negativo; *No realizado

En el grupo de los donantes, se detectaron anticuerpos frente a B. burgdorferi en 4
(3,1%) mujeres y en 12 (6,5%) hombres (p=0.17); en el grupo 2 se detectaron en 21 (9,5%)
mujeres y en 41 (19,5%) hombres (p=0.044); y en el Gltimo grupo 3 (10,9%) mujeres y 78

(20,5%) hombres (p=0.0007), Figura 14.

100%
hombres
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mujeres
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Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

Figura 14. Presencia de anticuerpos en los grupos de pacientes segun sexo.



En el grupo de los donantes la edad media de las mujeres con anticuerpos fue de
59,5+9,3 afios y en hombres de 52+9,1 afios (p<0.0001). En el grupo 2 la edad media de las
mujeres con anticuerpos es de 65,4+16,2 y en los hombres de 66,3+16,2 afios (p=0.83) y en

el grupo 3 de 63,8+14,1 en mujeres y 66,5+12,8 en hombres (p=0.009).

Centrandonos en el grupo 3, se detectaron anticuerpos frente a B. burgdorferi en 49

(11,7%) individuos en el grupo 3ay 62 (23,5%) en el grupo 3b (p=0.0051).

La Tabla 15 muestra los datos de los individuos del grupo 3 segun el riesgo de contacto

con el vector por su labor ocupacional (3b) o la falta de riesgo (3a).

Tabla 15. Resultados de la poblacion del grupo 3 en funcion del factor de riesgo ocupacional
(3b) o sin riesgo (3a).
Positivos Edad media

Grupo (prevalencia) Positivos Rango de edad (afios)
Sexo n 16-45 45-65 >65 p
P/N P/N P/N
Grupo 3a 420 49(11,7%)  63,5¢12,1 2/133(1,5%) 27/161(14,4%) 20/77(20,6%) p<0.0001

M 177 16(9,0%) 60,6+15,5  2/63(3,1%)  9/70(11,4%)  5/28 (15,1%)
H 243  33(13,6% 65,0£10,1  0/70 (0%)  18/91(16,5%) 15/49 (23,4%)
Grupo 3b 264 62 (23,5% 67,4+139  3/51(55%) 23/89(20,5%) 36/62 (36,7%) p<0.0001
M 126  17(13,5% 66,9+12,3 0/21 (0%) 8/58 (12,1%) 9/30 (23%)
H 138 45(32,6% 67,5¢14,5  3/30(9,1%) 15/31(32,6%) 27/32 (45,8%)
M: mujeres; H: hombres; P/N: Positivos/Negativos

)
)
)
)

En el grupo 3a 16 (9%) mujeres y 33 (13,6%) hombres presentaban anticuerpos frente
a B. burgdorferi (p=0.15); la edad media de los positivos era de 60,6+£15,5 afos en las
primeras y de 65,0+10,1 en los segundos (p=0.0005). En el grupo 3b presentaban anticuerpos
17 (13,5%) mujeres y 45 (32,6%) hombres (p=0.00048). La edad media de los positivos fue

de 66,9+12,3 y 67,5+14,5 afos respectivamente (p=0.71).
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4.2 Enfermedad de Lyme en el area sanitaria II

En el Laboratorio de Microbiologia del Hospital Carmen y Severo Ochoa se analizaron
1183 muestras de suero con solicitud de estudio para la enfermedad de Lyme entre septiembre

de 2013 y diciembre de 2016.

Se detectaron anticuerpos frente a B. burgdorferi s.| en 224 (18,93%) muestras de otros
tantos pacientes mediante el enzimoinmunoensayo de cribado. De ellos, se confirmé la
especificidad de los anticuerpos en 191 (16,14%). Presentaban anticuerpos de clase IgG
189 (15,97%) pacientes, de clase IgM 2 (0.17%); y 49 (4,14%) presentaban las dos clases

de anticuerpos en la misma muestra.

Del total de pacientes que presentaron anticuerpos 68 (11,64%) eran mujeres y 123
(20,53%) hombres (p<0.0001). La media de edad fue de 64,90+15,79 afios [16-91] en las

mujeres y 66,58+14,45 afios [23-90] en los hombres.

De los 1183 pacientes, 46 estaban ingresados y 1058 fueron atendidos
ambulatoriamente (766 en atencién primaria, 292 en atencion especializada y 10 en el servicio
de urgencias del hospital). De los ingresados, 7 (15,21%) presentaron anticuerpos frente a
B. burgdorferi s.I y 184 (17,39%) en el grupo de los ambulatorios. De estos Ultimos, 123
(16,06%) atendidos en la consulta de atenciéon primaria, 55 (18,83%) en consulta de atencion
especializada y 10 (12,66%) en el servicio de urgencias. Las especialidades que recibieron un

mayor numero de pacientes fueron medicina interna y otorrinolaringologia.

Se recuperaron datos de presencia o ausencia de factor de riesgo de sufrir enfermedad
de Lyme y de picadura de garrapata (actividades ganaderas, agricolas o de labranza,
actividades recreacionales relacionadas con la naturaleza) en 753 individuos. Entre los 270 con
factor de riesgo (Figura 15), 61 (22,59%) presentaban anticuerpos frente a B. burgdorferi s.l,
mientras que de los 483 pacientes que no tenian factor de riesgo, 50 (10,35%) presentaban
anticuerpos (p<0.0001).

De los 318 pacientes que recordaban haber sufrido una picadura de garrapata, 63
(19,8%) presentaban anticuerpos frente a B. burgdorferi s.l. Por el contrario, de los 839
pacientes desconocian haber tenido una picadura, 118 (14,06%) presentaban anticuerpos

(p=0.018).
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Figura 15. Pacientes con factor de riesgo y anticuerpos frente a B. burgdorferi en relacion
con actividad realizada.

En la Tabla 16 se recogen caracteristicas clinicas y epidemiolédgicas de los pacientes que

presentaban anticuerpos frente a B. burgdorferi s.| en el estudio.

Tabla 16. Caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de pacientes con anticuerpos frente a
B. burgdorferi s.|.

N % Edad media Rango edad FR Antecedente
(afios) (afios) SI/NO/Nd PG
Pacientes 191 65,98+14,92 16-91 61/51/79 64
Hombres 123 64,40 66,58+14,45 23-90 44/34/45 41
Mujeres 68 35,6 64,90+15,79 16-91 17/17/34 23
Cuadro clinico  Neuroldgico 59 30,89 69,76+13,48 23-90 15/23/21 12
No definido 29 15,18 61,96+14,95 35-88 6/11/12 20
Articular 29 15,18 65,24+11,78 37-84 9/4/16 11
Dermatoldgico 28 14,66 63,32+16,92 29-91 8/7/13 16
Infeccioso 14 7,33 55+19,70 16-86 7/2/5 1
Otros 8 4,19 69+11,26 53-84 6/-/2 1
Pérdida de audicion 7 3,66 63,86+10,25 52-79 4/2/1 -
Sintomas generales 7 3,66 66,43+17,32 32-88 5/-/2 2
Vascular 7 3,66 81+1,91 79-83 3/1/3 -
Cardiaco 3 1,57 78,33£11,59 65-86 1/1/1 1

FR: factor de riesgo; PG: picadura de garrapata; Nd: sin datos
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Se consultaron las historias clinicas de los 191 pacientes con presencia de anticuerpos
frente a B. burgdorferi s.| en suero y de 5 pacientes con sospecha de eritema migratorio en

los que no se detectaron anticuerpos por ser una entidad patognomanica de la enfermedad de

Lyme.

De los 196 pacientes, 36 (3,04%) cumplian criterios de enfermedad de Lyme (18
hombres y 18 mujeres): 24 (2,03%) presentaban afectacion dermatoldgica, 6 (0,51%)

afectacion neuroldgica y 6 (0,51%) afectacion articular.

Ciento cincuenta y cinco pacientes fueron descartados por no cumplir los criterios de

enfermedad de Lyme.

En la Figura 16 se recogen los casos de enfermedad de Lyme y el tipo de manifestacion

clinica que presentan.
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Figura 16. Casos de enfermedad de Lyme y tipo de manifestacidn clinica en funcion del sexo.

Se establecieron tres grupos de edad: pacientes menores de 45, entre 45 y 65, y

mayores de 65 afios. La incidencia del nimero de casos se recoge en la Tabla 17 y  Figura

17.



Tabla 17. Casos de enfermedad de Lyme respecto al total de pacientes en distintos grupos de

edad.
Grupos de edad
Casos Sexo <45 45-65 >65 Total
EL/AEL EL/AEL EL/AEL EL/AEL
Mujeres 4/160 (2,44%) 9/229 (3,78%) 5/177 (2,43%)  18/566 (3,08%)
Hombres 3/173 (1,70%) 6/211 (2,76%) 9/197 (4,37%)  18/581 (3,%)
Total 7 /333 (2,10%) 15/440 (3,30%) 14/374(3,61%)  36/1147 (3,04%)
EL: enfermedad de Lyme AEL: ausencia de enfermedad de Lyme
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Figura 17. Distribucién de la Enfermedad de Lyme segun el sexo y la edad.
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4.2.1 Enfermedad de Lyme con presentacion clinica dermatoldgica

En el periodo de estudio se encontraron 24 (2,03%) pacientes que presentaban

enfermedad de Lyme con afectacién cutdnea. La edad media de los pacientes fue de

56,37+18,25 [28-89] afios. Catorce (58,33%) eran mujeres. En la Tabla 18 se resumen las

caracteristicas de estos pacientes.

Tabla 18.Caracteristicas clinico-epidemioldgicas de los pacientes con clinica dermatoldgica.

Caso Sexo Edad PG FR Ac IgG Ac IgM Estacion Localizacién lesion
1 M 28 - - - - Verano Espalda
2 29 + - - + Otofio Gluteo
3 F 31 - Nc - - Otofio Muslo
4 F 34 - + - - Verano Brazo
5 M 34 - Nc + + Verano Pierna
6 F 41 - Nc + - Verano Pierna
7 M 43 + + + - Primavera Pierna
8 F 46 + Nc - (+)/- Primavera Pierna
9 F 48 + Nc - + Otofio Pie
10 M 50 + + + - Verano Muslo
11 F 53 + Nc + + Verano Abdomen
12 F 56 - - + - Otofio Diseminado
13 F 60 - Nc + + Verano Brazo
14 M 61 + - + - Verano Diseminado
15 M 64 - - + + Verano Costado
16 M 65 + + + - Verano Axila
17 F 66 + - + - Otofio Rodilla
18 F 69 + + + - Verano Costado
19 M 69 - Nc + - Verano Muslo
20 F 74 - + + - Verano Pierna
21 F 76 - Nc + - Verano Diseminado
22 M 82 + - + + Invierno Abdomen
23 M 85 + + + + Primavera Brazo
24 F 89 - Nc + - Verano No consta

M: masculino; F: femenino; PG:picadura garrapata; FR:factor riesgo; Nc:no consta

Presentaban eritema migratorio 23 pacientes y 1 acrodermatitis crénica atréfica. En 21

casos se documentaba un eritema migratorio Unico caracteristico, uno de los cuales era

consecuencia de una reinfeccidn. Tres pacientes presentaban multiples lesiones diseminadas.

