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1. Antecedentes del tema

1 ANTECEDENTES DEL TEMA

La enfermedad de Lyme (EL) o borreliosis de Lyme, es una enfermedad multisistémica,
que en el hombre presenta un espectro de manifestaciones muy amplias fundamentalmente a
nivel cutaneo, neuroldgico, reumatologico o cardiaco (Alonso et al., 2012; Arapovic et al.,
2014). Su agente causal es la espiroqueta Borrelia burgdorferi, trasmitida por la picadura de
garrapatas duras, principalmente del género Ixodes (Pazos et al., 2010; Portillo et al., 2014).
Esta enfermedad adquirié un interés relevante a partir de 1975 tras la descripcién en Lyme
(Connecticut, EE.UU.), de un brote de artritis de caracter epidémico entre la poblacion infantil
(Skinner et al., 2007). En Europa, se tenia conocimiento de la enfermedad desde principios
del siglo XX, sin embargo, es a partir de los afios 80 cuando se desarrolla una investigacion
profunda y sistemética de los cuadros clinicos asociados a Borrelia.

En Espafia se tiene constancia de la EL desde 1977 (Urufiuela et al., 1977), aungue no se
confirmo seroldgicamente el primer caso hasta el afio 1987 (Uria et al., 1987); no obstante,
fue en el afio 1992, cuando se aisl6 por primera vez en nuestro pais, B. burgdorferi en Ixodes
ricinus (Garcia-Monco et al., 1992). Posteriormente, en 1998 se aisl6 B. garinii en una
muestra clinica de un paciente con eritema migratorio (EM) (Oteo-Revuelta et al., 1998a).

En nuestro pais, al igual que en otros paises europeos, la EL no es de declaracion
obligatoria, lo que dificulta el conocimiento de la incidencia real de esta entidad. No obstante,
en la dltima década, en Europa se ha constatado un incremento en la tasa de incidencia de EL
(Vandenesch et al., 2014) y actualmente se considerada que es una enfermedad emergente
(Parola et al., 2001; Alonso Fernandez et al., 2012; Lledd et al., 2014, Garcia-Meléndez et al.,
2014; James et al., 2014; Portillo et al., 2014).

En Centroeuropa y en los paises escandinavos, se estima que existen elevadas tasas de
incidencia, con valores de 155 casos/100.000 habitantes (Pazos et al., 2010). En Espafia se
calcula que la incidencia es de 0,25 casos/100.000 habitantes (Escudero-Nieto y Guerrero-
Espejo, 2005; Pazos et al., 2010); sin embargo, existen diferencias notables entre regiones,
hallandose mayor incidencia en el norte del pais (Portillo et al., 2014) y, concretamente, en
determinadas areas de la provincia de Lugo, donde puede considerarse que la EL es endémica
(Pazos et al., 2010; Alonso et al., 2012; VVazquez-Lépez et al., 2015).

El incremento en las tasas de incidencia de EL registrado en los Gltimos afios puede
deberse, entre otros motivos, a un mayor contacto del hombre con la naturaleza y con los
animales tanto domésticos como silvestres, porque cada vez las personas desarrollan un
mayor nimero de actividades al aire libre. Otros factores que favorecen que la EL tenga un
caracter emergente son la mayor implicacion de los médicos de asistencia primaria, con
exploraciones fisicas y analiticas mas completas e historias clinicas mas minuciosas; asi
como, la utilizacion de nuevas técnicas de biologia molecular que permiten la identificacion
de los agentes infecciosos (Barandika, 2012).

1.1 AGENTE ETIOLOGICO Y SUS CARACTERISTICAS.

En 1910, Afzelius relacioné las lesiones caracteristicas del eritema migrans con la
picadura de garrapata (Garcia-Meléndez et al., 2014); sin embargo, no fue hasta el afio 1948
cuando se determinO el agente etioldgico de la EL al observar, por métodos de tincion
argéntica, espiroquetas en las lesiones cutaneas de los enfermos. La etiologia bacteriana de la
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EL se demostr6, de manera concluyente, tras la adecuada respuesta a la penicilina en
pacientes que presentaban lesiones cutaneas o cuadros neuroldgicos compatibles con la EL
(Weber, 1974).

1.1.1. Clasificacion y nomenclatura.

Las borrelias son un grupo de espiroquetas patdgenas Gram-negativas transmitidas por
artrépodos vectores. Son estructuras unicelulares que pertenecen al Reino Procaryotae,
Division Gracilicutes, Clase Scotobacteria, Orden Spirochetales, familia Spirochaetaceae,
género Borrelia (Escudero-Nieto y Guerrero-Espejo, 2005; Navarro et al., 2005).

Segun la European Union Concerted Action on Lyme Borreliosis (EUCALB, 2009),
en el orden Spirochaetales se incluyen dos familias, Leptospiraceae (Leptospira, Leptonema
y Turneria) y Spirochaetaceae (Spirochaeta, Cristispira, Treponema, Serpulina y Borrelia).

En la actualidad, se han aislado un elevado nimero de cepas de B. burgdorferi,
procedentes de distintas areas geograficas y fuentes biologicas, que han presentado
diferencias fenotipicas y genotipicas (EUCALB, 2009). En base a estas diferencias, se han
reconocido hasta 20 genoespecies distintas dentro del complejo B. burgdorferi sensu lato
(s.l.), de las cuales tres (B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii y B. afzelii) se han identificado
como agentes etiologicos del 96% de los casos de EL y se han aislado en garrapatas de la
especie I. ricinus (Escudero-Nieto et al., 2000; Gil et al., 2005; Skinner et al., 2007;
EUCALB, 2009; Rizzoli et al., 2011; Garcia-Meléndez et al., 2014; Marques et al., 2015).
Ademas, también se ha sefialado la posibilidad de que otras seis genoespecies puedan ser, de
forma ocasional, patdgenas para la especie humana: B. valaisiana, B. bissettii, B japonica, B.
spielmani, B. lusitaniae y B. bavariensis (Escudero-Nieto et al., 2000; Brouqui et al., 2004;
EUCALB, 2009; Rizzoli et al., 2011; Rudenko et al., 2011; Biesiada et al., 2012; Stanek et
al., 2012, Rodriguez-Gonzales et al., 2013).

En la Tabla 1.1 se detalla la distribucion de las 20 genoespecies del complejo B.
burgdorferi s.l. reconocidas hasta la actualidad (EUCALB, 2009).

Tabla 1.1. Distribucion de las genoespecies del complejo B. burgdorferi sensu lato

Genoespecies Distribucion Autores Referencia

B. afzelii Europa Canica et al. (1993) Scand J Infect Dis., 25:441-8

B. americana EE.UU. Rudenko et al. (2009b)  J Clin Microbiol., 47:3875-3880

B. andersonii EE.UU. Marconi et al. (1995) J Clin Microbiol., 33:2427-34

B. bavariensis Europa Margos et al. (2009) Appl Environ Microbiol., 75:5410-6.
B. bissettii Europa, EE.UU. Postic et al. (1998) J Clin Microbiol., 36:3497-504

B. burgdorferi s.s Europa, EE.UU. Baranton et al. (1992) Int J Syst Bacteriol., 42:378-83

B. californiensis EE.UU. Postic et al. (2007) Int J Med Microbiol., 297:263-271
B. carolinensis EE.UU. Rudenko et al. (2009a) J Clin Microbiol., 47:134-141

B. finlandensis Europa Casjens et al. (2011) J Bacteriol., 193(6):1489-90

B. garinii Europa, Asia Baranton et al. (1992) Int J Syst Bacteriol., 42:378-83

B. chilensis América del Sur  Ivanova et al. (2014) Envir Microbiol., 16:1069-1080

B. kurtenbachii EE.UU. Margos et al. (2010) Ticks Tick Borne Dis., 1:151-158

B. lusitaniae Europa Le Fleche et al. (1997) Int J Syst Bacteriol., 47:921-5

B. japonica Japon Kawabata et al. (1993)  Microbiol Immunol., 37:843-8

B. sinica China Masuzawa et al. (2001) Int J Syst Evol Microbiol., 51:1817-24
B. spielmanii Europa Richter et al. (2006) Int J Syst Evol Microbiol., 56:873-81
B. tanukii Japon Fukunaga et al. (1996)  Microbiol Immunol., 40:877-81

B. turdi Japén Fukunaga et al. (1996)  Microbiol Immunol., 40:877-81

B. valaisiana Europa, Asia Wang et al. (1997) Int J Syst Bacteriol., 47:926-32

B. yangzte Asia Houj et al.(2015) Am J Trop Med Hyg., 92:262-266
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Desde el punto de vista médico las genoespecies de mayor interés son:

1. B. burdorferi sensu stricto (s.s.), hallada principalmente en Estados Unidos y Canada, y
con menor frecuencia en Europa. No se ha descrito en Rusia ni en Asia. Se asocia con
mayor frecuencia a pacientes con artritis (Skinner et al., 2007).

2. B. garinii, se denomina asi en honor a Garin y Boujadox, que describieron la afeccion
neuroldgica de esta enfermedad en Europa en 1922. Es la especie aislada con mayor
frecuencia en el liquido cefalorraquideo de pacientes con neuroborreliosis (Biesiada et
al., 2012).

3. B. afzelii, identificada por el investigador sueco Afzelius, quien describio el primer caso
de EM. Esta genoespecie se distribuye por Europa (principalmente los paises de Centro y
Escandinavia) y Asia, y se ha identificado principalmente, en pacientes con lesiones
cutaneas tardias del tipo de la acrodermatitis cronica atréfica (Biesiada et al., 2012).

4. B. valaisiana, se ha aislado mediante PCR de pacientes con EM y acrodermitis crénica
atrdfica, aunque no se ha podido cultivar desde estas lesiones cutaneas (Weber et al.,
2001; Rudenko et al., 2011).

5. B. lusitaniae, se ha aislado en garrapatas duras recolectadas en paises de Europa central,
en Portugal y Noroeste de Espafia. Asimismo, se ha aislado en pacientes de Portugal que
presentaban clinica reumatolégica como manifestacion principal de la EL (Collares-
Pereira et al., 2004; Lopes de Carvalho, 2008; Silva, 2011).

6. B. bissetti, se describio en Estados Unidos y se distribuye fundamentalmente por
California. También esta presente en Europa, donde se aisl6 a partir de un grupo de
pacientes con EL. Algunos con signos cutaneos (EM vy linfocitoma) y otras
manifestaciones sistémicas mas graves (Picken et al., 1996). Estas observaciones indican
que esta especie, 0 al menos sus aislados europeos, ademas de la piel también colonizan
otros 6rganos.

7. B. spielmani, se ha aislado en pacientes con EM en Holanda, Alemania, Hungria y
Eslovenia (Stanek et al., 2008; Rudenko et al., 2011).

8. B. japonica, Unicamente descrita en Japén; se aisld en una nifia con EL (Masuzawa et al.,
1996).

En Europa, en enfermos de Lyme se han aislado B. burgdorferi s.s., B. garinii, B. afzelii,
B. valaisiana, B. lusitaniae, B. bissetti y B. spielmanii, aunque predominan las tres primeras
(Kubiak et al., 2012; Stanek et al., 2012). En concreto, B.garinii se encuentra sobre todo en
las zonas de Europa situadas mas al sur (Estrada-Pefa et al., 2011). En Norteamérica s6lo se
han aislado cepas de B.burgdorferi s.s. y en Asia se han aislado cepas de B. garinii y B. afzelii
(Roca et al., 2006, Stanek et al., 2012, Olmo et al., 2014).

Existen otras especies de Borrelia responsables de patologia en el hombre, que no causan
enfermedad de Lyme sino que se asocian a cuadros clinicos diferentes. Por ejemplo, la B.
recurrentis, vehiculada por piojos del cuerpo (Pediculus humanus humanus), que es la
causante de la fiebre recurrente epidémica y B. duttoni o B. hispanica vehiculadas
fundamentalmente por garrapatas blandas del género Ornithodoros que producen la fiebre
recurrente endémica (Escudero-Nieto y Guerrero-Espejo, 2005). También se ha descrito B.
miyamotoi transmitida por ixddidos, como causante de fiebre recurrente (Wagemakers et al.,
2015).
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1.1.2. Estructura de B. burgdorferi sensu lato.

Las borrelias son espiroquetas y, por tanto, comparten una morfologia comdn con
Leptospira y Treponema, pero presentan caracteristicas individuales y una expresion variable
de proteinas como resultado de modificaciones metabdlicas asociadas al tipo de hospedador.
Ademas, se han referido variaciones morfoldgicas, antigénicas y genomicas entre los distintos
aislados de B. burgdorferi procedentes de Europa y Norteamérica (Barandika, 2012).

Son bacilos finos y largos (0,2 a 0,5 um de ancho y 10-30 pum de largo) de forma
helicoidal dextrdgira, con un nimero de 6 a 7 espiras. Las especies de Borrelia son las
espiroquetas mas largas, siendo B. burdorgferi s.I. la méas larga de todas. Son
microorganismos moviles y presentan un numero variable de flagelos periplasmicos que
oscila entre 7 y 11 (Aguero-Rosenfeld et al., 2005).

La estructura de B. burgdorferi (Figura 1.1.) es similar a la de todas las espiroguetas;
posee un protoplasma cilindrico rodeado primero por una membrana citoplasmatica, luego por
un periplasma que contiene los flagelos y finalmente una membrana de superficie externa
(Skinner et al., 2007; Olmo et al., 2014).

Axial Filament 100-200A
Intermodiate Layer

Deep Filaman 75-150A (obleng)
Protoplasm

Outer Envelope 70-90A
3 Layaer 30A-25A-30A

Coll Membeane (3 layer) Protoplasmic

-~ Ced Wah (3 layer) Cylinder

Ribosomal Bodies

Muceoid Layer

Figura 1.1. Estructura de B. burgdorferi.

El genoma de B. burgdorferi es excepcionalmente pequefio y fue el primero de todas las
espiroquetas en ser secuenciado (Aguero-Rosenfeld et al., 2005). Este genoma contiene un
cromosoma lineal de 910.725 pares de bases y 21 plasmidos, 9 circulares y 12 lineales que
suponen 613 kilobases adicionales (Steere et al., 2004; Skinner et al., 2007). No se han
identificado genes responsables de la sintesis de aminoacidos, acidos grasos 0 enzimas que
actlen como cofactores, lo que contribuye a explicar el reducido tamafio del genoma y hace
que la bacteria dependa del hospedador para satisfacer la mayoria de sus necesidades
nutricionales (Steere et al., 2004). Es también un caracter distintivo de B. burgdorferi la
elevada proporcion de su genoma dedicada a la codificacidon de lipoproteinas (8%), lo que
hace pensar que estas son de gran importancia para la supervivencia de la bacteria (Fernandez
Soto, 2003). Las funciones de la mayor parte de estas lipoproteinas, asi como las de casi todos
los demas genes plasmidicos no se conocen totalmente, pero se supone que permiten a la
bacteria adaptarse a las diferentes condiciones ambientales que encuentra en los artrépodos y
en los hospedadores vertebrados (Haake, 2000; Steere, et al., 2001; Garcia-Meléndez et al.,
2014).
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Segun Ferndndez-Soto (2003) las lipoproteinas sufren variaciones antigénicas para evadir
la respuesta inmunitaria del hospedador, al tiempo que participan en la patogenia de la
enfermedad estimulando la respuesta inflamatoria y la inmunidad celular, interaccionado con
la superficie de los macrofagos. Estas lipoproteinas, juegan un papel importante en la
interaccion parasito-hospedador y permiten a la espiroqueta unirse a las células del mamifero
(Skinner et al., 2007).

Especial mencién merecen las lipoproteinas de membrana externa “Outer Surface
Proteins” (Osp’s) que incluyen desde OspA a la OspF (Escudero-Nieto y Guerrero-Espejo,
2005) y que se codifican por genes localizados en los plasmidos. Las distintas Osp, tienen
pesos moleculares diferentes, que oscilan entre los 19 kDa de la OspE y los 30-32 kDa de la
OspA, teniendo valores intermedios el resto, es decir, OspB y Osp C (22-25 kDa), OspF (26
kDa) y OspD (28-30 kDa). También hay que destacar polipéptidos adicionales que incluyen el
flagelar o flagelina (41 kDa), proteinas de choque térmico, proteinas de membrana
responsables de la resistencia a la lisis por complemento y un antigeno de 93 kDa que forma
parte del protoplasma cilindrico (Skinner et al., 2007).

La lipoproteina de membrana externa OspA, se expresa fundamentalmente en aislados
procedentes de garrapatas antes de producirse la alimentacion hematica (Aguero-Rosenfeld et
al., 2005). Cuando la garrapata se esta alimentando y la bacteria llega a las glandulas salivares
procedente del intestino medio, rapidamente disminuye la produccién de OspA y aumenta la
de Osp C (Olmo et al., 2014). La obtencidn de anticuerpos especificos frente a las variedades
de lipoproteina OspA, ha permitido establecer diferentes serotipos con utilidad
epidemioldgica, ya que se correlacionan con las distintas genoespecies de Borrelia. Asi por
ejemplo, el serotipo 1 se corresponde con B. burgdorferi s.s., el serotipo 2 con B. afzelii, los
serotipos 3, 4, 5, 6, 7, 8 y del J1 al J9 con B. garinii y el serotipo J11 con B. japonica (Wang
et al., 1999). Los serotipos 3, 5, 6, 7 y 8 de B. garinii se mantienen fundamentalmente en aves
(Rudenko et al., 2011), mientras que el serotipo J2 de B. garinii se asocia a roedores e
insectivoros (Estrada-Pefia et al., 2011). Asimismo, Rudenko et al. (2011) han sefialado que el
serotipo 4 de B. garinii es altamente patdgeno para las personas, siendo aislado del LCR de
enfermos con neuroborreliosis y en ratones de campo (Apodemus spp.).

La OspC, aumenta su expresion desde el momento en que la garrapata comienza a
alimentarse, de manera que su nivel sera elevado cuando la bacteria se transfiere al mamifero
hospedador. EI aumento de la OspC, facilita la invasion de la bacteria en la piel y su
diseminacion hematdgena (Munderloh et al., 2005; Stanek et al., 2012; Olmo et al., 2014).

Las especies de Borrelia producen proteinas de choque térmico cuando se encuentran
sometidas a una elevacion de la temperatura, a privaciones de oxigeno y nutrientes o a la
exposicion de radicales de oxigeno. Estas proteinas tienen un gran numero de funciones
fisiologicas como son el plegamiento, desplegamiento y translocacién de polipéptidos o el
ensamblaje y desensamblaje de complejos multiméricos cuando la bacteria se encuentra bajo
situaciones estresantes (Caride, 2002).

Las proteinas responsables de la resistencia frente a la lisis por el complemento del
hospedador (“Complement Regulatory-Acquiring Surface Proteins”) o CRASPs se expresan
en la superficie de la membrana externa. Estas se ligan a las proteinas inhibidoras del
complemento (factor H y otra proteina similar al factor H) del propio hospedador e impiden la
insercion del complejo de ataque a la membrana. Esto permite la supervivencia de la bacteria
en la sangre del hospedador. Las CRAPSs varian segun las distintas genoespecies de Borrelia 'y
cada una de ellas se liga especificamente a las proteinas reguladoras de las distintas especies
de hospedadores (Skinner et al., 2007). En consecuencia, los alelos que codifican tales
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variantes determinan el rango de hospedadores vertebrados competentes para cada
genoespecie de Borrelia (Kurtenbach et al., 2002).

1.1.3. Determinantes patogénicos.

B. burgdorferi presenta diversos mecanismos capaces de desencadenar una accion
patogena, y se ha establecido una clara relacion entre su dotacion plasmidica y su capacidad
de provocar infeccion (Purser et al., 2000).

Posee enzimas capaces de disolver proteinas, lipidos y coladgeno, que permiten la
penetracion y diseminacion tisular, asi como inducir y activar peptidasas y enzimas
fibrinoliticos responsables de la destruccion de la matriz celular (Kamradt et al., 2002).

Por otro lado, es capaz de activar el plasmindgeno sanguineo que tiene un gran poder
quimiotactico sobre distintas células inflamatorias. Borrelia, estimula indirectamente la
produccion de diversas citoquinas pro-inflamatorias (interleucinas 1 y 6, y el factor de
necrosis tumoral alfa) que estan relacionadas con la reaccion inflamatoria que acompafa a la
enfermedad. La respuesta inmune normalmente protectora, no es eficaz para erradicar estos
microorganismos, pero si contribuye a la enfermedad mediante mecanismos autoinmunes.
Esta reaccion esti basada en la reactividad cruzada antigénica entre epitopos comunes al
agente y al hospedador, especialmente localizados en las llamadas proteinas de choque
térmico (Skinner et al., 2007). Ademas, las lipoproteinas que expresa durante la infeccion
también son capaces de activar células como los macrdfagos, neutréfilos, células endoteliales,
mastocitos, células B o células de la glia favoreciendo el desarrollo de una respuesta
inflamatoria (Stanek et al., 2003).

En definitiva, Borrelia es capaz de utilizar el sistema inmunitario del hospedador para su
supervivencia, lo que le permite acantonarse en los tendones y en el cerebro, donde las células
del sistema inmune tienen dificil acceso. Se conoce la ausencia de especificidad en la
adherencia a superficies celulares, aunque hay evidencia de la participacién de un receptor de
manosa en la adhesién de B. burgdorferi a las células de sistema monocito-macréfago o
matrices extracelulares, lo que le permite colonizar una amplia variedad de tejidos. Sin
embargo, las distintas especies presentan un tropismo tisular diferente, expresandose en la
variabilidad clinica de las infecciones. Esta variabilidad vendria determinada por una
predileccidn por estructuras con elevada composicion de tejido conectivo, células cerebrales y
células endoteliales, posiblemente por la existencia en la bacteria de un receptor para N-acetil-
glucosamina (NAG) (Pachner et al., 1998; Navarro, 2005).

No se ha demostrado la produccién de toxinas propias por parte de B. burgdorferi. La
mayor parte del dafio que produce en su hospedador lo ocasionan las reacciones inflamatorias
que es capaz de generar (Stanek et al., 2012; Olmo et al., 2014).

Se considera que la existencia de un flagelo le confiere a Borrelia la capacidad de girar
sobre si misma, moviéndose de una forma caracteristica que le permite desplazarse mejor
entre las células de los tejidos, lo que favorece su diseminacion y su paso desde el vector al
hospedador (Sultan et al., 2013). Ademas, B. burgdorferi puede suprimir la respuesta inmune
local, disminuyendo la expresion del complejo mayor de histocompatibilidad (HLA) en las
células de Langerhans, como se demuestra en la acrodermatitis cronica atrofica (Silberer et
al., 2000).
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1.2. EPIDEMIOLOGIA

1.2.1. Vectores bioldgicos

Un vector bioldgico es un artropodo hematdfago que, ademas de infectarse con un
patogeno que se multiplica o evoluciona en su interior, es capaz de transmitir dicho agente a
un nuevo hospedador (Rodhain, 1985; Martinez et al., 1999). Existe un elevado nimero de
artropodos que actian como vectores biologicos, siendo los aracnidos y, concretamente las
garrapatas, el segundo grupo que mas importancia tiene como vector biologico después de los
dipteros (De la Fuente et al., 2008; Estrada-Pefia et al., 2008).

Hoogstraal (1985) sefialé que las garrapatas son ectoparasitos obligados que poseen
caracteristicas estructurales, fisiologicas, bioldgicas y de comportamiento que permiten la
transmision de una gran variedad de patégenos. Ademas, para Estrada-Pefia et al. (1995) los
vectores eficientes, entre los que se encuentran las garrapatas, son los que tienen propiedades
fisioldgicas y ecoldgicas que permiten la infeccién y promueven la transmision de un agente
patdgeno a los hospedadores sensibles a él.

Las garrapatas pertenecen al Phylum Arthropoda, Subphylum Chelycerata, Clase
Arachnida, Subclase Acari, Suborden Ixodida (= Metastigmata), Familias Argasidae e
Ixodidae. La familia Argasidae o garrapatas blandas, se caracterizan por poseer una cuticula
de tipo coriaceo, por carecer de escudo dorsal y por alimentarse rapidamente, permaneciendo
en el hospedador sélo el tiempo necesario para hacerlo. Los argasidos son, fundamentalmente,
parasitos de aves y reptiles y su principal importancia econémica en Europa se debe a que
algunas especies transmiten la peste porcina africana (Estrada-Pefia, 1994) o la fiebre
recurrente transmitida por garrapatas en humanos (Croche et al., 2015).

La familia Ixodidae o garrapatas duras, unen a su aspecto coriaceo la presencia de un
escudo dorsal. Este cubre totalmente el dorso de los machos y sélo el tercio anterior en las
hembras; también esté presente de forma incompleta en las larvas que son hexapodas y en las
ninfas que ya son octépodas. Parasitan a vertebrados terrestres y la mayoria de las especies
transmiten un importante numero de patégenos tanto al hombre como a los animales (Estrada-
Pefa et al., 1994).

Los principales géneros de ixddidos que parasitan a los animales en Europa y
concretamente en Espafia son: Ixodes, Dermacentor, Haemaphysalis, Hyalomma,
Rhipicephalus y Boophilus (Estrada-Pefia, 1994).

Segun diferentes autores (Roca et al., 2006; Stanek et al., 2012; Biesiada et al., 2012) las
principales especies de Ixodes y su distribucién mundial son: I. dammini (= I. scapularis) e I.
pacificus en el noreste y en el oeste de EE.UU., respectivamente. I. persulcatus en Asia
(China, Japon y Corea) y en el este de Europa (Rusia) e I. ricinus en Europa.

Roca (2006) comprobd que, en Europa, las garrapatas del género Ixodes son los
principales vectores de B. burgdorferi. Ademas, en Castilla y Leon, Fernandez (2003) de un
total 3.059 garrapatas retiradas de personas, comprobd que el 43,2% eran . ricinus y s6lo se
detectd B. burgdorferi en esta especie. Esta garrapata puede trasmitir a través de su picadura
otros agentes patdgenos para el hombre como Anaplasma phagocytophilum causante de la
anaplasmosis granulocitica humana, parasitos como Babesia spp. (babesiosis humana) o el
virus de la encefalitis humana trasmitida por garrapatas (Estrada-Pefia et al., 2012, Marquez-
Jiménez et al., 2005; Garcia-Meléndez et al., 2014; Perrone et al., 2014).
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1.2.1.1. Caracteristicas morfologicas y bioldgicas de Ixodes ricinus como principal
vector de Borrelia.

Las garrapatas del género Ixodes se caracterizan porque en su superficie ventral se
aprecia claramente un surco anal que se curva y rodea al ano por su porcion anterior, siendo el
unico género que posee esta caracteristica. EI escudo carece de ornamentacion y los 0jos estan
también ausentes. Los machos tienen gruesas placas ventrales esclerotizadas.

En Espafia, la especie mas importante es I. ricinus, que como todas las especies de la
Familia Ixodidae, tiene un escudo dorsal de naturaleza quitinosa. Este escudo, cubre la
totalidad del idiosoma en los machos y esta limitado al tercio anterior del idiosoma en las
hembras. En la parte anterior de la garrapata, es decir el gnatosoma o capitulum, se integran
las piezas bucales y los palpos y, como es caracteristico de los ixodidos, se pueden observar
dorsalmente porque no estdn cubiertas por el escudo dorsal (Figura 1.2). El hipostoma es
largo, puntiagudo y con multitud de dientes orientados hacia atras (Estrada-Pefia, 1994;
Marquez-Jiménez et al., 2005).

Figura 1.2. I. ricinus hembra (izquierda) y macho (derecha).

Las garrapatas, para localizar a sus hospedadores, se sirven del 6rgano de Haller, que esta
situado en el primer par de patas, y de las cerdas sensoriales. Los ix6didos cuando estan
esperando a un hospedador presentan su primer par de patas hacia delante a modo de antenas
(Figura 1.3) y se sitlan en la parte superior de la vegetacion o de diferentes soportes para
detectar a sus hospedadores. Los estadios inmaduros se fijan a sus hospedadores
fundamentalmente en la cabeza y, en especial, en la cara, mientras que los adultos lo hacen en
las partes inferiores del cuerpo de los animales, sobre todo en el area inguinal y en la cara
medial de las extremidades (Estrada-Pefia, 1994; VVazquez et al., 2011).
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Figura 1.3. Ixédidos a la espera de un hospedador

Entre los factores que facilitan a las garrapatas la localizacion de los hospedadores se
encuentran el didxido de carbono que exhalan éstos, las vibraciones que originan, el calor que
desprenden, las modificaciones de la luminosidad y las corrientes de aire creadas por el propio
hospedador (Junta de Castilla 'y Leon, 1995).

La actividad de las garrapatas y, por tanto, la blsqueda de hospedadores, esta
condicionada por mecanismos de inactividad o diapausa. Estos mecanismos permiten a las
garrapatas evitar fases de busqueda de hospedadores cuando las condiciones ambientales son
desfavorables. Esta fase de inactividad de las garrapatas se produce en diferentes momentos
de su ciclo estacional y se puede manifestar como diapausa de comportamiento que conlleva
una quiescencia de las garrapatas sin alimentar o como diapausa de desarrollo que determina
el desarrollo de los huevos o de las diferentes fases ya alimentadas. La induccion de la
diapausa esta determinada, fundamentalmente, por el fotoperiodo, mientras que su intensidad
viene determinada por una gran variedad de factores, incluyendo los genéticos de la poblacion
local de garrapatas. Esta variabilidad de factores, junto con los que afectan directamente a la
actividad de las garrapatas (naturaleza del habitat, disponibilidad de hospedadores apropiados
y clima) son los responsables de las grandes variaciones intraespecificas en la actividad
estacional de estos ectoparasitos en las distintas areas geograficas, segin la European Union
Concerted Action on Lyme Borreliosis (EUCALB, 2009).

Las variaciones de la actividad de las fases libres de los ixddidos estdn estrechamente
relacionadas con el microclima. Para cada especie existe un umbral de temperatura, por
debajo del cual hay un retraso en la produccién de huevos y en el desarrollo de estos y de las
larvas. Normalmente necesitan una temperatura que oscile entre -10 y +35°C, aunque
tolerarian oscilaciones mayores pero sélo durante cortos periodos de tiempo (Estrada-Pefia et
al., 2012). Ademés de que las temperaturas sean adecuadas tiene que haber una humedad
relativa no inferior al 80% porque si no las garrapatas, especialmente las larvas y las ninfas, se
desecan y mueren (Anderson et al., 2008; Gray et al., 2009; Estrada-Pefia et al., 2012). Los
adultos, al tener una cubierta quitinosa mas desarrollada se defienden mejor de la evaporacion
(Barral et al., 1994).

11
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En Europa, los habitats principales de 1. ricinus son los bosques caducifolios, las zonas de
arbustos y los pastizales himedos y cubiertos de maleza, debido a que estas garrapatas sélo
pueden sobrevivir en zonas donde haya una amplia cubierta de vegetacion y de hojas
cubriendo el suelo para que, durante los periodos del afio més secos, se mantenga una
humedad relativa adecuada (James et al., 2014). Ademas, en estas areas, debe haber un
amplio nimero y variedad de hospedadores para que se puedan alimentar los diferentes
estadios de esta garrapata (EUCALB, 2009; Estrada-Pefia et al., 2012).

. ricinus se distribuye por el Este de Europa (desde la antigua URSS hasta el Mar Caspio
y norte de Irdn) y por diversos paises del Centro y Sur de Europa. También se ha hallado en el
Norte de Africa, donde se piensa que se ha dispersado a través de pajaros migratorios
(Estrada-Pefia et al., 2012).

En Espafa . ricinus esta ampliamente distribuida aunque debido a la elevada exigencia
higrométrica de esta especie, es mas abundante en la Cornisa Cantabrica y en el nordeste de
Espafia. Esta distribucion se corresponde con la zona norte de la Peninsula Ibérica (Galicia,
Asturias, Cantabria, Pais Vasco, Castilla y Leon, Madrid, Aragén y Catalufia) donde han sido
diagnosticados las mayoria de los casos de EL en Espafia (Guerrero et al., 2001; Pazos et al.,
2010; Portillo et al., 2014).

. ricinus, segun Estrada-Pefia (1994), tiene un amplio rango de hospedadores, los adultos
parasitan fundamentalmente a rumiantes, mientras que los estadios inmaduros se alimentan de
un amplio nimero de micromamiferos y pequefias aves. Este hecho conlleva importantes
implicaciones epidemioldgicas en la difusion y distribucién de la EL. Ademéas como se sefiala
en EUCALB (2009), los estadios inmaduros pueden parasitar a casi todos los animales de
sangre caliente, asi como a los reptiles, aunque las larvas se alimentan mejor que las ninfas
sobre pequefios mamiferos; mientras que las hembras solo se alimentan con éxito en grandes
animales como ciervos, ovejas, vacas y perros.