Solo en tres lesiones, de las que se presentaban aisladas, se describia un aclaramiento central

recordando la lesién caracteristica en diana. Cinco pacientes manifestaban, acompafiando al



Resultados

EM, algun sintoma general de los siguientes: fiebre, dolor de cabeza, adenopatia o dolor
inespecifico.
En la Figura 18 se observan lesiones de eritema migratorio presentes en los pacientes 2

y 8 del estudio.

Figura 18. Eritema migratorio en pierna y en gluteo. Coleccion particular.

En relacidn a la localizacion anatdomica de la lesidn, esta informacidon se recogia en las
historias de 23 pacientes: 11 aparecian en las extremidades inferiores, 4 en las extremidades
superiores, 4 en el tronco, 1 en las zonas distales de ambas extremidades, y otros 2 pacientes

presentaban multiples lesiones distribuidas por el cuerpo (Figura 19).
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Figura 19. Distribucién de los individuos segin sus manifestaciones dermatoldgicas.
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El paciente 12, con clinica correspondiente a la etapa tardia de la enfermedad (ACA),
presentaba ademas polineuropatia periférica.

En la mitad de los casos el paciente recordaba haber sufrido una picadura por garrapata
previa.

La actividad de riesgo, relacionada con la picadura de garrapata, estaba reflejada en la
historia de 14 pacientes, de los cuales 7 (50%) presentaban al menos una causa: 5
relacionados con actividad agraria, 1 con actividad ganadera y 1 con ambas actividades.

Segun la estacionalidad se observa que en verano se encuentran 15 casos (4,35%) y 9
casos (1,07%) en el resto del afio (p=0.0009).

En la Figura 20 se recogen el nimero de casos en los distintos meses del afio.
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Figura 20. Distribucion de tasa de pacientes con manifestaciones dermatoldgicas en el afio.

Todos los pacientes que presentaban clinica dermatoldgica recibieron tratamiento
antibiotico. Un paciente con ceftriaxona intravenosa, 17 con doxiciclina oral y el resto, también
por via oral con un antibiético del grupo de los betalactamicos (amoxicilina, cefuroxima y
amoxicilina-acido clavulanico). En un caso fue necesario cambiar de antibidtico durante el

tratamiento debido a intolerancia a la doxiciclina. Dos pacientes recibieron mas de un



tratamiento por falta de evolucion satisfactoria de los sintomas, ambos presentaban clinica
general acompafiando a la lesién cutanea. Solamente el paciente con ACA fue ingresado en el

hospital para recibir el tratamiento por via intravenosa.

4.2.2 Enfermedad de Lyme con presentacion clinica articular

Entre los pacientes que presentaban clinica articular y anticuerpos frente a
B. burgdorferi s.l. se cumplian criterios de enfermedad de Lyme en seis casos. Dos mujeres y
cuatro hombres, con edades comprendidas entre 55 y 72 afios.

Las caracteristicas de los pacientes y de la enfermedad se reflejan en la Tabla 19.

Tabla 19. Caracteristicas clinico-epidemioldgicas de los pacientes con clinica articular.

Caso Sexo Edad PG FR Ac IgG Ac IgM Estacion Localizacion
1 M 70 + + + + Otofio Migratorias
2 M 70 - + + + Primavera  Rodilla
3 M 64 + Nc + - Otofio Rodilla
4 M 72 - - + - Verano Migratorias
5 F 59 + + + - Otofio Hombro
6 F 55 + + + + Primavera  Migratorias

M: masculino; F: femenino; PG: picadura garrapata; FR: factor riesgo; Nc: no consta

Tres pacientes sufrian artralgias migratorias y otros tres artralgias localizadas en una
gran articulacion (dos en rodilla y una en hombro). En todos se habia descartado el diagndstico
de artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico y fibromialgia. Solamente dos pacientes
presentaban alteraciones en las pruebas bioquimicas con valores de VSG y Proteina C Reactiva
discretamente elevados.

Cuatro pacientes presentaban factor de riesgo en relacion con la picadura, tres
desarrollaban labores de labranza y uno actividades ganaderas.

Todos los pacientes con enfermedad de Lyme con presentacién de clinica articular se
trataron con doxiciclina. La administracion fue por via oral con una media de 23,83+5,77
[15- 30] dias de tratamiento. Todos tuvieron una evolucion clinica favorable con remision

completa de los sintomas.
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4.2.3 Enfermedad de Lyme con presentacion clinica neuroldgica

En 19 pacientes se detectaban anticuerpos frente a B. burgdorferi s.| en LCR. Las

caracteristicas de estos pacientes se muestran en la Tabla 20.

Tabla 20. Pacientes con anticuerpos frente a B.burgdorferi s.l en suero y LCR.

Caso Sexo Edad Ac IgG/IgM Ac IgG Mes Recuerdo Pleocitosis zzszz]::
suero LCR EM (LCR) (LCR)

1 F 58 +/- + 11 No No N
2 M 59 +/d + 2 No No N
3 M 59 +/+ + 4 No No 61
4 M 60 +/- + 5 No No

5 F 83 +/- + 10 No No

6 M 81 +/+ + 10 No No 48
7 F 58 +/- + 12 No No

8 M 88 +/- + 1 No No

9 M 57 +/+ + 3 No No 46
10 M 87 +/+ + 6 No No N
11 M 67 +/+ + 9 No No 46
12 F 56 +/- + 12 Si No N
13 M 72 +/- + 1 No No 96
14 M 81 +/- + 1 No No 75
15 M 72 +/- + 1 No No NC
16 F 74 +/+ + 4 No No 69
17 F 79 +/d + 4 No No N
18 M 69 +/- + 5 No No 49
19 F 60 +/- + 9 No Si 53

d: dudoso; N: valor normal

Se descartaron 18 de ellos porque no cumplian la definicion de caso (presencia de
anticuerpos en LCR y pleocitosis) aunque clinicamente habian sido categorizados como posible
enfermedad de Lyme, y todos fueron tratados con ceftriaxona intravenosa.

Se diagnostic6 como neuroborreliosis el paciente 19 con plexopatia braquial que
presentaba pleocitosis de predominio mononuclear y proteinas discretamente elevadas en LCR,
y 5 pacientes que tenian paralisis facial a los que no se les habia realizado el estudio de
anticuerpos ni de alteraciones celulares ni parametros analiticos en LCR. La edad de estos
pacientes estaba comprendida entre 58 y 83 afios.

Las caracteristicas de la enfermedad y de los pacientes con clinica neuroldgica se

recogen en la Tabla 21.



Tabla 21. Caracteristicas clinico-epidemioldgicas de los pacientes con clinica neuroldgica.
Ac lgG Ac IgM

Caso Sexo Edad PG FR suero suero Estacion Clinica Tto
1 F 65 - Nc + d Otofio Paralisis facial Dox
2 M 58 + - + - Invierno Paralisis facial Dox
3 M 71 - - + - Otofio Paralisis facial Dox
4 M 75 + - + - Verano Paralisis facial Dox
5 M 83 - - + d Invierno Paralisis facial Dox
6 F 60 - + + - Otofio Plexopatia braquial Ctx

Nc: no consta; d: dudoso; Tto: tratamiento; Dox: doxiciclina; Ctx: ceftriaxona

4.2.4 Estacionalidad de la enfermedad de Lyme

Se estudiaron los pacientes con enfermedad de Lyme segun la época del afo en la que

se establecié el diagndstico. Los resultados obtenidos se detallan en la Tabla 22.

Tabla 22. Casos de EL y manifestaciones clinicas segun las distintas estaciones

Invierno Primavera Verano Otofio
n EL/AEL EL/AEL EL/AEL EL/AEL
-/101 2/160 8/171 8/134
. _ 18
Mujeres (n=584) (1,23%) (4,47%) (5,63%)
3/130 3/179 9/157 3/115
~ 18
Hombres (n=599) (2,25%) (1,6%) (5,73%) (2,54%)
Total 36 3/231 5/339 17/328 11/249
(1,28%)a (1,45%)b,c (4,92%)a,b (4,23%)c
Presentacion clinica n n: 234 n: 344 n: 345 n: 260
Dermatoldgica 24 1 3 15 5
(2,03%) (0,43%) (0,90%) (4,35%) (1,92%)
Neuroldgica 6 2 1 3
(0,51%) (0,85%) i (0,29%) (1,15%)
Articular 6 2 1 3
(0,51%) i (0,58%) (0,29%) (1,15%)

EL: enfermedad Lyme; AEL: ausencia enfermedad Lyme; 2p=0.0197;°p=0.0152;°p=0.0419

En el grupo de los hombres encontramos casos en todas las estaciones del afio. Sin
embargo, en las mujeres, no se registran casos en la época de invierno y hay una marcada

diferencia entre verano, otofio con respecto a la de primavera (Figura 21 y Figura 22).
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Figura 21. Pacientes con enfermedad de Lyme en las diferentes estaciones.
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Figura 22. Manifestaciones de la EL distribuidas por época del afio y sexo de pacientes.
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4.3 Estudio del vector

Durante el periodo de estudio se recogieron un total de 1082 garrapatas: 899 (83,09%)
fueron recolectadas de la vegetacién en los distintos concejos del area, mientras que 183

(16,91%) se retiraron de pacientes que solicitaron atencion sanitaria.

4.3.1 Caracterizacién de los ectoparasitos y distribucion geografica

Se identificaron 4 tipos diferentes de garrapatas duras, 983 (90,85%) Ixodes spp, 68
(6,28%) Dermacentor spp, 23 (2,13%) Rhipicephalus spp y 8 (0,74%) Haemaphysalis spp.

Se localizaron garrapatas en todos los concejos estudiados. Cangas fue el concejo donde
se encontré mayor variedad. En la Tabla 23 se recogen los ejemplares recolectados por
concejos y por tipo (en 10 de ellos no se recuper6 el dato de procedencia). La Figura 23

muestra distintos tipos de garrapatas.

Tabla 23. Clasificacidn de las garrapatas recolectadas y concejo de procedencia.

Allande Cangas Degafia Ibias Tineo
Ixodes spp 110 (94,01%) 408 (82,25%) 167 (100%) 47 (97,92%) 243 (99,59%)
Dermacentor spp 5(4,27%) 61 (12,3%) - 1(2,08%) 1(0,41%)
Rhipicephalus spp 2(1,71%) 19 (3,83%) - - -
Haemaphysalis spp - 8(1,61%) - - -
Total (1072) 117 496 167 48 244

Figura 23. Garrapatas recolectadas. Rhipicephalus sp, Ixodes sp, Dermacentor sp. Coleccion
particular.
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En la Figura 24 se observa el tipo de garrapata recogida y su municipio de origen.
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Figura 24. Tipo y distribucién geografica de las garrapatas recuperadas.

Se hallaron garrapatas en las distintas etapas evolutivas, 6 larvas, 572 ninfas y 504
adultos (298 hembras y 206 machos). En la Tabla 24 se recogen los tipos de garrapatas

encontrados junto con su etapa evolutiva y su origen.

Tabla 24. Clasificacidn y origen de las garrapatas recolectadas en el estudio.

GENERO ETAPA n ORIGEN
Pacientes Vegetacion
Ixodes spp (n=983) Larvas 6 3 3
Ninfas 572 125 447
Adultos 405
Hembras 35 208
Machos 1 161
Dermacentor spp (n=68) Adultos 68
Hembras 12 27
Machos 7 22
Rhipicephalus spp (n=23) Adultos 23
Hembras - 12
Machos - 11
Haemaphysalis spp (n=8) Adultos 8
Hembras - 4
Machos - 4
Total 1082 183 899
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En la Figura 25 se recoge el tipo de garrapata y sus distintos estados evolutivos.
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Figura 25. Tipo de garrapatas segun género y estado evolutivo.