En Espafia, I. ricinus esta activa practicamente durante todo el afio aunque tiene 2
periodos de méxima actividad, uno en primavera-principios de verano y otro a finales de
verano-otofio (Estrada-Pefia, 1994; Portillo et al., 2014). No obstante, en algunas zonas
geogréficas y, siempre en funcién del clima, puede estar activa incluso en invierno, puesto
que, aunque la temperatura influye sobre el desarrollo de los ciclos biol6gicos de los ixddidos,
es la humedad relativa del ambiente la que juega un papel primordial, no tanto sobre la
velocidad a la que se producen las diferentes fases termodependientes, sino sobre la capacidad
de supervivencia de los distintos estadios (Estrada-Pefia, 1994).

En el ciclo bioldgico de Ixodes ricinus, se alternan periodos de vida libre con fases
parasitas. Ixodes es una garrapata que durante su vida se alimenta en 3 hospedadores
diferentes (Figura 1.4). En climas templados y himedos, su ciclo dura aproximadamente 2
afios. Segun Alonso (2012), el hombre es un huésped casual que no actlia como reservorio.

12
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LEYENDA:

Transovérica.
Transestadial.

Figura 1.4. Ciclo biolégico de Ixodes ricinus y Borrelia (Remesar-Alonso, 2015).

A finales de la primera primavera, las larvas emergen del huevo y se alimentan sobre el
primer hospedador, caen al suelo y a principios de la segunda primavera mudan a ninfas que
se alimentan del segundo hospedador, caen de nuevo al suelo y finalmente las hembras se
alimentan del tercer hospedador a finales del segundo otofio-invierno. Todos los estadios
aparecen casi simultdneamente a lo largo de la estacion de actividad, aunque las ninfas y los
adultos empiezan a alimentarse unas 4 semanas antes que las larvas (Estrada-Pefia, 1994).

La hembra adulta es hematdéfaga y, tras ser fecundada por el macho, ingiere sangre
durante 5-7 dias del tercer hospedador que preferentemente son mamiferos de gran tamafio
entre los que se incluye el hombre. Una vez repleta de sangre cae al suelo donde deposita los
huevos y muere. Por el contrario, los machos del género Ixodes no se alimentan o realizan una
minudscula ingestion de sangre para completar la espermatogénesis (Estrada-Pefia, 1994,
Estrada-Pefia et al., 2011).

Cuando las condiciones atmosféricas son adecuadas, de los huevos nacen las larvas que
son hexapodas y miden menos de 1 mm. Estas ingieren sangre, durante 3-4 dias, del primer
hospedador que, generalmente, son aves o pequefios mamiferos silvestres (roedores, erizos,
ardillas, lagomorfos, etc.), posteriormente caen al suelo donde mudan a ninfas.

Las ninfas son un poco mas grandes (2 mm) que las larvas y ya poseen cuatro pares de
patas. Son también hematofagas y se alimentan durante varios dias en el segundo hospedador
gue, generalmente, son también aves o micromamiferos silvestres, aunque también se
alimentan de rumiantes domésticos o silvestres e incluso del hombre. Cuando estan repletas
de sangre caen al suelo y mudan a adultos que tienen que alimentarse del tercer hospedador
para completar el ciclo.
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Las larvas y las ninfas una vez que han ingerido sangre y se han desprendido del
hospedador, deben buscar un microhabitat aislado y apropiado para realizar la muda debido a
que ésta es un proceso extremadamente complicado y dinamico durante el cual ocurren
muchos cambios hormonales y enzimaticos, asi como alteraciones en los contenidos
intestinales y textura. Asimismo, las hembras tras la copula y haberse alimentado también
necesitan un microhdbitat similar al de los estadios inmaduros para depositar los huevos y que
estos puedan dar lugar a larvas.

En las garrapatas el principal mecanismo de transmision de patgenos es la inoculacion
directa a través de su saliva cuando se estdn alimentando sobre un hospedador y por las
regurgitaciones que se producen desde el intestino medio. También se ha demostrado como
mecanismo de transmision entre vectores y en ausencia de infeccion sistémica del
hospedador, la transmision por coalimentacion (alimentacion proxima y simultanea) al
permanecer el microorganismo en el lugar de su inoculacién cierto tiempo antes de producirse
la diseminacion (Randolph et al., 1996).

Ixodes solo se alimenta una vez en cada estadio, por lo que si las larvas se alimentan de
un hospedador reservorio de Borrelia, transmite la espiroqueta a la ninfa y posteriormente a
los adultos (transmision transestadial). Las larvas raramente se encuentran infectadas, de lo
que se deduce que la trasmision transovarica no es comun. No obstante, diversos autores
(Burgdorfer et al., 1982; Magnarelli et al., 1988) observaron que cuando las garrapatas
albergan un elevado nimero de borrelias, estas pueden atravesar la pared intestinal y producir
una infeccion sistémica (espiroquetemia) colonizando distintos dérganos, en particular el
ganglio central y los ovarios, pudiéndose transmitir transovaricamente a su descendencia sin
que medie ningun animal como fuente de infeccion, calculandose que este tipo de transmision
puede suponer el 1% de la transmision de Borrelia (Figura 1.4).

Matuschka et al. (1994) sefialaron que los adultos de los ixodidos tienen el doble de
posibilidades de estar infectados que las ninfas, puesto que estas ultimas habrian estado
expuestas a la infeccion solo una vez, como larva, mientras que los adultos habrian estado
expuestos 2 veces, una como larva y otra como ninfa.

Segun diversos autores (EUCALB, 2009; Caride et al., 1998; Alonso et al., 2012) el ciclo
de I. ricinus determina que la mayoria de los brotes de la EL se produzcan en primavera y
otofio, correspondiéndose con la presencia de garrapatas en la vegetacion, con los periodos de
alimentacion de estas y con el tiempo de incubacion de la enfermedad. Por ello, es necesario
predecir las zonas de mayor riesgo de infeccién del hombre por garrapatas y de esta forma
desarrollar programas de proteccion frente a ellas (Estrada-Pefa et al., 2011).

1.2.1.2. Prevalencia de infeccion por Borrelia en Ixodes ricinus procedentes del
ambiente y de diferentes hospedadores.

Entre los factores que mas importancia tienen desde el punto de vista epidemioldgico en
la EL, ademéas del grado de exposicion de la poblacion a la picadura de garrapata, se
encuentra la densidad de estas y el porcentaje de garrapatas infectadas por Borrelia (Sprong et
al., 2012). En definitiva cuanto mayor sea el nimero de garrapatas existentes en una zona y el
porcentaje de éstas infectadas por Borrelia, la probabilidad de picadura por garrapata sera
superior y también se incrementara la posibilidad de trasmision de B. burgdorferi al hombre.

Recientemente, Estrada-Pefia et al. (2011) determinaron la prevalencia de ninfas
infectadas por Borrelia en el continente europeo y sitla a la cornisa cantabra espafiola en una
zona de baja prevalencia, aunque delimita un area (sur de Cantabria, Asturias y Galicia) de
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prevalencia moderada en la que el nivel de infeccidn de las ninfas es similar al de otros paises
europeos como Holanda y Bélgica.

Se han realizado diversos estudios para determinar el porcentaje de garrapatas infectadas
por Borrelia y se ha comprobado que estos varian de unos paises a otros. También esta
prevalencia difiere con el origen de la garrapata, es decir si se han recogido del ambiente o de
los diferentes hospedadores en los que se haya alimentado.

A. De la naturaleza.

En la mayoria de los estudios realizados en distintos paises europeos, no diferencian si I.
ricinus son adultos o inmaduros, siendo la prevalencia de infeccion por B. burgdorferi, en
orden decreciente del: 16,5% en Alemania (Schwarz et al., 2012), 14,3% en el noroeste de
Noruega (Tveten et al., 2013), 8,2% en Estonia (Geller et al., 2013), 6% en Dinamarca
(Jensen et al., 2000), 5,4% en Polonia (Cisak et al., 2006), 1% en Inglaterra (Bettridge et al.,
2013).

Cuando se diferencia la prevalencia de infeccion entre adultos y estadios inmaduros, ésta
es superior en los adultos: 35% en Suiza, (Jouda et al., 2004), 33,3% en Noruega (Soleng y
Kjelland, 2013), 22,9% en Polonia (Stanczak et al., 2000), que en las ninfas: 20% en Suiza
(Jouda et al., 2004), 11,3% en Noruega (Soleng y Kjelland, 2013), 5% en Dinamarca (Jensen
et al., 2000), 5,3% en Polonia (Stanczak et al., 2000) y 1,3% en Italia (Rizzoli et al., 2004).

En el Norte de Espafia (Pais Vasco), Barral et al. (2002) y Barandika et al. (2008)
sefialaron que el porcentaje de adultos de I. ricinus infectados por B. burgdorferi era del 9,3 y
del 1,7%, respectivamente. Respecto al porcentaje de ninfas infestadas, Barral et al. (2002) y
Ruiz-Fons et al. (2012) obtuvieron prevalencias del 1,5% y del 4% en el Pais Vasco y
Asturias, respectivamente.

B. De micromamiferos.

Los ratones de campo (Apodemus flavicollis y A. sylvaticus) y los topillos (Myodes
glareolus y Microtus arvalis) son las principales especies de micromamiferos en las que se ha
estudiado que porcentaje de garrapatas de la especie I. ricinus estaban infectadas por Borrelia.

En ratones de campo (A. flavicollis) recogidos en Noruega, Radzijevskaja et al. (2013)
observaron que el 2,4% de las larvas y el 12,1% de las ninfas de I. ricinus estaban infectadas
por B. burgdorferi s.l. Estos mismos autores en A. flavicollis de Lituania, detectaron una
prevalencia de infeccion del 1,7% en las larvas y no hallaron ninfas infectadas; ademas,
comprobaron que la prevalencia de infeccién de 1. ricinus obtenidas de topillos (M. glareolus
y M. arvalis) era netamente superior, puesto que el porcentaje de larvas infectadas era de
25,6% Yy 20% respectivamente, mientras que en las ninfas la prevalencia de infeccion era de
32y 35%.

Gassner et al. (2013), en ratones de campo (A. sylvaticus) recogidos en Holanda,
detectaron una prevalencia de infeccion de B. burgdorferi s.I. del 2,1% y del 2,9 en larvas y
ninfas, respectivamente. Este porcentaje fue netamente superior cuando examinaron larvas
(7,2%) y ninfas (50%) de 1. ricinus obtenidas de topillos (M. glareolus) lo que coincide con lo
seflalado Radzijevskaja et al. (2013), quienes también hallaron mayores prevalencias de
infeccion por B. burgdorferi s.I. cuando las garrapatas procedian de los topillos que cuando se
obtenian de los ratones. Por el contrario, en Suiza, Pérez et al. (2012) obtuvieron una
prevalencia de infeccion de B. burgdorferi s.I. en ninfas de I. ricinus recogidas de M.
glareolus (26,8%) inferior a la hallada en A. sylvaticus (32%) pero superior cuando las ninfas
eran de A. flavicollis (23%).
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C. De aves.

Kjelland et al. (2010) comprobaron que el 4,4% de las garrapatas obtenidas de aves
migratorias de Noruega, estaban infectadas por B. burgdorferi s.l., predominado la
genoespecie B. garinii (77,8%). Asimismo, estos autores, en garrapatas recolectadas de aves
paseriformes de Noruega, fundamentalmente tordos o mirlos (Turdus spp.), observaron que
13,6% de las ninfas y el 8,1% de larvas, estaban infectadas por B. burgdorferi s.l. y que
también predominaba B. garinii.

En Espafia, Palomar et al. (2012), comprobaron que el 13,1% de los I. ricinus retiradas de
aves paseriformes de La Rioja estaban infectadas por B. burgdorferi s.l., siendo B. garinii la
genoespecie mas prevalente; en menor proporcion hallaron B. valaisiana y B. afzelii.

D. De corzos.

Rijpkema et al. (1996) encontraron que el 40% de los machos de Ixodes estaban
infectados por B. burgdorferi s.l. y que este porcentaje era inferior (20%) en las hembras que
todavia no se habian alimentado de los corzos. Posteriormente, Kjelland et al. (2011)
observaron que el 2,9% de las ninfas procedentes de corzos abatidos en Noruega eran
positivas a esta espiroquetas, mientras que no hallaron ningun adulto de I. ricinus infectado
con B. burgdorferi s.1.

1.2.2. Tipos de hospedadores de Borrelia.

Se define como hospedador a un organismo que alberga a otro en su interior o lo porta
sobre si. En relacion con el ciclo de transmision de Borrelia, destacan los siguientes tipos de
hospedadores:

- De coalimentacién: en él no se multiplica el patégeno, pero contribuye a aumentar el
namero de vectores infectados al alimentarse proximamente. En ausencia de infeccion
sistémica del hospedador, se puede trasmitir B. burgdorferi desde una garrapata
infectada a otra no infectada al alimentarse simultdneamente de forma proxima (un
centimetro o menos) sobre un hospedador. Ademas también se ha demostrado que
Borrelia permanece en el lugar de su inoculaciéon durante un determinado tiempo que
seria suficiente para poder infectar a un vector que se alimente en ese lugar del
hospedador (Pichdn et al., 2000).

- De barrera: ademas de resistir a la infeccion es capaz de eliminar la infeccién de las
garrapatas que se alimentan sobre él.

- De reproduccién o de mantenimiento: en ellos se alimentan las garrapatas adultas y son
esenciales para la reproduccién o el mantenimiento de la poblacion de estos vectores.

- Reservorio competente: el agente infeccioso vive, se multiplica y depende, en gran
medida para su subsistencia, de él. El hospedador reservorio debe permitir el
incremento de la infeccion del patégeno en los vectores, amplificar su diseminacion y
favorecer su conservacion cuando existan condiciones desfavorables para su
trasmision (Pichon et al., 2000).

Para establecer la capacidad de un animal como reservorio competente en un determinado
habitat hay que tener en cuenta la capacidad de éste para infectar los vectores (incluyendo el
periodo de tiempo que persiste la infeccion, en este caso de la espiroquetemia), la abundancia
de los hospedadores reservorio en el habitat, y la proporcién de la poblacion de vectores
alimentados en el reservorio competente (Mather et al., 1989).

16



1. Antecedentes del tema

Al menos se han descrito 237 especies de animales que podrian estar implicadas en el
mantenimiento de la garrapata I. ricinus y, por lo tanto, son susceptibles de comportarse como
reservorio para Borrelia (Gern et al., 2008). B. burgdorferi s.l. utiliza como hospedador
reservorios a numerosas especies de animales vertebrados, fundamentalmente, aves y
pequefios mamiferos (Pichdn et al., 2000).

Diversos autores (Palomar et al., 2009; Kjelland et al., 2010; Hasleet al., 2013) han
comprobado que Ixodes ricinus se alimenta sobre las aves y que éstas son reservorios
competentes de B. burgdorferi s.I. Debido a que las aves migratorias son capaces de recorrer
grandes distancias, incluso atravesar océanos y desiertos, tienen un papel importante en la
diseminacion de los agentes infecciosos trasmitidos por garrapatas, entre los que se encuentra
la Borrelia. De hecho, en un estudio reciente realizado en Noruega en aves migratorias,
especialmente en mirlos, Hasle et al. (2013) comprobaron que la mayoria de estas aves son
capaces de transportar garrapatas, de adquirir la infeccion por Borrelia (sobre todo B. garinii
y B. burdorgferi s.s.) y de trasmitirla a otras garrapatas que se alimenten de ellas,
demostrando el papel de algunas aves migratorias como diseminadoras de la EL.

En Europa, segun diversos autores (Gern et al., 1994; EUCALB, 2009) hay diversas
especies de mamiferos como reservorios competentes. La mayoria son roedores y, en menor
proporcion, se encuentran algunos lagomorfos, insectivoros y carnivoros. Entre los roedores,
destaca la intervencion de los ratones de campo (Apodemus spp.) que pueden infectar a las
garrapatas durante, al menos, 14 meses.

Kurtenbach et al. (2002) demostraron que la especificidad de los hospedadores
competentes es de base molecular/genética y, como se sefialo anteriormente, depende del
complemento del hospedador y de las CRASPs. Cada cepa de B. burgdorferi s.l. expresa
distintas variantes de CRASPs que ligan especificamente a las proteinas inhibidoras de
diversos hospedadores, permitiendo la supervivencia de dicha cepa en los hospedadores y en
las garrapatas que se alimenten de ellos, lo cual determina el rango de hospedadores
competentes.

Los ratones de campo infectados con Borrelia, son una fuente de infeccién, durante toda
su vida, para las larvas de I. ricinus (Gern et al.,, 1994). En Espafa, Gil et al. (2005)
detectaron ADN de B. burgdorferi s.s. en el 0,8% de A. sylvaticus. También los denominados
ratones caseros (Mus musculus) pueden ser reservorios competentes y, segin Gern et al.
(1998), en Rusia y otros paises del Este de Europa estan implicadas otras especies de
pequefios roedores. Otros reservorios competentes son los topillos (Clethrionomys spp.), de
los que se alimentan muchas ninfas (EUCALB, 2009). Ademas, se ha observado mayor
infeccion por Borrelia en estos que en los ratones de campo (Guerrero et al., 2001). En
Castilla y Leon, Fernandez-Soto (2003) asocid la plaga de topillos que hubo en 1997 con el
incremento de infeccidn por Borrelia en I. ricinus. Las ardillas grises (Sciurus carolinensis) y
rojas (S. vulgaris) pueden infectar y transmitir B. burgdorferi s.l. a las garrapatas que se
alimentan sobre ellas (Gern, 2000). El liron (Glis glis) actia méas eficazmente como un
hospedador reservorio de Borrelia que otros roedores (Matuschka et al., 1994).

Entre los lagomorfos, se ha comprobado que las liebres (Lepus spp.) son un reservorio
competente; por el contrario, no se conoce exactamente la intervencion de los conejos
(Oryctolagus cuniculi) debido a que no son buenos hospedadores de los ixodidos y, ademas,
porque en el andlisis del escaso nimero de garrapatas recolectadas en ellos no se detect6
Borrelia (Matuschka et al., 1992; Télleklint et al.,, 1993; EUCALB, 2009).

Algunos insectivoros, como las musarafias (Sorex spp., Neomys spp.) y los erizos
(Erinaceus spp.) también son hospedadores reservorios (EUCALB, 2009; Guerrero et al.,
2001).
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Respecto a la intervencion de los carnivoros y, concretamente de los silvestres, se han
detectado anticuerpos de B. burgdorferi en coyote y mapache (Procyon lotor) en el norte de
América, asi como en zorro y tejon en Europa (Burgess et al., 1989; Doby et al., 1991; Gern
et al., 1998). También se ha aislado B. afzelii en diferentes tejidos del zorro (Vulpes vulpes
schrencki), asi como de las garrapatas recogidas a partir de él (I. persulcatus) en Asia (Isogai
et al., 1994a). Sin embargo, en un estudio realizado en el Pais Vasco sobre los carnivoros
silvestres como reservorios de enfermedades, Gerrikagoitia (2010) no hallé ningun animal
infectado con Borrelia.

Los perros (Canis familiaris) son reservorios competentes aunque durante un corto
periodo de tiempo tras su infeccion, ya que desarrollan rapidamente una respuesta inmune
protectora. Dada la estrecha relacion de los hombres con los perros, éstos se consideran como
animales centinela para la EL, permitiendo marcar geograficamente aquellas zonas de mayor
riesgo, de ahi su importancia eco-epidemioldgica (Bhide et al., 2004). En Espafia, Mir0 et al.
(2013) comprobaron que, en Galicia, se detectaba el mayor porcentaje de perros seropositivos.

No obstante, no todos los hospedadores antes citados actGan como reservorios
competentes para todas las genoespecies de B. burgdorferi; por el contrario, la mayoria de los
estudios muestran que cada genoespecie, e incluso cada cepa de una misma genoespecie, se
mantiene en la naturaleza mediante un espectro diferente de hospedadores vertebrados, lo que
sugiere la existencia de una asociacion altamente especifica entre cepa y hospedador (Gern,
2008).

En Europa, segun Estrada-Pefia et al. (2011), la mayoria de genoespecies de B.
burdorgferi se han especializado en infectar a un determinado grupo de vertebrados. De esta
manera los reservorios vertebrados actian como filtros bioldgicos al seleccionar las especies
de Borrelia compatibles con el medio ambiente fisioldgico del hospedador y luego trasmiten
estas genoespecies a las siguientes garrapatas que se alimenten sobre ellos.

Diversos autores han sefialado que existen algunas asociaciones muy especificas, como la
de B. afzelii y pequefios roedores en Suiza (Humair et al., 1995), la de B. afzelii y ardillas
grises en Gran Bretafia (Craine et al., 1997) y la de B. burgdorferi s.s. y B. afzelii y ardillas
rojas en Suiza (Humair et al., 1998). Asimismo, Estrada-Pefia et al. (2011) observaron
asociaciones entre OspA serotipo 2 de B. afzelii y OspA serotipo 4 de B. garinii que estan
presentes en roedores y en algunas especies de insectos.

A. El corzoy otros cérvidos como hospedadores de Borrelia.

Los corzos (Capreolus capreolus), ciervos (Cervus elaphus) y gamos (Dama dama)
actlan como hospedadores de coalimentacion y de mantenimiento pero no son hospedadores
competentes o reservorios dado que no desarrollan la enfermedad (Pichon et al., 2000;
Kjelland et al., 2011, Pato et al., 2013).

Aunque la intervencién del corzo en la epidemiologia de Borrelia no esta totalmente
aclarada, diversos estudios han demostrado que estos animales son capaces de infectar a las
garrapatas que se alimentan de ellos por el mecanismo de la coalimentacion (Moestrup et al.,
2000; Pichon et al., 2000, Kjelland et al., 2011; Rizzoli et al., 2011; Vazquez et al., 2011,
Sprong et al., 2012). Ademas se ha detectado por PCR la presencia de Borrelia en la piel de
estos corzos e incluso se ha comprobado que estan vivas, lo cual permitiria la infeccion de
garrapatas si se alimentan en la zona de piel contaminada (Pichon et al., 2000). No obstante,
segun Kjelland et al. (2011) el corzo actua también como hospedador barrera, dado que se ha
observado que el porcentaje de garrapatas recogidas de la piel de los corzos infectadas por
Borrelia es claramente inferior al hallado en las garrapatas recolectadas directamente de la
vegetacion en el mismo area geogréafica de donde procedian los corzos. Es posible, por tanto,
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que los cérvidos tengan un papel borrelicida o zooprofilactico (Kjelland et al., 2011; Isogai et
al., 1994b).

Se han ofrecido varias hipotesis para explicar la disminucién de espiroquetas en el
diverticulo del intestino medio de las garrapatas cuando estas se alimentan sobre
hospedadores no competentes, siendo las mas importantes la ingestion de inmunoglobulinas
del hospedador y una reaccion mediada por complemento (Matuschka et al., 1992; Lacombe
et al., 1993; Isogai et al., 1994b; Clover et al., 1995; Levin et al., 1996; Kjelland et al., 2011).

En diversos estudios realizados en diferentes paises europeos como Dinamarca (Jensen et
al., 2000), Holanda (Sprong et al., 2012) y Francia (Pichon et al., 1999) se ha comprobado
que cuando la densidad de corzos es mayor, también se registran poblaciones superiores de
garrapatas. Sin embargo, Rosef et al. (2009) observaron que el grado de infestacion de las
garrapatas por Borrelia es mayor en zonas con menor densidad de corzos, debido a que al
haber menos corzos disponibles las garrapatas tendrian que alimentarse de otros
hospedadores, como los roedores, que si son hospedadores competentes y de esta forma se
favoreceria la dispersion de Borrelia. De la misma manera, Rizzoli et al. (2004) y Kjelland et
al. (2011) observaron que un incremento de la densidad de corzos se relacionaria con una
mayor densidad de garrapatas pero con un menor porcentaje de garrapatas infectadas por
Borrelia. No obstante, estos ultimos autores (Kjelland et al., 2011) sefialan que aunque los
corzos no son hospedadores competentes, estan implicados de forma crucial en la eco-
epidemiologia de la borreliosis, ya que actian como hospedadores de mantenimiento para las
garrapatas. Por el contrario, otros autores han observado que en las areas con mayor densidad
de corzos también existia un mayor porcentaje de garrapatas infectadas con Borrelia, lo que
ocasionaba un mayor riesgo de adquirir la EL en los habitantes de esas zonas (Letrilliart et al.,
2005; Rizzoli et al., 2011; James et al., 2013).

En corzos procedentes de Holanda, Rijpkema et al. (1996) sefialaron una seroprevalencia
de infeccion por B. burgdorferi del 13%. Asimismo, esta seroprevalencia fue similar (13,3%)
en corzos procedentes de zonas forestales proximas a Paris (Pichon et al., 2000). En
Dinamarca, Skarphedinsson et al. (2005) hallaron una seroprevalencia en corzos del 36,6%.
En Inglaterra y Gales, Alonso et al. (2012) observaron que el 13,2% de los corzos eran
seropositivos a B. burgdorferi s.l. 'y comprobaron que en el sur de la isla, que era donde se
concentraban el mayor numero de casos de EL, era también donde se apreciaba una
seroprevalencia mas elevada entre las poblaciones de rumiantes silvestres (corzos y ciervos).
En un reciente trabajo realizado por nosotros (Pato et al., 2013) en corzos abatidos en el
Noroeste de Espafia, comprobamos que el 68,8% eran positivos a B. burgdorferi s.1., de los
cuales el 88,7% estaban parasitados por Ixodes ricinus, siendo esta la Unica especie de
garrapata que albergaban; ademas, comprobamos que el nimero de garrapatas que parasitan a
los corzos era el factor que mas influia sobre la seroprevalencia de B. burgdorferi s.l. Estos
resultados sugieren que el corzo puede representar un importante indicador de la transmision
de Borrelia en el Noroeste de Espafia debido a su abundancia y alto nivel de infestacion por
B. burgdorferi (Pato et al., 2013).

1.2.3. Distribucion de la enfermedad.

Dentro de las infecciones transmitidas por artropodos, la EL es una de las méas frecuentes
en el mundo industrializado (Steere et al., 2004). De hecho, es la enfermedad trasmitida por
picadura de garrapata mas frecuente del hemisferio norte (Glatz et al., 2015). Se considera
una enfermedad emergente tanto en EEUU como en Europa (Parola et al., 2001; Escudero-
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Nieto y Guerrero-Espejo, 2005; Alonso et al., 2012, Lledo et al., 2014; Garcia-Meléndez et
al., 2014; Portillo et al., 2014; VVazquez-Lbpez et al., 2015).

Es una infeccion de distribucion practicamente cosmopolita puesto que, excepto en la
Antértida, se ha descrito en todos los continentes, siendo mas frecuente en el hemisferio norte
(Portillo et al., 2014, Vazquez-Lopez et al., 2015). No obstante, la distribucion de la EL esta
condicionada por la distribucion geogréfica de sus vectores, especialmente por la de . ricinus,
asi como por la densidad de sus hospedadores y por las condiciones edafoclimaticas de la
zona. De hecho, se ha comprobado que los bosques caducifolios, las zonas de arbustos y los
pastizales humedos y cubiertos de maleza, son los habitats mas propicios para I. ricinus,
principal vector de Borrelia spp. (Estrada-Pefa et al., 2012) y, segln estos autores, debe haber
un amplio numero y variedad de hospedadores para que se puedan alimentar los diferentes
estadios de esta garrapata y, en este sentido, se ha comprobado que, en Galicia, el corzo es
uno de los hospedador de alimentacion mas importante para I. ricinus (Vazquez et al., 2011;
Pato et al., 2013).

Debido a que los diversos cuadros clinicos de la EL estan ocasionados por diferentes
cepas de Borrelia, se acepta que la distribucion de esta infeccion es heterogénea. De hecho, se
ha observado que existe la posibilidad de que haya zonas geograficamente muy préximas con
alta y baja incidencia, lo que indica que la EL tiene una distribucién focal (Beceiro et al.,
2001, Vandenesch et al., 2014).

También se ha comprobado que los habitantes del medio rural, al dedicarse
fundamentalmente a labores agricolas y ganaderas, tienen mayor contacto con la naturaleza y
por tanto un riesgo superior de ser picados por una garrapata (Lledo et al., 2004; Letrillart et
al., 2005; Linard et al., 2007; Qin et al., 2013).

En relacion a la posible influencia de la edad de los paciente, se ha descrito una
distribucion bimodal con un pico de incidencia en la infancia (5-9 afios) y otro en adultos
(mayores de 60 afios), probablemente debido a las actividades que se realizan en estas franjas
de edad como son los juegos al aire libre o excursiones por el campo (Lépez-Alberola 2006;
Rizzoli et al., 2011; Stanek et al., 2012; Esposito et al., 2013b; Vandenesch et al., 2014;
Wilking et al., 2014).

En general, no se han observado diferencias significativas en cuanto al sexo aunque
predomina en los varones probablemente debido a que realizan mayor nimero de tareas
relacionadas con la agricultura o con actividades forestales (Olmo et al., 2014; Wilking et al.,
2014).

En Europa, la EL no es de declaracion obligatoria en todos los paises, calculandose que
su incidencia en zonas endémicas oscila entre 16 y 140 casos por 100.000 habitantes/afio
(Derakova et al., 2005). No obstante, la tasa anual de incidencia por 100.000 habitantes varia
notablemente en funcion de la presencia de garrapatas infectadas, siendo muy baja (0,32
casos) en Inglaterra y Gales (Smith et al., 2000) y mas elevada (111 casos) en Alemania
(Huppertz et al., 1999) y entre 130-135 casos en Suecia (Derakova et al., 2005).

En los Gltimos afios se ha constatado una tendencia al alza en algunas zonas del sur de
Europa como lItalia, Francia, Portugal o Espafia (Rizzoli et al., 2011; Portillo et al., 2014).

En Espafia, diversos autores (Pazos et al., 2010; Alonso et al., 2012; Portillo et al., 2014)
coinciden en afirmar que la distribucion de la EL no es uniforme y la mayor parte de los casos
se han comunicado en el Centro y en el Norte de la Peninsula. Escudero-Nieto y Guerrero-
Espejo en 2005, estimaron una incidencia en nuestro pais en torno a 0,25 casos por 100.000
habitantes y afio.

A pesar de la evidencia de que en Espafa existe EL en distintas localizaciones
geograficas, en la mayoria de ellas se desconoce cual es la verdadera importancia de esta
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enfermedad, ya que se han realizado escasos estudios poblacionales para conocer su
incidencia y su seroprevalencia. Las encuestas epidemioldgicas realizadas hasta el momento
ofrecen cifras muy variables. Asi, en la Rioja, Oteo-Revuelta et al. (1991) sefialan una
seroprevalencia del 5,8%. En la provincia de Soria, en un area colindante con la anterior, se
ha comunicado una prevalencia global del 13,1%, con un amplio espectro segun las diferentes
areas de salud. Segin Tamayo et al. (1990), en la provincia de Valladolid, existe un elevado
riesgo de infeccion puesto que mas del 10% de la poblacion presentan una respuesta
seropositiva frente a B. burgdorferi. En Asturias, Martinez et al. (1993) y Asensi et al. (1993),
comprobaron que segun la poblacién estudiada la prevalencia variaba entre el 8% y el 23%.
Por el contrario, estudios realizados en Canarias, Sevilla y Barcelona (Carrasco et al., 1992;
Lopez-Prieto et al., 1989) sefialan bajas seroprevalencias (4%) de infeccion. En Sabadell
(Segura et al., 2004) y en Navarra (Oteiza-Olaso et al., 2011) se han hallado seroprevalencias
del 4,4%.

Como ocurre en otros paises europeos (Tomao et al., 2005; Demet et al., 2008), en
Espafia, se ha observado una seroprevalencia mas elevada en personas con alto riesgo de
sufrir picaduras por garrapatas como los trabajadores forestales (Segura et al., 2004).

Diversos autores (Anda et al., 1996) coinciden en que el nimero de casos clinicos de EL
en Espafia es bastante menor de lo que cabria esperar en funcion de la seroprevalencia
observada, lo que hace pensar que deben existir casos de infeccion asintomatica o subclinica,
enfermos no correctamente identificados o la existencia de falsos positivos por reacciones
cruzadas.

En Espafia se han propuesto una serie de criterios epizootioldgicos y epidemioldgicos
para definir “zona endémica de borreliosis de Lyme” (Oteo-Revuelta et al., 1998b).

Epizootioldgicos:
a) Presencia de forma habitual en el area objeto de la declaracion del artropodo
vector, Ixodes ricinus, recogido bien de la vegetacion o de los animales de la zona.
b) Presencia de B. burgdorferi en I. ricinus puesta de manifiesto mediante cualquiera
de los siguientes métodos: microscopio de campo oscuro, inmunofluorescencia,
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) o cultivo.

Epidemioldgicos:
a) Existencia de al menos un caso anual de Enfermedad de Lyme en el &rea objeto de
la declaracion.

1.3. PATOGENIA DE LA ENFERMEDAD.

Las garrapatas al alimentarse de un reservorio competente que esté en fase de
espiroquetemia se infectan con B. burgdorferi y cuando estas pican a una persona le inoculan,
a través de la saliva, dicha infeccion.