4.3.2 Episodios de retirada de garrapatas en pacientes

Excepto en el mes de diciembre, acudieron a los centros sanitarios pacientes solicitando
atencion médica para la retirada de garrapatas de la piel.

De 183 garrapatas retiradas de personas, 170 pertenecian a 135 pacientes en episodios
diferentes y se recibieron en el laboratorio junto con una encuesta realizada al paciente,
detallada anteriormente en el anexo II. En las 13 restantes Unicamente se conocia el dato de
origen humano, por lo que no estan incluidas en el siguiente analisis.

En los episodios registrados de retirada de garrapata, a dieciocho pacientes se les quito
mas de un ejemplar: a once pacientes se le quitaron 2 garrapatas, a tres pacientes 3, a dos
pacientes 4 y hubo dos pacientes a los que se le quitd seis y ocho garrapatas respectivamente.

La edad media era de 46,40 + 25,66 [1-97] afios (86 hombres, 46 mujeres). En tres
pacientes se desconocia este dato.

Cuatro garrapatas no se recibieron en buen estado por lo que no se pudieron identificar.

Entre las clasificadas, 152 (89,41%) pertenecian al género Ixodes spp y 17 (10,24%) al género
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Dermacentor spp. Entre las garrapatas del género Ixodes spp, 111 (74,5%) se encontraban
en etapa de ninfa, 35 (23,49%) eran adultos, (97,14% hembras) y 6 (2,01%) eran larvas. Los
ejemplares de Dermacentor spp eran todos adultos, 11 hembras y 6 machos.

Del total de pacientes, 64 (47,41%) tenian animales en casa y en 24 (37,5%) hacian
referencia a la presencia de garrapatas en ellos.

Se registré la localizaciéon anatémica de la picadura de la garrapata en 159 ocasiones:
46 (28,93%) ejemplares en las extremidades inferiores, 36 (22,64%) en las extremidades
superiores, 25 (15,72%) en la zona de la cabeza y el cuello, 22 (13,84%) en la zona del
abdomen, 15 (9,43%) en la espalda, 9 (5,66%) en el térax y 6 (3,77%) garrapatas en la zona

inguinal (Figura 26).
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Figura 26. Localizacion anatdmica de donde fue retirada la garrapata de los pacientes
atendidos en el sistema de salud.

Todos los ejemplares de Dermacentor spp se retiraron de la parte superior del cuerpo.
Se recuperaron en mayor proporcion de la cabeza y el cuello, 13 (86,67%) de los 15
ejemplares. Los ejemplares de Ixodes spp, se retiraron 11 de 149 (7,38%) de la cabeza y
cuello (p<0.001).

Sélo 31 pacientes tenian estudios de anticuerpos frente a B. burgdorferi s.I. En 8

(5,92%) casos se confirmaba la presencia de anticuerpos antes de la retirada de la garrapata.



En 2 casos se detectaban anticuerpos en el momento de la retirada y 2 presentaban

anticuerpos en muestras estudiadas tres meses mas tarde.

De los 135 pacientes, con episodio de retirada de garrapata, 19 (14,07%) recibieron

tratamiento antibiotico oral, cinco de ellos una dosis Unica de doxiciclina.

4.4 Evaluacion y aplicacidén de la amplificacion gendmica a tiempo

real

4.4.1 Verificacion de la técnica

Como se comentdé en el apartado material y métodos se disefi6 una PCR-tr para el

diagndstico de la bacteria. Se eligieron unos oligonucleotidos para la deteccidén de espiroquetas

pertenecientes al complejo B. burgdorferi s.| y se comprobd, su idoneidad introduciendo las

secuencias en Standard Nucleotide BLAST del National Center for Biotechnology Information,

gue ambos se unian especificamente a distintas genoespecies de Borrelia burgdorferi s.| entre

las que se incluian las descritas en Europa como patdégenas (Figura 27).

Description

Borreliella afzeli isolate HLJ177

18S ribosomal RNA gene. partial
sequence

Borreliella ganni isolate HLJ158

18S ribosomal RNA gene. partial
sequence

Borreliella ganni isolate HLJ157
18S ribosomal RNA gene. partial
sequence

Borreliella ganni isolate HLJ158
18S ribosomal RNA gene. partial
sequence

Borreliella bissettii isolate HLJ230
18S ribosomal RNA gene. partial
sequence

Borreliella bissettii isolate HLJ231
18S nbosomal RNA gene. partial
sequence

Borrelfiella bissettii isolate HLJ232
18S nbosomal RNA gene. partial
sequence

Borrediella bavariensis isolate
HLJS1 168S ribosomal RNA gene.
partal sequence

Borreliella bavariensis isolate
HLJS2 16S ribosomal RNA gene.
partial sequence

Borreliella bavariensis isolate
HLJS3 18S ribosomal RNA gene.
partial sequence

Uncultured Borrelia sp. clone YNS7
18S ribosomal RNA gene. partial
sequence

Figura 27. Genoespecies de B.burgdorferi s.| relacionadas con los oligonucleétidos.
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Sensibilidad y especificidad

Para comprobar la validez de la técnica se ensayaron los oligonucledtidos en muestras
de garrapatas que habian sido estudiadas previamente con la PCR clasica del Centro Nacional
de Microbiologia. Se compararon los resultados obtenidos en ambos ensayos, después de
realizar las determinaciones en paralelo, el mismo dia y bajo las mismas condiciones de
trabajo. Los productos amplificados de ambas pruebas se revelaron utilizado un gel de agarosa
tefiido con bromuro de etidio. El control positivo utilizado, cada vez que se realizaba un estudio,
resulté siempre positivo. Siempre se incluyeron controles negativos para comprobar que no
existian contaminaciones o amplificaciones inespecificas que resultaron siempre negativos.

En la Tabla 25. Concordancia de las amplificaciones gendmicas. se recogen los resultados

obtenidos en los ensayos realizados.

Tabla 25. Concordancia de las amplificaciones gendmicas.

Oligonucledtidos ISCIII TOTAL
Positivo Negativo
Positivo 30 3 33
Oligonucleotidos HCSO
Negativo 1 66 67
Total 31 69 100

Para la PCR HCSO se obtuvo una sensibilidad del 96,87 %. La concordancia de ambos
ensayos fue del 96%.

Para comprobar la especificidad de la técnica, se ensayod el método en cepas de distintos
microorganismos que habian sido obtenidas de cultivos identificados previamente. Cada cepa

se probo en cuatro ocasiones diferentes. Los resultados se recogen en la Tabla 26.



Tabla 26. Microorganismos ensayados para el estudio de especificidad.
Repeticién 1 Repeticién 2 Repeticién 3 Repeticién 4

E. coli NA NA NA NA
P. mirabilis NA NA NA NA
C. jejuni NA NA NA NA
C. jejuni NA NA NA NA
Citrobacter spp. NA NA NA NA
P. aeruginosa NA NA NA NA
P. aeruginosa NA NA NA NA
S.agalactiae NA NA NA NA
Staphylococcus aureus NA NA NA NA
M. morganii NA NA NA NA
Candida spp NA NA NA NA
Amplirun® Borrelia burgdorferi + + + +

NA: no amplifica

El control positivo amplificé correctamente en todas las ocasiones descartando posibles
inhibiciones en el desarrollo de la técnica. Se utilizaron controles negativos (agua destilada)

de los cuales en ninguna ocasion se obtuvieron resultados de productos amplificados.

Comparacion del revelado en gel de agarosa y con el uso de la sonda

En la primera fase del estudio, el producto de la PCR se ponia de manifiesto con un gel
de agarosa al igual que cuando se realizaba la PCR del Centro Nacional de Microbiologia (CNM).
Posteriormente, se realizaron estudios en paralelo utilizando los oligonucleétidos sin y con la
nueva sonda disefiada. Estos ensayos se realizaron el mismo dia y bajo las mismas condiciones
de reaccién, utilizando el mismo termociclador y estudiando las mismas muestras. En cada
grupo de muestras estudiadas se incluyeron varios controles negativos para descartar posibles
contaminaciones, no detectandose estas en ningln caso. Los resultados obtenidos utilizando

la sonda y con el revelado utilizando el gel de agarosa se recogen en la Tabla 27.

Tabla 27. Relacién de las reacciones de amplificacién gendmica: lectura en gel y con sonda.

Oligonucledtidos con sonda n (Total)
Positivo Negativo
A N Positivo 86 5 91
Oligonucledtidos
Negativo 9 120 129
n (Total) 95 125 220
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La concordancia obtenida entre ambos métodos fue del 94 %. La sensibilidad del

método utilizando el revelado con gel fue del 91% y con la sonda del 95%.

Limite de deteccion (cuantificacion gendémica)

Del control positivo se realizaron diluciones seriadas que se probaron en cuatro

ensayos diferentes. En la Tabla 28 y en la Figura 28 se recogen los valores y la

representacidon obtenidos en la amplificacion de los mismos.

Tabla 28. Datos de las diluciones del control de genoma de B .burgdorferi.

Copias/ul Ct Ct Ct Ct
1500 27,94 27,49 28,50 28,49
150 31,71 31,34 31,32 31,52
Amplirun® Borrelia burgdorferi
15 34,9 34,85 34,43 34,00
15 - 38,51 38,57 38,8

12345678 910111213141516171831920212223242526272629303132333435363738 %9

Figura 28. Diluciones de los controles para construir la curva estandar.
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Con estos resultados se elabord una curva estandar (Figura 29) para determinar
el limite de deteccidon y comprobar la cinética de amplificacion y la correlacion entre

la cantidad de genoma y el Ct de amplificacion.

——— Linear Regression
""" 95% Confidence Interval

R?=0,9897
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28 29 ’ ’ ' ' ' 3 % 37 38
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Figura 29. Curva estandar, compara la amplificacion (Ct) con las diluciones de la bacteria.

El limite de deteccion fue de 14 copias en el ciclo 35, limite estandar universal, y se

llegaron a detectar 1,5 copias en el ciclo 38 en 3 de los 4 casos en los que se ensayaron.

4.4.2 Aplicacion en muestras de pacientes

Una vez disefiada y evaluada la nueva técnica de PCR-tr para la deteccion de B.
burgdorferi s.l, se empled en muestras clinicas obtenidas de los pacientes del estudio. La
técnica se aplicé 101 sueros y 39 LCR. De ellas, 39 correspondian a parejas de suero y LCR de

un mismo paciente.

En ninguna de las muestras clinicas ensayadas se detecté la presencia de B. burgdorferi

s.l.

4.4.3 Deteccidn de B. burgdorferi s.l en garrapatas

De las 1082 garrapatas recolectadas, siete tuvieron problemas técnicos durante la
extraccion y no se pudieron analizar. Un total de 1075 garrapatas fueron investigadas por
técnica de amplificacion gendmica para detectar la presencia de B. burgdorferi s.l. Seis

ejemplares eran larvas de Ixodes spp todas fueron negativas y se excluyeron del analisis de
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datos debido por una parte a que la infeccidon transovarica de B. burgdorferi en el género
Ixodes es practicamente inexistente y, por otra parte, por ser un nimero muy limitado de
ejemplares.