Los mecanismos fisiopatoldgicos que desencadenan los sintomas propios de la infeccion
por B. burgdorferi son bastantes complejos; entre ellos, interviene la propia respuesta
inflamatoria del hospedador ante estos microorganismos (Skinner et al., 2007).

En este apartado se van a desarrollar los mecanismos que utilizan las garrapatas para
transmitir la infeccion a las personas, la diseminacion de B. burgdorferi en el organismo y la
respuesta del sistema inmunitario.
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A. Transmision de la infeccion a las personas.

Como se indicd anteriormente, la transmisién de Borrelia se produce durante la
alimentacion de las garrapatas en sus diferentes estadios. Estas perforan la piel de sus
hospedadores y se anclan a éstos con ayuda del hipostoma; este proceso es lento e indoloro
debido a que las garrapatas a través de la saliva eliminan sustancias anestesicas. Esto explica
que soélo el 50-70% de las personas infectadas recuerden la picadura (Rodriguez-Gonzélez et
al., 2013). Ademas, para fijarse al hospedador, la mayoria de las garrapatas duras segregan
una sustancia semejante al cemento que esta integrada principalmente por lipoproteinas y
compuestos antigénicos. Estos ultimos tienen la funcion de evadir la respuesta inmune del
hospedador, ya que se induce la produccion de anticuerpos frente a estos antigenos y no frente
a los antigenos de la garrapata (Caride, 2002). Ademas, la sustancia cementante evita que el
hipostoma entre en contacto directo con el hospedador y de esta forma no atraviesa la
epidermis.

Las garrapatas son telmdfagas, por lo que no se alimentan directamente sobre un vaso
sanguineo, sino que producen una lesion en la piel del hospedador en la que vierten una serie
de sustancias que provocan inflamacion y acumulo de sangre que la garrapata succiona con
ayuda de su bomba faringea. La succion de sangre se alterna, a intervalos cortos, con
regurgitaciones. De esta manera la garrapata elimina el exceso de liquido para mantener su
equilibrio hidrico e inocula sustancias antigénicas que evaden la respuesta inmune del
hospedador junto con las borrelias (Caride, 2002). Al tiempo que la garrapata se alimenta, se
produce una rapida multiplicacion de Borrelia en su interior de modo que se origina un
namero de bacterias suficientemente elevado para infectar a los hospedadores (Piesman,
1995). Ademas durante la alimentacion de la garrapata, las espiroquetas pasan a través del
epitelio intestinal desde el intestino delgado hacia los alveolos de las glandulas salivares y
finalmente, al cabo de 2 dias a los conductos salivares desde donde seran inoculadas en el
hospedador (Piesman, 1995; De Silva y Fikrig, 1996). Por ello, el periodo que permanece la
garrapata adherida a la piel del hospedador es determinante para la transmision de Borrelia,
considerandose necesario un tiempo minimo igual o superior a las 48 horas, siendo el riesgo
aproximado al 100% cuando permanece adherida 72 horas 0 mas (Biesiada et al., 2012), por
lo que, segun estos Ultimos autores, si se extrae la garrapata antes de 2 dias se reduce
considerablemente el riesgo de adquirir la enfermedad. No obstante, hay casos en los que las
borrelias se pueden transmitir al comienzo de la alimentacion de las garrapatas debido a que
puede haber espirogquetas en sus glandulas salivares, como consecuencia de que se hayan
alimentado parcialmente con anterioridad. Asi, se ha demostrado que la transmisién puede
ocurrir en menos de 24 horas y algunas especies de garrapatas (especialmente I. persulcatus)
pueden tener espiroguetas en sus glandulas salivares aun sin alimentarse (EUCALB, 2009);
no obstante, en general, el nUmero de espiroquetas presentes en las garrapatas antes de que
éstas empiecen a alimentarse suele ser insuficiente para infectar al hospedador.

Las condiciones que soportan las espiroquetas en el vector parecen condicionar su
posterior accién patdgena. Asi, las reacciones bioquimicas que tienen lugar dentro de las
garrapatas durante su alimentacion pueden influir en la expresion de las diferentes
lipoproteinas de membrana OspA/B y OspC. La Osp A se expresa fundamentalmente durante
el otofio, invierno y comienzo de la primavera cuando la garrapata permanece inactiva
(Escudero-Nieto y Guerrero-Espejo, 2005). A finales de primavera y en verano, cuando las
garrapatas comienzan a alimentarse, la mayoria de las espiroquetas (60-70%) eliminan las
OspA/B de su superficie y, en su lugar, producen OspC (Olmo et al., 2014). Por tanto,
muchas espiroquetas cambian sus proteinas superficiales cuando invaden las glandulas
salivares e infectan al hospedador. Este hecho sugiere que la lipoproteina de membrana Osp C
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ejerce una funcién relacionada con la trasmision de la espirogueta desde la garrapata al
hospedador vertebrado y las borrelias pueden permanecer en la piel durante largos periodos de
tiempo sin causar enfermedad sistémica, a menos que se produzca una bajada de defensas del
hospedador (Escudero-Nieto y Guerrero-Espejo, 2005).

B. Diseminacion de B. burgdorferi en el organismo.

Una vez inoculada por la garrapata, B. burgdorferi se extiende por el tejido subcutaneo
originando el eritema migratorio (EM) y se disemina a través de la sangre ocasionando los
primeros sintomas de la EL, asi como las manifestaciones clinicas que se producen mas
tardiamente (Halperin et al., 2013). Ademas, segun estos autores, las borrelias se mueven de
forma centrifuga en el interior de la piel, alejandose de la localizacion de la picadura de la
garrapata, a la vez que el eritema va aumentando de tamafio.

C. Respuesta del sistema inmunitario.

B. burgdorferi produce una respuesta de tipo humoral y celular. Esta ultima se produce
porque los macréfagos, polimorfonucleares y monocitos fagocitan y destruyen las
espiroquetas mediante su opsonizacion; en la pared celular de B. burgdorferi hay
lipoproteinas que activan distintos tipos de células, como monocitos, sinoviocitos,
queratocitos y células endoteliales que hacen que se libere interleuquina-1 que es una de las
responsables del dafio tisular que origina las manifestaciones clinicas (Escudero-Nieto y
Guerrero-Espejo, 2005, Skinner et al., 2007). Al actuar la interleuquina-1 sobre el hipotalamo
se produce la fiebre, y la accion sobre los leucocitos que determina el desarrollo del EM. Su
accion sobre ceélulas sinoviales y condrocitos provoca la destruccion articular, por la
activacion de proteasas y la reabsorcion del hueso. La activacion de prostaglandinas es la
responsable del dolor. Por ultimo, al actuar sobre los linfocitos B y T produce, por una parte,
la destruccion articular al favorecer la liberacion de prostaglandina y colagenasa y, por otra, el
aumento de la sintesis de anticuerpos (Skinner et al., 2007).

Respecto a la respuesta humoral, como en otras enfermedades infecciosas, diferentes
autores (Biesiada et al., 2012) han demostrado que se produce una respuesta especifica de
diferentes tipos de inmunoglobulinas (IgM, IgG, 1gA).

Al cabo de 3-4 semanas post-infeccion (spi) las primeras inmunoglobulinas que se
detectan son las IgM y alcanzan un maximo a las 6-8 spi para, posteriormente, disminuir
gradualmente. En esta etapa de la enfermedad, la aparicion de IgM estd dirigida,
principalmente, frente al antigeno asociado a la flagelina de 41 kDa. También se ha
demostrado que hay IgM especificas que pueden desarrollarse un poco mas tarde, frente al
antigeno OspB de 34 kDa (Biesiada et al., 2012).

Las inmunoglobulinas especificas 1gG e IgA aparecen gradualmente durante el segundo y
tercer mes de la infeccién y se detectan durante afios, aunque con el tiempo, en los pacientes
se observa una disminucion en los niveles de anticuerpos especificos. Sin embargo, los
niveles absolutos pueden permanecer por encima de los normales, por lo que la presencia o
ausencia de anticuerpos circulantes frente a Borrelia después de una terapia antibidtica no es
un indicador fidedigno de curacién (Halperin et al., 2013). Por el contrario, un tratamiento
antimicrobiano en la fase inicial de la infeccion puede inhibir el desarrollo de una respuesta
humoral, por lo que, frecuentemente, estos niveles no son detectables en estos pacientes
(Halperin et al., 2013).

La infeccion primaria con B. burgdorferi estimula la formacion de inmunocomplejos y su
depdsito. Los signos clinicos se relacionan con la persistencia del microorganismo y la
aparicion de los complejos inmunes. Sin embargo, no se sabe si las manifestaciones tanto
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precoces como tardias, requieren la presencia de microorganismos viables, o bien si es la
autoperpetuacion de la respuesta inmune desarrollada frente a una infeccion previa la que es
capaz de seguir produciendo las manifestaciones clinicas (Caride et al., 2002).

1.4. SINTOMAS CLINICOS

La EL puede manifestarse con una gran variedad de sintomas y signos, denominandose
por ello “el gran imitador” (Rudenko et al., 2011; Portillo et al., 2014). Esta diversidad de las
manifestaciones clinicas no sélo afecta de manera individual a cada paciente, sino que
también lo hace segin su procedencia geografica. Existen importantes diferencias entre las
manifestaciones clinicas de los enfermos de Lyme en Estados Unidos y en Europa, por lo que
se considera que estas diferencias estdn relacionadas con la diversidad antigénica de las
distintas genoespecies de Borrelia (Guerrero et al., 2001; Weber et al., 2001).

Hay evidencia de que ciertas genoespecies de B. burgdorferi sl en Europa pueden estar
asociadas a manifestaciones clinicas especificas, asi B. garinii se ha implicado en las formas
neuroldgicas, Borrelia burgdorferi sensu stricto (s.s.) en las formas articulares y B. afzelii en
las formas cutaneas tardias (Stanek et al., 2012). Por el contrario, esta variabilidad es menos
frecuente en América (Hildenbrand et al., 2009).

Las manifestaciones clinicas de EL son mas frecuentes a finales de la primavera, durante
el verano y principios del otofio (Biesiada et al., 2012).

Debido a la cronicidad y la presentacion en forma de exacerbaciones y remisiones, las
manifestaciones clinicas de la EL se agrupan en tres fases: localizada precoz, diseminada
precoz y diseminada tardia (Roca et al., 2006). Sin embargo, las manifestaciones asociadas a
cada una de estas fases pueden presentarse simultdneamente, de forma aislada o incluso
solaparse en varias de ellas (Nau et al., 2009; Olmo et al., 2014; Portillo et al., 2014).

En la Tabla 1.2., se resumen las principales manifestaciones clinicas de la EL segun su
fase (Olmo et al., 2014).

Tabla 1.2. Manifestaciones clinicas de la EL (Olmo et al., 2014)
Fase localizada precoz (dias-mes desde la picadura)
Eritema migratorio
Sintomas asociados: astenia, malestar, letargia, cefalea, rigidez de nuca, mialgias, artralgias,
linfadenopatia regional.

Fase diseminada precoz (semanas-meses desde la picadura)

Carditis ( bloqueo AV, cardiomiopatia, miopericarditis)

Afectacion neuroldgica (meningitis linfocitaria, neuropatia craneal con afectacion frecuente del nervio
facial, neuropatia periférica)

Afectacion musculoesquelética (artralgias migratorias)

Afectacion cutanea (eritema migratorio multiple)

Linfadenopatias

Afectacion ocular (conjuntivitis, iritis, coroiditis, hepatitis)

Enfermedad hepatica(disfuncion hepatica, hepatitis)

Enfermedad renal (microhematuria, proteinuria)

Fase diseminada tardia (meses-afos desde picadura)

Sintoma musculoesqueléticos (artritis oligo o0 monoarticular con afectacion frecuente de rodilla)
Enfermedad neuroldgica (neuropatia periférica, encefalomielitis)

Afectacion cutanea (acrodermatitis cronica atrofica, lesiones similares a esclerodermia)
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A. Fase localizada precoz (Fase I)

Se inicia tras un periodo de incubacién medio de 10 dias (entre 1 dia a 3 meses) y en el
lugar de la picadura aparece una lesion primaria denominada eritema migrans o migratorio
(EM). Esta lesion es patognomonica y clave para el diagndstico precoz de la enfermedad,
incluso si las pruebas de laboratorio son negativas, pero siempre y cuando el paciente
reconozca la posibilidad de haber estado expuesto a la picadura de garrapata (Stanek et al.,
2011a). Debido a que no se detectan anticuerpos frente a B. burdorgeri hasta 2-4 spi, si se
observa EM en esta fase de la EL, es suficiente para confirmar el diagndstico clinico (Stanek
et al., 2011a, Bieisada et al., 2012; Olmo et al., 2014; Portillo et al., 2014). No obstante, en
aproximadamente la cuarta parte de los pacientes en esta fase no se observa EM.

El EM se inicia en el lugar de la picadura de la garrapata como una papula o una méacula
de al menos 5 cm y, posteriormente, se extiende lentamente de modo centrifugo. Tiene una
morfologia anular que puede llegar a alcanzar los 50 cm de didmetro, con un borde de color
rojo vivo mientras que el centro se aclara progresivamente (Roca et al., 2006; Olmo et al.,
2014). No obstante, en algunos pacientes la erupcion no se aclara por el centro, sino que
puede aparecer muy eritematosa y endurecida e incluso necrosarse. También hay casos en los
que aparecen varias lesiones anulares satélites. El estudio histolégico del EM no aporta
hallazgos especificos, observandose un infiltrado perivascular linfocitario y, en ocasiones, con
células plasmaticas.

El EM puede presentarse en cualquier parte del cuerpo, pero se localiza preferentemente
en las extremidades inferiores y en el tronco (Stanek et al., 2011a; Biesiada et al., 2012; Olmo
et al., 2014). En los nifios, tal vez por su menor estatura, esta lesién se observa con mayor
frecuencia en el tronco o incluso en el cuello (Lopez-Albeola et al., 2006). EI EM no suele ser
doloroso, incluso sin tratamiento, aunque la tercera parte de los pacientes experimentan
guemazon o ligero prurito (Stanek et al., 2011a; Biesiada et al., 2012; Olmo et al., 2014).

La mayoria de los EM se observan entre Junio y Agosto (Stanek et al., 2012) y su
duracién puede oscilar entre 1 dia y 14 meses. Esta duracion es superior en las infecciones
producidas por B. burgdorferi s.s. (52 dias) y menor para el resto de las especies (14 dias).
Suele desaparecer espontaneamente al cabo de 28 dias e incluso antes con tratamiento
adecuado (Stanek et al., 2011a; Olmo et al., 2014). Si persiste mas de 4 semanas se denomina
eritema cronico migratorio (ECM) (Stanek et al., 2011a).

En ocasiones, tras su curacion permanecen areas hipopigmentadas residuales. Tampoco
es raro que durante su resolucion presente reactivaciones transitorias Ilamativas, sobre todo en
los pacientes que no reciben el tratamiento adecuado (Roca et al., 2006).

En Europa, en esta primera fase, no suele haber sintomas generales de tipo pseudogripal
como fatiga, astenia, cefalea, debilidad, mialgias, artralgias, tos, rinitis o linfadenopatias
regionales y si los hay, son poco intensos. Sin embargo en EEUU estas manifestaciones
clinicas suelen ser mas frecuentes (Weber et al., 2001; Steere et al., 2004; Roca, 2006; Stanek
et al., 2011a; Garcia-Meléndez et al., 2014).

Desde esta lesion inicial, se produce una diseminacién por via hematogena de Borrelia al
resto del organismo (fase de espiroquetemia) dando lugar segun el territorio y el 6rgano
afectado, a una gran variedad de manifestaciones clinicas posteriores (Biesiada et al., 2012;
Olmo et al., 2014).

B. Fase diseminada precoz (Fase I1).

Semanas 0 meses después de la picadura de la garrapata, la enfermedad evoluciona hacia
esta fase, en la que pueden aparecer sintomas inespecificos como fiebre, escalofrios, cefalea
intensa, dolor difuso, astenia e intenso malestar general (Olmo et al., 2014).
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En esta fase pueden aparecer en cualquier lugar del cuerpo, excepto palmas, plantas y
mucosas, nuevas lesiones anulares similares al EM, aunque generalmente de menor tamafio
(Hildenbrand et al., 2009).

En la fase diseminada precoz también pueden producirse alteraciones cardiacas y mas
frecuentemente neuroldgicas; siendo menos frecuente la observacion de conjuntivitis, iritis,
uveitis y otras afecciones oculares, faringitis, adenopatias, hepatitis, esplenomegalia y orquitis
(Roca, 2006, Stanek et al., 2011a, Olmo et al., 2014). Esta sintomatologia evoluciona de
modo intermitente y durante semanas se observan mejorias y empeoramientos. En los
pacientes que no presentaron EM, la enfermedad se manifiesta inicialmente con los sintomas
propios de esta fase. Asimismo, en Norteamérica, estas manifestaciones clinicas suelen ser
mas intensas que en Europa (Roca, 2006).

En esta fase de la enfermedad puede aparecer una lesién cutdnea que no es
patognomonica de la EL, el linfocitoma cutaneo benigno o linfocitoma borreliano que es en
una lesion Unica, plana o nodular, de coloracion eritematosa o violacea, indolora, de 1 6 2
centimetros de didmetro. Se localiza en la mitad superior del organismo, siendo su lugar
preferente el 16bulo de la oreja en los nifios y en la areola mamaria o en el escroto en los
adultos (Skinner et al., 2007; Stanek et al., 2011a). Esta manifestacion cutanea es menos
frecuente que el EM y sobre todo se observa en los pacientes europeos. Su etiopatogenia no es
univoca, pero en diversas ocasiones, en la lesion se ha aislado e identificado Borrelia (Abele
et al., 1990; Gissler et al., 2002).

El estudio histologico del linfocitoma cutaneo benigno muestra un denso infiltrado
linfocitario en la dermis, con presencia de macréfagos, eosinofilos y células plasmaéticas.
Desde el punto de vista anatomopatologico estos hallazgos no son especificos y puede ser
dificil de diferenciacion con los linfomas malignos (Stanek et al., 2011a, Biesiada et al.,
2012).

En el 4-8% de los pacientes también se observan alteraciones cardiacas y su intensidad
es muy variable, desde palpitaciones a pancarditis fatal. Su curso suele ser recidivante,
durando los episodios dias o semanas. Son frecuentes (hasta en el 50% de los pacientes) y
caracteristicos de esta fase de la EL, los bloqueos auriculoventriculares que suelen ser de
caracter transitorio y de grado variable. Se acompafian de signos electrocardiograficos y
radioldgicos de afectacién difusa. Lo habitual es que no tengan mucha trascendencia clinica,
aunque en raras ocasiones se han descrito casos de bloqueo irreversible que obligan a la
colocacion de un marcapasos permanente (Roca, 2006; Stanek et al., 2003, Biesiada et al.,
2012).

Los episodios recidivantes pueden derivar en una cardiopatia crénica, expresion de una
importante afectacion cardiaca por B. burgdorferi, habiéndose demostrado la presencia del
microorganismo en biopsias cardiacas de los pacientes afectados (Pinto, 2002).

Otras posibles manifestaciones cardiacas son la pericarditis aguda, miocarditis aguda e
incluso pancarditis y angina por insuficiencia ventricular izquierda. En Europa las
manifestaciones cardiacas suelen ser menos frecuentes y menos intensas que en Norteamérica
(Roca, 2006).

En esta fase de la EL suele haber diversas alteraciones neuroldgicas que estan presentes,
en aproximadamente, el 15% de los pacientes no tratados (Brissette et al., 2013; Hildenbrand
et al., 2009).

Se postulan varios mecanismos para explicar la afectacion neurologica en la EL. Sigal et
al. (1998) demostraron que los anticuerpos contra el antigeno flagelar se unen a los axones
normales y a clones de linfocitos T del liquido cefalorraquideo (LCR) pudiendo reaccionar
con un conjunto de autoanticuerpos que incluyen la proteina basica de la mielina, la mielina
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periférica, la cardiolipina y los galactocerebrosidos. Asimismo, Ryskova et al. (2002)
comprobaron que en el 31% de pacientes, sobre todo en mujeres jovenes, con serologia
positiva para B. afzelii, se detectaban anticuerpos frente a la proteina basica de la mielina.
Ademas, estudios neuropatolégicos sugieren que la vasculitis puede ser uno de los
mecanismos fisiopatoldgicos primarios (Hildenbrand et al., 2009). Ademas, segun Brissette et
al. (2013), B. burgdorferi es capaz de atravesar la barrera hematoenceféalica y causar
directamente dafios sobre las células del sistema nervioso, ya que es capaz de inducir una
serie de citoquinas y de factores neurotrépicos que estimulan una respuesta inflamatoria del
sistema nervioso que dafa las células neuronales.

En el 95% de los casos, las alteraciones neuroldgicas ocurren entre la 12 y la 122 semana
posterior a la picadura de garrapata, siendo mas frecuentes a las 4-6 semanas, observandose
fundamentalmente entre los meses de Julio y Diciembre. En general, Unicamente entre el 40-
50% de estos pacientes recuerdan haber sido picados por una garrapata y sélo el 20-30% de
los pacientes desarrollan EM (Mygland et al., 2010).

Las manifestaciones neuroldgicas en la fase de diseminacion precoz de la EL duran
menos de 6 meses, por lo que se denominan neuroborreliosis precoz (Mygland et al., 2010).
En pacientes europeos, las manifestaciones neurolégicas mas frecuentes son la mononeuritis
(sobre todo de pares craneales y en concreto la paralisis facial) y la meningorradiculitis,
caracterizadas por dolor radicular, parestesias y meningitis (Stanek et al, 2011a). El dolor
radicular puede ser acusado, lancinante y variar mucho de un dia a otro, aunque suele
exacerbarse por la noche. La radiculoneuritis puede ser unilateral o bilateral y suele afectar al
dermatoma correspondiente al lugar de la picadura. Ademas, segin Navarro (2005), el
trastorno disautonémico es frecuente en este tipo de neuropatia.

La meningitis se caracteriza por dolor de cabeza, cierta fotofobia, discreta rigidez de nuca
y signos meningeos levemente positivos o incluso negativos. En el liquido cefalorraquideo
(LCR) se observa pleocitosis moderada (hasta 5000 células/ml), de claro predominio
linfocitario, con proteinorraquia elevada y glucorraquia normal o muy levemente disminuida
(Roca, 2006). Ademas, segun Hildenbrand et al. (2009), hay una elevacion de
gammaglobulinas con produccion local de inmunoglobulinas IgM e IgG, persistiendo esta
ultima a lo largo del tiempo. Para el diagnostico de neuroborreliosis, también es util detectar
anticuerpos en el LCR, aunque su ausencia no descarta la infeccion, especialmente si su
examen se realiza en un estadio precoz de la enfermedad (Hildenbrand et al., 2009; Mygland
etal., 2010).

Asociado a la meningitis pueden aparecer signos centrales como alteracion de la
concentracion, de la memoria, del suefio y labilidad emocional (Lépez-Albeola et al., 2006).
Ademas, segun estos autores, la afectacion de pares craneales, con paralisis facial unilateral o
bilateral, es una manifestacion neurolégica frecuente sobre todo en verano.

También se ha observado neuritis retrobulbar, siendo la afectacion de otros pares
craneales menos frecuente y de modo muy variable (Hildenbrand et al., 2009). Asimismo, se
han sefialado, como expresion de esta afectacion periférica, alteraciones como la pupila de
Argyll-Robertson, en la que no hay respuesta pupilar a la luz pero si acomodacion, la
diplopia, ageusia e hipoacusia (Correll et al., 2015).

En algunos pacientes, también se ha observado paralisis facial recurrente unilateral y una
triada tipica (meningitis cronica linfocitaria, neuritis craneal y radiculoneuritis), asociada o0 no
a otras manifestaciones clinicas muy variables como radiculopatia sensitiva o motora,
presencia de corea o desarrollo de un cuadro de mielitis con ataxia y ataxia cerebelosa (Bigi et
al., 2010; Mygland et al., 2010; Djukic et al., 2012). En esta fase de la enfermedad, aunque
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con menor frecuencia, también puede aparecer encefalitis y mononeuritis multiple, de tipo
desmielinizante o de tipo axonal (Hildenbrand et al., 2009; Mygland et al., 2010).

En la edad pediatrica las alteraciones neuroldgicas mas frecuentes son la paralisis facial y
la meningitis linfocitaria (Lopez-Albeola et al., 2006).

También se han citado alteraciones de la funcion hepética, con caracter transitorio y
recurrente y, ademas, en el 10% de los casos aparece hepatitis anictérica (Navarro, 2005).

En este estadio de la enfermedad también pueden observarse manifestaciones de tipo
reumatolégico, como artralgias erraticas en una o mas articulaciones sin hinchazon articular
(Nau et al., 2009; Silva et al., 2011; Stanek et al., 2012) y cuando son de caracter simétrico,
conviene realizar un diagnostico diferencial con la artritis reumatoide (Navarro, 2005).

C. Fase diseminada tardia o neuroborreliosis tardia (Fase Il1).

Se observa meses o0 afios después de la picadura de la garrapata y se produce como
expresion de los mecanismos patogénicos directos e indirectos inducidos por la infeccion de
Borrelia. Este estadio de la enfermedad se caracteriza por afectacion neuroldgica, aparicion
de lesiones cutaneas tardias y artritis (Olmo et al., 2014).

Entre las manifestaciones neurologicas puede observarse una polineuropatia periférica
con parestesias distales, aunque en los pacientes de EE.UU. lo méas frecuente es una
encefalopatia caracterizada por una disfuncién cerebral difusa, fundamentalmente desde el
punto de vista cognitivo, con trastornos de la atencién y la memoria asociados a problemas
del suefio y alteraciones del estado de animo. En estos pacientes el LCR suele mostrar ligera
pleocitosis y ligero aumento de proteinas (Stanek et al., 2012).

En Europa, en los pacientes con EL, la clinica mas frecuente es una encefalomielitis
progresiva y la mayoria de ellos, en parte debido al tiempo transcurrido, no recuerdan haber
padecido EM ni picadura de la garrapata. Pueden aparecer sintomas de afectacion focal
cerebral (afasia, hemiparesia, disartria, crisis epilépticas, etc.) o difusa (somnolencia,
desorientacion, alteraciones de la memoria, etc.). Con frecuencia hay afectacion medular que
cursa con paraparesia progresiva y con alteraciones de los esfinteres. También es frecuente la
afectacion de pares craneales, sobre todo del VIII, VI y Il (Olmo et al., 2014).

El analisis del LCR muestra pleocitosis linfocitaria leve, hiperproteinorraquia vy
glucorraquia normal con evidencia de sintesis intratecal de inmunoglobulinas y presencia de
bandas oligoclonales especificas frente a B. burgdorferi. La serologia es positiva frente a esta
bacteria, tanto en suero como en LCR, observdndose una concentracion intratecal de
anticuerpos especificos.

En la resonancia magnética se observa, especialmente en la sustancia blanca cerebral,
intensas lesiones inespecificas que en algunos pacientes revierten tras el tratamiento
antibidtico. Basandose en la arteriografia, Biesiada et al. (2012) y Stanek et al. (2012) han
descrito infartos en corteza, capsula interna, talamo, etc., que pueden ser secundarios a una
vasculitis cerebral, similar a la que ocurre en la sifilis.

Otras manifestaciones neurolégicas como meningitis cronica, mielitis transversa,
vasculitis del sistema nervioso central y alteraciones del sistema nervioso auténomo han sido
descritas por diversos autores (Lépez-Albeola et al., 2006; Bigi et al., 2010; Mygland et al.,
2010; Erol et al., 2013).

En relacion con las manifestaciones dermatoldgicas, en pacientes con EL en Europa, se
ha descrito frecuentemente una acrodermatitis cronica atréfica (ACA), mientras que en los de
EE.UU. ésta es excepcional, probablemente debido a que se asocia con la infeccion por B.
afzelii. Esta afeccion, es mas frecuente en mujeres de edad avanzada y, su localizacion es
diferente al EM. Se inicia con una inflamacion de color azulado en el pie (edema unilateral de
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talon) o en la pierna, siendo menos frecuente en muslo o miembros superiores;
progresivamente, se produce una atrofia cutanea en forma de “papel de cigarrillo”, con
adenopatia regional y manifestaciones sensitivas y dolorosas en el 20% de los casos (Skinner
et al., 2007; Stanek et al., 2011b). En estas lesiones, histologicamente se observa un infiltrado
linfocitario, de células T y de células plasmaticas, en la dermis y en el tejido celular
subcutaneo (Biesiada et al., 2012).

En pacientes con titulos elevados de anticuerpos frente a B. burgdorferi, Stanek et al.
(2012) han descrito una lesion cutdnea denominada morfea.

En estudios previos realizados por Asbrink (1991) se han descrito, en general con baja
frecuencia, otras manifestaciones clinicas como la aparicion de erupciones méaculo-papulares
y urticariales. Ademas, Nadelman et al. (2015) observaron un incremento de pacientes
afectados de porfiria cutanea con respecto al resto de la poblacion.

Respecto a las manifestaciones de tipo reumatoldgico, se observan afecciones
articulares, como la artritis franca, que aparecen tras varios meses incluso afios después del
inicio de la enfermedad. Son mas frecuentes en pacientes que no recibieron tratamiento inicial
o este fue incorrecto (hasta en el 60% de los casos), aunque también se ha observado en los
que recibieron tratamiento antibiético (Roca, 2006; Olmo et al., 2014).

En general, los pacientes presentan una artritis oligoarticular intermitente que persiste
durante afios y que afecta preferentemente a las grandes articulaciones, sobre todo a las
rodillas (Nau et al., 2009; Silva et al., 2011; Aiyer et al., 2014; Daikh et al., 2013; Nimmrich
et al., 2014). Cada episodio suele durar unas cuantas semanas pero su intensidad y frecuencia
tiende a reducirse lentamente a medida que pasa el tiempo. Durante estos episodios las
articulaciones aparecen edematosas y con aumento local de la temperatura, pero el dolor no
suele ser muy fuerte. En las radiografias suelen observarse signos de derrame articular y
edema de partes blandas.

En los brotes que se manifiestan con mayor intensidad, suele haber febricula y malestar
general. En ocasiones se forman quistes de Baker, que pueden llegar a romperse. En el 10%
de los casos se observa una evolucion a una forma de artritis crénica persistente con erosion
cartilaginosa y 6sea que es mas frecuente (60%) en pacientes con marcadores HLA-DR4 y
HLA-DR2, ya que presentan reacciones cruzadas con el antigeno OspA de la espiroqueta
(Biesiada et al., 2012).

Los pacientes que sufren una mayor afectacion articular suelen ser positivos para los
alelos 0401 y 0101 del antigeno de histocompatibilidad HLA-DRBI que, también, se asocian
con artritis reumatoide (Roca, 2006). Ademas, en algunos casos, se observan afectaciones
poliarticulares y simétricas, simulando cuadros de artritis reumatoide seronegativa.

En el liquido articular de los pacientes con EL que padecen artritis se observa un
incremento en el ndmero de leucocitos a expensas de polimorfonucleares por lo que es
necesario realizar un diagndstico diferencial con la artritis séptica (Daikh et al., 2013). Esto
hace que en ocasiones el diagnostico diferencial entre ambas entidades sea dificil e incluso
pueda llegar a someterse a estos enfermos a tratamientos agresivos e innecesarios como el
drenaje quirdrgico (Aiyer et al., 2014). Por este motivo la artritis de Lyme debe ser
considerada en pacientes de zonas endémicas con monoartritis u oligoartritis y sobre todo si la
articulacion afectada es la rodilla (Daikh et al., 2013).

En estudios recientes, se ha descrito el sindrome post-Lyme que sufren algunos
pacientes adecuadamente diagnosticados y que respondieron al tratamiento, pero que pasados
mas de 6 meses presentan sintomas limitantes subjetivos (Skinner et al., 2007; Halperin et al.,
2007; Stanek et al., 2012; Olmo et al., 2014).
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Segun Skinner et al. (2007) entre las manifestaciones clinicas destaca el dolor
musculoesquelético (sin artritis franca) y la fatiga cronica o trastornos neuropsiquiatricos
(dificultades cognitivas, irritabilidad y trastornos del suefio y de la memoria, depresion, dolor
de cabeza o parestesias en miembros). Segun estos autores, para establecer el diagnostico de
sindrome post-Lyme habria que excluir la posibilidad de sindrome de fatiga crénica o de
fibromialgia. Asimismo, Halperin et al. (2007) sefialan que esta sintomatologia no se
acompafia de alteraciones clinicas caracteristicas de EL, ni tampoco de datos de laboratorio
que evidencien inflamacion o afectacion del sistema nervioso central o periférico y no hay
ningun dato de laboratorio que apoye la posibilidad de un Lyme activo. No obstante, Stanek
et al. (2012) observaron que el sindrome post-Lyme es mas frecuente entre los enfermos que
han tenido manifestaciones neurolégicas de la EL, aunque segun estos autores, no esta
indicado prescribir un segundo tratamiento antibidtico pues los riesgos superan a los
potenciales beneficios (Olmo et al., 2014). Actualmente existe controversia en cuando a si el
sindrome post-Lyme representa realmente una infeccion cronica o Unicamente un estado no
infeccioso de fatiga cronica (Garcia-Meléndez et al., 2014).

En las infecciones por B. burgdorferi s.l., también se han descrito alteraciones durante
el embarazo que producen afectaciones del feto, en especial, durante el primer trimestre y
sobre todo a nivel cardiaco o cutaneo. Elliot et al. (2001) aislaron este microorganismo en
distintos érganos fetales.

1.5. DIAGNOSTICO.

Debido a que la EL es una enfermedad multisistémica, con una gran variedad de
manifestaciones, ademas del diagndstico clinico, en ocasiones, es necesario realizar su
confirmacion mediante pruebas microbiologicas e incluso establecer un diagnostico
diferencial con otras entidades de clinica similar.

1.5.1. Clinico: definicién de caso.

La EL, al igual que otras enfermedades producidas por espiroquetas como la sifilis, a
veces, el diagnostico clinico es problemético debido a que las manifestaciones son similares a
las de otras enfermedades.

Ademas, la EL con frecuencia presenta un curso crénico-recurrente con periodos de
latencia entre las crisis, que complica el estudio y seguimiento de los casos, requiriéndose por
ello un conjunto de datos clinicos, proporcionados por una adecuada sospecha clinico-
epidemioldgica, una anamnesis detallada, una exhaustiva exploracion fisica y una variedad de
pruebas complementarias (Navarro, 2005).

El diagnostico puede ser exclusivamente clinico cuando se evidencia la presencia de la
Unica lesién considerada patognomdnica (EM), aun con serologia negativa (Biesiada et al.,
2012, Stanek et al., 2012). Sin embargo, en un 60% de los casos esta lesion esta ausente o se
encuentran otras lesiones atipicas (cuadros mas evolucionados sin lesiones cutaneas o con
lesiones cutaneas tardias) haciéndose necesario el estudio de antecedentes epidemiolégicos y
la realizacion de diversas pruebas de diagnostico anatomopatologico, microbiolégico o
seroldgico (Stanek et al., 2012). No obstante, un resultado positivo de forma aislada, tampoco
constituye por si s6lo una prueba de diagndéstico definitiva (Fernandez-Soto, 2003).

Esta compleja evaluacién determind la proposicion de una serie de criterios diagnosticos;
estableciéndose unos criterios para definir el concepto de “caso clinico de enfermedad de
Lyme” y otros diferentes para la “vigilancia epidemioldgica de la EL”.
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El grupo de trabajo de borreliosis de Lyme (Guerrero, 1995) definié como criterios de
diagnostico de caso clinico de EL:
e la presencia de EM (incluso en ausencia de resultado seroldgico positivo) o,
e al menos una manifestacion de la enfermedad diseminada (incluyendo Ila
acrodermatitis cronica atrofica y el linfocitoma cutaneo) asociada a:
o demostracion de anticuerpos IgG o IgM a B. burgdorferi en suero o LCR, 0
o aislamiento de B. burgdorferi de muestras clinicas

Ademas, se considera necesario que el paciente reconozca poder haber estado expuesto a
la picadura de garrapata (Stanek et al., 2012, Halperin, 2013). No obstante, un importante
porcentaje de pacientes (30-50%) no recuerdan la picadura de garrapata (Roca, 2006;
Mygland et al., 2010; Pereyra et al., 2011; Olmo et al., 2014). Esto puede deberse a que es
una picadura indolora (Garcia-Moncé et al., 2002) o a que las garrapatas son de pequefio
tamafio (larvas, ninfas o adultos sin alimentar) y, por tanto, dificiles de ver (Roca, 2006; Olmo
et al., 2014). Por ello, se considera suficiente que los pacientes reconozcan que han estado
expuestos a la picadura de garrapatas (Rodriguez-Gonzélez, 2013).

Se considera que una persona estuvo expuesta a la picadura de garrapata cuando, en el
mes anterior, ha estado en una zona de matorrales, hierba o arboleda, en la que se haya
diagnosticado con anterioridad casos de enfermedad EL o donde se haya documentado la
presencia de B. burgdorferi (Guerrero, 1995).

Por su parte EUCALB establece los siguientes criterios para el diagnéstico de caso

clinico:

e Si el eritema migrans tiene al menos 5 cm de didmetro, con o sin aclaramiento
central y borde a menudo intensamente coloreado y no esté sobreelevado
notablemente, no se precisaria ninguna prueba de laboratorio.

e La presencia de linfocitoma cutaneo, requiere pruebas de laboratorio que incluirian
una seroconversion o una serologia positiva. Esta lesion se define como una placa o
un nodulo rojo azulado por lo general en el 16bulo de la oreja, el pezdn o el escroto;
es mas frecuentemente en nifios (especialmente en el oido) que en adultos.

e La existencia de Acrodermatitis Cronica Atréfica (ACA), necesita que se acompafie
de altos niveles de 1gG en suero frente a Borrelia. La ACA, se define como lesiones
rojas o rojo-azuladas, generalmente en las superficies de extension de las
extremidades con hinchazén pastosa inicial y que con el tiempo se vuelven atréficas.
Son posibles la induracion de la piel y nédulos fibrosos sobre las prominencias dseas.

e La neuroborreliosis, incluye principalmente meningoradiculitis, meningitis, paralisis
facial, encefalitis, mielitis o vasculitis en adultos y principalmente meningitis y
paralisis facial en nifios. Precisa pruebas de laboratorio consistentes en la
demostracién de sintesis intratecal de anticuerpos especificos frente a Borrelia y la
existencia de pleocitosis en LCR, aunque en las primeras fases de la enfermedad
estos anticuerpos pueden estar ausentes.

e La artritis de Lyme, incluye los ataques recurrentes o persistentes de inflamacion
articular objetiva de forma oligo o pluriarticular. Tiene que acompafarse de niveles
elevados de IgG anti-Borrelia.

e La carditis de Lyme, incluye bloqueo auriculoventricular de I, Il o Il grado,
alteraciones de la conduccion, alteraciones del ritmo y a veces miocarditis o
pancarditis. Debe demostrarse la existencia de niveles elevados de anticuerpos
especificos frente a Borrelia en suero.
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e Las manifestaciones oculares en la EL, incluyen conjuntivitis, uveitis, papilitis,
espiescleritis o queratitis. El paciente debe tener nies elevados de IgG anti-Borrelia.

Para la vigilancia_epidemiolégica de la EL, los Centers for Disease Control of
Prevention (CDCs) de EE.UU., establecieron los siguientes criterios:

A. Presencia de eritema migratorio de 5 cm o méas de didmetro, diagnosticado por un
médico. Se recomienda pruebas seroldgicas, si el paciente no reconoce la exposicion a
picadura de garrapatas.

B. Presencia de al menos una de las manifestaciones tardias de la enfermedad
(musculoesqueléticas, cardiovasculares o neuroldgicas) con confirmacion de
laboratorio de la infeccion por B. burgdoferi s.I.

Los CDCs, consideran como manifestaciones tardias las siguientes:
- Musculoesqueléticas: episodios breves y recurrentes de inflamacion articular en una
0 pocas articulaciones, a veces seguida de artritis crénica oligo o pauciarticular. No se
considera como criterio a la artritis crénica progresiva que no esté precedida de breves
episodios de inflamacion, ni tampoco la poliartritis crénica simétrica. Tampoco se
incluyen entre los criterios las artralgias, mialgias o sindrome de fibromialgia sino esta
acompafiado de otras manifestaciones compatibles con la enfermedad.
- Neuroldqicas, se consideran criterios de inclusion cualquiera de las siguientes
manifestaciones solas o combinadas: meningitis linfocitaria, neuritis craneal (en
particular la pardlisis facial tanto uni como bilateral), radiculoneuropatia o
encefalomielitis. Esta ultima debe ser confirmada por la demostracion de anticuerpos
especificos contra B. burgdoferi en liquido cefalorraquideo, evidenciando en este caso
un titulo mayor en LCR que en sangre. La cefalea, fatiga, parestesias o el dolor
cervical no son considerados criterios clinicos para el diagndstico.
- Cardiovasculares: bloqueo de segundo o tercer grado acompafiado o0 no de
miocarditis. Las palpitaciones, bradicardia, bloqueo de rama o miocarditis sola no se
consideran como criterios clinicos de diagnostico.

La confirmacién, o evidencia de laboratorio, requiere el cumplimiento de uno de los
aspectos siguientes:
A. Cultivo positivo para B. burgdoferi s.I.
B. Empleo de dos pruebas seroldgicas interpretadas segln los criterios establecidos,
donde:
- Es suficiente la respuesta de IgM positiva cuando el comienzo de los
sintomas es menor o igual a 30 dias.
C. En cualquier fase de la EL es suficiente la respuesta de IgG positiva. Seropositividad
por Western-Blot-1gG usando los criterios de interpretacién establecidos.
D. Anticuerpos en LCR por ELISA o IFI, cuando el titulo es superior al del suero.

Teniendo en cuenta estos datos, los CDCs clasifica los casos de EL en:
- Caso confirmado:
A) Presencia de eritema migratorio y de exposicién a picadura de garrapata.
B) Con eritema migratorio y evidencia de laboratorio de la infeccion, sin
exposicion conocida a picadura de garrapata.
C) Presencia, al menos, de una de las manifestaciones tardias y confirmacion de
la infeccidn en el laboratorio.
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- Caso probable: cualquier otro caso diagnosticado por personal médico y serologia
positiva.
- Caso sospechoso:
A) Con eritema migratorio, sin exposicién conocida y no hay pruebas de
laboratorio.
B) Pacientes seropositivos a Borrelia y que carecen de datos clinicos (casos de
laboratorio).

El EUCALB plantea los mismo criterios clinicos y de laboratorio para casos de vigilancia
epidemiologica que incluyen, en funcion de la presentacion clinica, la realizacion de la técnica
PCR, en muestras de: biopsias de lesiones de piel, LCR, liquido sinovial y fluido ocular
(Rodriguez-Gonzaélez, 2013).

Por otra parte, el grupo de trabajo para la borreliosis de Lyme en Espafia, incluyd
también, como signos clinicos diagndsticos de la enfermedad, la presencia de acrodermatitis
cronica atrofica o de linfocitoma cutaneo benigno (Guerrero, 1995).

No hay hallazgos especificos en sangre periférica. La velocidad de sedimentacion puede
ser normal o estar ligeramente elevada, al igual que el recuento de células blancas. Sin
embargo, en caso de neuroborreliosis, el LCR muestra una pleocitosis linfocitaria moderada y
proteinas elevadas con niveles normales de glucosa. La presencia de bandas oligoclonales
especificas en LCR es un hecho comin y apoya el diagndstico. En casos de neuropatias
periféricas, el LCR puede ser normal. En el liquido sinovial se puede encontrar un incremento
en el recuento de células blancas con predominio de polimorfonucleares (Stanek et al., 2012).

1.5.2. Microbioldgico.

Los analisis microbioldgicos ayudan al diagndstico de la EL pero su positividad en
ausencia de clinica compatible, en ninglin caso permite un diagnéstico de confirmacion de
EL, ya que un suero positivo solo indica que el individuo ha estado en contacto con la
bacteria, pero no diferencia entre la infeccion activa y la mera exposicion a la espiroqueta.
Ademas, las pruebas seroldgicas pueden dar falsos negativos, en las fases iniciales de la
enfermedad, y también falsos positivos (Fernandez-Soto, 2003).

Los métodos de diagndstico microbiologico mas empleados en la actualidad segun
Aguero-Rosenfeld et al. (2005), se pueden dividir en directos (cultivo y aislamiento, reaccion
en cadena de la polimerasa) e indirectos (inmunofluorescencia indirecta (IFI),
enzimoinmunoensayo (ELISA) y Western blot (WB) o inmunoblot.

A. Directos.

Para el cultivo de B. burgdoferi se utilizan medios liquidos derivados del medio original
de Kelly. En la actualidad los medios mas utilizados son el BSK Il, BSK-H y el medio de
Kelly-Pettenkofer modificado. Segin Agiiero-Rosenfeld et al. (2005), los aislamientos de esta
espiroqueta se han obtenido, fundamentalmente, a partir de lesiones de la piel y de liquidos
corporales (sangre, liquido sinovial o LCR). El cultivo permite un diagndstico de certeza pero
es lento, no estd ampliamente disponible y s6lo suele ser positivo en las primeras semanas de
infeccion por lo que su utilizacion es muy limitada y tiene una minima significacién en la
practica clinica (Rodriguez-Gonzélez, 2013, Olmo et al., 2014).

Con la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se detectan los acidos nucleicos del
patogeno. Se ha usado en piel y fluidos corporales como sangre, LCR o liquido sinovial. Este
método también permite identificar las distintas genoespecies de B. burdorgferi s.l.
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(EUCALB, 2009). Sus principales ventajas son la posibilidad de establecer un diagnostico
precoz sin necesidad de esperar la seroconversion del paciente; el adecuado diagnostico en
pacientes que presentan una sintomatologia infrecuente o evolucionan hacia un cuadro
cronico; y su gran sensibilidad al detectar pequefios fragmentos del ADN de Borrelia (Caride,
2002). Entre sus desventajas destacan que puede haber falsos negativos porgque se tome una
muestra en la que haya una pequefia cantidad de ADN diana (Navarro, 2005). Ademas, como
detecta el ADN de Borrelia, independientemente de que los microorganismos estén vivos o
muertos, no permite diferenciar una infeccion activa de la ya tratada (Garcia-Moncé et al.,
2006). La PCR puede llegar a detectar el 80% de las infecciones si se realiza a partir de
liquido sinovial de pacientes no tratados con afectacién articular (Agliero-Rosenfeld et al.,
2005), pero s6lo un 10% si se realiza en LCR de pacientes no tratados con afectacion
neuroldgica (Mygland et al., 2010). Se considera una técnica méas sensible que el cultivo y
mas especifica que el ELISA (Skinner et al., 2007; Stanek et al. 2012).

Para la identificacion de las genoespecies de Borrelia en garrapatas, se han utilizado las
técnicas de PCR, la Reverse Line Blotting (RLB) y la Multilocus Sequence Anlysis (MLSA).
La técnica més utilizada ha sido la PCR (Navarro, 2005; Barandika, 2012) realizando dos
amplificaciones consecutivas mediante el uso del producto de la primera amplificacion como
diana para la segunda. El procedimiento de RLB también ayuda a mejorar la sensibilidad y
permite, mediante el uso de sondas especificas, la identificacion de las diferentes
genoespecies (Wielinga et al., 2006; Barandika, 2012).

B. Indirectos.

La inmunofluorescencia indirecta (IF1), se basa en la observacion de espiroquetas, fijadas
en portaobjetos, mediante anticuerpos IgG e IgM marcados con fluoresceina. Es una prueba
rapida y simple, que ha sido propuesta como método de cribado en areas endémicas, pero
presenta, como todas las inmunofluorescencias, limitaciones importantes por la subjetividad
del observador y, en este caso concreto, por las frecuentes reacciones cruzadas,
principalmente, con Treponema pallidum y Leptospira spp (Aglero-Rosenfeld et al., 2005).

Existen diversos tipos de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), siendo el mas
utilizado el ELISA-indirecto (ELISA-i) que detecta la presencia de anticuerpos en la muestra
problema mediante la union de estos al antigeno de Borrelia. Para evidenciar la reaccion se
aflade un inmunoconjugado (anticuerpos anti-especie) marcado con un enzima que en
contacto con un sustrato especifico dara lugar a una reaccion colorimétrica observable a
simple vista o cuantificable mediante el uso de un espectrofotémetro.

El ELISA-i es una técnica de facil realizacién que se puede automatizar y es mas objetiva
que la IFI (Agiero-Rosenfeld et al., 2005). En general, los ELISA-i comercializados tienen
una sensibilidad y especificidad del 89% y 72%, respectivamente, por lo que se recomienda
que sus resultados sean confirmados por Western blot. Entre sus inconvenientes destacan los
falsos positivos, debido a reacciones cruzadas contra otras espiroquetas (fiebre recurrente,
sifilis), virus (mononucleosis infecciosa) o incluso enfermedades autoinmunes (lupus o artritis
reumatoide); asi como, los falsos negativos, que son mas frecuentes en las etapas tempranas
de la enfermedad. Segun Skinner et al. (2007), normalmente no se detectan las IgM frente a
B. burgdoferi hasta 4 semanas después de la infeccion y las 1gG a las 6-8 semanas p.i.

En la actualidad, también se han puesto a punto técnicas ELISA en las que se utilizan
antigenos recombinantes, como el péptido C (ELISA C6). El péptido C es un antigeno
sintético derivado de la proteina de membrana VISE (variable membrane protein-like
sequence, expressed) que se expresa inmediatamente después de la infeccion, confiriéndole a
este método una alta especificidad (100%). La sensibilidad es del 74% en etapas iniciales de
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la enfermedad y puede alcanzar el 100% en etapas tardias. Como el antigeno usado en el
ELISA C 6 es una pequefia secuencia definida de la proteina VISE, el riesgo de reacciones
cruzadas con antigenos encontrados en otros microorganismos es muy reducido. Esta nueva
prueba estaria disefiada para eliminar la confirmacién por inmunoblot (Skinner et al., 2007;
Oteiza-Olaso et al., 2011). Su mayor inconveniente es su elevado coste.

El test VIDAS® Lyme IgG and IgM (LYT) determina simultaneamente, de forma
cualitativa y automatizada, la IgG e IgM anti-Borrelia burgdorferi en suero humano por la
técnica ELFA (Enzyme Linked Fluorescent Assay) que es un ELISA "sandwich™ ligado a
fluorescencia de alta sensibilidad (proxima al 100%) y especificidad (91%) segun diversos
autores (Aglero-Rosenfeld et al., 2005).

Western blot o inmunoblot, es una técnica de inmunotransferencia de referencia entre los
métodos de diagnostico seroldgico. Detecta anticuerpos IgM e 1gG frente a una diversidad de
antigenos especificos de distintas genoespecies de B. burgdoferi. Segin Skinner et al. (2007),
se considera que los sueros de los pacientes tienen anticuerpos IgG dirigidos contra B.
burgdoferi si se observan al menos dos bandas de reaccion antigeno-anticuerpo de los
siguientes pesos moleculares: 18, 21 kDa (Osp C); 28, 30, 39 kDa (Bmp A); 41 kDa (Fla) y
45, 58, 66 y 93kDa. Un resultado positivo para IgM deber tener inmunorreaccion con una de
las siguientes tres bandas: 24 kDa (Osp C), 39kDa (BmpA) y 41 kDa (Skinner et al., 2007).

El gran problema de esta prueba es la falta de estandarizacion y adecuacién de la cepa
para la utilizacién de este test. En general, las recomendaciones para la interpretacion de un
Western blot deben de estar siempre adaptadas al medio donde se realice esta técnica,
mediante el empleo de las genoespecies circulantes. Se recomienda el empleo de cepas de
pase bajo (con la mayoria de las proteinas intactas) y que expresen Osp C (hay mucha
variabilidad en este punto y la Osp C que es una de las proteinas vitales para la interpretacion
de un WB). Por todos estos motivos, es dificil definir criterios de interpretacion
internacionales.

En Espafia y con los datos disponibles hasta la fecha, las genoespecies que deberian
emplearse en un WB son B. garinii y B. burgdorferi s.s. Actualmente, la EUCALB esta
intentando definir criterios para su interpretacion, pero este objetivo se considera poco realista
dadas las diferencias en la distribucién de genoespecies y en su incidencia en las zonas
endémicas (Picazo y Fuertes Ortiz de Urbina, 1999). Segln estos autores, en Espafia, las
bandas a tener en cuenta para 1gG son de 93, 66, 58, 45, 41, 39, 30, 28, OspC,18 kDa y se
precisa evidenciar 5 de estas bandas para considerar IgG positivo; para la deteccion de IgM
las bandas mas relevantes serian las de 41, 39 y Osp C.

1.5.3. Diferencial

Dada la gran cantidad de entidades clinicas que podrian cursar con manifestaciones muy
semejantes a las de la enfermedad de Lyme, es imprescindible realizar una historia clinica y
epidemiolégica muy detallada para que junto con la exploracion fisica y las exploraciones
complementarias pertinentes, nos permitan llegar a un adecuado diagndstico de certeza y
establecer el tratamiento idoneo (Stanek et al., 2011a; Garcia-Meléndez et al., 2014).

A. Patologias cutaneas

El EM es patognoménico de la EL y se debe diferenciar de otras entidades como las
reacciones de hipersensibilidad, la reaccion exagerada a la picadura de insectos o la urticaria.
Estos procesos cutaneos se inician y se resuelven de manera espontanea mas rapidamente que
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el EM. En casos de celulitis o erisipela, el area inflamada eritematosa raramente se aclara por
el centro como sucede en el EM (Olmo et al., 2014).

También se podria plantear un diagndstico diferencial con el eccema numular que,
generalmente, es mas pequefio que el EM y ademés no cree tan rdpidamente como éste y con
otras entidades como la tifia del cuerpo, el granuloma anular, el eritema anular centrifugo o el
eritema multiforme (Garcia-Meléndez et al., 2014).

Asimismo, el EM podria incluso presentar cierta similitud con el exantema del parvovirus
B19 en nifios 0 con una reaccion medicamentosa, pero en este Ultimo supuesto habria un
antecedente de la ingesta de medicamentos (Stanek et al., 2012; Garcia-Meléndez et al.,
2014).

La acrodermatitis cronica atrofica se debe diferenciar de insuficiencia venosa cronica,
tromboflebitis superficial, acrocianosis, livedo reticularis, eritema nodoso o linfedema (Stanek
et al., 2012), todas estas entidades relacionadas con otras patologias de base.

B. Enfermedades neuroldgicas

La neuroborreliosis se debe diferenciar la paralisis facial idiopatica que, no se asocia a
meningitis ni tiene el predominio estacional propio de la ocasionada por Borrelia. Asimismo,
la meningitis virica, a diferencia de la causada por esta espiroqueta, se presenta normalmente
con niveles normales de proteinas en el LCR. En las radiculopatias mecéanicas es fundamental
una buena anamnesis y el despistaje de un proceso compresivo; también hay que descartar la
posibilidad de que se trate de un primer episodio de esclerosis maltiple que deberia
acompanarse de lesiones desmielinizantes caracteristicas en una resonancia cerebral (Stanek
etal., 2012; Verma et al., 2014).

C. Afectaciones cardiacas
En la enfermedad de Lyme, deben diferenciarse de otras causas, tanto infecciosas como
no infecciosas, como trastornos de la conduccidn, pericarditis 0 miopericarditis. También
deben descartarse trastornos en la conduccion debidos a problemas estructurales detectables
mediante pruebas de imagen (Stanek et al., 2012)

D. Artritis de Lyme

Podria confundirse con otras enfermedades reumaticas como la artritis psoriasica, artritis
reumatoide, sarcoidosis o lupus eritematoso sistémico. En estos casos la ausencia de nodulos
subcutaneos y la negatividad del factor reumatoide y de los anticuerpos antinucleares ayudan
al diagnostico diferencial (Roca, 2006, Olmo et al., 2014). Asimismo, se deben descartar otras
artritis infecciosas tanto sépticas como viricas.

En algunos casos resulta especialmente problematico el diagnostico diferencial con la
fibromialgia y el sindrome de fatiga cronica (Roca, 2006, Olmo et al., 2014). Incluso, se ha
sugerido que Borrelia puede actuar como un desencadenante de la fibromialgia, hasta el punto
que lo consideran como un sindrome post-infeccioso (Stanek et al., 2003).

Se debe remarcar que aunque el antecedente de picadura de garrapata es en ocasiones
crucial para un adecuado diagnéstico diferencial, no debemos olvidar que los ixddidos pueden
trasmitirdiversos patdgenos, siendo posible la existencia de coinfecciones.

En la Peninsula Ibérica, se ha comprobado que I. ricinus tambiéen trasmite bacterias como
Anaplasma phagocytophilum (anaplamosis humana granulocitica), parasitos como Babesia
spp. (babesiosis humana) y en Europa Central virus como el causante de la encefalitis
trasmitida por la picadura de garrapata (Marquez-Jimenez et al., 2005; Garcia-Meléndez et
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al., 2014; Perrone et al., 2014), entidades que también deberiamos tener presentes a la hora de
realizar un adecuado diagndstico diferencial.

La fiebre recurrente, trasmitida por una garrapata blanda (Ornithoros erraticus) se ha
notificado de forma esporadica en Espafa a lo largo de este siglo, predominando en zonas
rurales en periodo estival. A diferencia de la EL, se caracteriza por episodios de fiebre
recurrente en muchos casos asociados a elevacion de reactantes de fase aguda y su agente
causal es Borrelia hispanica (Croche et al., 2015).

1.6. TRATAMIENTO

B. burgdorferi es altamente sensible, “in vitro”, a la mayoria de los farmacos de uso
habitual como penicilinas, cefalosporinas de segunda y tercera generacion y tetraciclinas
(Wormser et al., 2006; Halperin et al., 2013). Los macrolidos como la eritromicina,
azitromicina o claritromicina son menos efectivos, por lo que no estan recomendados como
tratamiento de primera eleccion (Halperin et al., 2013), aunque podrian utilizarse en caso de
alergia o intolerancia a otros farmacos mas efectivos.

A. En la fase localizada precoz (EM)

Se utilizan por via oral (vo), doxiciclina, amoxicilina o cefuroxima axetilo. En adultos, el
tratamiento de primera eleccion es la doxiciclina, en dosis de 100 mg dos veces al dia
(Wormser et al., 2006; Hu, 2015) durante 14-21 dias, aunque diferentes estudios apuntan que
10 dias de tratamiento serian suficiente (Kowalski et al., 2010; Stanek et al., 2012). En nifios
mayores de 8 afios la dosis seria de 4 mg/Kg/dia en dos dosis, también durante 14-21 dias y
con un méximo de 100 mg por dosis.

La doxiciclina puede causar fotosensibilidad y esta contraindicada en nifios menores de 8
afios y en mujeres embarazadas (Stanek et al., 2012). En estos casos el tratamiento de
eleccion seria amoxicilina a 50 mg/Kg/dia repartida en 3 dosis en nifios y 500 mg tres veces al
dia en mujeres embarazadas, durante 14-21 dias en ambos casos.

Como tratamiento de segunda eleccion puede usarse la cefuroxima axetilo. En adultos se
administra dos veces al dia (500 mg) y en nifios 30 mg/Kg/dia repartida en dos dosis, durante
14-21 dias.

B. En la fase diseminada precoz

El tratamiento, dependera del 6rgano afectado. Si hay paralisis facial, el tratamiento de
eleccion es la doxiciclina, durante 14 a 28 dias (Stanek et al., 2012). En adultos la dosis es de
100 mg dos veces al dia y en nifios mayores de 8 afios, 4 mg/Kg/dia repartido en dos dosis
con un maximo de 100 mg por dosis (Hu, 2015). En nifios menores de 8 afios se usaré la
amoxicilina, v.0., 50 mg/Kg/dia en tres dosis o la cefuroxima (30 mg/Kg/dia en dos dosis).

La afectacion del Sistema Nervioso (a excepcion de la paralisis facial) debe tratarse por
via endovenosa (iv) con ceftriaxona, cefotaxima o penicilina G.

Por via parenteral, la ceftriaxona es el farmaco idoneo porque es efectivo contra B.
burgdorferi, ya que atraviesa la barrera hematoencefalica y tiene una vida media,
suficientemente larga, que permite una Gnica administracion diaria (Stanek et al., 2012).

En adultos, la ceftriaxona se administra en dosis Unica diaria de 2 g, durante 2-4 semanas
(Roca, 2006). En nifios se administra durante el mismo tiempo en dosis unica diaria de 70-100
mg/Kg, con un maximo de 2 g al dia (Skinner et al., 2007).
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La penicilina G se administra en adultos, por via iv, durante 2-4 semanas, a dosis de 4
millones de unidades cada 4 horas (Halperin et al., 2013) y en nifios se utiliza 200.000-
400.000 unidades/Kg/dia dividido en 6 dosis.

La dosis de la cefotaxima, iv, es de 2 g. cada 8 horas en adultos y entre 150-200
mg/Kg/dia, repartido en 3 dosis, en nifios con un maximo de 6 g. al dia.

En pacientes europeos con afectacion del sistema nervioso (Halperin et al., 2013) no
observaron diferencias entre los resultados obtenidos cuando se utilizaba el tratamiento
endovenoso con los farmacos antes citados o cuando se administraba doxiciclina, vo, al
menos durante 3-4 semanas, recomendando el tratamiento endovenoso para los casos en que
hubiese una mala respuesta al tratamiento oral inicial.

La afectacion cardiaca en pacientes sintomaticos con bloqueo auriculo-ventricular de
segundo o tercer grado, con un intervalo PR mayor de 300 milisegundos, debe ser tratada con
antibidticos por iv y con el paciente monitorizado en un Hospital. El tratamiento de eleccion
es la ceftriaxona, iv, utilizando las mismas dosis y pautas anteriormente citadas, hasta que
desaparezca la clinica. En ese momento el farmaco puede cambiarse a via oral para completar
un total de 21-28 dias o incluso utilizar otro farmaco, por vo, como amoxicilina, cefuroxima
axetilo o doxiciclina. Otra posibilidad seria la utilizacion de cefotaxima o penicilina G (Hu,
2015).

Si el paciente estd asintomatico o presenta un bloqueo de primer grado, con un intervalo
PR menor de 300 milisegundos, se podria instaurar desde el principio un tratamiento, durante
21 dias, con doxiciclina, amoxicilina o cefuroxima, vo, y no precisaria ingreso hospitalario.

C. En lafase diseminada tardia

La artritis de Lyme puede tratarse, por via oral, con amoxicilina o doxiciclina durante 28
dias. En caso de artritis recurrente podria utilizarse la ceftriaxona, via endovenosa, una vez al
dia durante 28 dias (Wormser et al., 2006; Hu, 2015).

En torno al 10% de los pacientes con afectacion articular no responden completamente al
tratamiento antibiotico, por lo que en este caso, se pauta tratamiento oral con antiinflamatorios
no esteroideos, inyecciones intraarticulares de corticoides, farmacos antirreumaticos o incluso
sinovectomia artroscopica (Roca, 2006; Stanek et al., 2012; Daikh et al., 2013; Nimmrich et
al., 2014).

La acrodermatitis crénica atrdfica se trata, por via oral, durante 21 dias con doxiciclina,
amoxicilina o cefuroxima axetilo.

En el Sindrome post-Lyme, no se recomienda administrar ceftriaxona, durante mas de 10
semanas, puesto que se ha demostrado que prolongar el tratamiento no aporta beneficios y se
incrementan los efectos secundarios adversos (Mygland et al., 2010; Halperin et al., 2013;).

En la Tabla 1.3., se resume los diversos farmacos, dosis, via de administracion y duracién
del tratamiento, al considerar las manifestaciones clinicas que presentan los pacientes
(Biesiada et al., 2012).
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Tabla 1.3. Principales farmacos, dosis, vias de administracion y duracion del tratamiento, al considerar las
manifestaciones clinicas que presentan los pacientes.

MANIFESTACION CLINICA FARMACO DOSIS de Dosis pediatrica DIAS DE
adulto TRATAMIENTO
Eritema migrans Doxiciclina 100 mg v.o 4 mg/Kg/dia en dos dosis 14-21
cada 12 horas  v.o (maximo 100 mg por
dosis).
Amoxicilina 500 mg v.o. 50 mg/Kg/dia v.o en tres 14-21
cada 8 horas dosis (maximo 500 mg por
dosis).
Cefuroxima 500 mg v.o 30 mg/Kg/dia v.o en dos 14-21
cada 12 horas  dosis (maximo 500 mg por
dosis)
Paralisis facial Doxiciclina 100 mg v.o 4 mg/Kg/dia en dos dosis 14-28
cada 12 horas  v.o (maximo 100 mg por
dosis). En menores de 8
anos amoxicilina o}
cefuroxima oral.
Afectacion del sistema Ceftriaxona 2 gi.vunavez 70-100 mg/kg i.v. una vez 14-28
nervioso (excepto al dia. al dia y con un maximo de
paralisis facial). 2 g al dia.
Cefotaxima 2 gi.v cada 8 150 mg-200 mg/kg/dia i.v. 14-28
horas. en tres dosis con maximo
de 6 g al dia.
Penicilina G 4 millones de 300.000 unidades/Kg/dia 14-28
unidades i.v dividas en 6 dosis, i.v.
cada 4 horas.
Carditis en paciente Doxiciclina 100 mg v.o 4 mg/Kg/dia en dos dosis 21
asintomatico o con cada 12 horas  v.o (maximo 100 mg por
bloqueo 1¢" grado con dosis).
PR<300 ms 500 mg v.o.
Amoxicilina cada 8 horas. 50 mg/Kg/dia v.o en tres 21
500 mg v.o dosis (maximo 500 mg por
cada 12 horas  dosis).
Cefuroxima 30 mg/Kg/dia v.o en dos 21
dosis (maximo 500 mg por
dosis)
Carditis en paciente Ceftriaxona 2 g. i.v una 70-100 mg/kg i.v. una vez 21-28
sintomatico y con vez al dia. al dia y con un maximo de
bloqueo 2°-3°" grado con 2 g al dia.
PR>300 ms
Cefotaxima 2 g.i.vcada 8 150 mg-200 mg/kg/dia i.v. 21-28
horas. en tres dosis con maximo
de 6 g. al dia.
PenicilinaG 4 millones de 300.000 unidades/Kg/dia 21-28
unidades i.v dividas en 6 dosis, i.v.
cada 4 horas.
Artritis no recurrente Doxiciclina 100 mg v.o 4 mg/Kg/dia en dos dosis 28
cada 12 horas. v.o (maximo 100 mg por
500 mg v.o. dosis).
Amoxicilina  cada 8 horas 50 mg/Kg/dia v.o en tres 28
dosis (maximo 500 mg por
dosis).
Artritis recurrente Ceftriaxona 2 g. i.v una 70-100 mg/kg i.v. una vez 28
vez al dia. al dia y con un maximo de

2 g al dia.
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1.7. PREVENCION

La mayoria de las personas son susceptibles de que, en algin momento de su vida, les
pique una garrapata y si esta infectada por Borrelia puedan adquirir la enfermedad de Lyme.