Finalmente, se analizaron 1069 garrapatas. Se detectd B. burgdorferi s.| en 148
(13,84%) de los ejemplares, en 39 de 568 (6,86%) en ninfas y en 109 de 501 (21,75%) en
adultos, 75 (25,42%) hembras y 34 (16,5%) machos.

En la Tabla 29 se recogen las caracteristicas y los resultados obtenidos de las garrapatas

retiradas de la vegetacion incluidas en el analisis.

Tabla 29. Deteccidn de B. burgdorferi en las garrapatas recolectadas de la vegetacion.

GENERO Total Ninfas Adultos H Adultos M
+/- +/- +/- +/- P
123/691 29/416 64/144 30/131
Ixodes spp (n=814) (15,11%) (6,52%) (30,77%) (18,63) <0.0001
Dermacentor spp (n=47) 2/45 i 1/24 1/21 ns
(4,25%) (4%) (4,54%)
Rhipicephalus spp (n=23) 3/20 i 1/11 2/9 ns
(13,04%) (8,33%) (9,09%)
Haemaphysalis spp(n=8) 0/8 - 0/4 0/4
_ 128/764 29/416 66/183 33/165
TOTAL (n=892) (14,35%) (6,52%) (26,5%) (16,67%)

ns: no significativo

Se observé la presencia de B. burgdorferi en 123 ejemplares de Ixodes spp, y en 2
ejemplares de Dermacentor spp (p=0.05). No se detecté B. burgdorferi s.| en ninguna
garrapata perteneciente al género Haemaphysalis spp.

De las garrapatas recolectadas al ser retiradas de la piel de personas que habian sufrido
picaduras, se analizaron un total de 177 ejemplares. Los resultados obtenidos se recogen Tabla

30.



Tabla 30. Deteccion de B.

burgdorferi en las garrapatas retiradas de personas.

GENERO Total Ninfas Adultos H Adultos M
+/- +/- +/- +/-

Ixodes spp 20/139 10/113 9/26 1/0

(n=159) (12,58%) (8,13%) (25,71%) (*)

Dermacentor spp 0/18 ) 0/11 0/7

(n=18)

TOTAL 20/157 10/113 9/37 1/7

(n=177) (11,30%) (8,13%) (19,56%) (*)

En la Figura 30 se observa el tipo y la etapa evolutiva de las garrapatas donde se detectd

B. burgdorferi, tanto recogidas de la vegetacién como de los pacientes que acudieron a los

servicios de salud.
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Figura 30. Tipo de garrapatas portadoras de B. burgdorferi segun su procedencia.

4.4.4 Caracterizacion de las genoespecies de B. burgdorferi s.l.

Se recuperé el fragmento de ADN obtenido de la amplificacidon de la regidon espaciadora
intergénica ARNr 55/23S de 50 muestras que posteriormente se analizé por secuenciacion.
En 17 de ellas no se lograron resultados con éxito. En las restantes se identificaron

cinco genoespecies del complejo B. burgdorferi s.| diferentes.
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En la Tabla 31 se recogen en detalle los datos de las distintas genoespecie.

Tabla 31. Genoespecies secuenciadas de B.burgdorferi s.|.
Etapa evolutiva de Ixodes spp

Genoespecie Total ninfas adulto macho adulto hembra
B. lusitaniae 20 8 12
B. garinii 5 2 1 2
B. afzelii 4 - 2 2
B. valaisiana 3 - 1 2
B. burgdorferi s.s 1 - - 1
Total 33 2 12 19

La genoespecie mas encontrada en estas garrapatas fue B. lusitaniae. Dos de ellas, del
género Ixodes, habian sido retiradas de pacientes que durante el periodo de estudio no
solicitaron atencién médica. El resto de las genoespecies secuenciadas se encontraban en
garrapata de la vegetacion.

Algunas cepas secuenciadas se agruparon seleccionando un Unico ejemplar en
representacion. En el grupo G1 las secuencias de las cepas 21795, 21776, 21787, 21927,
21717, en el grupo G2 las cepas 8477, 21648, 21985, 21685, 8109 y en el grupo G3 las cepas
21986, 21612, 21725, 21722 y 8275. La Figura 31 muestra la relacién filogenética de estas
especies con las cepas de referencia.

a)

B.garini

21983

B.Vaiad 21653
B.bavanensis G1
8028 B.mayoni

24 B.bissetti

21984

B.burgdorferi

21463

21483



b)

21479

— 8282
Bspielmani
21964
21730
BLusitaniae
8100
21721
&2
21984
Bo28
B.afzelii
B.bavariensis
B.garinii

Gl

BValaisiana
21983
21653

B.mayani

B.bissettii

B.burgdorferi
01

Figura 31. Esquema filogenético con raiz (a) y sin raiz (b) de las especies encontradas de

2473
21463
21483
21482

B. burgdorferi en este estudio en relacién con las cepas de referencia.
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4.5 Presencia de otros patdgenos en el vector

Las garrapatas ademas de ser vectores de B. burgdorferi s.| también pueden albergar
otros microorganismos como Rickettsia spp y Anaplasma phagocytophilum. Se estudid la
presencia de estos dos patdégenos en 195 ejemplares (150 adultos y 45 ninfas) de garrapata,
189 de ellos eran comunes en ambos estudios.

En la Tabla 32 y la Figura 32 se muestran los datos obtenidos de estos patdgenos junto

los resultados obtenidos de la deteccién de B. burgdorferi s.l.

Tabla 32. Presencia de Rickettsia spp y Anaplasma phagocytophilum en el vector en
comparaciéon con B. burgdorferi s.l.

Patégeno estudiado

Anaplasma phagocytophilum Rickettsia spp B.burgdorferi s.|

n=195 n=195 n= 1069
) +/- +/- +/-
Tipo de garrapata (%) (%) (%)

B 2/193 2/165* 143/830

Ixodes spp (n=167) (1,20%) (1,20%) (14,70%)
0/21 9/12* 2/63

Dermacentor spp (n=21) ) (42,85%) (3,08%)
s 0/5 2/3 3/20

Riphicephalus spp (n=5) { (Aé%) (13/04%)
Haemaphysalis spp (n=2) 0/2 0/2 0/8

- - ()
B 2/1932b 13/1822b 148/9212
TOTAL (n=195) (1,02%) (6,66%) (13,84%)

a*p <0.0001; P p=0.006

Rickettsia spp se encontr6 en 9 de 12 (42,85%) ejemplares en el género Dermacentor
spp, hallandose Unicamente en un 2 de 165 (1,20%) ejemplares de garrapatas del género
Ixodes spp.

En todas las garrapatas donde se encontré presente Rickettsia spp se encontraban en
fase adulto. Anaplasma phagocytophilum se detectdé en una ninfa y un adulto. B. burgdorferi
s.| se detectd en garrapatas en los estados de adulto y ninfa (comentado anteriormente). En

un ejemplar se detectd una co-infeccion de Anaplasma phagocytophilum y B. burgdorferi s.l.
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Figura 32. Presencia de patdgenos en las garrapatas estudiadas.

En ningln ejemplar se detectaron los tres patégenos simultdneamente.

Resultados
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5. DISCUSION






Desde hace ya dos décadas, la Sierra del Sueve en la comunidad auténoma del
Principado de Asturias se considera zona endémica de borreliosis de Lyme (Guerrero, 2000),
una enfermedad multisistémica que provoca, por lo general, sintomas cutaneos, articulares,
cardiacos y/o neuroldgicos transmitida por garrapatas. Los procesos neuroldgicos y los
articulares pueden afectar en un 15% y un 60% respectivamente a los pacientes que no
reciben un tratamiento antibidtico adecuado 7.

La mejor via de control, como en otras infecciones, es la prevencion y para ello es muy
importante conocer el entorno.

Esta situacion de borreliosis endémica que ocurre en la Sierra del Sueve bien puede
extenderse a otras zonas de Asturias con caracteristicas similares. La parte suroccidental de
Asturias es una zona boscosa y humeda con una superficie forestal del 85% en la que abundan
las garrapatas 72. Ademas, es el area sanitaria asturiana con un mayor numero de casos
hospitalizados por borreliosis 73, sin embargo, hasta la fecha se desconoce la dimension real
de la infeccién.

Asi pues, el primer objetivo de esta tesis fue conocer el alcance del problema de esta
enfermedad en la zona suroccidental de Asturias.

Se planted un estudio de seroprevalencia frente a B. burgdorferi s.| en tres grupos
distintos de individuos sefialados previamente en el apartado de material y métodos: donantes
de sangre, pacientes que acudian al servicio de salud a realizar analiticas no relacionadas con
procesos infecciosos y pacientes con posibilidad de padecer una infeccion por Borrelia
burgdorferi.

En el anélisis de los datos se encontré una tasa de anticuerpos frente a B. burgdorferi
s.| del 13,2%, similar a la que se informaba en Soria (13,1%) hace un par de décadas 7* y
supera a la encontrada en otras zonas del pais como el 4,4% en Navarra o el 3,45% en Madrid
en trabajos mas recientes 7576, Cabe resaltar que estos trabajos ya tienen mas de una década
y quizas los datos de seroprevalencia estan subestimados.

Estos niveles bajos de infeccidn son similares a la que se encuentran en el grupo de
donantes de sangre (5,1%) de este estudio. La baja seroprevalencia de B. burgdorferi
encontrada en donantes puede ser debida a la edad de estos, pues solo 8 donantes eran
mayores de 65 afios (el grupo de edad con mayor prevalencia). Estudios en otros paises
informan porcentajes similares, 4,2% en Escocia y 4,3% en Rumania 77.78, Estas tasas pueden

incluso variar dentro de un mismo pais. Asi, en el norte de Noruega se registra un 0,48% y en



el sur del 9,25% 7°. En Bélgica no encuentran diferencias entre donantes de zona rural y
urbana con prevalencias del 2,6 y del 2,9% 8°. A pesar de que estos porcentajes no son nada
desdefiables y de que en las primeras etapas de la enfermedad de Lyme se produce una
diseminacion hematdgena de la bacteria, no se ha informado hasta la fecha ningun caso de
transmisidon de enfermedad de Lyme mediante transfusiones de sangre 81.

En los otros grupos analizados, los que acudian al hospital sin causa infecciosa y el grupo
de los que tenian clinica compatible con enfermedad de Lyme, la deteccién de anticuerpos
frente a la bacteria supera el 14%.

Anteriormente se comentaba que la prevalencia era superior a zonas con caracteristicas
similares de nuestro pais, pero esta en la media de lo publicado en otras regiones europeas.
Asi, en Alemania informan prevalencias del 9,40%, en Bélgica del orden del 21-23% y en
Eslovaquia del 25,3%, tasa ligeramente mas alta pero que corresponde a un estudio realizado
en personas de riesgo por su trabajo o actividad 82-84,

Es ldgico pensar que aquellas poblaciones con un contacto con zona forestal y con
ocupaciones en ese ambito, presenten una mayor tasa de infeccion. En la recogida de datos
en los pacientes del grupo con sospecha de enfermedad de Lyme (grupo 3), se pudo registrar
esta variable. Se pudo constatar que aquellas personas con mayor riesgo de sufrir picaduras
por garrapatas por su ocupacién laboral (con mayor riesgo de exposicién al vector) y de mayor
edad llegaban a tasas de prevalencia de anticuerpos frente a B. burgdorferi s.| de hasta el
45%. Es mas, en este grupo los mas jovenes ya alcanzaban tasas de anticuerpos del 9%. En
Espafia existen trabajos en los que constatan una mayor seroprevalencia en personas de riesgo
por su profesién o zona geografica de residencia y que alcanzan prevalencias de hasta el 38%
en ganaderos y guardas forestales en La Rioja 8°.