Debe tener especial cuidado la poblacién que realiza actividades en el medio natural
como: ganaderos, trabajadores silvicolas, jardineros, etc., ya que habitualmente estan en
contacto con la naturaleza. También deben tener cuidado las personas que se expongan
esporadicamente a la picadura de las garrapatas, como los cazadores o los excursionistas
(Lledo et al., 2004; Letrillart et al., 2005; Linard et al., 2007; Qin et al., 2013). No obstante,
los parques Yy jardines del medio urbano reunen también las condiciones necesarias para que
se desarrolle el ciclo biologico de los ixddidos (Junta Castilla y Ledn, 1995).

La influencia de los factores climaticos/ambientales sobre la actividad de las garrapatas
hace que en determinadas épocas del afio, especialmente desde la primavera hasta mediados
de otorio, las personas deben estar mas atentas a la posible picadura de los ixodidos.

Una buena prevencion se basa en el mejor conocimiento de la biologia de las garrapatas y
las enfermedades que éstas pueden trasmitir tanto por parte de los médicos como de la
poblacion en general.

Otra forma de prevenir la picadura de las garrapatas y evitar contraer la EL es salir al
campo con ropa apropiada y usar repelentes (Stanek et al., 2012). En las salidas al campo se
recomienda usar ropa clara y que cubra la mayor parte del cuerpo porque de esta forma se
visualizan estos &caros con mayor facilidad, al tiempo que se expone menor superficie
corporal. Deben usarse pantalones y camisa de manga larga, los pantalones deben ir dentro de
los calcetines y éstos dentro de las botas. La camisa también debe meterse dentro de los
pantalones y las mangas han de ajustarse a las mufiecas. En las zonas donde haya arboles se
recomienda el uso de sombrero.

Los dos repelentes mas utilizados para prevenir la picadura de garrapata son la permetrina
y la dietiltoluamida (DEET). Esta ultima podria aplicarse sobre la escasa superficie corporal
que quede expuesta y es necesario repetir su aplicacion cada dos horas. En nifios, la DEET
debe utilizarse en concentraciones inferiores al 30% vy, tan pronto se llegue a casa, retirarla
con agua y jabon. La permetrina se utiliza sobre todo para aplicar sobre la ropa
(http://aapredbook.aappublications.org/site/spanish).

En zonas en las que abunden los ix6didos, las personas deben revisarse cada 2-3 horas y
cuando lleguen a casa hacer una inspeccion cuidadosa de la ropa, piel y cuero cabelludo por si
en ellas ha quedado adherida alguna garrapata (Junta de Castillay Ledn, 1995).

Si no se ha podido evitar la picadura de garrapata, hay que retirarla lo antes posible,
puesto que el riesgo de infeccion se incrementa de forma proporcional al tiempo de
alimentacion de la garrapata, siendo este del 100% al tercer dia. Por esto, la retirada precoz de
las garrapatas es el mejor método profilactico para prevenir la EL una vez que la picadura ha
tenido lugar (Biesiada et al., 2012; Stanek et al., 2012).

Para retirar las garrapatas que se han fijado al cuerpo, tradicionalmente, las personas las
sumergen en alcohol, aceite, petroleo, cortarlas con una tijera, etc., sin embargo, no son
sistemas sanitariamente seguros ya que pueden facilitar la penetracién de agentes infecciosos
de la garrapata. Actualmente se considera que el método mas adecuado para la retirada de las
garrapatas se basa es sujetar con una pinza a la garrapata, agarrandola por el capitulo o
gnatosoma, tan cerca de los queliceros y del hipostoma como sea posible. A continuacion, se
ejercera una traccion de forma progresiva y continua, nunca bruscamente, en la misma
direccion de su implantacién, hasta conseguir su extraccion (Figura 1.5).
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Figura 1.5. Retirada correcta de una garrapata.

Si al retirarla no se desprende totalmente, el resto que pudiera quedar se tratara como un
cuerpo extrafio. En todos los casos, se aplicara un antiséptico en la zona de la picadura por
garrapata (Calvo y Aguado, 2014).

Un tema controvertido es la indicacion de tratamiento antibidtico profilactico de la EL
ante la picadura de garrapata. EI uso de una dosis unica de 200 mg de doxiciclina oral en
adultos o de 4 mg/Kg/dosis Unica en nifios mayores de 8 afios, parece prevenir en un 87% de
los casos la aparicion del EM (Nadelman et al., 2001).

El Boletin Epidemioloxico de Galicia (2014) recomienda el tratamiento antibidtico
profilactico sélo en el caso de que el paciente cumpla todos los siguientes criterios:

- La garrapata adherida al cuerpo se ha identificado como un adulto o ninfa de I.
scapularis en América o de . ricinus en Europa y ha permanecido en contacto con
la persona durante mas de 36 horas.

- La profilaxis puede realizarse dentro de las 72 horas posteriores a la retirada de la
garrapata.

- Que la informacion ecoldgica/epidemioldgica de la zona demuestre que mas del 20%
de las garrapatas locales estan infectadas por B. burgdorferi.

- Si no hay contraindicaciones para el uso de la doxiciclina.

Independientemente de que se cumplan o no todos los criterios para el tratamiento
profilactico, se recomienda que todas las personas a las que se les haya retirado una garrapata
se mantengan en vigilancia durante 30 dias e inicien el tratamiento correspondiente en caso de
que desarrollen sintomas o signos de EL (Garcia-Meléndez et al., 2014).

En caso de que la doxiciclina esté contraindicada podria usarse la amoxicilina durante
una semana. No obstante, en Europa el uso de antibioticos profilactico es todavia, si cabe, mas
controvertido (Stanek et al., 2012).

Otra forma de prevencion es la inmunizacién. En EE.UU. se elabord la vacuna LYMErix
(Glaxo SmithKline) basada en la obtencion de productos Osp por técnicas de ADN
recombinante, debido a que por razones de seguridad no se pueden usar las bacterias enteras.
Se trataba de una vacuna Osp A monovalente dirigida solo frente a B. burgdorferi s.s.
LYMErix fue aprobada para su utilizacion en EE.UU. por la Food and Drug Administration
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(FDA) en 1998 y retirada por el propio laboratorio en 2002 debido a las posibles respuestas
adversas (Skinner et al., 2007).

Sigue siendo muy dificil la obtencidn de una vacuna para la enfermedad de Lyme, debido
a que son muchas las cepas causales y estas bacterias tienen una capacidad muy alta para
modificar sus proteinas de membrana. En la actualidad no existe ninguna vacuna disponible
en el mercado para la EL, aunque esta en una fase avanzada la investigacion sobre una nueva
vacuna, en este caso multivalente Osp A frente a B. burgdorferi s.s., B. garinii, B. afzelii y B.
bavariensis (Lantos, 2013; Wressnigg et al., 2013).

1.8. PRONOSTICO

La mayoria de los pacientes diagnosticados y tratados correctamente tienen un prondstico
excelente (Stanek et al., 2012; Olmo et al., 2014). Sin embargo, la respuesta al tratamiento
antibidtico siempre es mejor cuando se administra en las fases iniciales de la EL que cuando
se realiza en fases méas avanzadas. En estas ultimas, la respuesta es mucho mas lenta y el
periodo de convalecencia es méas prolongado, aunque la mayoria de los pacientes se acaban
recuperando completamente o presentan escasa sintomatologia residual (Roca, 2006). No
obstante, las reinfecciones son posibles tras la curaciéon de la enfermedad, sobre todo en las
fases iniciales (Roca, 2006), y no deben confundirse con una inadecuada respuesta al
tratamiento.

En un pequefio porcentaje de pacientes, a pesar de que el diagndstico y el tratamiento
sean correctos, persisten una serie de sintomas subjetivos definido con sindrome post-Lyme
cuyo prondstico no mejora al prolongar la terapia antibiética (Stanek et al., 2011a).
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2 OBJETIVOS

Basandonos en los antecedentes antes expuestos, en este estudio nos planteamos los
siguientes objetivos:

1°. Determinar la seroprevalencia de Borrelia en personas con sospecha de padecer
enfermedad de Lyme en el &rea sanitaria del Hospital Universitario Lucus Augusti y
establecer su posible relacion con la tasa de incidencia de esta enfermedad.

2°. Analizar la posible influencia de la zona de procedencia y el habitat de residencia de
los pacientes sobre la seroprevalencia y tasa de incidencia de la enfermedad de Lyme.

3°. Comprobar si la edad y el sexo de los enfermos de Lyme influyen sobre las tasas de
incidencia.

4°, Relacionar la densidad de corzos y la cobertura forestal de la zona de procedencia de
los pacientes con la seroprevalencia y la tasa de incidencia.

5°. Investigar el antecedente de picadura de garrapata y la posible relacién entre los meses
en gue se diagnosticaron los casos de Lyme y la densidad de garrapatas en corzos y en el
medio ambiente.

6°. Identificar las genoespecies de Borrelia en machos adultos de Ixodes ricinus presentes
en los corzos abatidos en el area de estudio y en ninfas y adultos recogidos de la naturaleza.

7°. Estudiar las manifestaciones clinicas y las fases de la enfermedad de Lyme en los
casos confirmados, su evolucidn y respuesta al tratamiento.

8°. Determinar la incidencia y contribuir al conocimiento de esta enfermedad en los
pacientes pediatricos del area sanitaria.

9°, Estimar si la zona de estudio puede considerarse como endémica para la enfermedad
de Lyme y evaluar la posible indicacion de tratamiento profilactico tras picadura de garrapata.
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Para su mejor comprension, este apartado se divide en 4, en los que se describe los
métodos utilizados para establecer:

- Caracteristicas epidemiolégicas de la zona de estudio.

- Seroprevalencia de Borrelia y tasas de incidencia de la enfermedad de Lyme.

- Especies de Borrelia halladas en los corzos y en la naturaleza.

- Manifestaciones clinicas de la EL.

3.1. CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS DE LA ZONA DE ESTUDIO.

3.1.1. Condiciones edafocliméticas.

La provincia de Lugo esté situada en el Noroeste de Espafia, entre los 42° 20 y 43° 45’
de latitud Norte y los 6° 49’ y 8° 00’ de longitud Oeste. Limita al Norte con el Mar
Cantabrico, al Sur con la provincia de Ourense, al Este con la provincia de Leon y Asturias y
al Oeste con las de A Coruiia y Pontevedra.

Lugo es la méas extensa de las cuatro provincias gallegas y tiene una superficie de 9.856
km?, lo que supone, aproximadamente, la tercera parte de la Comunidad Gallega. La orografia
de la provincia de Lugo se caracteriza por estar ocupada en su mayoria por una meseta de 500
metros de altitud media rodeada por cadenas montafiosas; al norte estan las Sierras
Septentrionales (Serra do Xistral, da Toxiza, da Cadeira, etc.) que limitan el interior de la
provincia con el mar Cantabrico, y al este y al sureste se sitdan las Sierras Orientales (Meira,
Ancares, Courel, etc.).

A Lugo, por su situacién en el noroeste de la peninsula ibérica, le corresponde un
clima oceénico que, segiin Rodriguez-Rajo et al. (2003), se caracteriza por ligeras variaciones
de temperatura, siendo la temperatura media anual de 11,5°C y las medias de las temperaturas
méaximas y minimas de 16,8°C y 6,2°C, respectivamente. Las precipitaciones anuales (963
mm) son abundantes aunque irregulares, registrandose los valores mas elevados en los meses
de invierno (124,8 mm) y los mas bajos en los del verano (20 mm). No obstante, dentro de la
provincia hay variaciones climaticas ostensibles que dependen de las zonas (Carballeira et al.,
1983).

Para facilitar la exposicion de los resultados, asi como su interpretacion, dividimos el &rea
de influencia del Hospital Universitario Lucus Augusti (HULA) en 2 zonas: Meseta y
Montafa. Los diferentes parametros climaticos se obtuvieron a partir de los datos registrados
entre 2005 y 2013 en 19 estaciones meteorologicas situadas en diferentes localidades de la
provincia de Lugo.

La Meseta se corresponde con los 23 ayuntamientos de la zona central y su altitud oscila
entre los 200 y los 650 metros. El clima es templado calido, con temperaturas moderadas
(12°C) vy precipitaciones mas bajas (<1300 mm) que en la Costa debido a que las Sierras
Septentrionales y Orientales resguardan esta area.

La Montafia abarca los 18 ayuntamientos situados en las Sierras Septentrionales y
Orientales de la provincia. La altitud oscila entre 650 y 1500 m y el clima es continental-
pirenaico, caracterizado por bajas temperaturas (10°C) y elevadas precipitaciones (> 1500
mm). En la Tabla 3.1. se resumen los pardmetros considerados.
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Tabla 3.1. Principales parametros climaticos y orograficos que caracterizan el area de estudio.

PARAMETROS MESETA MONTANA
Temperatura media anual (°C) 12 10
Media de las temperaturas maximas (°C) 16 14
Media de las temperaturas minimas (°C) 7 5
Oscilacion media anual (°C) 9 9
Precipitacion total anual (mm) <1300 >1500
Altitud (m) 200-650 650-1500

3.1.2. Densidad de corzos y superficie forestal.

La densidad de estos animales (nimero de ejemplares/100 ha) de cada ayuntamiento se
obtuvo de la establecida en estudios previos por Vazquez et al. (2011). A partir de los datos
publicados por la Conselleria do Medio Rural e do Mar (2007) se calculé la superficie
forestal, teniendo en cuenta la superficie total de cada ayuntamiento.

En la Tabla 3.2., se resume la densidad de corzos y el porcentaje de superficie forestal al
considerar los ayuntamientos.

3.1.3. Poblacion de estudio

El Hospital Universitario Lucus Augusti da cobertura asistencial a un area sanitaria en la
que residen 223.374 personas, distribuidas en 41 ayuntamientos

En la Figura 3.1., se representa la localizacion de los ayuntamientos al considerar su
situacion en las 2 zonas en las que se ha dividido el area sanitaria del HULA.

Figura 3.1. Localizacién de los ayuntamientos de procedencia de los pacientes y su distribucion segun la
zona; verde: Meseta, naranja: Montana.
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Tabla 3.2. Densidad de corzos y superficie forestal de los ayuntamientos.

DENSIDAD SUPERFICIE
ZONA AYUNTAMIENTO CORZOS FORESTAL
MESETA Antas de Ulla 4,33 0,55
Begonte 5,65 0,61
Castro de Rei 3,57 0,41
Castroverde 4,72 0,57
Corgo (0) 4,65 0,56
Cospeito 7,14 0,26
Friol 4,49 0,58
Guitiriz 5,85 0,68
Guntin 4,14 0,51
Lancara 4,39 0,54
Lugo 4,30 0,53
Monterroso 4,33 0,46
Outeiro de Rei 4,38 0,53
Palas de Rei 4,33 0,53
Paradela 3,94 0,44
Paramo (0) 4,06 0,45
Pastoriza 3,57 0,42
Pol 5,05 0,56
Portomarin 4,64 0,57
Rabade 4,38 0,37
Sarria 3,29 0,35
Vilalba 4,77 0,53
Xermade 5,62 0,71
MEDIA 4,59 0,51
MONTANA Abadin 5,71 0,71
Baleira 6,20 0,75
Baralla 5,96 0,69
Becerrea 6,04 0,75
Cervantes 6,26 0,78
Fonsagrada (A) 6,28 0,78
Incio 5,52 0,63
Meira 5,41 0,63
Muras 7,14 0,90
Navia de Suarna 7,11 0,85
Negueira de Muniz 6,28 0,83
Nogais (As) 6,04 0,75
Pedrafita do Cebreiro 5,36 0,63
Pontenova (A) 6,92 0,84
Ribeira de Piquin 6,88 0,86
Riotorto 6,59 0,73
Samos 5,58 0,66
Triacastela 5,58 0,65
MEDIA 6,19 0,76

En la zona de la Meseta se encuentran 23 ayuntamientos: Lugo, Friol, Outeiro de Rei,
Castro de Rei, Pol, Castroverde, O Corgo, Guntin, Palas de Rei, Guitiriz, Begonte, Rabade,
Cospeito, Lancara, O Paramo, Portomarin, Monterroso, Antas de Ulla, Xermade, Vilalba, A
Pastoriza, Sarria y Paradela. La zona de la Montafia comprende 18 ayuntamientos: A
Fonsagrada, Navia de Suarna, Baleira, Ribeira de Piquin, Negueira de Mufiz, Becerrea,
Baralla, Meira, Muras, Abadin, Riotorto, Cervantes, As Nogais, Triacastela, Pedrafita do
Cebreiro, Samos, O Incio y A Pontenova.

De acuerdo con el Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural y Marino
(MAGRAMA), se consideraron residentes del habitat rural los que vivian en entidades

singulares de poblacién menores de 2.000 personas y el resto del habitat urbano. En el medio
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rural habitaban 105.505 personas en el afio 2006 y 96.697 en el 2013. La poblacién urbana era
de 122.257 personas en el 2006 y de 126.677 en el 2013. La distribucion de la poblacion se
obtuvo del INE (padrén municipal de los afios 2006 al 2013). Ademas, de acuerdo con los
criterios de la Organizacion Mundial de la Salud (Estadisticas Sanitarias Mundiales de la
OMS, 2011), los pacientes se estratificaron segun su edad (afios): en jovenes (<15), adultos
(15-60) y mayores (> 60). En las Tablas 3.3. y 3.4. se resume la distribucion de la poblacién
en cada ayuntamiento, al inicio y al final del estudio, al considerar las diferentes variables
analizadas.

Tabla 3.3. Distribucion de la poblacion por ayuntamiento, en los afios de inicio y fin del estudio, al
considerar la zona y sexo de las personas.

TOTAL SEXO
ZONA AYUNTAMIENTO HABITANTES HOMBRES MUJERES
2006 2013 2006 2013 2006 2013
< Antas de Ulla 2573 2219 1231 1086 1342 1133
= Begonte 3587 3322 1800 1664 1787 1658
] Castro de Rei 5785 5422 2879 2682 2906 2740
= Castroverde 3187 2887 1624 1481 1563 1406
Corgo 4192 3828 2093 1933 2099 1895
Cospeito 5409 5047 2629 2444 2780 2603
Friol 4490 4137 2218 2050 2272 2087
Guitiriz 5972 5658 2921 2837 3051 2821
Guntin 3248 3018 1640 1521 1608 1497
Lancara 3047 2866 1546 1463 1501 1403
Lugo 93450 98007 43682 45765 49768 52242
Monterroso 4140 3969 2069 1982 2071 1987
Outeiro de Rei 4695 5046 2408 2586 2287 2460
Palas de Rei 3759 3656 1842 1802 1917 1854
Paradela 2307 2038 1163 1010 1144 1028
Paramo 1823 1555 921 771 902 784
Pastoriza 3726 3393 1856 1688 1870 1705
Pol 1945 1794 955 884 990 920
Portomarin 1910 1690 953 855 957 835
Rabade 1668 1674 840 851 828 823
Sarria 13352 13524 6532 6647 6820 6877
Vilalba 15455 15116 7577 7379 7878 7737
Xermade 2332 2131 1151 1023 1181 1078
< Abadin 3141 2760 1511 1359 1630 1401
'<Zt Baleira 1684 1448 879 766 805 682
lz Baralla 3100 2834 1572 1470 1528 1364
o Becerrea 3334 3072 1684 1557 1650 1515
= Cervantes 1914 1593 1067 907 847 686
Fonsagrada 4856 4198 2552 2188 2304 2010
Incio 2236 1875 1067 917 1169 958
Meira 1774 1775 872 885 902 890
Muras 926 754 466 381 460 373
Navia Suarna 1615 1337 867 742 748 595
N. de Muiiz 213 213 111 114 102 99
Nogais 1441 1295 746 670 695 625
P. do Cebreiro 1414 1199 755 644 659 555
Pontenova 3016 2610 1484 1264 1532 1346
R. de Piquin 771 630 387 319 384 311
Riotorto 1634 1439 804 698 830 741
Samos 1820 1556 942 807 878 749
Triacastela 821 756 409 373 412 383

52



3. Material y métodos

Tabla 3.4. Distribucion de la poblacion por ayuntamiento, en los afios de inicio y fin del estudio, al
considerar la zona y edad de las personas.

EDAD
ZONA AYUNTAMIENTO JOVENES ADULTOS MAYORES
2006 2013 2006 2013 2006 2013
Antas de Ulla 192 160 1213 1037 1168 1022
Begonte 243 229 1894 1759 1450 1334
Castro de Rei 449 433 3168 2958 2168 2031
Castroverde 220 198 1664 1522 1303 1167
Corgo 278 268 2342 2033 1572 1527
Cospeito 384 376 2884 2690 2141 1981
Friol 325 270 2284 2150 1881 1717
Guitiriz 487 471 3310 3163 2175 2024
Guntin 211 195 1744 1578 1293 1245
Lancara 401 200 1518 1523 1128 1143
,E Lugo 11550 13162 59366 61422 22532 23423
u Monterroso 429 385 2200 2174 1511 1410
E Outeiro de Rei 425 545 2789 2982 1481 1519
Palas de Rei 183 253 1826 1794 1750 1609
Paradela 151 124 1234 1072 922 842
Paramo 147 121 953 789 723 645
Pastoriza 304 261 2006 1821 1416 1311
Pol 153 132 1002 927 790 735
Portomarin 142 119 985 848 783 723
Rabade 189 184 977 982 502 508
Sarria 1337 1456 7854 7947 4161 4121
Vilalba 1500 1507 8831 8667 5124 4942
Xermade 147 163 1205 1140 980 828
Abadin 205 154 1524 1321 1412 1285
Baleira 112 71 845 751 727 626
Baralla 228 194 1578 1450 1294 1190
Becerrea 215 197 1780 1654 1339 1221
Cervantes 111 82 956 784 847 727
Fonsagrada 287 221 2423 2107 2146 1870
Incio 93 86 1057 837 1086 952
fzf Meira 153 169 1000 1000 621 606
fj Muras 52 41 449 354 425 359
g Navia Suarna 72 38 867 593 676 706
= N. de Muiiz 17 10 103 126 93 77
Nogais 108 96 718 639 615 560
P. do Cebreiro 68 35 737 625 609 539
Pontenova 222 164 1598 1374 1196 1072
R. de Piquin 38 21 356 296 377 313
Riotorto 104 94 792 674 738 671
Samos 107 77 910 786 803 693
Triacastela 70 67 449 409 302 280

De las historias clinicas también se extrajo la informacién relativa a si los pacientes
recordaban haber sufrido picadura de garrapata en el Gltimo afio y se relaciond con el mes en
el que se efectu6 el diagndstico.
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3.2. DETERMINACION DE LA SEROPREVALENCIA DE Borrelia Y DE LA TASAS DE INCIDENCIA
DE ENFERMEDAD DE LYME.

3.2.1. Seroprevalencia.

El Servicio de Microbiologia del HULA, previa autorizacion del Comité Etico, nos
facilité los resultados seroldgicos realizados entre los afios 2006-2013, de 2.845 personas
consideradas de riesgo para EL. A éstas, se les habia solicitado la determinacion de
anticuerpos especificos frente a Borrelia spp. por presentar clinica infecciosa inespecifica,
lesiones cutaneas u otro tipo de manifestaciones clinicas compatibles con EL.

La prueba seroldgica empleada para la deteccion de anticuerpos frente a Borrelia fue el
test VIDAS®Lyme 1gG and IgM (bioMérieux, St. Louis, Mo.), que es un ELISA "sandwich"
ligado a fluorescencia de alta sensibilidad y especificidad. El laboratorio de Microbiologia del
HULA fue quien realizé dicha técnica.

En el andlisis de los resultados de las serologias, y debido a la confidencialidad de los
datos personales, solo su dispuso de la zona y el habitat de los pacientes.

La seroprevalencia de infeccién por Borrelia se expresé en porcentaje (%), es decir el
namero de sueros positivos respecto al de sueros analizados.

Para determinar la seroprevalencia anual, se hallo el porcentaje de sueros positivos en
cada afo respecto al total de muestras analizadas en ese afio.

3.2.2. Incidencia de Enfermedad de Lyme.

Este trabajo constituye un estudio hospitalario puesto que se revisaron las historias de las
personas valoradas en el HULA con diagnostico clinico de EL, por presentar datos clinicos
compatible con esta enfermedad y, al menos una prueba seroldgica positiva a Borrelia. Las
historias revisadas se identificaron gracias al Sistema de Analisis Experto de Hospitalizacion
de Agudos, modificacion clinica 9° edicion (CIE 9 MC) en el que se codifican los
diagnosticos al alta de los pacientes ingresados.

A la vez, se trata de un estudio poblacional ya que también se revisaron las historias de
las personas que presentaban Western-Blot (+) a esta espirogueta, cuya identificacion fue
facilitada por el Servicio de Microbiologia del HULA.

La presencia de Borrelia se confirmé mediante un Western blot comercial (EUROLINE-
WB, Euroimmun AG, Libeck, Germany) realizado en el Centro Nacional de Microbiologia
(Instituto Carlos I11).Los resultados obtenidos se interpretaron de acuerdo a las indicaciones
del fabricante empleando el software EuroLineScan.

Para conocer la tasa de incidencia de EL en el area sanitaria objeto de estudio, se realiz6
un estudio retrospectivo, observacional y descriptivo de los Gltimos 8 afios (2006-2013) en el
que revisaron 199 historias clinicas de personas residentes en el area de influencia del HULA.

Para definir los pacientes incluidos en el estudio se siguieron los criterios de vigilancia
epidemioldgica de los CDC (Rodriguez-Gonzalez et al., 2013):

A. Casos con eritema migratorio de 5 cm 0 mas de didmetro, diagnosticado por un

médico y con exposicion a garrapata conocida.

B. Casos con eritema migratorio de 5 cm o mas de diametro, diagnosticado por un

médico y sin exposicion a garrapata conocida pero con confirmacion de laboratorio.

C. Casos con al menos una de las manifestaciones tardias de la enfermedad

(musculoesqueléticas, cardiovasculares o neuroldgicas) con confirmacion de
laboratorio de la infeccion por Borrelia.
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La confirmacion, de laboratorio, requiere el cumplimiento de uno de los siguientes
aspectos:
A. Cultivo positivo para Borrelia.
B. Empleo de dos pruebas seroldgicas interpretadas segun los criterios establecidos,
donde:
b.1. Es suficiente la respuesta de IgM positiva cuando el comienzo de los sintomas
es menor o igual a 30 dias.
b.2. Es suficiente la respuesta de 1gG positiva para cualquier momento de la
enfermedad.
C. Seropositividad por Western-Blot IgG usando los criterios de interpretacion
establecidos.
D. Anticuerpos en LCR por ELISA o IFI, cuando el titulo es superior al del suero.

La tasa de incidencia anual (TI) se expresé por 100.000 habitantes/afio. Se calculd
dividiendo el nimero de casos nuevos entre el nimero de personas en riesgo de adquirir la
enfermedad en ese afio, considerando la poblacién total al inicio del mismo.

Asimismo, para el calculo de las tasas de incidencia anuales especificas (TIE) respecto a
la zona, héabitat, sexo y edad de los pacientes, se tuvo en cuenta la poblacion de cada categoria
al inicio de ese afio.

La tasa de incidencia acumulada (TIA) se expresdé por 100.000 habitantes y para su
calculo se consideraron los casos confirmados de enfermedad diagnosticados en todo el
periodo de estudio (2006-2013). Ademas, para el calculo de las tasas de incidencia
acumuladas especificas (TIAE) respecto a la zona, habitat, sexo y edad de los pacientes se
tuvieron en cuenta los enfermos de cada categoria diagnosticados en los 8 afios del estudio y
se expresaron por 100.000 habitantes. La poblacion en riesgo de cada categoria se determind
hallando la media poblacional interanual.

3.3. OBTENCION DE GARRAPATAS DE CORZOS Y DEL MEDIO E IDENTIFICACION DE
GENOESPECIES DE Borrelia.

Debido a que I. ricinus es el principal vector de Borrelia, tanto de los corzos como de los
muestreos realizados en la naturaleza, se seleccionaron las garrapatas pertenecientes a esta
especie.

3.3.1. I. ricinus de corzos.

La recogida de las garrapatas se realiz6 sobre 175 corzos abatidos, en distintos
ayuntamientos de la zona de estudio, durante las temporadas de caza (Abril-Octubre) de los
afios 2007-2008.

A cada cazador se le proporciond el material necesario y se le explicé brevemente la
forma de obtener correctamente las muestras. Entre el material entregado, se facilité una ficha
de campo (Figura 3.2.) en la que se hacian constar una serie de datos sobre el animal cazado
como sexo, edad y estado corporal y sobre la descripcién del entorno en el que fue abatido el
corzo (fecha, termino municipal, localidad, provincia, etc.) y una bolsa de plastico donde se
depositaba la piel. La ficha de campo presentaba un nimero para la identificacion del animal
que correspondia con la numeracion de la bolsa en la que se depositaba la piel. Estas muestras
fueron remitidas al Laboratorio de Parasitologia de la Facultad de Veterinaria de la
Universidad de Santiago de Compostela. Alli se extrajeron las garrapatas fijadas a la piel y se
revisd cuidadosamente la bolsa para obtener los ejemplares que se habian desprendido del
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cuerpo del animal después de su muerte. Una vez obtenidas, las garrapatas se depositaron en
recipientes individuales que se marcaron con el numero de identificacion del corzo del que
procedian.

FICHA DE CAMPO.

I. DATOS DEL TECOR

NOMBRE:....... - o MATRICULA:......... vt
TERMING MUNICIPAL: .o eeees PROVINCIAL coeveiicenainsie e

2. DESCRIPCION DEL ENTORNO EN QUE FUE ABATIFO EL ANIMAL
EECHA!. ......ome . LOCALIDAD:
TERMINO MUNICIPAL PROVINCIA
VEGEYACION PREDOMINANTE EN LAS 100 ba CIRCUNDANTES:

3. DESCRIPCION DEL CORZO:
SEXQ: O Macho O Hembra
EDAD: O Jivencs (0-2 aden) O Adehios (>2 adon)
ESTADRO CORPORAL:
O Muy defgado O Ddgado O Nermal O Gordo O Muy gordo

DATOS ANATOMICOS

Figura 3.2. Ficha de campo y bolsa entregada a los cazadores.

Las garrapatas se conservaron en etanol 70% mezclado con vaselina liquida hasta su
identificacion. Para determinar las especies y sus estadios, se emplearon las claves de Gil-
Collado et al. (1979), Estrada-Pefia et al. (2004) y Pérez-Eid (2007). Asimismo, se
cuantificaron los ejemplares de cada uno de los estadios de desarrollo (larvas, ninfas y
adultos) presentes en cada corzo.

Para la realizacion de este estudio se emplearon Unicamente los machos de I. ricinus ya
que, éstos no se alimentan de su tercer hospedador, en este caso el corzo y, por lo tanto, se
elimina la posibilidad de que la fraccion del complemento de este rumiante silvestre haya
destruido la espiroqueta. Asi, se procesaron todas las garrapatas macho adultas (n= 1.449)
halladas en los animales. Para su analisis molecular, se consideraron los ejemplares macho de
I. ricinus recuperados de corzos abatidos en un mismo ayuntamiento, que se distribuyeron en
pooles de, como méaximo, 10 garrapatas, aunque este nimero vari0 dependiendo de la
cantidad de Ixodes obtenidas en cada uno de los municipios.

Para facilitar la penetracion, a traves del exoesqueleto quitinoso de las garrapatas, de los
diferentes compuestos empleados durante la extraccion, las garrapatas macho de los corzos se
cortaron longitudinalmente por la linea media; posteriormente se lavaron, durante 20-30
minutos, en microtubos de 1,5 ml en los que se habia depositado 1 ml de PBS (tampdn fosfato
salino pH= 7,4) con objeto de eliminar la disolucion de etanol y vaselina liquida. Finalmente,
se elimind el liquido, y los tubos se mantuvieron en congelacion a -20°C hasta su procesado.
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En la Tabla 3.5., se resumen los datos relativos al niUmero de corzos examinados en
cada ayuntamiento, asi como el nimero de machos de I. ricinus que albergaban, la media de
machos por corzo, el nimero de pooles examinados y la media de machos de cada pool.

Tabla 3.5. Nimero de corzos, de machos de . ricinus y de pooles estudiados al considerar los
ayuntamientos de procedencia.

N° corzos Total /.

ZONA AYUNTAMIENTO e S ~ &/corzo N° pooles ~ J&/pool
Begonte 3 25 8,3 4 6,25
Castro de Rei 8 66 8,3 10 6,6
Castroverde 17 152 8,9 17 8,9
Corgo (O) 12 114 9,5 16 7,1
Cospeito 2 5 2,5 1 5
Friol 1 1 1 1 1
Guitiriz 5 21 4,2 3 7
< Lancara 3 5 1,7 1 5
w Lugo 18 283 15,7 30 9,4
< Outeiro de Rei 1 1 1 1 1
Paramo (0) 1 1 1 1 1
Pastoriza 7 36 5,1 4 9
Pol 11 63 5,7 6 10,5
Portomarin 1 1 1 1 1
Vilalba 4 4 1 1 4
Xermade 6 10 1,7 1 10
TOTAL 100 788 7,9 98 8,0
Abadin 5 38 7,6 5 7,6
Baleira 5 56 11,2 7 8
Baralla 13 166 12,8 18 9,2
Becerrea 6 49 8,2 6 8,2
Cervantes 10 94 9,4 11 8,5
< Fonsagrada (A) 14 136 9,7 16 8,5
E: Incio (0) 1 2 2 1 2
'E Meira 2 34 17 3 11,3
o Muras 1 1 1 1 1
= Navia de Suarna 10 66 6,6 7 9,4
Pedrafita 1 2 2 1 2
Pontenova (A) 2 10 5 1 10
Ribeira de Piquin 2 2 1 1 2
Riotorto 1 2 2 1 2
Triacastela 2 3 1,5 1 3
TOTAL 75 661 8,8 80 8,3
TOTAL 175 1449 8,3 178 8,1

3.3.2. 1. ricinus recogidas de la naturaleza.

Con objeto de conocer la tasa de infeccién por Borrelia en los diferentes estadios de
desarrollo de I. ricinus, asi como las genoespecies presentes relacionadas con la EL, entre los
meses de abril y junio de 2013, ambos incluidos, se realizaron varias salidas al campo para
recoger garrapatas de la vegetacion; los muestreos se realizaron en 14 ayuntamientos en los
gue también se habian identificado I. ricinus en los corzos (Tabla 3.6.).

En cada uno de estos ayuntamientos, las garrapatas se recogieron mediante el método de
bandereo, y para ello se utilizaron pafios de algodén blanco de 1 m x 1 m. La tela se pasé
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lentamente por la vegetacion durante 5-10 metros —aproximadamente 30 segundos- (Figura
3.3); las larvas, ninfas y adultos se agarran de forma temporal a la tela, pudiendo recogerse
manualmente o con unas pinzas (Walker et al., 2003).

/

PR

Figura 3.3. Recogida de garrapatas de la naturaleza mediante bandereo.

Las garrapatas se conservaron en un tubo con alcohol de 70°. En cada muestreo
participaron dos personas, siempre las mismas, y dur6 aproximadamente una hora y media;
este se extendioé unos 15 minutos mas en aquellas zonas donde se encontré un mayor nimero
de garrapatas en el medio, puesto que al agarrarse mas garrapatas al pafio, se debe comprobar
la tela més a menudo.

En el laboratorio, las garrapatas se identificaron hasta nivel de especie empleando varias
claves (Gil-Collado et al., 1979; Estrada-Pefa et al., 2004; Pérez-Eid, 2007). Posteriormente
los ejemplares se separaron en larvas, ninfas, machos y hembras adultos, y se realizé un
recuento de cada una de estas fases de desarrollo. Una vez identificadas y cuantificadas, las
garrapatas se conservaron en etanol absoluto a -20°C hasta su analisis molecular.

Para la deteccion de ADN de Borrelia en las garrapatas recogidas de la naturaleza se
emplearon ninfas, machos y hembras adultas; en el presente estudio no se examinaron larvas
debido a que la transmision transovarica de Borrelia no es frecuente en . ricinus, por lo que
raramente éstas se encuentran infectadas. Ademas tampoco se estudiaron el total de los
restantes ejemplares de ninfas, machos y adultos recogidos sino una seleccion de ellos. El
ADN se extrajo a partir de pooles de cada uno de los estadios de desarrollo. El nimero de I.
ricinus por pool vari6é dependiendo de la cantidad de garrapatas recogidas en cada uno de los
muestreos, pero se tendio a realizar pooles de 10 ninfas y de 5 adultos. Las garrapatas se
cortaron por la mitad longitudinalmente con un bisturi, y solo se empleé una mitad para la
extraccion; la otra se mantuvo conservada en etanol absoluto. Las garrapatas se introdujeron
en tampon PBS durante 20-30 minutos para eliminar el alcohol que pudieran contener y tras
eliminar el liquido, se extrajo el ADN.
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En la Tabla 3.6. se resumen los datos relativos al nimero total de I. ricinus (ninfas,
machos y hembras) empleados en el presente estudio; el nimero de garrapatas de cada uno de
los estadios que fue finalmente se analizaron; asi como, el nimero de pooles realizados y la
media de ninfas, machos y hembras empleados en cada uno de los pooles.

Tabla 3.6. Numero total de /. ricinus analizadas y de pooles estudiados al considerar los ayuntamientos de
procedencia.

N° I. ricinus analizadas N° de pooles ~de I. ricinus / pool
ZANE AT E e Ninfas Machos Hembras Ninfas Mach?)s Hembras Ninfas Machos Hzmbras
Begonte 50 25 21 5 5 4 10 5 5,3
Castro de Rei 30 2 3 3 1 1 10 2 3
Castroverde 50 2 9 5 1 2 10 2 4,5
E Cospeito 50 9 8 5 2 2 10 4,5 4
a Lugo 60 13 16 6 3 3 10 4 5,3
= Ocorgo 50 T 8 5 2 2 10 55 4
Vilalba 50 8 12 5 2 2 10 4 6
TOTAL 340 70 77 34 16 16 10 3,9 4,6
A Fonsagrada 100 17 25 10 3 5 10 5 5
A Pontenova 41 14 35 4 3 7 10 4,7 5
l<Zr. Cervantes 100 8 3 10 2 1 10 4 3
|<_t Meira 33 3 2 3 1 1 11 3 2
3 Navia Suarna 50 19 16 5 4 3 10 4,8 5,3
= Ribeira Piquin 20 3 1 2 1 1 10 3 1
Riotorto 50 11 16 5 2 3 10 5,5 5,3
TOTAL 394 73 98 39 16 21 10 4,3 3,8
TOTAL 734 143 175 73 32 37 10 4,9 4,7

3.3.3. Caracterizacion molecular de los aislados de Borrelia.

La extraccion de ADN se realiz6 mediante un kit comercial (High Pure PCR Template
Preparation Kit, Roche Diagnostics GmbH®, Mannheim, Alemania), siguiendo el protocolo
especifico para sangre y tejidos recomendado por el fabricante.

Para determinar cudles eran las genoespecies de Borrelia presentes en I. ricinus se
empleé la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), amplificando un
fragmento del gen de la flagelina (flaB), de acuerdo con los protocolos descritos por Barbour
et al. (1996) y Stromdahl et al. (2003), y se utilizaron los cebadores sefialados en la Tabla 3.7.
Dicha PCR se realizé en dos etapas (PCR anidada), cada una de ellas constituidas por una
reaccion independiente, incluyéndose controles negativos y positivos en todos los ensayos.

Tabla 3.7. Cebadores empleados en la amplificacion del gen de la flagelina de Borrelia.
Primera amplificacion:

FlaLL 5’-ACATATTCAGATGCAGACAGAGGT-3’ 658 pb de flaB
FlaRL 5’GCAATCATAGCCATTGCAGATTGT-3’ (Stromdahl et al. 2003)
Segunda amplificacion

FlaLS 5’-AACAGCTGAAGAGCTTGGAATG-3’ 354 pb de flaB (Barbour
FlaRS 5’-CTTTGATCACTTATCATTCTAATAGC-3’ y cols. 1996)
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En la primera reaccién se amplificé un fragmento de aproximadamente 658 pares de
bases (pb); para ello se emplearon 2 pl de ADN purificado, MgCl, 1,5 mM, tampén de PCR
1x, 200 uM de cada desoxirribonucledtido (AINTPsNZYMix, Nzytech, Lisboa, Portugal), 1
UM de cada cebador (Tabla 3.7.) y 1,5 unidades de Taq polimerasa (NZYTaq DNA
polymerase, Nzytech, Lisboa, Portugal) en un volumen final de 25 pl. La amplificacién se
llevd a cabo en un termociclador (MyCycler, BioRad, Hercules, California, EE.UU.),
sometiendo a la mezcla a una desnaturalizacion inicial de 3 min a 95°C, seguida de 35 ciclos
de 1 min a 95 °C (desnaturalizacion), 1 min a 55°C (hibridacion) y 45 s a 72°C (hibridacion) y
una extension final de 7 min a 72°C.

La segunda reaccion de la PCR amplificd un fragmento interno de aproximadamente 354
pb, empleandose para ello 1,5 pul del producto de la primera reaccion de PCR y los cebadores
FlaLS y FIaRS (Tabla 3.7.) en un volumen final de 25 ul. La concentracion de los compuestos
empleados en esta segunda PCR fue idéntica a la de la primera PCR. EIl programa del
termociclador fue similar al anterior, con la excepcién de los tiempos y temperaturas de las
fases de hibridacion y extension que pasaron a ser de 30 s a 55°C y 30 s a 72°C
respectivamente; ademas, el nimero de ciclos se redujo a 30.

Los fragmentos obtenidos tras la realizaciéon de la segunda reaccidén de amplificacion se
sometieron a una electroforesis horizontal en geles de agarosa. Para ello se cargaron 10 pl del
producto de la segunda PCR junto con 2 ul de tampon de muestras en un gel de agarosa al 1%
en tampon TAE 1x; posteriormente se aplico un voltaje de 100 V durante 40-60 min. El gel se
visualizo en un analizador de imagen Fluor- S Multimager (BioRad). Las bandas de ADN se
evidenciaron mediante tincion con un sustituto del bromuro de etidio (Red Safe, REAL,
Valencia, Espafia).

La purificacion de las muestras positivas y la determinacién de la secuencia nucleotidica
se realiz6 en la Unidad de Secuenciacion y Analisis de fragmentos de la Universidad de
Santiago de Compostela. Los productos de amplificacion se secuenciaron en ambos sentidos
utilizando el BigDye Terminator v3.1 kit (Applied Biosystems, Foster City, California,
EE.UU.) y se leyeron en un secuenciador automatico ABI-prism 3730xI (Applied Biosystems,
Foster City, California, EE.UU.). Las secuencias obtenidas se examinaron y solaparon con el
programa Chromas Pro v.1.7.5. (Technelysium Pty Ltd., Tewantin, Queensland, Australia) y
posteriormente se alinearon con BioEdit Sequence Alignment Editor v.7.2.3. (lbis
Biosciences, Carlsbad, California, EE.UU.). Finalmente, la identificacion de las especies
presentes se realiz6 mediante la comparacion de las secuencias de ADN obtenidas con
aquellas de especies/genotipos de Borrelia depositadas en la base de datos del GenBank
(National Center for Biotechnology Information, NCBI), usando la aplicacion BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool; http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).

3.4. MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA ENFERMEDAD DE LYME.

Antes de iniciar la recogida de datos relativos a los enfermos se obtuvo la aprobacion del
Comité de Etica de Investigacion de Galicia. Los criterios seguidos para la seleccion e
identificacion de los pacientes incluidos en el estudio ya han sido expuestos en el apartado
3.2.2.

Una vez seleccionados los pacientes y con el objetivo de recoger los datos relativos a las
manifestaciones clinicas que presentaban, asi como los resultados analiticos de mayor interés,
se disefi6 un cuaderno de recogida de datos (Anexo I). Ademas, con objeto de respetar las
Normas de Buena Préactica Clinica, los principios eticos fundamentales establecidos en la
Declaracion de Helsinki y el Convenio de Oviedo, asi como los requisitos establecidos en la
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legislacion espafiola en el ambito de la investigacion respetando la Ley Organica de
Proteccion de Datos de Carécter Personal (15/1999, de 13 de diciembre), a cada paciente se le
asignd un numero en el cuaderno de recogida de datos, para asegurar el anonimato de la
informacion.

En dicho cuaderno se recogieron los datos relativos a edad, sexo, lugar y habitat de
residencia de los pacientes, si recordaban el antecedente de picadura de garrapata, asi como
las manifestaciones clinicas, mes y afio de diagnostico. También se recopilaron los datos de
laboratorio de mayor relevancia, el tratamiento administrado y la evolucién de los pacientes.

3.5. ANALISIS ESTADISTICOS

Los datos se procesaron mediante la hoja de calculo Microsoft Excel 2007 y todos los
calculos estadisticos se realizaron con el paquete estadistico PASW Statistics 20 para
Windows (IBM Corporation, Armonk, Nueva York, EE.UU.).

Para comprobar la posible influencia de diferentes variables categéricas (zona, habitat,
sexo y edad) sobre los valores de incidencia y seroprevalencia se empleo el test Chi-cuadrado;
asimismo, se utilizo el coeficiente de correlacion de Spearman para variables cuantitativas
(densidad de corzos y cobertura vegetal). En el caso de las variables cualitativas, la fuerza de
la asociacion con la incidencia y la seroprevalencia se midié mediante el céalculo del riesgo
relativo (RR) y odds ratio (OR), respectivamente, con intervalos de confianza del 95%.

En el estudio de la intensidad de parasitacion por garrapatas en los corzos se empleé la
media aritmética como medida de tendencia central, y la desviacion estandar (DE) como
medida de dispersion. El porcentaje de infeccion por Borrelia en los machos adultos de 1.
ricinus se estim6 mediante la tasa de infeccion minima (MIR, de las siglas en inglés Minimum
Infection Rate), asumiendo que cada pool positivo mediante PCR contenia Unicamente una
garrapata positiva. La presencia de diferencias significativas en el MIR y en el porcentaje de
pooles de garrapatas positivos a Borrelia al tener en cuenta la zona se estimé mediante Chi-
cuadrado; se empleo el test no paramétrico de Kruskal-Wallis para detectar diferencias en la
intensidad de parasitacion de los corzos considerando la zona de captura. La influencia de la
densidad de corzos y la cobertura vegetal sobre el MIR y sobre el porcentaje de pooles de
garrapatas positivos a Borrelia se valoro con el coeficiente de correlacion de Spearman.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

Como se indicd en el apartado de Materiales y Métodos, y con objeto de facilitar la
comprension de los trabajos que integran esta Tesis Doctoral, dividimos este apartado en 3.
- Factores epidemioldgicos que influyen sobre la seroprevalencia y tasa de incidencia.
- Garrapatas obtenidas en corzos y en el medio: tipificacion de las genoespecies de
Borrelia.
- Manifestaciones clinicas, tratamiento y evolucion de los enfermos de Lyme.

4.1. FACTORES EPIDEMIOLOGICOS QUE INFLUYEN SOBRE LA SEROPREVALENCIA Y TASA DE
INCIDENCIA.

Para el diagnostico de la enfermedad de Lyme, se debe tener en cuenta las caracteristicas
epidemioldgicas de la zona, que las manifestaciones clinicas del paciente sean compatibles
con la infeccion por B. burgdorferi s.l. y su confirmacién microbioldgica (Aguero et al.,
2005; Wormser et al., 2006; Portillo et al., 2014). No obstante, tanto el cultivo microbioldgico
como la rentabilidad de la PCR es baja, por lo que, en la mayoria de los laboratorios de
microbiologia clinica, se realiza un primer cribado serolégico mediante inmunofluorescencia
0 enzimoinmunoensayo Y su posterior confirmacion por Western-Blot (Biesiada et al., 2012;
Portillo et al., 2014; Twizeyimana et al., 2014).

4.1.1. Seroprevalencia

De los 2.845 sueros analizados, el 15,1% fueron seropositivos. La seroprevalencia hallada
en el presente trabajo fue superior a la sefialada por Tomao et al. (2005) en Italia (7,8%), pero
inferior a la detectada por Segura et al. (2004) en otros paises del Norte de Europa (28% en
Holanda y 26% en Suiza). No obstante, la seroprevalencia hallada en nuestro estudio esta
dentro de los valores sefialados por Biesiada et al. (2012) en otros paises europeos (5-25%).

Al tener en cuenta los diferentes ayuntamientos de procedencia de las personas, se
observd que la seroprevalencia oscil6 entre 0 y 65% (Ribeira de Piquin, localidad situada en
la montafia lucense). Estas diferencias entre zonas ya se habian sefialado en otras regiones
espariolas; siendo superiores las halladas en el Norte (13,2%) por Oteiza-Olaso et al. (2011)
que las obtenidas en el sureste (3,7%) por Alcande-Encinas et al. (2010).

La seroprevalencia anual de Borrelia oscil6 entre 8,8% en 2007 y 22,3% en 2012 (Figura
4.1.), constatandose una aumento en la tendencia.

Como se sefial6 en el correspondiente apartado de Materiales y Métodos, solo se dispuso
de la zona y habitat de las personas a las que se les realizo la determinacion de anticuerpos
frente a Borrelia.
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Figura 4.1. Porcentaje de personas seropositivas a Borrelia durante los afios de estudio y linea de
tendencia

Al considerar la zona de residencia y el habitat, como se aprecia en la Tabla 4.1, la
seroprevalencia fue significativamente superior en los residentes en la Montafia que en los de
la Meseta (y?= 53,78; p<0,001). Los valores de OR indican que las personas de la Montafia
tienen aproximadamente 2 veces mas riesgo de ser seropositivas a Borrelia que los de la
Meseta. Asimismo, se observaron diferencias significativas entre la seroprevalencia de los
habitantes del medio rural y los del urbano (y?= 48,86; p<0,001), constatandose con OR que
las personas de hébitat rural tenian 2 veces mas riesgo que las del urbano.

Tabla 4.1. Seroprevalencia de Borrelia al considerar la zona y habitat de residencia de las personas.
Seroprevalencia (2006-2013)

% OR CI (95%)
Zona
Montana 24,4
Meseta 12,5 2,263 1,812-2,827
Habitat
Rural 19,9
Urbano 10,5 2,114 1,708-2,616

Asi mismo, la seroprevalencia anual de Borrelia fue superior en los habitantes de la
Montafia que en los de la Meseta (Figura 4.2.), constatandose un aumento de la linea de
tendencia.
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Figura 4.2. Seroprevalencia anual de Borrelia y lineas de tendencia al tener en cuenta la zona de
procedencia de las personas.

4.1.2. Tasa de incidencia de Enfermedad de Lyme.

De las 199 historias clinicas seleccionadas como casos posibles de EL, Unicamente 108
cumplian los criterios establecidos por los CDC para ser considerados casos confirmados de
enfermedad, siendo la tasa de incidencia acumulada durante todo el estudio de 48,34 por
100.000 habitantes. La tasa de incidencia anual por 100.000 habitantes oscil6 entre 2,6 en
2007 y 11,6 en 2012 (Figura 4.3.), constatandose una tendencia ascendente con el tiempo ya
observada en otros paises europeos (Stanek et al., 2012; VVandenesch et al., 2014).
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Figura 4.3. Evolucion de la tasa de incidencia de enfermedad de Lyme durante los afios de estudio y linea
de tendencia.
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Las tasas de incidencia anuales obtenidas en este estudio fueron superiores a las sefialadas
en Espafa (0,25/100.000 habitantes/afio) por otros autores (Escudero-Nieto y Guerrero-
Espejo, 2005; Pazos Ferro et al., 2010; Pereyra-Rodriguez et al., 2011; Alonso Fernandez et
al., 2012), e incluso podrian ser superiores, al no incluirse en este estudio posibles pacientes
diagnosticados ambulatoriamente, por la presencia de eritema migrans sin estudio serolégico
ni visita hospitalaria. Ademas, hay que destacar que en un ayuntamiento de la montafia
lucense se obtuvo en el afio 2013 una TI de 476,19 casos/100.000 habitantes que es incluso
superior a la observada en zonas consideradas endémicas de Centroeuropa en las que la Tl
estd proxima a los 155 casos/100.000 hab/afio (Derdakova y Lencakova, 2005; Vandenesch et
al., 2014).

Estos resultados, refuerzan la hipotesis de que la provincia de Lugo, al igual que sucede
en Asturias, Norte de Castilla y Leon, Cantabria, Pais Vasco, La Rioja y Navarra (Portillo et
al., 2014), se debe incluir como zona de riesgo de EL. Asimismo, se deberia considerar a
Espafia como uno de los paises europeos en los que existe una clara tendencia al incremento
de la incidencia de la EL (Rizzoli et al., 2011).

Al considerar las tasas de incidencia anual especificas (TIE), se observo que fueron
superiores en los habitantes de la Montafia que en los de la Meseta (Figura 4.4.) y en los del
habitat rural que en los del urbano (Figura 4.5.). Ademas, se comprobd que las TIE mostraron
una tendencia ascendente con el tiempo en los pacientes de la montafia y en los del habitat
rural. Este aumento que muestra la tendencia al considerar la zona y el habitat de residencia
de las personas, se puede atribuir a un mayor riesgo de adquirir la enfermedad o al aumento
en la tasa de diagndstico, pero no a un incremento de residentes en la montafia o en el habitat
rural, ya que estos se redujeron en el 6,62% y 8,35%, respectivamente.
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Figura 4.4. Tasas de incidencia anuales especificas y sus lineas de tendencia, al considerar la zona de
residencia de los pacientes.
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Figura 4.5. Tasas de incidencia anuales especificas y sus lineas de tendencia, al considerar el habitat de
residencia de los pacientes.

En relacion con el sexo, como se aprecia en la Figura 4.6., aunque la TIE fue superior en
los hombres, sin embargo, la tendencia fue similar entre ambos.
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Figura 4.6. Tasas de incidencia anuales especificas y sus lineas de tendencia, al considerar el sexo.
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Al considerar los grupos de edad (Figura 4.7.), la TIE fue superior en los mayores y en
los jovenes. Esta distribucion bimodal coincide con la sefialada por otros autores (Rizzoli et
al., 2011; Stanek et al., 2012; Wilking y Stark, 2014, Vandenesch et al., 2014).
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Figura 4.7. Tasas de incidencia anuales especificas y sus lineas de tendencia, al considerar la edad de los
pacientes.

Al tener en cuenta las tasas de incidencia acumulada especificas (Tabla 4.2.), se
observo que respecto a la zona y habitat de los pacientes, la TIAE era significativamente (y2=
55,16; p< 0,001) superior en los residentes en la Montafia (125,27) que en los de la Meseta
(34,37). Asimismo, la TIAE fue significativamente (y?= 71,12; p< 0,001) mayor en los
habitantes del medio rural (99,91) que en los del urbano (5,62). De hecho, el riesgo de
padecer EL fue mas de 3 veces superior en los pacientes de la Montafia que en los de la
Meseta y 17 veces superior en los del medio rural que en los del urbano. Ademas, la
asociacion entre la EL y estos 2 factores (zona y hébitat) se mantuvo al considerarlos
conjuntamente (p< 0,001).

Las diferencias observadas por nosotros entre las 2 zonas de estudio, coinciden, en
general, con las de otros autores (Portillo et al., 2014; Wilking y Stark, 2014; VVandenesch, et
al., 2014) que también habian hallado diferencias de incidencia entre regiones de un mismo
pais. Esta distribucion local / regional de la enfermedad ya descrita en Francia (Vandenesch et
al., 2014) se ve también apoyada por las importantes diferencias de incidencia observadas en
nuestro estudio entre ayuntamientos proximos. Estas diferencias locales en la incidencia de la
enfermedad, han de ser tenidas en cuenta a la hora de planificar programas preventivos para la
mejora de la salud publica.
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Tabla 4.2. Comparacion de las tasas de incidencia acumulada especificas al considerar la zona, habitat de
procedencia, sexo y edad de los pacientes.

VARIABLE CATEGORIA n TIA RR IC (95%) P

ZONA Montana 42 125,27 3,64 2,47-5,36 < 0,001
Meseta 66 34,37

HABITAT Rural 101 99,91 17,76 8,26-38,21 < 0,001
Urbano 7 5,62

SEXO Mujer 47 40,53 1,37 0,94-2,01 0,1
Hombre 61 56,23

EDAD Joven 10 44,30 1,79 (M/J) 0,92-3,51 > 0,05
Adulto 40 30,75 1,44 (J/A) 0,72-2,88 > 0,05
Mayor 58 79,55 2,50 (M/A) 1,73-3,87 < 0,001

TIA: tasa de incidencia acumulada; RR: riesgo relativo; 1C95%: indice de confianza al 95%; P: probabilidad.

La mayor tasa de incidencia observada en los habitantes del medio rural, concuerda con
la hallada por otros autores (Letrillart et al., 2005; Linard et al., 2007; Qin et al., 2013; Lled6
et al., 2014) que relacionan este resultado con el hecho de que los habitantes del medio rural,
al dedicarse fundamentalmente a labores agricolas y ganaderas, tienen mayor contacto con la
naturaleza y por tanto un riesgo superior de ser picados por una garrapata.

En relacion con el sexo, la TIAE fue ligeramente superior en los hombres que en las
mujeres, pero estas diferencias carecieron de significacion estadistica, lo que concuerda con lo
observado por otros autores (Olmo et al., 2014; Wilking y Stark, 2014).

Al considerar la edad de los pacientes, se observaron diferencias estadisticamente
significativas Unicamente en las TIAE entre los adultos y los de mayor edad (Tabla 4.2.). Los
valores de RR indican que el riesgo de EL fue aproximadamente 2 veces superior en las
personas de mayor edad que en los adultos.

4.1.3. Relaciéon entre seroprevalencia, tasa de incidencia, densidad de corzos y
cobertura forestal

Al comparar la seroprevalencia y la tasa de incidencia acumulada durante todo el periodo
de estudio (2006-2013) para cada uno de los 41 ayuntamientos (Tabla 4.3.), se constatd que
existia una correlacién positiva y significativa entre ambas (r= 0,726; p<0,01). Estos
resultados indican que la deteccion de anticuerpos especificos frente a Borrelia es Util para un
primer cribado seroldégico mediante ELISA, aunque es imprescindible su posterior
confirmacion mediante Western-Blot, excepto en aquellos pacientes con eritema migrans
(Biesiada et al., 2012; Stanek et al., 2003; Portillo et al., 2014; Twizeyimana et al., 2014).

Al relacionar la densidad de corzos y la cobertura forestal (Tabla 4.3.), se comprobd
que existia una correlacién positiva y significativa entre ambas (r= 0,597; p<0,01). Estos
resultados coinciden con los sefialados por otros autores (Melis et al., 2009; Borowik et al.,
2013; Olmo, 2014) quienes comprobaron que las variaciones en la composicion y cubierta
forestal influian sobre las densidades de las poblaciones de los corzos.

Ademas, los bosques caducifolios, las zonas de arbustos y los pastizales himedos y
cubiertos de maleza, como sucede en la montafia lucense, son los habitats méas propicios para
I. ricinus, principal vector de Borrelia spp. (Estrada-Pefia et al., 2012) y, segun estos autores,
debe haber un amplio nimero y variedad de hospedadores para que se puedan alimentar los
diferentes estadios de esta garrapata y, en este sentido, se ha comprobado que, en Galicia, el
corzo es uno de los hospedador de alimentacion més importante para I. ricinus (Vazquez et
al., 2011; Pato et al., 2013).
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Tabla 4.3. Relacion entre seroprevalencia, tasa de incidencia, densidad de corzos y superficie de masa

forestal.
TASA DENSIDAD SUPERFICIE
ZONA AYUNTAMIENTO SEROPREVALENCIA INCIDENCIA CORZOS FORESTAL
< Antas de Ulla 28,57 188,15 4,33 0,55
5 Begonte 25,53 185,77 5,65 0,61
A Castro de Rei 13,88 18,99 3,57 0,41
= Castroverde 28,57 211,27 4,72 0,57
Corgo (0) 25,71 132,94 4,65 0,56
Cospeito 16,43 60,56 7,14 0,26
Friol 9,52 0,0 4,49 0,58
Guitiriz 26,31 107,09 5,85 0,68
Guntin 10,71 134,23 4,14 0,51
Lancara 12,19 70,45 4,39 0,54
Lugo 9,12 11,14 4,30 0,53
Monterroso 5,0 25,72 4,33 0,46
Outeiro de Rei 11,86 39,23 4,38 0,53
Palas de Rei 8,69 0,0 4,33 0,53
Paradela 19,04 49,90 3,94 0,44
Paramo 0,0 0,0 4,06 0,45
Pastoriza 17,39 0,0 3,57 0,42
Pol 14,28 56,92 5,05 0,56
Portomarin 0,0 0,0 4,64 0,57
Rabade 22,22 0,0 4,38 0,37
Sarria 10,21 0,0 3,29 0,35
Vilalba 22,22 100,13 4,77 0,53
Xermade 13,04 0,0 5,62 0,71
< Abadin 12,5 36,75 5,71 0,71
‘<Z( Baleira 12,51 0,0 6,20 0,75
E Baralla 10,71 0,0 5,96 0,69
Q Becerrea 19,14 32,81 6,04 0,75
= Cervantes 8,33 0,0 6,26 0,78
Fonsagrada (A) 27,21 394,19 6,28 0,78
Incio 12,00 485,44 5,52 0,63
Meira 28,57 56,53 5,41 0,63
Muras 0,0 0,0 7,14 0,90
Navia Suarna 25,92 76,98 7,11 0,85
Negueira Muhiz 33,33 0,0 6,28 0,83
Nogais (As) 18,75 78,74 6,04 0,75
Pedrafita 10,00 0,0 5,36 0,63
Pontenova (A) 31,88 268,20 6,92 0,84
Ribeira Piquin 65,00 1806,24 6,88 0,86
Riotorto 27,27 138,99 6,59 0,73
Samos 5,50 0,0 5,58 0,66
Triacastela 0,0 0,0 5,58 0,65

Al relacionar la densidad de corzos con la seroprevalencia hallada en cada
ayuntamiento (Tabla 4.3.), se comprobd que existia una correlacién positiva y significativa
entre ambas (r=0,343; p=0,028). Asimismo, se constatd esta correlacion (r=0,310; p=0,048)
entre la densidad de corzos y la tasa de incidencia de EL. Estos resultados concuerdan con
los hallados en otros paises de Europa, en los que ya se habia constatado una correlacion
positiva entre la densidad de las poblaciones de corzos y la incidencia de EL (Jensen et al.,
2000; Letrilliart et al., 2005).

Aunqgue la intervencién del corzo no esta totalmente aclarada en la epidemiologia de
Borrelia spp., diversos estudios han demostrado que estos animales actian como
hospedadores de alimentacion de I. ricinus (Moestrup et al., 2000; Vazquez et al., 2011;
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Kjelland et al., 2011; Rizzoli et al., 2011; Sprong et al., 2012) y que un aumento de la
densidad de corzos favorece el incremento de las poblaciones de garrapatas (Jensen et al.,
2000; Rizzoli et al., 2011; Kjelland, et al., 2011; Sprong et al., 2012). Ademas, se ha
observado que en las &reas que habia mayor densidad de corzos también existia un mayor
porcentaje de garrapatas infectadas con Borrelia, 1o que ocasionaba un mayor riesgo de
adquirir la EL en los habitantes de esas zonas (Letrilliart et al., 2005; Rizzoli et al., 2011;
James et al., 2013). En este sentido, en el area de este estudio, el porcentaje de corzos
seropositivos a B. burgdorferi era del 68,8%, de los cuales el 88,7% estaban infestados por
Ixodes ricinus (Pato et al., 2013). Estos resultados sugieren que el corzo puede representar un
importante indicador de la transmision de Borrelia en el Noroeste de Espafa debido a su
abundancia y alto nivel de infestacion por B. burgdorferi (Pato et al., 2013).

Al comparar la masa forestal con la seroprevalencia y la incidencia de EL, se observo
(Tabla 4.3.) que en los ayuntamientos en los que la masa forestal era superior también lo eran
la seroprevalencia y la incidencia de EL, aunque estas diferencias carecian de significacion
estadistica (r =0,174; p> 0,05). Se ha sefialado que las variaciones en la composicion forestal
pueden afectar al porcentaje de garrapatas infectadas por Borrelia. En zonas con bosques
caducifolios, como los que predominan en nuestro area de estudio, la prevalencia de B.
burgdorferi s. 1. en ninfas de I. ricinus fue mayor que la encontrada en las garrapatas
procedentes de bosques de coniferas (James et al., 2014). Sin embargo, en el presente estudio,
nuestros resultados indican que la densidad de las poblaciones de corzos resultan mejores
indicadores de la EL que la masa forestal.