El aumento de la tasa de infeccion estd estrechamente relacionado con la mayor
exposicién al vector, como se acaba de comentar. Pero, ademas del riesgo ocupacional, la
edad es otra variable que aumenta esa exposicién.

En este trabajo se observa un incremento significativo en la prevalencia de anticuerpos
con la edad del paciente y se alcanzan porcentajes cercanos al 30% en personas mayores de
65 afios. Esto contrasta con otros trabajos 75768586 en los que no encuentran diferencias
significativas. Sin embargo, los estudios europeos mencionados de Alemania y Bélgica también
confirman un aumento de prevalencia con la edad, que por encima de 65 afios alcanza niveles

del 30% 8283,



Como en otros estudios, también se observa una mayor seroprevalencia en hombres,
sobre todo en los mayores de 45 afios 8. Este dato parece relacionado con una mayor
participacion del hombre en actividades al aire libre hasta la fecha. La mayor participacién de
la mujer en actividades agrarias y recreativas al aire libre puede revertir este dato en el futuro.

Analizando la prevalencia de anticuerpos frente a B. burgdorferi s.| de los distintos
grupos establecidos llama la atencién que entre personas en las que el motivo de consulta no
estaba relacionado con patologia infecciosa (grupo 2), la prevalencia sea similar a la de
aquellos con clinica compatible con enfermedad de Lyme (grupo 3). Esto puede explicarse por
el amplio espectro de manifestaciones clinicas producidas por B. burgdorferi s.| que puedan
semejar cuadros que ni siquiera se consideran infecciosos. De hecho, una gran parte de las
peticiones solicitadas a los laboratorios de Microbiologia no cumplen definiciones de caso de
enfermedad de Lyme. En un estudio en Holanda, sélo el 9% de los pacientes estudiados
presentaban criterios clinicos compatibles 87. Por otra parte, el diagndstico debe realizarse en
presencia de un ambiente epidemioldgico adecuado y con posibilidad de picadura de garrapata
17 Segun los datos de este trabajo, parece evidente que el factor que mas peso tiene a la hora
de decidir solicitar un estudio de enfermedad de Lyme es la presencia de factor de riesgo
(actividades al aire libre), sobre todo en individuos menores de 65 afios.

En cualquier caso, la prevalencia de la infeccion por B.burgdorferi s.| en la zona estudiada
es alta y se asocia al sexo, la edad y la actividad ocupacional o recreativa. Es importante
sefialar que es el primer estudio de prevalencia en Espafia realizado en donantes de sangre.

Como se comentaba anteriormente, a la hora de establecer un diagndstico de
enfermedad de Lyme, nos encontramos con pacientes que presentan manifestaciones clinicas
muy variadas. La presencia de un eritema migratorio, o recordar haberlo tenido con
anterioridad, permitiria diagnosticar clinicamente a estos pacientes o apoyar su diagndstico.
Pero éste no siempre aparece. También en muchas ocasiones encontramos pacientes que ni
recuerdan haber tenido una picadura de garrapata previa ni ningun otro tipo de lesion cutanea
que puedan hacer pensar en dicha enfermedad. Hoy en dia, la mayoria de los casos
diagndsticos, salvo la infeccidn cutanea temprana, se establecen segun los resultados de las
pruebas seroldgicas.

Para conocer las caracteristicas clinicas de la enfermedad de Lyme, se estudiaron los
datos de mas de mil pacientes en los que se analizaron una serie de variables. Ciento noventa

y un (16,14%) pacientes presentaban anticuerpos frente a B. burgdorferi s.l. Treinta y seis



(3,04%) tenian una enfermedad de Lyme confirmada en el momento en que se analizaron los
datos. Las manifestaciones clinicas presentes fueron todas propias de la infeccidon. Se
encontraron 24 (2,03%) pacintes con afectacion dermatolégica, 6 (0,51%) con afectacién
neuroldgica y 6 (0,51%) con afectacién articular. La mayor frecuencia de las afectaciones
dermatoldgicas sugiere que los enfermos acuden a la atencién sanitaria en las fases tempranas
de la enfermedad. El hecho de que se encuentren tasas superiores de deteccién de anticuerpos
que de enfermedad, sugiere que estos estudios microbioldgicos deben estar mejor dirigidos
por la presentacion clinica compatible para no malinterpretar los resultados.

Los 36 pacientes con enfermedad de Lyme se diagnosticaron en un periodo de tres anos
y medio. Segun la poblacién de estudio y los datos de poblacién existente en la zona en el
periodo analizado, la incidencia estimada aproximada en nuestra area sanitaria es de 35,70
casos por 100 000 habitantes/afio, superior a la sefialada en Espafia en el afio 2005, con 0,25
casos por 100 000 habitantes/afo 888°, Debido a que en nuestro pais no es una enfermedad
de declaracion obligatoria se encuentran datos muy variados de incidencia, con cifras de 0,32
por 100 000 habitantes/afio en La Corufia ?° a 3-5 casos por 100 000 habitantes/afio en La
Rioja !7. El dato mas alto y mas reciente es el que encuentra Vazquez-Ldopez; con 11,6 casos
por 100 000 habitantes/afio en Lugo en el afio 2015, provincia limitrofe con la zona de estudio.

En Francia, se encuentra una incidencia media un poco mas elevada, 42 casos por
100 000 habitantes/afno, pero los datos varian mucho segun la region estudiada: se
encuentran zonas con ausencia de casos y zonas que alcanzan 184 casos 100 000 por
habitantes/afio °!. En Europa occidental esta cifra se sitla en 22 casos por 100 000
habitantes/afio; también hay importantes variaciones, con cifras desde 0,001 hasta 464 casos
por 100 000 habitantes en Italia y Suecia respectivamente 92,

A pesar de esta disparidad de datos lo encontrado en esta tesis sugiere que la
enfermedad puede estar infradiagnosticada debido a esos signos inespecificos que ya se
comentaban anteriormente.

Entre los enfermos, se encontrd el mismo nimero de hombres que de mujeres. En otros
estudios tampoco se observaron diferencias importantes °3-95. La mayoria de los casos se
presentaron en verano y en otofio lo cual parece légico porque coincide pasada la temporada
de mayor actividad de las garrapatas que en esta época buscan alimento para la muda o la

puesta de huevos. Por tanto, existe una mayor probabilidad de que se produzcan las picaduras



en las personas y una mayor tasa de infeccion, lo que concuerda con este estudio, donde son
mas frecuentes las manifestaciones tempranas.

Lo que si se aprecia es que las mujeres presentaban mas EM (manifestacion temprana
y relacionada con una infeccién reciente) y los hombres mas manifestaciones extracutaneas.
Esto podria explicar que se encuentren mas casos en mujeres en verano, cuando Ixodes
presenta mayor actividad, y los casos de enfermedad en los hombres aparezcan durante todo
el afo con manifestaciones correspondientes a las etapas diseminadas o tardias.

La mitad de los pacientes estudiados recordaban haber sufrido una picadura de
garrapata. Esta cifra es similar a la descrita en algunas series espafnolas que presentan tasas
entre 45,37% y 55% 99, e inferior a otras series europeas en las que se alcanzan valores por
encima del 70% 9193, En cualquier caso, no recordar la picadura de una garrapata o la
presencia de lesiones cutaneas que asemejen un EM no deben ser razén para no realizar un
estudio de B. burgdorferi s.l.

Las manifestaciones clinicas mas frecuente de la enfermedad de Lyme en Espafia, segun
Portillo et al. (2014) son el EM y los cuadros neuroldgicos tempranos 7. En nuestra serie, el
63,16% de los casos presentd una clinica dermatoldgica, cifra proxima al 66,7 % descrita
recientemente en un estudio realizado en el area sanitaria de Gijon perteneciente a nuestra
comunidad auténoma °* y ligeramente superior al 47,22% descrita en Lugo ° comunidad
autdnoma vecina. Otras series espafnolas, sin embargo, presentan como la manifestacién
clinica mas frecuente la afectacion neuroldgica °’. Es normal pensar que debido a un mayor
conocimiento de la enfermedad y la alerta de la poblacion sobre una picadura de garrapata,
demande mas atencion médica y mas temprana, lo que provoca que sea menos frecuente que
aparezcan manifestaciones tardias de la misma. Los pacientes cada vez tienen mas
informacién sobre los signos y sintomas que pueden aparecer después de una posible infeccion
por Borrelia spp lo que hace que acudan con anterioridad al médico y reciban el tratamiento
antibiético adecuado que evita el progreso de la infeccidn.

En los 24 (2,02%) casos de enfermedad con afectacion dermatoldgica todos se
presentaron como una infecciéon temprana localizada, eritema migratorio, salvo un paciente
que presentd ACA. La cifra de casos de EM alcanzaria valores mas elevados a los obtenidos si
se incluyesen los pacientes diagnosticados clinicamente y a los que no se les solicitan pruebas
de laboratorio. Muchos EM se suelen diagnosticar en los centros de atencién primaria y resulta

complicado recuperar el dato para conocer su incidencia real. Aunque la tasa de este trabajo



es superior a la observada en la zona occidental de Suiza (0,8%), en otros estudio realizados
en Europa se alcanzan valores del 5,2% (3,4-7,5%)%.

El paciente que presentaba ACA cumple con las caracteristicas tipicas de esta
patologia 23: mujer mayor con afectacion cutanea en ambas extremidades acompafiada de
polineuropatia. Ademas, esta paciente presentd el valor de anticuerpos de clase IgG mas
elevado de todo el estudio, lo que parecia ratificar su diagnéstico.

Los meses donde mas casos de EM se diagnosticaron fueron junio, julio y agosto, que
coincide con época de mayor actividad de la garrapata y con un periodo de alto contacto del
hombre con la naturaleza. De hecho, fue en junio y julio la época del afio en que mas asistencia
sanitaria se demandoé para la retirada de garrapatas.

Entre los pacientes con EM, se encuentran diecisiete con presencia de anticuerpos de
clase IgG en suero frente a B. burgdorferi s.l, de los cuales, once no presentaban anticuerpos
de clase IgM. Se podria plantear varios motivos que expliquen la ausencia de anticuerpos de
clase IgM. Por una parte, los pacientes tardaron mucho tiempo en solicitar atencion médica y
se produjo un aclaramiento de los mismos, no conceden a este tipo de lesidon suficiente
importancia (placa eritematosa por lo general no dolorosa) y/o desconocen las posibles
complicaciones que pueden aparecer en ausencia de un tratamiento antibidtico adecuado como
para acudir al médico de manera temprana. También es posible que los anticuerpos IgG sean
resultado de una infeccién anterior y se trataria de una reinfeccion. La espiroqueta puede
presentar antigenos ligeramente diferentes, de manera que los anticuerpos de clase IgG
producidos con anterioridad no son capaces de evitar su desarrollo, ni la aparicién de lesiones
cutaneas. Los once pacientes a los que Unicamente se les detectaba anticuerpos de clase I1gG
tenian una edad media por encima de los 60 afos, seis tenian recuerdo de una picadura de
garrapata previa y cinco presentaban algun factor de riesgo relacionado con la picadura.
Prestando atencion a los valores obtenidos en el estudio de seroprevalencia en esta regién en
el que se observa un claro aumento de ésta con la edad, mas aun en los pacientes que tienen
algun factor de riesgo de exposicidon a la picadura de garrapata, no es extrafo pensar que los
anticuerpos de tipo IgG detectados son fruto del recuerdo inmunoldgico, no detectdndose
anticuerpos de clase IgM como ocurre en la mayoria de las reinfecciones.