4.1.4. Antecedente de picadura de garrapata y mes de diagndstico de EL

En relacion con el antecedente de picadura de garrapata, solo el 45,37% tenian
constancia de ella, lo que concuerda con lo sefialado por diferentes autores (Roca, 2006;
Mygland et al., 2010; Pereyra-Rodriguez et al., 2011; Olmo et al., 2014), bien por tratarse de
una picadura indolora (Garcia-Moncé et al., 2002) o bien por ser en ocasiones garrapatas de
pequefio tamafio (larvas, ninfas o adultos sin alimentar) que son dificiles de ver (Roca, 2006;
Olmo et al., 2014).

Respecto a la época del afio en gue se establecid el diagndstico, en el 68,5% de los
casos se realiz6 entre los meses de Junio y Octubre (Fig. 4.8.). Los meses en los que se
diagnosticaron la mayoria de los casos de EL concuerdan, en general, con lo observado en
otras comunidades espafiolas como La Rioja (Oteo-Revuelta et al., 2000) y en otros paises de
Europa como Alemania (Wilking y Stark, 2014). Ademas, en estudios previos (Vazquez et
al., 2011), obtuvieron una mayor prevalencia de infestacion por garrapatas en los corzos entre
mayo Yy julio. El desfase que existe entre este periodo y el momento del diagndstico de la EL
se debe, probablemente, al tiempo que transcurre desde la picadura de garrapata hasta el
diagndstico.
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Figura 4.8. Numero de casos segun el mes en el que se realizé el diagnoéstico.

4.2. GARRAPATAS RECOGIDAS DE CORZOS Y DE LA NATURALEZA: TIPIFICACION DE LAS
GENOESPECIES DE Borrelia.

Para su mejor comprension, este apartado le subdividimos en 3. En los 2 primeros, se
detallan las prevalencias de infeccion por Borrelia halladas en las garrapatas obtenidas de los
corzos y de la naturaleza, y en el tercero se especifican las genoespecies de Borrelia
identificadas.

4.2.1. Prevalencia de infeccion por B. burgdorferi s.l. en garrapatas obtenidas de
COrzos

En este estudio, todas las garrapatas identificadas en los corzos eran de la especie |I.
ricinus. Estos resultados coinciden con los hallados, previamente en un estudio mas amplio
realizado en Galicia, por Vazquez et al. (2011) quienes comprobaron que la especie
predominante en corzos abatidos en distintas localidades gallegas era 1. ricinus (presente en el
99,7% de los animales); estos autores Unicamente hallaron un animal que albergaba
Dermacentor (0,3% de los animales). Estos resultados son similares a los obtenidos en otros
paises y regiones del centro de Europa, como el norte de Italia, Polonia y Alemania (Carpi et
al., 2008; Skotarczak et al., 2008; Vor et al., 2010). Por el contrario, Alonso et al. (2004)
observaron que la especie de garrapatas predominante en cérvidos del sureste de Espafia era
Rhipicephalus bursa, mientras que 1. ricinus fue una de las especies con menor prevalencia.
Estos datos coinciden con la distribucion de I. ricinus en el medio, ya que sus héabitats son
principalmente areas con precipitaciones abundantes, amplia cubierta vegetal y elevado
nimero de rumiantes silvestres y domésticos en extensivo (Estrada-Pefia et al., 2004), como
sucede en nuestro estudio.

Durante el proceso de clasificacion de las garrapatas, se observd (Figura 4.9.) que
estas pertenecian a todos los estadios (larva, ninfa y adulto) siendo, en los corzos, mas
prevalentes los adultos y en especial las hembras (Tabla 4.4.). Estos resultados coinciden con
lo observado en estudios previos (Matuschka et al., 1993; Vazquez et al., 2011), en los que
también se hallaron un elevado porcentaje de estadios inmaduros en rumiantes silvestres. En
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este sentido, Estrada-Pefia (1994) sefial6é que, aunque . ricinus tiene un amplio rango de
hospedadores, las larvas y las ninfas se alimentan principalmente de un elevado nimero de
micromamiferos y pequefias aves, mientras que los adultos parasitan, sobre todo, a rumiantes.
De hecho, las hembras de I. ricinus s6lo se alimentan con éxito en grandes animales como
ciervos, ovejas, vacas y perros (EUCALB, 2009).

Figura 4.9. a) Las garrapatas se obtuvieron tras un examen minucioso de la piel del corzo. b) La presencia
de hembras adultas ingurgitadas fue muy frecuente.

Al considerar la zona de procedencia de los corzos se observé que las cifras medias de
garrapatas en los corzos abatidos en la meseta fueron superiores a las halladas en los de la
montafia (Tabla 4.4.), constatandose con el test de Kruskal-Wallis que estas diferencias eran
significativas (x°= 4,214; p= 0,040). Estos resultados difieren de los obtenidos por Vazquez et
al. (2011), quienes hallaron cifras medias superiores en los corzos abatidos en la montafia,
aungue carecieron de significacion estadistica. Asimismo, se observé que el nimero medio de
cada uno de los estadios de desarrollo de I. ricinus resultd ligeramente més elevado en los
corzos de la meseta que en los de la montafia, a excepcion de las hembras adultas; con el test
de Kruskal-Wallis se constato que estas diferencias no eran significativas en ningun caso (p>
0,05).

Tabla 4.4. Namero medio + DE de . ricinus recuperadas de los corzos, al considerar la zona climatica y el
estadio de desarrollo.

Meseta Montana TOTAL
Larva 12,05+34,89 5,76+6,64 9,64+27,77
Ninfa 21,09+30,11 19,50+22,82 20,50+27,54
Macho adulto 10,97+12,93 10,67+9,58 10,85+11,50
Hembra adulta 24,60+20,47 26,03+26,68 25,33+23,02
Total 59,47+57,74 45,69+48,99 53,70+54,52

Al relacionar la densidad de corzos con el nimero total de garrapatas recuperadas de
éstos, con la prueba de Spearman se comprobé que ambas variables no estaban
correlacionadas (p= -0,159; p= 0,036). Asimismo, tampoco estuvo correlacionada la densidad
de corzos con la intensidad de infestacion por los diferentes estadios de desarrollo de I.
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ricinus (p> 0,05). Estos resultados coinciden con los de Carpi et al. (2008) quienes sefialaron
que la intensidad de infestacion por garrapatas no era dependiente de la densidad de corzos.

Respecto a la cobertura forestal y su posible relacion con la intensidad de parasitacion por
garrapatas, se constatd que tampoco estaba correlacionada con ninguno de los estadios de
desarrollo de I. ricinus (p> 0,05). Estos resultados, no concuerdan con las observaciones de
Estrada-Pefia et al. (2012), debido a que los bosques caducifolios o pastizales humedos y
cubiertos de maleza, como sucede en la montafia lucense, serian los habitats mas propicios
para l. ricinus.

Mediante la PCR que amplifica un fragmento del gen que codifica para la flagelina de
Borrelia (FlaB; Figura 4.10.) se comprob6 que B. burgdorferi s.l. estaba presente en un
reducido nimero de machos adultos de 1. ricinus recogidos de los corzos, puesto que
unicamente se detectaron amplicones del tamano esperado (=350 pb) en 9 de los 178 (5,1%)
pooles procesados. Asimismo, la tasa de infeccion minima (MIR), que se calculo
considerando que Unicamente un ejemplar de la garrapata estaba infectado en cada pool
positivo, fue inferior al 1% (Tabla 4.5.). Estas prevalencias tan reducidas son similares a las
halladas en garrapatas de corzos abatidos en Noruega, donde Unicamente el 2,9% de las ninfas
eran positivas a esta espiroquetas, mientras que ningun adulto de I. ricinus estaba infectado
con B. burgdorferi s.l. (Kjelland et al., 2011). Sin embargo, en un estudio previo realizado en
el mismo pais, Rijpkema et al (1996) encontraron unas prevalencias muy elevadas, puesto que
el 40% de los machos de Ixodes obtenidos de corzos estaban infectados por B. burgdorferi
s.l.,, aunque este porcentaje era inferior (20%) en las hembras que todavia no se habian
alimentado de los corzos.

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 1213 C+  C-

100 pbS

Figura 4.10. Amplificacion de un fragmento de aproximadamente 350 pb del gen de la flagelina de
Borrelia. Calles 8 y 13: muestras positivas; C+: control positivo; C-: control negativo.

Al tener en cuenta Unicamente los ayuntamientos donde se detectaron machos adultos de
I. ricinus infectados con B. burgdorferi s.l., se observo que el porcentaje de pooles positivos
oscild entre el 3,3% de Lugo y el 33,3% de Guitiriz (Tabla 4.5.). Asimismo, el MIR varié
también de forma considerable, entre el 0,4% (Lugo) y el 4,8% (Guitiriz).
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Tabla 4.5. Porcentaje de pooles y tasa de infeccion minima (MIR) de machos de . ricinus positivos a B.
burgdorferi s.l. en relacion con la zona de captura de los corzos.

Machos Ixodes ricinus

Zona Ayuntamiento
Total pooles* MIR**
MESETA Castro de Rei 1/10 (10,0%) 1/66 (1,5%)
Castroverde 3/17 (17,6%) 3/152 (2,0%)
Guitiriz 1/3 (33,3%) 1/21 (4,8%)
Lugo 1/30 (3,3%) 1/283 (0,4%)
Total Meseta 6/98 (6,1%) 6/788 (0,8%)
MONTANA Baralla 1/18 (5,6%) 1/166 (0,6%)
Fonsagrada (A) 2/16 (12,5%) 2/136 (1,5%)
Total Montana 3/80 (3,8%) 3/661 (0,5%)
Total 9/178 (5,1%) 9/1449 (0,6%)

Al considerar la zona de procedencia de 10s corzos, se observo que tanto el porcentaje de
pooles positivos como la tasa de infeccion minima fue superior en las garrapatas obtenidas de
corzos de la meseta (Tabla 4.5.), aunque con Chi cuadrado se comprobé que estas diferencias
no eran estadisticamente significativas (p> 0,05). Asimismo, al analizar la posible influencia
de la densidad de corzos y la superficie forestal sobre el nUmero de garrapatas en las que se
hallaron las distintas genoespecies de B. burgdorferi s.l. se observo que en los ayuntamientos
de la meseta, en los que habia menor densidad de corzos y de masa forestal, fue donde se
hallo6 un mayor numero de garrapatas infectadas, aunque estas diferencias no fueron
significativas (p> 0,05). En este sentido, Jensen et al. (2000) comprobaron que la prevalencia
de B. burgdorferi s.l. en ninfas de I. ricinus era independiente de la abundancia de corzos en
la zona.

4.2.2. Prevalencia de infeccion por B. burgdorferi s.l. en garrapatas obtenidas de la
naturaleza.

En las diferentes salidas se recogieron un total de 2.450 garrapatas de la vegetacion.
Todas eran Ixodes ricinus, excepto 7 hembras y 4 machos adultos de Dermacentor
marginatus recogidos en los ayuntamientos de Cospeito y A Fonsagrada. Mediante el examen
microscopico de los ejemplares de |. ricinus se comprobd que existian garrapatas
pertenecientes a todos los estadios (Figura 4.11.), predominando las ninfas (2.017 ejemplares)
sobre las hembras (175) y los machos adultos (158); las larvas se identificaron en menor
proporcion (89 ejemplares).

Nuestros resultados coinciden con los descritos en Espafia por Asensi et al. (1993), Gil et
al. (2005), Barandika et al. (2008, 2011), Barral et al. (2002) y Ruiz-Fons et al. (2012), que
sefialaron que 1. ricinus era la especie de garrapata mas frecuente en diferentes Comunidades
Autonomas del norte de la Peninsula Ibérica. Por el contrario, en el centro del Pais
predominan otras especies, principalmente Hyalomma lusitanicum y Dermacentor marginatus
(Toledo et al., 2009; Barandika et al., 2011). En estas zonas, I. ricinus se halla de forma
ocasional, lo que puede deberse a la elevada exigencia higrométrica de esta garrapata
(Mérquez-Jiménez et al., 2005); por ello, la mayoria de los casos de EL en Espafia se han
diagnosticado en la zona norte (Anda et al., 1993; Guerrero et al., 2001; Pazos et al., 2010;
Portillo et al., 2014).

En todos los ayuntamientos muestreados se recogieron ninfas, machos y hembras adultas
de 1. ricinus; esta amplia distribucion revela que la Comunidad Gallega constituye un habitat
muy favorable para la supervivencia y desarrollo de los diferentes estadios de I. ricinus, pues
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les proporciona amplias zonas de densa cubierta vegetal, que mantiene una elevada humedad
relativa durante los periodos del afio mas secos (James et al., 2014). Ademas, en Galicia
existe un amplio nimero y variedad de hospedadores de los que se pueden alimentar los
diferentes estadios de esta garrapata (Estrada-Pefa et al., 2012).

Figura 4.11. Diferentes estadios de desarrollo de I. ricinus recogidos de la vegetacion. De izquierda a
derecha: hembra y macho adulto, ninfa y larva.

Del total de las 2.439 garrapatas |. ricinus recogidas de la naturaleza, solo fueron
analizadas 1.052 (ninfas 734, hembras 175 y machos 143), repartidas en 142 pooles.

El analisis molecular de las muestras de estas garrapatas analizadas (Figura 4.12.)
permitié detectar ADN de B. burgdorferi s.l. en el 59,9% (85/142) de los pooles procesados
(Tabla 4.6.).

Figura 4.12. Amplificacion de un fragmento de aproximadamente 350 pb del gen de la flagelina de Borrelia
en muestras procedentes de garrapatas obtenidas de la vegetacion. Calles 1,2,3,6 y 7: muestras positivas;
C+: control positivo; C-: control negativo.
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Tabla 4.6. Porcentaje de pooles y tasa de infeccion minima (MIR) de ninfas y machos adultos de /. ricinus
recogidos en la naturaleza y positivos a B. burgdorferi s.l.

ZONA AYUNTAMIENTO NINFAS MACHOS ADULTOS
Pooles MIR Pooles MIR
Begonte 4/5 (80%) 4/50 (8%) 3/5 (60%) 3/25 (12%)
Castro de Rei 3/3 (100%) 3/30 (10%) 0/1 (0%) 0/2 (0%)
< Castroverde 4/5 (80%) 4/50 (8%) 0/1 (0%) 0/2 (0%)
5 Corgo (0) 3/5 (60%) 3/50 (6%) 1/2 (50%) 1/11 (9,1%)
0 Cospeito 2/5 (40%) 2/50 (4%) 2/2 (100%) 2/9 (22,2%)
= Lugo 6/6 (100%) 6/60 (10%) 1/3 (33,3%) 1/13 (7,7%)
Vilalba 3/5 (60%) 3/50 (6%) 1/2 (50%) 1/8 (12,5%)
Total 25/34 (73,5%)  25/340 (7,4%) 8/16 (50%) 8/70 (11,4%)
Cervantes 3/10 (30%) 3/100 (3%) 1/2 (50%) 1/8 (12,5%)
Fonsagrada (A) 1/10 (10%) 1/100 (1%) 0/3 (0%) 0/15 (0%)
= Meira 3/3 (100%) 3/33 (9,1%) 0/1 (0%) 0/3 (0%)
= Navia de Suarna 4/5 (80%) 4/50 (8%) 2/4 (50%) 2/19 (10,5%)
% Pontenova (A) 4/4 (100%) 4/41 (9,8%) 0/3 (0%) 0/14 (0%)
= Ribeira de Piquin 0/2 (0%) 0/20 (0%) 0/1 (0%) 0/3 (0%)
Riotorto 5/5 (100%) 5/50 (10%) 1/2 (50%) 1/11 (9,1%)
Total 20/39 (51,3%) 20/394 (5,1%) 4/16 (25,0%) 4/73 (5,5%)
TOTAL 45/73 (61,6%) 45/734 (6,1%) 12/32 (37,5%) 12/143 (8,4%)
Tabla 4.6. (continuacion)
ZONA AYUNTAMIENTO HEMBRAS ADULTAS TOTAL
Pooles MIR Pooles MIR
Begonte 4/4 (100%) 4/21 (19%) 11/14 (78,6%) 11/96 (11,5%)
Castro de Rei 1/1 (100%) 1/3 (33,3%) 4/5 (80%) 4/35 (11,4%)
< Castroverde 1/2 (50%) 1/9 (11,1%) 5/8 (62,5%) 5/61 (8,2%)
= Corgo (0) 2/2 (100%) 2/8 (25%) 6/9 (66,7%) 6/69 (8,7%)
k] Cospeito 2/2 (100%) 2/8 (25%) 6/9 (66,7%) 6/67 (9,0%)
= Lugo 3/3 (100%) 3/16 (18,8%) 10/12 (83,3%) 10/89 (11,2%)
Vilalba 2/2 (100%) 2/12 (16,7%) 6/9 (66,7%) 6/70 (8,6%)
Total 15/16 (93,8%) 15/77 (19,5%) 48/66 (72,7%) 48/487 (9,9%)
Cervantes 0/1 (0%) 0/3 (0%) 4/13 (30,8%) 4/111 (3,6%)
Fonsagrada (A) 1/5 (20%) 1/25 (4%) 2/18 (11,1%) 2/140 (1,4%)
=z Meira 0/1 (0%) 0/2 (0%) 3/5 (60%) 3/38 (7,9%)
= Navia de Suarna 2/3 (66,7%) 2/16 (12,5%) 8/12 (66,7%) 8/85 (9,4%)
% Pontenova (A) 7/7 (100%) 7/35 (20%) 11/14 (78,6%) 11/90 (12,2%)
= Ribeira de Piquin 0/1 (0%) 0/1 (0%) 0/4 (0%) 0/24 (0%)
Riotorto 3/3 (100%) 3/16 (18,8%) 9/10 (90%) 9/77 (11,7%)
Total 13/21 (61,9%) 13/98 (13,3%) 37/76(48,7%) 37/565 (6,5%)
TOTAL 28/37 (75,7%)  28/175 (16%) 85/142 (59,9%) 85/1052 (8,1%)

El porcentaje de pooles positivos fue superior en las hembras adultas (75,7%), mientras
que solo en el 37,5% de los pooles de machos adultos se hall6 ADN de B. burgdorferi s.I. Por
su parte, la tasa de infeccién minima (MIR), que se calculd considerando que Unicamente un
ejemplar de Ixodes spp estaba infectado en cada pool positivo, fue del 8,1% (Tabla 4.6.), que
es, por lo general, superior a las prevalencias halladas en el norte de Espafia, que oscilaron
entre el 0,9% y el 10,2% (Barral et al., 2002; Gil et al., 2005; Barandika, 2009; Ruiz-Fons et
al., 2012). De igual modo, en el centro de Espafia, Toledo et al. (2009) identificaron Borrelia
spp. en el 1,7% de las garrapatas recogidas en la Comunidad de Madrid, aunque en 1. ricinus
la prevalencia fue mucho maés elevada (25%) que en Hyalomma lusitanicum (3,3%); de todos
modos, estos autores solo analizaron 8 ejemplares, hallados en una Unica zona de muestreo.

Los porcentajes de infeccion hallados en nuestro estudio son similares a los observados
en otros paises de Europa, como Dinamarca (5-6%; Jensen et al., 2000), Estonia (8,2%; Geller
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et al., 2013), Finlandia (5%; Mékinen et al., 2003), Francia (13,2%; Quessada et al., 2003) o
Polonia (9%; Cisak et al., 2006). Sin embargo, el metaanalisis de los resultados obtenidos en
Europa desde 1984 hasta 2003 revela que B. burgdorferi s.l. es mucho mas prevalente en
garrapatas de paises del centro de Europa (Rauter y Hartung, 2005); de hecho en Alemania,
Noruega o la Republica Checa, los porcentajes de garrapatas infectadas con la espiroqueta
varian entre el 14,3% y el 35% (Baumgarten et al., 1999; Jenkins et al., 2001; Makinen et al.,
2003; Danielova et al., 2004; Maetzel et al., 2005; Schwarz et al., 2012; Tveten et al., 2013).

Al considerar el estadio de desarrollo de la garrapata, los valores més elevados de MIR se
observaron en las hembras adultas (16%), y los mas reducidos en las ninfas (6,1%). Nuestros
resultados revelan la presencia de un elevado nimero de garrapatas infectadas con B.
burgdorferi s.l. en Galicia; estas prevalencias, aun tratdndose de tasas de infeccion minimas,
son superiores a las halladas en otras regiones del norte de Espafia, donde el porcentaje de
adultos de I. ricinus infectados por Borrelia oscilé entre el 1,7-9,3% (Barral et al., 2002;
Barandika et al., 2008) y el de ninfas entre el 1,5-4% (Barral et al., 2002; Ruiz-Fons et al.,
2012). De hecho, recientemente, Estrada-Pefia et al. (2011) considerd la zona integrada por
Galicia, Asturias y el sur de Cantabria como un area de prevalencia moderada de Borrelia en
garrapatas, en la que el nivel de infeccion de las ninfas es similar al de otros paises europeos
como Holanda y Bélgica.

La presencia de porcentajes de infeccion por Borrelia mas elevados en adultos que en
ninfas se habia observado también en otros paises europeos, como Republica Checa,
Finlandia, Suiza, Alemania, Noruega y Polonia (Hubalek et al., 1993; Mékinen et al., 2003,
Jouda et al., 2004; Kampen et al. 2004; Maetzel et al., 2005; Soleng y Kjelland, 2013;
Stanczak et al., 2000). Segun Matuschka et al. (1993), los adultos de los ixodidos presentan
una mayor probabilidad de estar infectados que las ninfas, puesto que estas Ultimas habrian
estado expuestas a la infeccion solo una vez, como larva, mientras que los adultos habrian
estado expuestos 2 veces, una como larva y otra como ninfa. Sin embargo, es necesario
considerar que, en nuestro estudio, los pooles de ninfas se realizaron con mas individuos
(generalmente 10 ninfas/pool) que en el caso de los adultos, donde se analizaron
conjuntamente aproximadamente 5 garrapatas; por ello, en el caso de las ninfas, la prevalencia
real podria ser muy superior al 6,1% observado. Estas ninfas son, segun Gern y Humair
(2002), de gran importancia como vectores de la espiroqueta, ya que los machos adultos de 1.
ricinus no se alimentan, y las hembras adultas se alimentan principalmente de grandes
animales, ungulados sobre todo, que no constituyen hospedadores reservorios competentes de
la espiroqueta. En este sentido, es necesario llevar a cabo nuevos estudios y analizar las
garrapatas recogidas de vegetacion de forma individual con objeto de obtener, de esta manera,
datos mas precisos acerca de la prevalencia de infeccién por Borrelia en 1. ricinus de Galicia.
De hecho, determinar la prevalencia de la infeccion por Borrelia en las garrapatas que se
encuentran en la naturaleza es uno de los componentes de mayor importancia para valorar el
riesgo de adquirir EL (Mannelli et al., 2003). Esta informacion puede ser de gran utilidad en
la prevencion de esta enfermedad, puesto que la Sociedad de enfermedades infecciosas de
América (ISDA) y el Boletin Epidemioloxico de Galicia (2014) recomiendan el tratamiento
antibiético profilactico cuando, entre otros criterios, mas del 20% de las garrapatas de la zona
estén infectadas con Borrelia burgdorferi s.I.

Al considerar la zona de recogida de las garrapatas, como se aprecia en la Tabla 4.6.,
en las de la meseta se obtuvo un mayor porcentaje de pooles positivos (48/66; 72,7%) y tasa
de infeccion minima (9,9%) que en las de la montafia (37/76, 48,7%; MIR= 6,5%). Con Chi
cuadrado se comprob6 que las diferencias en el nimero de pooles positivos (x°= 8,498; p=
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0,003) y en el MIR (¥*= 3,853; p= 0,049) eran estadisticamente significativas. Al tener en
cuenta Unicamente los ayuntamientos donde algun pool resultd positivo, en la meseta este
porcentaje oscilo entre el 62,5% de Castroverde y el 83,3% de Lugo; mientras que, en la
montafia lo hizo entre el 11,1% de Fonsagrada y el 90% de Riotorto. Del mismo modo, se
observo que en la zona de meseta el MIR oscilo entre un 8,2% (Castroverde) y un 11,5%
(Begonte), mientras que en la montafia se observd una mayor oscilacion (1,4% en A
Fonsagrada - 12,2% en A Pontenova). Estos resultados contrastan con la mayoria de los
estudios, que sefialan que el porcentaje de I. ricinus infectadas con Borrelia spp. es superior
en zonas boscosas (Gray et al., 1992, 1995; Dister et al., 1997; Barral et al., 1993). No
obstante, Estrada-Pefia et al. (2011) sefialaron que las prevalencias mas reducidas de B.
burgdorferi s.I. en garrapatas estan asociadas a zonas con una mayor oscilacion térmica,
donde se registren las temperaturas minimas y maximas mas bajas, como en la zona de
montafia, lo que concuerda con lo observado en el presente trabajo. Todo ello indica en la
prevalencia de Borrelia spp. en las garrapatas en Galicia influyen mdltiples factores y, en
consecuencia, es necesario realizar estudios mas amplios que permitan identificarlos. En este
sentido, seria de gran utilidad conocer el papel que tienen diferentes animales silvestres
(micromamiferos, aves, etc.) como reservorios de la espiroqueta. Ademas, Gray et al. (1992)
observaron mayor porcentaje de garrapatas infectadas con Borrelia en zonas con baja
presencia de garrapatas y grandes mamiferos, pero con un elevado nimero de roedores que
actuaban como reservorios.

Cuando se tuvieron en cuenta las diferentes fases de desarrollo de la garrapata, se
comprobd que tanto el porcentaje de pooles positivos a B. burgdorferi s.I. como el MIR
fueron siempre superiores en los 1. ricinus de la meseta (Tabla 4.6.). En las dos zonas, los
porcentajes de pooles positivos fueron significativamente méas elevados en hembras adultas y
més bajos en machos (x’= 10,607; p= 0,005), mientras que el MIR fue significativamente
superior en hembras, y mas bajo en ninfas (y*= 18,554; p< 0,001).

4.2.3. Tipificacion de las genoespecies de Borrelia burgdorferi s.I. en garrapatas
obtenidas de corzos y de la naturaleza.

Como se sefiald en el apartado anterior, en las garrapatas recuperadas de los corzos y de
la naturaleza se hallaron 9 y 85 pooles positivos de B. burgdorferi s.l.; no obstante, mediante
el andlisis de la secuencia de nucle6tidos se identificaron, a mayores, dos pooles positivos a B.
miyamotoi en los ixddidos de los corzos y uno en las recolectadas en la naturaleza. Esta
genoespecie no se incluyo en el presente estudio puesto que no se considera un agente causal
de la EL, sino que se encuentra asociada a la presencia de fiebres recurrentes (Wagemakers et
al., 2015).

Al analizar las secuencias del complejo B. burgdorferi s.l. se identificaron cinco
genoespecies patdgenas, que se encuentran entre las de mayor interés desde el punto de vista
médico como causantes de EL: B. afzelii, B. burgdorferi sensu stricto (s.s.), B. garinii, B.
lusitaniae y B. valaisiana. En la actualidad, existe un amplio consenso en que B. azfelii, B.
burgdorferi s.s., B. garinii y B. valaisiana constituyen las principales causantes de la EL en
Europa y Asia (Skinner, et al., 2007; Biesiada, et al., 2012; Dehnert, et al., 2012; Kubiak, et
al., 2012); cada una de estas genoespecies se asocia con determinadas manifestaciones
clinicas: B. azfelii con lesiones cutaneas tardias del tipo de la acrodermatitis cronica atrofica
(Biesiada et al., 2012), B. burgdorferi s.s. con artritis (Skinner et al., 2007), B. garinii con
neuroborreliosis (Biesiada et al., 2012) y B. valaisiana con acrodermitis cronica atrofica
(Weber et al., 2001; Rudenko et al., 2011). Por el contrario, B. lusitaniae se trata de una
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genoespecie relativamente nueva presente fundamentalmente en el sur de Europa y en el norte
de Africa, y de la que se posee poca informacion, aunque cada vez son mas numerosos los
trabajos en los que se describe su poder patdgeno (Collares-Pereira, et al., 2004; Richter, et
al., 2013; Szekeres et al., 2015).

Todas las genoespecies se detectaron tanto en garrapatas recuperadas de los corzos como
en las recogidas de la vegetacion, excepto B. burgdorferi s.s., que Unicamente se identificé en
un pool de 1. ricinus procedentes del ambiente. B. garinii fue la genoespecie detectada en un
mayor porcentaje de pooles positivos, tanto en las garrapatas recogidas del medio como en los
machos adultos obtenidas en los corzos (Figura 4.13.); por el contrario, B. afzelii fue la menos
frecuente en I. ricinus de corzos y de vegetacion.

B. garinii

B. valaisiana

B. lusitaniae

B. afzelii

W . ricinus de corzo

W /. ricinus de vegetacion

B. burgdorferi s.s.

0 10 20 30 40 50 60 (%)

Figura 4.13. Porcentaje de pooles positivos donde se identificaron las diferentes genoespecies del grupo B.
burgdorferi s.l.

Como se aprecia en la Tabla 4.7., los porcentajes de pooles positivos para las diferentes
genoespecies de B. burgdorferi s.l. y los valores de MIR fueron siempre muy superiores en las
garrapatas recogidas en la naturaleza.

En Europa, varias investigaciones han sefialado que en enfermos de Lyme se han aislado
B. burgdorferi s.s., B. garinii, B. afzelii, B. valaisiana, B. lusitaniae, B. bissetti y B.
spielmanii, aunque predominan las tres primeras, que son las halladas también en este estudio
(Kubiak et al., 2012; Stanek et al., 2012). En este sentido, los trabajos realizados en Espafia
han permitido identificar una elevada diversidad de genoespecies de B. burgdorferi s.l.,
superior a la hallada en otros paises europeos; las principales diferencias con respecto al resto
de Europa parecen ser el predominio de B. garinii y B. lusitaniae (Estrada-Pefa et al., 2011) y
la reducida importancia de B. afzelii, una de las genoespecies aisladas con mayor frecuencia
en otros paises del centro y norte del continente.
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Tabla 4.7. Porcentajes de pooles positivos y valores de MIR al considerar las genoespecies identificadas

I. ricinus de corzo I. ricinus de vegetacion
Pool positivo (%) MIR (%) Pool positivo(%) MIR (%)
B. afzelii 1/178 (0,6) 1/1449 (0,07) 3/142 (2,1) 3/1052 (0,3)
B. burgdorferi s.s. 0/178 (0) 0/1449 (0) 1/142 (0,7) 1/1052 (0,1)
B. garinii 4/178 (2,3) 4/1449 (0,3) 46/142 (32,4) 46/1052 (4,4)
B. lusitaniae 2/178 (1,1) 2/1449 (0,1) 7/142 (4,9) 7/1052 (0,7)
B. valaisiana 2/178 (1,1) 2/1449 (0,1) 28/142 (19,7) 28/1052 (2,7)

De todos modos, la importancia y distribucion de cada una de las genoespecies varia
notablemente, incluso dentro de una misma Comunidad Auténoma. Asi, en varios trabajos
realizados en I. ricinus recogidos de vegetacion del Pais Vasco, se identificaron las cinco
genoespecies del grupo B. burgdorferi s.I. halladas en el presente estudio (Barral et al., 2002;
Gil et al.,, 2005; Barandika et al., 2008), donde la genoespecie més abundante fue B.
burgdorferi s.s. (14/28), seguida de B. valaisiana (10/28) y B. garinii (8/28); siendo B. afzelii
(1/28) la menos frecuente (Gil et al., 2005). En garrapatas recogidas en diferentes
Comunidades del norte de Espafia (Castilla y Leon, La Rioja y Pais Vasco), Escudero-Nieto et
al. (2000) hallaron cuatro genoespecies, siendo B. garinii la mas frecuente (7/13); mientras
que, B. burgdorferi s.s. (3/13), B. valaisiana (2/13) y B. lusitaniae (1/13) se hallaron en menor
proporcion. En Madrid, Toledo et al. (2009) dnicamente identificaron B. burgdorferi s.s.
(15/25) y B. garinii (4/25).

Todas las investigaciones realizadas en Espafia coinciden al sefialar que B. afzelii es una
genoespecie muy poco prevalente en garrapatas de la Peninsula Ibérica; de hecho no se han
descrito manifestaciones cutaneas relacionadas con esta genoespecie en Espafa (Anda et al.,
1993; Guerrero, 1995; Arteaga et al., 1998). Algunos autores han sefialado asociaciones entre
ciertas genoespecies de Borrelia y algunos hospedadores, sobre todo micromamiferos y aves,
lo que puede limitar en gran medida su presencia en determinadas areas. Asi, se ha descrito
que los roedores son hospedadores competentes para transmitir B. afzelii, pero no para B.
garinii o B. valaisiana; en Suiza, Humair et al. (1995) observaron una importante asociacion
entre B. afzelii y pequefios roedores, asi como entre B. burgdorferi s.s. y B. afzelii y las
ardillas rojas; en el Reino Unido, Craine et al. (1997) también observaron una considerable
relacion entre B. afzelii y las ardillas grises. Por el contrario, varias investigaciones sugieren
que diversas especies de aves actuarian como reservorios de B. garinii y B. valaisiana
(Kirstein et al., 1997; Kurtenbach et al., 1998, Hanincové et al., 2003). En este sentido, la
escasez 0 ausencia de estos hospedadores en la zona de estudio podria explicar la limitada
presencia en Galicia de algunas genoespecies de Borrelia como B. afzelii y B. burgdorferi s.s.
que son muy frecuentes en otras regiones europeas.