Un paciente con EM presentd anticuerpos de clase IgM mientras que el resultado de la
prueba de inmunotransferencia fue negativa. Esta situacidon es propia de casos de infeccion

muy reciente, donde la respuesta inmunoldgica aun estd poco desarrollada. Podria



considerarse un hecho normal con el que hay que trabajar a diario en los laboratorios de
Microbiologia debido a que el ELISA muestra mayor sensibilidad que las pruebas de
inmunotransferencia que se utilizan para confirmar la especificidad de los resultados.

Todos los pacientes con manifestaciones cutaneas salvo el que presentaba ACA, habian
sido asistidos por equipos de atencién primaria o en la unidad de urgencias del hospital y
excepto dos, en la época de verano/ otofio en la cual la garrapata se considera que tienen mas
actividad. En todas estas historias se describia con claridad la lesidn, por lo que cabe confirmar
que los médicos del area estan familiarizados con el EM. En estos casos, aunque la presentacién
cutanea es patognomonica de la enfermedad y no estan recomendadas las determinaciones
de anticuerpos frente a B. burgdorferi s.l, al igual que en el caso anterior, éstas tendrian
utilidad para estudiar o detectar una posible seroconversién posterior que confirme el
diagndstico.

Las manifestaciones con afectacion cutanea fueron las que aparecieron en edades mas
tempranas. En esta serie el paciente mas joven tenia 28 afios. Pero existe constancia de casos
en pacientes con este tipo de manifestaciones con edades inferiores a 14 afios en nuestro area
sanitaria °°.

La clinica con afectacion neuroldgica en esta serie representd el 0,51% de los casos
estudiados (6 casos). La presentacion mas frecuente fue neuritis craneal en forma de paralisis
facial (5 pacientes) en coherencia con ser el par craneal mas cominmente afectado de esta
enfermedad. Se desconoce si estos pacientes presentaban pleocitosis linfocitica y respuesta
intratecal de anticuerpos especificos contra B. burgdorferi s.l, criterio diagndstico de
neuroborrelisis de Lyme en Europa . En el area sanitaria estudiada se conoce que se dan las
caracteristicas epidemioldgicas necesarias para la enfermedad de Lyme con manifestacién
neuroldgica. Ello hace que, en ausencia de otra etiologia posible, la presencia de anticuerpos
en suero se considere suficiente para admitir el diagndstico definitivo y que no se realice la
deteccion de anticuerpos en LCR cuando la afectacién se limite al sistema nervioso periférico.
A diferencia del estudio realizado por Rojko et al. (2019) 19, donde un tercio de los casos de
enfermedad de Lyme con paralisis facial presentaban o recordaban un EM, en esta serie
ninguno hacia referencia a haber presentado tal afectacion. El trabajo mencionado recogia un
importante numero de casos, donde 64 pacientes cumplian todos los criterios necesarios para

establecer el diagndstico definitivo y hasta 120 cumplian criterios de casos posibles. En este



estudio el nimero de casos es pequefio como para determinar si esos valores son del todo
correctos.

El otro paciente con enfermedad de Lyme y afectacién neuroldgica presentaba una
plexopatia braquial cuyo estudio en LCR tenia valores de proteinas por encima de lo normal y
una marcada pleocitosis.

De los seis casos neuroldgicos solamente dos hombres recordaban haber tenido una
picadura de garrapata previa y solo una mujer, que presentaba plexopatia braquial, hacia
referencia al eritema migratorio.

El paciente mas joven con manifestacién clinica neuroldgica tenia 58 afios, pero como
sefialabamos antes, existen casos en edades mas tempranas. En el trabajo de Pérez et al.
(2013) se describe un caso de paralisis facial en un nifio de 13 afos que habia tenido una
picadura por garrapata dos meses antes y que recordaba la aparicién posterior a ésta de un
eritema migratorio °°.

En la serie estudiada sorprende el gran niumero de pacientes, dieciocho, con posible
afectacion neuroldgica, por la presencia de anticuerpos en LCR, pero sin pruebas que lo
confirmen (pleocitosis). Dos pacientes, aunque no presentaban pleocitosis, tenian una ligera
alteracién de las proteinas en LCR que hace pensar que podrian tratarse también de casos
confirmados. Un paciente con sintomas de meningismo, habia sido diagnosticado con
anterioridad de neumonia recibiendo tratamiento con antibidtico. En esa atencién se le habia
practicado la retirada de dos garrapatas del hemitérax derecho. En el momento del diagndstico
de la neuroborreliosis referia cefalea holocraneal y mialgias generalizadas en el Ultimo mes.
La ausencia de pleocitosis podria relacionarse con el tratamiento antibidtico recibido a causa
de la neumonia. Otro paciente con polineuropatia mixta, neuropatia sensitiva en guante y
calcetin, presentaba leucocitos en el LCR por debajo de los valores considerados para
establecer pleocitosis pero se observaba una elevacién importante de las inmunoproteinas de
clase IgG.

Los 18 pacientes con manifestaciones neuroldgicas que presentaban anticuerpos frente
a B. burgdorferi s.| en suero y LCR al mismo tiempo y que no presentan pleocitosis u otras
alteraciones en el LCR, se podian considerar que son reflejo de una neuroborreliosis pasada o
no activa donde aun no se han aclarado los anticuerpos en el LCR. Puede ocurrir también que

estos anticuerpos hayan logrado atravesar la barrera hematoencefalica de forma pasiva; este



hecho no se puede descartar ante la falta de la determinacion del indice de albimina y por eso
no pueden incluirse como pacientes con diagndstico de EL con presentacion clinica neuroldgica.

En cuanto a los pacientes con clinica articular, al igual que los pacientes con patologia
neuroldgica, el numero de casos en este estudio es escaso, sdlo 6. En Europa las
manifestaciones articulares también son poco frecuentes. Podemos sefialar que aunque en
ningun caso se reflejaba el recuerdo de eritema migratorio previo, en un estudio realizado por
Stazyk et al (2019) solo la mitad de los pacientes con artritis de Lyme lo recordaban 191, En
los pacientes que tuvieron afectacién en una Unica articulacién, como suele ser habitual ésta
se mostrd, en una gran articulacion: la rodilla y el hombro. La clinica articular de la enfermedad
de Lyme es normal que se presente semanas o meses después de la picadura de la garrapata
y por tanto los anticuerpos que se detectan son de clase IgG. Todos los casos los presentaban,
aunque llama la atencién que en cuatro de los seis pacientes también se detectaban
anticuerpos de clase IgM. Este hecho ahonda la idea de que los anticuerpos de clase IgM no
tienen un aclaramiento tan rapido como se pudiese esperar, y por tanto un resultado positivo
no se traduce siempre en una infeccion reciente. Por otro lado, estos casos se observaron en
otofo y en primavera, por lo que habria que comprobar si la afectacion articular no es tan
tardia como se afirma.

El diagndstico de la enfermedad de Lyme basado en los resultados de las
determinaciones de anticuerpos detectadas en suero no es sencillo y plantea numerosos retos.
Los estudios no siempre aportan la utilidad esperada. En areas donde existe alta incidencia de
enfermedad, se solicitan estudios de anticuerpos incluso cuando los sintomas no presentan
una clara sospecha, lo que se convierte en numerosas ocasiones en un excesivo diagndstico
de la enfermedad y conlleva, en numerosas ocasiones, la administraciéon de tratamientos
antibioticos innecesarios.

Un 14,28% de los resultados positivos de la deteccion de anticuerpos no fueron
confirmados, de ahi la importancia de realizar un segundo ensayo confirmatorio.

Por eso, siempre hay que valorar los resultados en un contexto clinico y epidemioldgico
y s muy importante conocer el entorno para un correcto diagndstico y tratamiento.

Por otro lado, existen casos que no se llegan a diagnosticar debido a que los pacientes
Unicamente desarrollan una infeccidén asintomatica resolviéndose sin producir complicaciones

que ni siquiera requieren solicitar atencion médica.



En cualquier caso, los estudios microbioldgicos de deteccién de anticuerpos tienen que
complementarse con estudios epidemioldgicos y de presencia y caracterizacion del vector para
conocer el entorno en el que se realizan los diagnosticos. Por ello, otro objetivo de la tesis fue
realizar un estudio de campo para determinar la distribucién de las garrapatas en el area y la
presencia de las distintas genoespecies de Borrelia spp patdégenas en el vector, asi como, en
las garrapatas que se retiraban de los individuos que solicitaban la atencién sanitaria.

Este estudio demuestra la presencia en la vegetacion de cuatro géneros diferentes de
garrapatas duras en el suroccidente asturiano: Ixodes, Dermacentor, Rhipicephalus,
Haemaphysalis. La presencia de estos géneros se encuentra descrita en otras zonas de la
comunidad autdénoma 192 y |a distribucion coincide con otros trabajos realizados en el norte de
Espafia 94103.104 sin embargo contrasta con estudios realizados en el centro peninsular donde
practicamente no se recuperaron ejemplares de Ixodes spp 56195, En el concejo de Cangas fue
donde mas variedad de géneros se recuperaron, pero puede ser debido a que el muestreo se
hizo en mas ocasiones y en zonas mas variadas que en el resto de concejos, donde la recogida
se realizé en uno o dos dias y en el mismo lugar.

Por otra parte, se recuperaron garrapatas de los tres estados evolutivos diferentes del
género Ixodes spp. De los otros géneros Unicamente se encontraron ejemplares en la etapa
adulta. La presencia de larvas del género Ixodes es muy escasa, podria estar en relacién a su
pequefio tamafio y su palido color que hace que pasen mas desapercibidas si no se buscan
minuciosamente. Un estudio previo también refleja una baja presencia de estas larvas en la
zona 1%, En los ejemplares del género Dermacentor, tanto las ninfas como las larvas habitan
en madriguera y nidos de pequefios mamiferos, y resulta en este caso poco eficaz el método
de recogida. Por otra parte, de las especies mas habituales del género Rhipicephalus, bien las
formas inmaduras tienen una marcada estacionalidad que no coincide con la temporada en
que se realizd la recogida, o son nidicolas (con una cercana relacidén con los perros) siendo
mas dificil su recuperacion fortuita.

Més del 90% de las garrapatas localizadas en la vegetacion pertenecian al género
Ixodes. Las ninfas de Ixodes spp fue el ejemplar que se encontré con mayor frecuencia. En
este caso, el nimero de ejemplares en la vegetacion de ninfas es ligeramente superior al de
los adultos. Las larvas del género Ixodes, se recuperaron Unicamente en tres ocasiones, quizas

esto estd justificado por su tamano tan pequeno y por su escaso tiempo de alimentacidn, de



tres a cinco dias. Ademas, las larvas suelen encontrarse en la parte mas baja de la vegetacion,
para evitar la desecacion que produciria su muerte, lo que dificulta su contacto con el hombre.

Si se analizan las retiradas de los individuos atendidos por los profesionales sanitarios,
se recogieron con mayor frecuencia en los meses de Mayo, Junio y Julio que coincide en la
época de actividad de este tipo de garrapatas.

En los episodios de picadura por una garrapata en estado adulto, tanto en el género
Ixodes como en Dermacentor, se encontré mayor nimero de hembras que de machos. Las
hembras necesitan mayor cantidad de sangre para alimentarse y poder después realizar la
puesta de huevos, esto supone un mayor tiempo de contacto con el huésped. Su mayor
permanencia en la piel permite detectar en mas ocasiones estos ejemplares. Al contrario, los
machos se alimentan mas rapidamente soltandose primero del huésped; en el género Ixodes,
incluso, estos tienen las piezas bucales menos desarrolladas, lo que dificulta alin mas su
fijacién con éxito a la piel. También se observé que el nimero de hembras recogidas de la
vegetacion era superior al de los machos, en ambos géneros, lo que supone una mayor
probabilidad de que la picadura se realice por una hembra.

Cabe destacar que el estado evolutivo de las garrapatas retiradas de los pacientes mas
frecuente fue el de ninfa, esto puede explicarse por la dificultad que tienen para ser
visualizadas a razén de su menor tamafio. Por el contrario, los adultos se visualizan mas facil
evitando incluso, en muchas ocasiones, mediante su retirada temprana que se lleguen a
enganchar.

No se retird de las personas ningun tipo de garrapata distinto a los encontrados en la
vegetacion.

En un estudio de Merino et al. (2005) 197 realizado en Soria durante cinco afios, el mayor
numero de garrapatas retiradas de pacientes pertenecian al género Dermacentor, seguido de
Ixodes. Esta diferencia puede deberse a la distinta distribucién de géneros de garrapatas en
las distintas zonas del pais.

Por otro lado, se observa que la retirada de garrapatas se realizé con mayor frecuencia
en hombres que en mujeres. Analizando los datos por tipo de garrapatas, esto mismo ocurre
cuando la picadura es por un ejemplar del género Ixodes spp, pero al estudiar las picaduras
por Dermacentor spp estas fueron mas frecuentes en mujeres. Esta peculiaridad del género
Dermacentor spp ya esta descrita en anteriores trabajos pero no parece existir una causa que

lo justifique, sobre todo si se tiene en cuenta que es mas frecuente que ocurra en los meses



frios 198-110, Una explicacion posible podria ser que en estos casos el vector esté vehiculizado
(lefia, animales de compaifiia...) y tengan menor impacto la realizacion de practicas de riesgo
ambientales o que en épocas de frio el ganado estd mas localizado en el entorno doméstico y
aumente en mayor proporcién el contacto con las personas. Aunque en el entorno rural las
labores tanto de labranza como de ganaderia se realizan indistintamente por ambos sexos, en
el caso de las actividades de entretenimiento al aire libre (caza, pesca, bicicleta de montanfa,
etc.) se siguen realizando principalmente por hombres, lo que supone mayor contacto con la
naturaleza, mayor tiempo de exposicion a las garrapatas y por tanto, mayor riesgo de
picadura. Posiblemente en el futuro exista un cambio al respecto: la practica de la caza, donde
quizas la presencia del hombre sea la mas acusada, se practica con menor frecuencia de dia
en dia; y sin embargo, en el resto de actividades de practica deportiva o de recreo al aire libre
cada vez es mas frecuente la presencia de la mujer.

Las picaduras de garrapata tuvieron lugar practicamente todos los meses del afio.
Aunque las garrapatas presentan épocas de baja actividad y desarrollo, y cada tipo de
garrapata presenta mayor o menor actividad segun la época, se pueden encontrar
especimenes activos durante todo el afio. Esto se ve reflejado en los casos de enfermedad con
manifestacion clinica temprana, EM, donde en casi todos los meses del ano se registrd algun
caso.

Todos los pacientes a los que se les retird6 mas de una garrapata en el mismo episodio,
salvo uno, presentaban un factor de riesgo de tipo ocupacional o recreacional. Este dato se
corrobora con la mayor deteccion de anticuerpos frente a B. burgdorferi s.| en los individuos
con dichas actividades frente a los que no indicaban las mismas.

En relacién a la localizacién anatdémica de la picadura, la mayor parte tuvo lugar en
alguna extremidad, y su frecuencia fue un poco mas elevada en las extremidades inferiores
que en las superiores. La mayoria de las picaduras se produjeron en épocas donde se acusa el
calor y las extremidades suelen ir destapadas, quedando mas expuestas. Este hecho resalta
la importancia de la prevencion mediante el uso de prendas de manga larga y pantalones
largos que evitarian que la garrapata llegara a engancharse en la piel. Sorprende que 25
picaduras de garrapata se produjeron en la zona de la cabeza o cuello y un tercio tuviera lugar
en nifios menores de 10 afios, caracteristica propia del género Dermacentor 11 . En este

estudio el Dermacentor se encontré en esta localizacion en 13 de los 25 casos.



Las garrapatas retiradas de pacientes incluidas en este estudio se recogieron con la
colaboracién de los médicos del area sanitaria. Hubiese sido muy util, recopilar datos clinicos
y de aparicidén de enfermedad. Pero desafortunadamente no fue posible realizar el seguimiento
de estos pacientes debido a que no volvieron a solicitar atencion médica. De hecho, los estudios
de anticuerpos que se realizaron no arrojaron muchos datos, bien por su precocidad o por su
carencia.

Esto refuerza la idea de que los estudios de anticuerpos deben estar motivados por la
presencia de manifestaciones clinicas cutadneas atipicas o dispersas o manifestaciones propias
de la infeccidén diseminada o tardia, donde ha pasado el tiempo suficiente para producirse el
desarrollo de los anticuerpos. También es importante hacer hincapié en realizar una
determinacion de anticuerpos en una segunda muestra, cuando estos estan ausentes en la
primera y la clinica es sugerente, para valorar una posible seroconversion.

En la mayoria de los laboratorios se siguen utilizando las técnicas seroldgicas para el
diagndstico de la enfermedad de Lyme, pero cada vez es mas habitual complementarlas con
el uso de técnicas basadas en la deteccion del material genémico. Estas técnicas presentan la
ventaja de permitir demostrar la presencia del agente causal en la muestra estudiada. Aunque
en principio seria una prueba de infecciéon activa, esto no siempre es del todo cierto, en
ocasiones se detecta el ADN de la espiroqueta muerta después de haber realizado un
tratamiento antibiotico adecuado 112,

A la recogida de las garrapatas se sumo un trabajo de laboratorio aplicando técnicas de
deteccidon gendmica para valorar la presencia de la bacteria. Incluso se disefié una técnica de
PCR-tr con el fin de simplificar el ensayo y obtener mayor cantidad de datos, como la
cuantificacion bacteriana presente en cada muestra.

En este proyecto se comenzé utilizando una PCR para la deteccién de B. burgdorferi s.l
descrita por Toledo et al. (2009)% que presentaba el inconveniente de su larga duracion al
amplificar un fragmento de casi 500 pb. Con el fin de reducir el tiempo de deteccidon se
disefiaron unos oligonucledtidos en el laboratorio, que si bien presentaban buenos resultados
comparandolos con la técnica utilizada de referencia y reducian considerablemente el tiempo
de desarrollo, de 4 horas a 1 hora y media escasa, seguia manteniendo el inconveniente de
necesitar el uso de un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio para la lectura de los
resultados. En ese momento, se introdujo la utilizacién de una sonda, también disenada en el

laboratorio, y se realizaron los ensayos oportunos para comprobar su utilidad. El resultado



final fue el desarrollo y validacion de una técnica de amplificacidon gendmica a tiempo real
(PCR-tr) para la deteccién de B. burgdorferi s.l, con resultados en menos de una hora y media,

con una especificidad del 100% y un limite de deteccién de 14 copias. Presenta la ventaja
respecto a la técnica utilizada en un principio, que es mas rapida y mas sencilla de realizar,
simplifica el equipamiento y disminuye la necesidad de espacio, realizando en un Gnico equipo
los procesos de amplificacion y lectura del resultado. El inconveniente principal seria conseguir
el termociclador oportuno, algo que no resulta dificil en los laboratorios de microbiologia clinica
de nivel 3, pero si en los de niveles menores.

El uso de la sonda permitié aumentar la sensibilidad en la deteccidon de B. burgdorferi
s.l. y detecta B. burgdorferi s.| en nueve muestras mas que cuando no se utiliza aunque en
cinco muestras no se obtuvieron resultados. Una explicacién a esto puede ser que la sonda
disefiada no presente la misma sensibilidad para todas las genoespecies que comprenden el
complejo B. burgdorferi s.l. Esta hipdtesis no se pudo confirmar porque en ninguna de las cinco
muestras se realizé la identificacion de la genoespecie mediante secuenciacion.

La utilizacién de esta PCR-tr permitiria hacer una cuantificacion normalizada de
B.burgdorferi s.| al aplicarla en muestras clinicas tomando de referencia el gen de la B-globina
humana 113, Incluso puede contemplarse la posibilidad, con el disefio de sondas especificas
para determinadas genoespecies, de identificar diferentes genoespecies en una Unica
determinacion, sin la necesidad de procesos mas complejos como la secuenciacion, utilizando
sondas marcadas con distintos fluoréforos.

La técnica de PCR-tr se aplicé en las muestras que habitualmente se reciben en el
laboratorio para el diagndstico de la infeccion, suero y LCR, no obteniendo resultados positivos
en ninguna de ellas. Las técnicas de deteccién gendmica han presentado una sensibilidad
aceptable cuando se han utilizado en muestras de piel en casos de EM, o en muestras de
liquido o tejido sinovial 3. La sensibilidad de la deteccidn de B.burgdorferi s.l en LCR no suele
superar del 25%, alcanzando los valores mas elevados (38%) en etapas tempranas de la
enfermedad. En muestras de suero las espiroquetas han sido recuperadas en cultivo en
pacientes con EM, incluso después de transcurrido mas de un mes de aparecer la lesion, pero
la sensibilidad de las técnicas de PCR es baja 3. Es importante sefialar que se desconoce el
tiempo transcurrido desde la aparicién de los signos o sintomas de la enfermedad hasta el
momento en que se realiza la toma de la muestra. A pesar de que de la bacteria se disemina

via hematdgena desde la piel a otros 6rganos o tejidos, la espiroquetemia es transitoria



pudiendo no coincidir la presencia del microorganismo en la sangre en el momento de la toma
de muestra 14; y aunque la técnica presentd un limite de deteccidn de la bacteria muy bajo,
hay que tener en cuenta que su presencia en el LCR y otros fluidos es muy escasa 22,

Por tanto y ante estos resultados de PCR en muestras de suero o LCR, en la practica
clinica la deteccién de anticuerpos es aun la herramienta para el diagndstico de la enfermedad.
Tienen que realizarse mas ensayos utilizando otro tipo de muestra como plasma o sangre
completa, e intentar determinar un momento 6ptimo para su obtencidn. Otro factor que puede
explicar la baja sensibilidad en muestras clinicas es el uso de la resina Chelex® en el proceso
de extraccion del material genémico. Aunque es un producto econdmico, el protocolo es
sencillo y sirvié para llevar a cabo el objetivo planteado de detectar las espiroquetas en las
muestras de garrapatas, en el caso de las muestras clinicas, estaria mas indicado el uso de
métodos de extraccidon mas sensibles mediante sistemas automatizados rapidos y minuciosos,
como se hizo con las muestras de LCR, con los que se puedan obtener productos con menos
impurezas que pueden interferir en el rendimiento de los resultados.

Aumgque en las muestras clinicas los resultados no fueron los esperados, la nueva técnica
permitioé detectar B.burgdorferi s.l en las garrapatas. A pesar de su idoneidad el estudio en las
garrapatas retiradas de las personas no puede utilizarse como diagnéstico de la enfermedad
porque la simple picadura, incluso de garrapatas portadoras de B. burgdorferi u otro patégeno,
no implica una transmision efectiva. En estudios realizados en Europa se confirma el bajo
riesgo de desarrollar enfermedad de Lyme después de una picadura y la posibilidad de que
esta sea asintomatica 11>-117, Sin embargo, la detecciéon de ADN de Borrelia en las garrapatas
aporta informacién valiosa sobre la epidemiologia de las infecciones que pueden ser
transmitidas durante la picadura.

En este estudio se pudo determinar la presencia de Borrelia en las garrapatas retiradas
de 20 (11%) individuos. Este porcentaje es similar al encontrado en el conjunto del trabajo.

En el total de las garrapatas analizadas, la presencia de B .burgdorferi s.| fue
importante, ya que se detect6 en un 13,84%, cifra que alcanzé el 14,70% en el género Ixodes.

En el género Rhipicephalus spp y en el género Dermacentor spp se encontrd
B. burgdorferi s.I en un 13,04% y un 4,25% respectivamente. Aunque ha sido descrita
anteriormente su presencia en este tipo de garrapatas °* no esta bien establecida su capacidad

de transmision al hombre 118,



La tasa obtenida en el género Ixodes es inferior a la descrita en el noroeste de la
peninsula 18,75%, superior a la de la Peninsula Ibérica 9,5% , a la de otras zonas del norte
de Espafia 9,3%, 1,7% 120, y similar a la prevalencia media general encontrada en Europa
14,13%, 13,7% 119-123,

Las tasas de infeccién de las garrapatas por B. burgdorferi presentan importantes
variaciones segun la localidad estudiada. La influencia por factores medioambientales como el
clima, la vegetacion y la diversidad de hospedadores provocan variaciones en los resultados.

En Europa, la prevalencia de B. burgdorferi spp en garrapatas del género Ixodes ricinus,
presenta valores muy dispares alcanzando los mas elevados en regiones de centro Europa 123,
Resulta dificil realizar conclusiones en las comparaciones obtenidas en los resultados de otros
paises y de otras regiones de Espafia debido a la falta de uniformidad en el sistema de recogida
de los ejemplares (método, época de afio...) y en la diversidad de técnicas utilizadas para la
deteccion de B. burgdorferi s.I (inmunofluorescencia, cultivo, deteccion gendmica). Los
resultados obtenidos en este trabajo estarian incluidos en el grupo europeo de las regiones de
baja infeccion (en ejemplares adultos valores inferiores al 20% y en ninfas inferiores al 11%).

El porcentaje obtenido de la presencia de B. burgdorferi s.| en ejemplares de Ixodes spp
Yy Rhipicephalus spp recolectados de la vegetacién es parecido, pero este primer tipo de
garrapata es 36 veces mas abundante en el medio, lo que supone un mayor riesgo de su
picadura. Sin olvidar que Rhipicephalus spp es un género que tiene poca afinidad por el
hombre. De hecho, no se obtuvo ninglin ejemplar retirado de personas. Las garrapatas del
género Dermacentor spp también presentan una prevalecia menor que Ixodes, pero a
diferencia de las anteriores, en este estudio si se han recuperado ejemplares de personas, no
pudiendo descartar que transmitan Borrelia durante la picadura.

Segun la procedencia de estas garrapatas, solo pueden compararse los resultados de la
presencia de B. burgdorferi s.l en el género Ixodes. Y por los datos analizados no se encuentran
diferencias importantes en la prevalencia de B. burgdorferi recolectadas de la vegetacion o de
las retiradas de personas. La proporcion de B. burgdorferi s.| es ligeramente inferior en las
hembras retiradas en humanos. Esto podria explicarse porque el hombre no es un reservorio
de Borrelia, es un hospedador final. Las garrapatas se alimentan de su sangre pero no obtienen
agentes infecciosos en el intercambio de fluidos. Incluso podria ocurrir lo contrario, que
existiese un aclaramiento de la garrapata al introducir toda la carga de la espiroqueta en el

hombre durante la alimentacion, como puede ocurrir cuando se alimentan en rumiantes 27,



En relacidn a la etapa de desarrollo de las garrapatas en el género Ixodes se observaron
valores de infeccidn por B. burgdorferi s.| en 25,68% de los ejemplares adultos (30,04%
hembras, 19,13% machos) y en 6.96% de las ninfas. Esta peculiaridad ya esta descrita con
anterioridad en otros trabajos 124-126, parece normal pensar que los ejemplares adultos han
realizado mas ingestas de sangre que las ninfas por lo que presentan mas probabilidad de
haber adquirido la bacteria del hospedador.

Los analisis de caracterizacidon gendmica por métodos de secuenciacion permitieron la
identificacion de cinco genoespecies diferentes, verificando la diversidad que ha sido
encontrada anteriormente en Espafa y que coincide con las mas comunes que circulan en
Europa y con las descritas en nuestra comunidad auténoma. La bacteria mas frecuente fue
B. lusitaniae seguido con diferencia de B. garinii, B. afzelii, B. valaisiana y B. burgdorferi s.s.
Resultados diferentes se encontraron en la zona oriental del Principado de Asturias, donde la
genoespecie mas frecuente fue B. afzelii en I. ricinus °4;, probablemente en nuestra zona
también exista en mayor proporcion a la hallada y hay que recordar que la muestra del estudio
era representativa, pero pequefa.

La manifestaciones mas frecuentes en el estudio fueron de naturaleza cutanea y éstas
estan relacionadas principalmente con B. afzelii. En Europa, las genoespecies predominantes
son B. garinii y B. afzelii, y se observa que la proporcién de B. afzelii y B. burgdorferi s.s
aumenta de sur a norte disminuyendo B. lusitaniae en la misma direcciéon lo que podria verse
reflejado en estos datos 119,

La presencia de B. lusitaniae en la zona, en proporcion superior al resto de las
genoespecies, sugiere la posibilidad de que pueden existir mas casos de infeccidn por esta
genoespecie que hasta le fecha ha sido recuperada ocasionalmente de muestras clinicas de
pacientes y no esta reconocida como un patdégeno importante. Puede ser que las infecciones
causadas por este tipo de Borrelia sean mas leves o que presenten signos y sintomas clinicos
no caracteristicos de la enfermedad de Lyme y que no se lleguen a diagnosticar correctamente.

Por otra parte, con trabajos de este tipo se pueden aclarar conceptos y quizas en el
futuro el papel de B. lusitaniae en la enfermedad adquiera otra dimension.

En el analisis de deteccion de microorganismos en las garrapatas de nuestra zona, no
sélo encontramos B. burgdorferi s.l, también se demostrd la presencia de Rickettsia spp vy

Anaplasma phagocytophilum. Estos microorganismos también provocan infecciones



importantes y que en ocasiones pueden confundirse con los sintomas provocados por la
Borrelia.

Anaplasma phagocytophilum comparte vector con B. burgdorferi y aunque ha sido
encontrado en otros géneros diferentes a Ixodes, siempre ha sido en menor proporcién. El
hecho de que en este trabajo Unicamente se detecte en Ixodes puede ser debido al escaso
nimero de ejemplares de otros géneros. En Ixodes encontramos menor proporcién de
Rickettsia spp y Anaplasma phagocytophilum que de B. burgdorferi s.l.

La picadura de Dermacentor spp en el hombre es menos frecuente, pero ha sido capaz
de transmitir otros agentes patdgenos entre los que se encuentran distintas especies de
Rickettsia spp. En este estudio en Dermacentor spp la proporcion de Rickettsia spp fue mayor
que de B. burgdorferi s.l. Este dato resulta importante para dirigir el diagnostico
microbioldgico, ya que si se conoce el tipo de garrapata y pertenece al género Dermacentor,
se deberia incluir en el algoritmo diagndstico la Rickettsia spp. Pero no podemos olvidar que
los estudios de prevalencia de agentes infecciosos en las garrapatas locales tienen un valor
limitado en términos de evaluacion de riesgo epidemioldgico ya que depende en gran parte del
éxito de la transmision.

En el estudio se demostré la co-infeccidn de Borrelia spp y Anaplasma phagocytophilum
en las garrapatas. Esta co-infeccion también se podria sospechar en el hombre cuando se

presenta un cuadro de picadura de garrapata con fiebre elevada y marcada afectacion general.

El presente trabajo pone en conocimiento la tasa de prevalencia frente a B. burgdorferi
s.l en el suroccidente de Asturias, un area donde la enfermedad de Lyme es endémica y donde
se puede encontrar variedad de manifestaciones clinicas compatibles con la enfermedad,
aunque la forma que predomina es la cutanea. El conocimiento de la poblacién diana, época
de ataque y vehiculo de transmision, ademas de los datos obtenidos de los vectores, permiten
definir y mejorar el diagndstico microbioldégico. Otra manera de mejorar el diagndstico, sera
realizar ensayos posteriores utilizando técnicas sencillas, como la desarrollada en este trabajo,
que abarquen todos los agentes etioldgicos relacionados con esta patologia y en diferentes
tipos de muestras.

Los datos aportados de prevalencia de anticuerpos y de infeccion de garrapatas permiten

abordar el diagnéstico de esta infeccion con mejor criterio y pueden ser el punto de partida de



nuevos estudios que completen los datos en el mapa de Asturias y en el resto de Espafia en

relacion a la Enfermedad de Lyme.






6. CONCLUSIONES






La prevalencia de anticuerpos frente a Borrelia burgdorferi sensu lato en el
suroccidente de Asturias es alta y alcanza su valor maximo en hombres mayores de

65 afios. También es relevante en donantes de sangre.

Las personas con anticuerpos frente a Borrelia burgdorferi sensu lato presentaban mas
factores de riesgo caracteristicos de la enfermedad de Lyme y mas episodios de

picadura de garrapatas que los individuos que carecian de ellos.

La manifestacién clinica mas frecuente de la enfermedad en la zona estudiada fue la
dermatoldgica, en forma de eritema migratorio aislado, seguida de afectacidn
neuroldgica, principalmente paralisis facial, y afectacién articular con artralgia como

signo mas comun.

La técnica disefiada de amplificacion gendmica resulté valida y permitié la deteccion

de Borrelia burgdorferi sensu lato en las garrapatas.

En el suroccidente asturiano se encuentran cuatro tipos diferentes de garrapatas
duras. El género Ixodes fue el mas abundante, se recolectd en todos los concejos, fue
el mas numeroso en los episodios de picadura en las personas y se retiré con mayor

frecuencia de las extremidades.

Existe un alto porcentaje de garrapatas en la zona estudiada infectadas con Borrelia

burgdorferi sensu lato, mayoritariamente hembras del género Ixodes.

Se encontraron hasta cinco genoespecies diferentes de Borrelia burgdorferi sensu lato

en las garrapatas investigadas, la mas frecuente fue Borrelia lusitaniae.

Los patdgenos Rickettsia spp y Anaplasma phagocytophilum estan presentes en las
garrapatas en el suroccidente de Asturias, pero en menor frecuencia que Borrelia
burgdorferi sensu lato. Rickettsia spp se encontré principalmente en garrapatas del

género Dermacentor.
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