Con respecto a la distribucion de las diferentes genoespecies de Borrelia, como se
aprecia en la Tabla 4.8., en los machos de . ricinus obtenidos de corzos abatidos en las 2
zonas de estudio, se identificaron B. garinii y B. lusitaniae, mientras que B. afzelii y B.
valaisiana se hallaron Gnicamente en corzos de la zona de meseta. B. garinii fue la
genoespecie que presentd mayor distribucion, pues se identificO en garrapatas de corzos
abatidos en cuatro ayuntamientos diferentes, mientras que las otras genoespecies solo se
detectaron en uno 0 dos municipios.
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Tabla 4.8. Ayuntamientos donde se identificaron las genoespecies de Borrelia en machos de I. ricinus
obtenidos de los corzos.

GENOESPECIE MESETA MONTANA
Borrelia azfelii Guitiriz

Borrelia garinii Castro de Rei, Castroverde Baralla, A Fonsagrada
Borrelia lusitaniae Castroverde A Fonsagrada
Borrelia valaisiana Castroverde, Lugo

Respecto a las genoespecies identificadas en las garrapatas de la vegetacion, se observo
que B. burgdorferi s.s. y B. lusitaniae solo se hallaron en las recogidas en la zona de montafa,
mientras que el resto se observaron en ambas areas (Tabla 4.9.). La distribucion de B. garinii
y B. afzelii fue similar en ambas zonas, pero B. valaisiana se identifico con mayor frecuencia
en los I. ricinus de la meseta.

Tabla 4.9. Pooles de I. ricinus recogidas de vegetacion positivos a Borrelia burgdorferi s.l. al considerar la
zona climatica.

MESETA MONTANA TOTAL
ninfas 3 Q ninfas 3 Q
B. azfelii 1 (4%) 1(12,5%) 0 (0%) 1.(5%) 0 (0%) 0 (0%) 3
B. burgdorferi s.s. 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(5%) 0 (0%) 0 (0%) 1
B. garinii 12 (48%) 5(62,5%) 7 (46,7%) 13 (65%) 3 (75%) 6 (46,2%) 46
B. lusitaniae 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (10%) 0 (0%) 5 (38,5%) 7
B. valaisiana 12 (48%) 2 (25%) 8 (53,3%) 3 (15%) 1(25%) 2 (15,4%) 28

Al tener en cuenta los diferentes estadios de desarrollo de las garrapatas (Figura 4.14.), se
comprobd que en las ninfas se hallaron todas las genoespecies relacionadas con EL
identificadas en nuestro estudio; por el contrario, en las hembras adultas solo se detectaron las
tres genoespecies mas comunes (B. garinii, B. valaisiana y B. lusitaniae).
Independientemente del estadio de desarrollo de la garrapata, y como se muestra en la Figura
4.14., en un elevado porcentaje de pooles positivos, se hall6 B. garinii (46,4-66,7%) y B.
valaisiana (25-35,7%). Por el contrario, B. lusitaniae fue mucho mas frecuente en las hembras
adultas.
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Figura 4.14. Porcentaje de pooles positivos donde se identificaron las diferentes genoespecies de Borrelia,
al considerar el estadio de desarrollo de /. ricinus. a) ninfas; b) machos adultos; c) hembras adultas.

4.3. MANIFESTACIONES CLINICAS, TRATAMIENTO Y EVOLUCION DE LOS ENFERMOS DE
LYME.

La mayoria (62%) de los pacientes (Tabla 4.10.) tenian un solo tipo de manifestacion
clinica y fueron menos frecuentes las combinaciones de dos (32,5%), tres (4,6%) o cuatro
(0,9%). Los sintomas neurolégicos (67,5%) y dermatoldgicos (47,2%) fueron los mas
prevalentes y, en menor proporcion, se observaron los articulares (15,7%) y los cardiacos
(13%).

Segun diversos autores la clinica de la enfermedad varia de unas zonas a otras, siendo
estas diferencias claras entre EE.UU. y Europa (Girschick et al., 2009; Wormser et al., 2013
Portillo et al., 2014, Wang et al., 2014a). En EE.UU. s6lo se ha aislado B. burgdorferi s.s.
como responsable de la enfermedad, mientras que en Europa se han aislado
fundamentalmente 3 genoespecies (B. burgdorferi s.s., B. afzelii y B. garinii), siendo esta
Gltima la mas prevalente en Espafia (Portillo et al., 2014; Marques, 2015). Cada una de estas
genoespecies presenta un trofismo especial por los diferentes tejidos y por lo tanto diferente
sintomatologia (Derddkova et al., 2005; Wormser et al., 2006; Marques 2015). De hecho B.
afzelii parece asociarse mas frecuentemente con dermatitis crénica atréfica, B. garinii con
neuroborreliosis y B. burgdorferi s.s. con artritis, aunque el espectro clinico de cada una de
ellas puede también superponerse (Derdakova et al., 2005; Marques, 2015). Esto explicaria,
en parte, las diferentes manifestaciones neuroldgicas, dermatoldgicas, cardiacas o
reumatoldgicas, que presentaron los pacientes de nuestro estudio, en los que, no obstante,
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predomind la clinica neurolégica propia de B. garinii, siendo esta genoespecie la mas
frecuentemente encontrada en las garrapatas recogidas de la naturaleza en la zona de estudio.

Tabla 4.10. Prevalencia de manifestaciones dermatolédgicas (D), neurolégicas (N), cardiacas (C) y
reumatologicas (R) y fases de la EL en las que se encontraban los enfermos.

Cuadro clinico TOTAL FASE | FASE Il FASE Il
n (%) n (%) n (%) n (%)

D 24 (22,2) 24 (85,7)

N 38 (35,1) 37(55,3) 1(7,7)

C 2 (1,9) 2 (3,0)

R 3(2,8) 3 (23,0)

D+C 2 (1,9) 1(3,6) 1(1,5)

D+N 18(16,7) 1(3,6) 17 (25,3)

D+R 4 (3,7) 2(7,1) 2 (15,4)

C+N 6 (5,6) 5 (7,4) 1(7,7)

N+R 5 (4,6) 3 (4,5) 2 (15,4)

D+C+N 1(0,9) 1(7,7)

D+N+R 1(0,9) 1(7,7)

C+N+R 3(2,8) 2 (3,0) 1(7,7)

D+C+N+R 1(0,9) 1(7,7)

TOTAL 108 28 67 13

En el momento del diagnostico, el 25,9% de los enfermos de Lyme se encontraban en
Fase I, el 62,1% en Fase Il y el 12% en Fase I1l. De los 28 pacientes que estaban en Fase I, la
mayoria (85,7%) presentaban exclusivamente afectacion cutanea, siendo esta patognomonica
de la EL (Biesada et al., 2012; Stanek et al., 2012; Portillo et al., 2014).

De los 67 pacientes que estaban en Fase I, el 95,5% presentaban clinica neurolégica
aislada o asociada a patologia dermatoldgica y cardiaca. Como se expondra en el apartado de
manifestaciones neuroldgicas, las mas frecuentes fueron las precoces, lo que explica que la
mayoria de nuestros pacientes se encontraran en la Fase Il de la enfermedad en el momento
del diagndstico, hecho que concuerda con lo observado en otros estudios (Portillo et al.,
2014).

En la Fase I, la clinica reumatolégica sola o asociada (76,9%) fue la mas frecuente.

4.3.1. Del sistema nervioso.

De los 108 casos confirmados con enfermedad de Lyme, 73 pacientes (67,6%) padecian
neuroborreliosis, resultando este porcentaje superior al 35% descrito en Europa (Hildenbrand
et al., 2009; Wang et al., 2014b) o al 15% publicado en EEUU (Hildenbrand et al., 2009;
Jassan, 2014; Wang et al., 2014b; Halperin, 2015b). Este elevado porcentaje de pacientes con
clinica neurolégica se corresponde con los resultados obtenidos por Verma et al (2014),
quienes afirmaron que la neuroborreliosis es la manifestacion mas frecuente de la forma
diseminada de la EL en Europa.

En la mayoria de los casos (52,1%) los sintomas neuroldgicos fueron la (nica
manifestacion de la EL vy el resto, asociaba alteraciones cutaneas (24,7%), cardiacas (8,2%),
articulares (6,8%) o una combinacion de tres 0 mas de estas (8,2%) como corresponde a una
enfermedad multisistémica como es la EL (Matera et al., 2014; Halperin, 2015b).

De los 73 enfermos con neuroborreliosis (Tabla 4.11.), 26 (35,6%) presentaron una sola
manifestacion neuroldgica, mientras que la mayoria (64,4%) asociaban dos 0 méas. En este
altimo caso cabe sefialar que el 11% presentaban meningorradiculoneuritis (MR) o Sindrome
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de Bannwart (Weber, 2001); no obstante, la combinacion méas frecuentemente observada fue
la meningorradiculitis descrita por Pachner et al. (2007) como la forma méas frecuente de
presentacion de neuroborreliosis en Europa.

Tabla 4.11. Principales manifestaciones neurolégicas y localizacion de la radiculitis

CLINICA N° (%) TERRITORIO (N°) PAR CRANEAL(N°)
Radiculitis 17 (23,3%) C(5),D(2),L(7),CL(2),DL(1)

Radiculitis+meningitis 28 (38,3%) C(8),D(7),L(9),CD(1),CDL(3)

Radiculitis+meningitis+ 8 (11%) C(2),L(5),DL(1) VII(7),VII+VI(1)
neuropatia craneal

Radiculitis+meningitis+ 1 (1,4%) L(1)

polineuropatia sensitivo motora

Radiculitis+meningitis+mielitis 1 (1,4%) L(1)

Radiculitis+polineuropatia 3 (4,1%) D(1),L(2)

sensitivo motora

Meningitis 3 (4,1%)

Meningitis+neuropatia craneal 6 (8,2%) VIl (6)
Neuropatia craneal 5 (6,8%) VII(3),X(1),11I(1)
Encefalopatia 1 (1,4%)

La mayoria de los pacientes con neuroborreliosis padecian radiculitis (79,5%) lo que
coincide con lo observado en otros estudios realizados en Europa (Wang et al., 2014b; Jassan,
2014); por el contrario, en EE.UU., Wang et al. (2014b) sefialaron que solo el 4% de los
enfermos de Lyme padecian radiculitis. La zona lumbar fue la méas frecuentemente afectada y
en menor medida la regién cervical o dorsal, hecho ya descrito por Halperin (2015b) aunque
con una frecuencia claramente menor para la poblacion americana.

El 26% de los pacientes presentaban neuropatia craneal, siendo este porcentaje similar
(35%) al descrito por otros autores en Europa (Wang et al., 2014b). La paralisis facial
periférica fue la neuropatia craneal predominante (84,4%) y en menor medida estaban
afectados otros nervios craneales como el vago (5,2%), el motor ocular comun (5,2%) v el
motor ocular externo (5,2%), lo que coincide con los sefialado por otros autores (Halperin et
al., 2007; Wang et al., 2014b). De forma excepcional, un paciente sufrié afectacion
simultanea del VI 'y VII par craneal dato ya documentado en Europa y América (Hildenbrand
et al., 2009; Abul-Kasim, 2010).

Todos los pacientes con paralisis facial a los que se realizd puncién lumbar asociaban
meningitis linfocitaria, lo que concuerda con lo sefialado por Bremell y Hagberg (2011) que
sugirieron la realizacion de una puncion lumbar de rutina en pacientes con paralisis facial
periférica residentes en zonas endémicas de EL, en especial, si esta afeccién neuroldgica se
observaba entre Mayo y septiembre.

En cuatro pacientes se detectd una polineuropatia sensitivomotora de tipo mixto sin un
claro predominio axonal como describen algunos autores (Pachner et al., 2007).

Unicamente en 2 pacientes se detectaron manifestaciones neuroldgicas tardias de la EL,
como encefalopatia y mielitis, que son raras o infrecuentes entre los enfermos de Lyme (Bigi
et al., 2010; Erol et al., 2013).

Del total de pacientes con clinica neuroldgica, la mayoria se encontraban en fase Il
(87,6%), el 11% en fase 111 y solo el 1,4% en fase I.

Se obtuvo LCR en 52 de los 73 pacientes, siendo normal en 5 casos. El 64% del total de
enfermos con neuroborreliosis padecian meningitis (M) sola o asociada a radiculitis (R),
neuropatia craneal (NC), polineuropatia sensitivomotora (PN) o mielitis (MI). En la Tabla
4.12., se resumen los principales datos bioquimicos hallados en el LCR de los pacientes con
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meningitis, los resultados obtenidos concuerdan con los hallados en otros estudios (Mygland
et al., 2010; Djukic et al., 2012) en los que también se observaron alteraciones bioquimicas en
el LCR. Un resultado normal en la citoquimica se asocia a pacientes inmunodeprimidos o con
diagndsticos muy tempranos de neuroborreliosis precoz (Migland et al., 2010).

El nimero total de leucocitos detectado en el LCR de los enfermos oscilé entre 10 y
1.000 lo que concuerda con lo observado por otros autores (Migland et al., 2010; Djukic et
al., 2012). Entre las células del LCR habia un claro predominio de mononucleares y en la
mayoria de los casos las proteinas estaban elevadas y los niveles de glucosa normales. Estos
datos nos ayudan en el diagnostico diferencial con otros tipos de meningitis bacterianas en las
que las proteinas también estan elevadas pero predominan los neutréfilos con niveles bajos de
glucosa o bien en el diagnéstico diferencial con meningitis de origen virico en las que
predominan los linfocitos pero los niveles de proteinas en el LCR se mantienen habitualmente
dentro de los limites normales (Migland et al., 2010; Esposito et al., 2013b).

Tabla 4.12. Datos de laboratorio de los pacientes con meningitis.

Leucocitos % MN Proteinas Glucosa Leucocitos % PMN % LI
CLiNICA en LCR en LCR en LCR en LCR en sangre en sangre en suero
x (SD) x (SD) x (SD) x (SD) x (SD) x (SD) x(SD)
M 645,7 70,7 65,0 55,7 6233,3 67,7 26,0
(761,8) (48,2) (32,7) (8,1) (2470,5) (15,0) 9,9)
M+R 191,4 95,9 98,8 68,4 8392,9 58,9 29,9
(265,1) (4,8) (38,1) (29,8) (3017,8) (12,1) (11,5)
M+R+NC 207,1 90,8 151,8 57,6 7325,0 62,0 27,8
(202,8) (11,2) (68,9) (16,9) (2165,1) (13,1) (14,4)
M+NC 150,0 88,0 78,3 62,5 11083,0 54,7 34,3
(175,4) (10,2) (31,7) (7,0) (6350,9) (16,6) (14,7)
M+NC+PN 21 75 94 59 7200 66 25
M+R+MI 61 94 353 54 4700 56 45

En el 73% de los casos, mediante ELISA se detectaron anticuerpos en LCR, siendo este
porcentaje similar (70%) al descrito por Erol et al. (2013). Ademas, se solicito la deteccion de
Borrelia, mediante PCR, en el LCR de 15 pacientes y en uno se detectdé B. garinii, lo que
supone que el 6,7% de las PCR realizadas eran positivas, siendo este porcentaje inferior al 17-
21% que Lebech (2002) sefiala para la deteccion de DNA de B. burgdorferi en el LCR de los
pacientes con clinica neurolégica; no obstante, nuestros resultados concuerdan en parte con
los de este autor, quien también observo que la genoespecie dominante era B. garinii debido a
su especial tropismo por el sistema nervioso.

En las muestras de sangre periférica, tanto por ELISA como por Western Blot, todos los
pacientes eran seropositivos a Borrelia y al igual que en otros estudios (Suarez et al., 2015)
no se observo leucocitosis significativa ni desviacion izquierda.

Como se aprecia en la tabla 4.13. de los 10 pacientes que no recibieron tratamiento
antibiotico, no se aprecié mejoria o esta fue parcial en el 90% de los casos. Los enfermos
tratados con antibioticos (fundamentalmente ceftriaxona o doxiciclina), evolucionaron hacia
la curacion completa en el 67% de los casos, se obtuvo una respuesta parcial en el 22% y no
se observo mejoria en el 11%.
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Tabla 4.13. Evolucion de los pacientes teniendo en cuenta el tratamiento administrado.

TRATAMIENTO MEJORIA COMPLETA MEJORIA PARCIAL NO MEJORIA
(farmaco, semanas, via) (CURACION) (SECUELAS)
No recibieron tratamiento 1 2 7
Ceftriaxona, 4, iv 10 0 0
Ceftriaxona, 4 (3 iv+1im) 1 0 0
Ceftriaxona, 3, iv 20 7 1
Ceftriaxona, 3 (2 iv+1im) 4 0 0
Ceftriaxona, 2, iv 8 2 0
Doxiciclina, 8, vo 0 1 0
Doxiciclina, 4, vo 2 0 0
Doxiciclina, 3, vo 2 2 0
Doxiciclina, 2, vo 1 0 0
Azitromicina o Ciprofloxacilo 0 2 0
TOTAL 49 16 8

Los 16 pacientes con secuelas habian presentado radiculitis y estas consistieron en dolor
radicular residual en 7, parestesias en 5 (de estos uno asociaba paresia facial), debilidad
muscular en 3 y en 1 caso se resolvio la clinica neuroldgica pero persistio la artritis que
asociaba.

El porcentaje de enfermos que alcanzé la curacion completa tras el tratamiento con
ceftriaxona (81,1%) fue superior al observado en los tratados oralmente con doxiciliclina
(62,5%). Estos resultados contrastan con estudios realizados en EEUU y Europa que
proponen el uso de doxiclina oral en vez de una terapia méas agresiva con ceftriaxona iv para
los casos de neuroborrelisis sin afectacion parenquimatosa del sistema nervioso central
(Bremell et al., 2014; Jassan et al., 2014; Halperin et al., 2013; Halperin 2015a). Esta
propuesta se basa en que la doxiclina es capaz de atravesar la barrera hematoencefalica y en
que la espirogueta es sensible a la misma. Sin embargo, estos y otros autores (Dersch et al.,
2014) puntualizan gue son necesarios estudios con un mayor grado de evidencia cientifica,
para poder establecer como tratamiento de primera eleccion a la doxiciclina en vez de la
ceftriaxona como ocurre actualmente.

El 91,8% de los enfermos con neuroborreliosis residian en el medio rural y menos de la
mitad (41,1%) recordaban el antecedente de picadura de garrapata. La mediana de edad fue de
67 afos (rango: 1-89), existiendo un ligero predominio del sexo masculino (61,65%),
coincidiendo estos datos en gran medida con lo observado en Dinamarca por Bodker et al.
(2015).

Entre los meses de Junio y Octubre se diagnosticaron el 67,1% de los casos, lo que
coincide con los resultados de Kindler et al. (2015) que observaron que el 75% de los casos se
diagnosticaban en estos meses.

4.3.2. Cutaneas.

En 51 pacientes (47,2%), de los 108 casos confirmados de EL, se observaron
manifestaciones cutaneas consistentes en eritema migrans en 44 casos, eritema crénico
migrans en 6 casos y acrodermatitis cronica atrofica en un Unico paciente. Este dato supone
gue en nuestro estudio, las manifestaciones cutaneas constituyen la segunda manifestacién en
frecuencia de la enfermedad tras la neuroborreliosis. Estos resultados contrastan con los
obtenidos en otros paises europeos como Suecia (Skogman et al., 2010), Eslovenia (Strle et
al., 2013), Austria (Glatz et al., 2015) o Francia (Skinner et al., 2007) en los que la clinica
dermatoldgica fue la manifestacién predominante. Esta discordancia podria explicarse por una
limitacion del estudio, dado que sélo incluye pacientes de diagnostico hospitalario o aquellos
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que sin ser valorados en el Hospital presentaron Western-Blot positivo a Borrelia. De esta
manera es posible que un nimero no despreciable de enfermos con eritema migrans hayan
sido diagnosticados y tratados por sus médicos de atencion primaria sin consulta hospitalaria
y con serologias negativas a Borrelia y por lo tanto no hayan sido incluidos en el. Esto podria
suponer un mayor nimero de casos de eritema migrans, hacer de la clinica cutanea la
manifestacion méas frecuente y en definitiva, incrementar todavia mas la incidencia de
enfermedad en el area de estudio.

En el 49% de los casos las lesiones cutaneas constituyeron la Gnica manifestacion de la
enfermedad. El resto asociaban patologia neuroldgica (35%), reumatoldgica (8%), cardiaca
(4%), o incluso una combinacion de tres 0 mas sistemas afectados (4%) como corresponde a
una enfermedad multisistémica (Skinner et al., 2007; Garcia-Meléndez et al., 2014).Se
identifico un paciente con acrodermatitis cronica atrofica lo que supone el 2% de las
manifestaciones cutaneas, dato ligeramente superior al 0,9% descrito por Glatz et al. (2015)
entre la poblacion austriaca. En el presente estudio, no se identifico ningin caso de
linfocitoma cutaneo.

Tabla 4.14. Principales manifestaciones dermatologicas y su localizacion

CLINICA N° (%) LOCALIZACION
Jovenes Adultos + Mayores

EM 19 (37,2%) 1 cuello,1 brazo, 1 pierna 9 pierna, 1 espalda

2 abdomen, 4 desconocidos
ECM 5 (9,8%) 1 torax 3 pierna, 1 toérax
ACA 1 (2%) 0 1 mano
EM+ N 18 (35,2%) 1 axila, 1 torax 8 pierna, 3 brazo, 1 cabeza,

2 torax,1 espalda, 1 abdomen
EM+ R 3 (5,8%) 1 cabeza, 1 pierna, 1 térax
EM+ C 2 (4%) 1 pierna, 1 torax
EM+N+R 1 (2%) 1 desconocido
EM+ R+ N+C 1 (2%) 1 desconocido
ECM + R 1 (2%) 1 mano

El eritema migrans fue la manifestacion cutanea mas frecuente (86,3%) coincidiendo con
lo descrito en otros estudios (Skinner et al., 2007; Esposito et al., 2013; Glatz et al., 2015). Su
localizacion preferente en los adultos fue en las extremidades inferiores (48,7%), mientras que
en los menores de 15 afios se localizé6 fundamentalmente en la mitad superior del cuerpo
(80%) como ya ha sido observado por otros autores (Moniuszko et al., 2015; Esposito et al.,
2013; Pérez et al. 2013).

Como ya habia sido descrito en otros estudios (Pérez et al., 2013), casi la mitad de los
pacientes con eritema migrans (43%), fueron diagnosticados de forma retrospectiva. Se llegd
a conocer el antecedente de la lesion patognomdnica, una vez hecho el diagnéstico de la
enfermedad en fases diseminadas y preguntar directamente a los enfermos por la posibilidad
de haber padecido una lesién compatible. En estos casos los pacientes no habian consultado al
médico o éste no fue capaz de identificar la lesion cutanea como manifestacién localizada de
la enfermedad por lo que no recibieron tratamiento antibiotico de forma precoz y
evolucionaron hacia una forma diseminada. Esto es posible porque esta lesion se puede
resolver espontaneamente (Biesada et al., 2012; Glatz et al., 2015) aunque la enfermedad en
este caso, como hemos observado en nuestro estudio, podra evolucionar hacia una forma
diseminada.

En los 6 pacientes con eritema crénico migrans la lesion se localiz6 en las extremidades
inferiores en tres casos, en el torax en dos casos y en la mano en un caso. En este Gltimo fue
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necesario realizar la toma de una biopsia para el diagnéstico definitivo, realizdndose una PCR
sobre la piel biopsiada con un resultado positivo para Borrelia afzelii que es la genoespecie
mas especificamente relacionada con lesiones cronicas de la piel (Weber et al., 2001; Rizzoli
et al., 2011; Biesiada et al., 2012). La rentabilidad de la PCR sobre piel con eritema migrans
se considera buena al alcanzar una alta especificidad con una sensibilidad de hasta el 59%
(Moniuszko et al., 2015).

La mayoria de los enfermos con manifestaciones cutaneas se encontraban en Fase |
(55%) y en menor proporcion en Fase 11 (35%) y 111 (10%).

Como se aprecia en la Tabla 4.15., en la mayoria de los pacientes (96,4%) diagnosticados
y tratados en Fase I, se observo una remision completa de la EL. Por este motivo, el objetivo
fundamental del tratamiento antibiotico en la fase localizada, es evitar la progresion de la
enfermedad y sus secuelas, aungque esto no se consiga en la totalidad de los casos (Moniuszko
et al., 2015; Esposito et al., 2013; Pérez et al., 2013).

Tabla 4.15. Evolucion de los pacientes teniendo en cuenta el tratamiento administrado y la fase de la

enfermedad.

FASE TRATAMIENTO CURACION SECUELAS NO MEJORIA
(farmaco, semanas, via)

| Doxiciclina, 3, vo 18 1 0
Amoxicilina, 2 0 3, vo 4 0 0
Amox-clavulanico, 2 o0 3, vo 4 0 0
Ceftriaxona, 3, iv 1 0 0

1l Doxiciclina, 3, vo 2 0 0
Eritromicina, 3, vo 1 0 0
Ceftriaxona, 2 0 3 0 4, iv 10 3 0
No tratamiento 0 0 2

] Doxiciclina, 3, vo 1 3 0
Ceftriaxona, 3, iv 0 1 0

Los pacientes tratados en Fase Il, en su mayoria (72,2%) consiguieron la remision
completa de los sintomas, mientras que en el 16,6% se observé una mejoria parcial,
presentando secuelas de tipo neurolégico. En los 2 pacientes no tratados no se objetivo
mejoria alguna. Por el contrario, la mayoria de los enfermos tratados en Fase Il (80%)
tuvieron secuelas articulares y neuroldgicas.

Como hemos observado en este estudio, el porcentaje de secuelas observado en los
pacientes diagnosticados y tratados en fases diseminadas de la enfermedad (39,1%) fue
netamente superior al 3,6% observado en los tratados precozmente; demostrandose una vez
mas, la importancia de un mayor conocimiento de esta enfermedad entre los facultativos y
entre la poblacion para evitar retrasos en el diagndstico (Pérez et al., 2013).

De los 44 pacientes con eritema migrans, mas de la mitad (61%) recordaban el
antecedente de picadura de garrapata y el 60% eran varones dato que contrasta con lo
observado por Strle et al. (2013) entre la poblacion eslovena, en la que las manifestaciones
cutaneas predominaron en el sexo femenino.

4.3.3. Articulares.

De los 108 enfermos de Lyme, el 15,7% (n= 17) mostraron clinica articular. La
localizacion y prevalencia de estas manifestaciones se resumen en la Tabla 4.16. La mayoria
de los pacientes (64,7%) presentaron artritis, el 29,4% artralgias y el 5,9% bursitis. En todos
los casos la rodilla fue la articulacion mas afectada. Estos resultados, coinciden, en general,
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con los sefialados por otros autores (Nau et al., 2009; Silva et al., 2011; Daikh et al., 2013;
Aiyer et al., 2014; Nimmrich et al., 2014).

Tabla 4.16. Localizacion y prevalencia de las manifestaciones articulares.

TOTAL TOBILLO RODILLA MANO CoDO

N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
ARTRITIS 11 (64,7) 1(9,1) 7 (63,6) 3(27,3) 0 (0,0)
ARTRALGIAS 5 (29,4) 0 (0,0) 4 (80,0) 1 (20,0) 0 (0,0)
BURSITIS 1(5,9) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (100)

En los enfermos de Lyme que presentaron artritis (Tabla 4.17.), en la mayoria de los
casos (72,7%) esta se asocid a otras manifestaciones neuroldgicas, dermatolégicas o
cardiacas, lo que concuerda con lo observado en otros estudios (Nau et al., 2009; Olmo et al.,
2014; Portillo et al., 2014).

En los pacientes que tenian artritis, excepto en 1 enfermo (caso 5) en el que se observé
EM vy se realizé el diagnostico temprano (5 dias), en el resto (90,9%) hubo un retraso medio
de 402 dias. La mayoria de los pacientes que tenian artritis, estaban en Fase Ill de la EL
acumulando un importante retraso en el diagndstico, lo que concuerda con lo observado por
otros autores (Schoen et al., 2011; Olmo et al., 2014).

En el liquido articular de los EL que padecian artritis se observd un incremento en el
numero de leucocitos a expensas de polimorfonucleares por lo que es necesario realizar un
diagndstico diferencial con la artritis séptica (Daikh et al., 2013). Esto hace que en ocasiones
el diagnostico diferencial entre ambas entidades sea dificil e incluso pueda llegar a someterse
a estos enfermos a tratamientos agresivos e innecesarios como el drenaje quirurgico (Aiyer et
al., 2014). Por este motivo la artritis de Lyme debe ser considerada en pacientes de zonas
endémicas con monoartritis u oligoartritis y sobre todo si la articulacion afectada es la rodilla
(Daikh et al., 2013).

De los 6 pacientes que presentaron EM, cuatro se trataron con amoxicilina, amoxicilina-
clavulanico o doxiciclina, que este Gltimo el tratamiento de eleccion para los mayores de ocho
afios (Esposito et al., 2013a; Portillo et al., 2014). Todos los pacientes tratados evolucionaron
hacia la curacion sin secuelas, corroborando lo descrito en otras publicaciones en las que el
tratamiento se asocia con remision de la enfermedad en el 99% de los casos (Biesada et al.,
2012; Glatz et al., 2015). Por el contrario, los dos pacientes en los que el EM se resolvio
espontaneamente al no ser adecuadamente diagnosticados y tratados, evolucionaron hacia una
neuroborreliosis (Fase I1). Esta descrita la resolucion espontanea del EM, aunque en los casos
que no reciben tratamiento antibidtico su resolucion es mas lenta y la posibilidad de
progresion de la enfermedad es mucho mayor (Biesada et al., 2012; Glatz et al., 2015).

A la mayoria de los pacientes con artritis sin clinica neurolégica asociada, se les
administro doxiciclina o amoxicilina via oral, como tratamiento de eleccion (Nau et al., 2009;
Strle et al., 2013). En caso de no obtener una adecuada respuesta al tratamiento inicial, estaria
indicado administrar un nuevo ciclo antibiético durante 2 o 3 semanas seguido, segun la
evolucion, de farmacos antirreumaticos moduladores de la enfermedad como el metotrexato y
tratamiento corticoideo intrarticular como se realiz6 en los casos 1 y 9 (Daikh et al., 2013;
Sordet et al., 2014). No obstante, a pesar del tratamiento, tres pacientes presentaron secuelas
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de tipo neuroldgico (dolor radicular en el brazo) y 2 desarrollaron una artritis cronica
recidivante, por lo que ademas se les administrd corticoides y metrotexato.

Tabla 4.17. Caracteristicas de la EL en pacientes con clinica articular

N° Clinica Fase RD (dias) Bioquimica  Antibiotico (dias/admén)  Secuelas Sexo Edad
(LA) PCR RT (%%47)
1 Artritis (R) 1l 60 Leuc: 19627 Amoxicilina (28/vo)' Artritis M 4
(88% PMN). Ceftriaxona (15/iv)’ cronica
PCR en LA: Metotrexato (sc)’ recurrente
B. garinii Corticosteroide
intraarticular?
2 Artritis (R) 1l 1380 Leuc: 28500 Doxiciclina (60/vo) NO M 47
(90% PMN)
3 Artritis (R) 1l 60 Leuc: 32000 Doxiciclina (30/vo) NO M 52
(85% PMN)
4 Artritis 1 150 No disponible Doxiciclina (21/vo) NO M 62
(D+R)
5 Artritis 1l 5 No disponible Doxiciclina (21/vo) NO M 60
(D+R)
6 Artritis Il 450 No disponible NO Dolor M 58
(R+N) raduicular
en brazo
7 Artritis 1l 300 No disponible Ceftriaxona (21/iv) NO \' 87
(R+N)
8 Artritis 1l 60 No disponible Ceftriaxona (21/iv) NO M 79
(R+N)
9 Artritis 1l 30 Leuc: 39440 Doxiciclina (60/vo)°. Artritis \' 46
(D+R+N) (99% PMN) Metotrexato sc* cronica
Coirticosteroide recurrente
intraarticular®
1 Artritis 1l Desconoci  No disponible Doxiciclina (21/vo)’ Dolor \'% 75
0 (R+N+C) do Clavulanico/amoxicilina radicular
(10/vo)® brazo
Ciprofloxacino (30/vo)®
1 Artritis M 730 No disponible Doxiciclina (21/vo)™ Dolor v 74
1 (D+R+N+C) Ciprofloxacino (10/vo)"’ radicular
brazo
1 Artralgias | 90 PCR en piel Doxiciclina (60/vo) NO \' 54
2 (D+R) (EM): B.
afzelli
1 Artralgias | 1 No disponible Doxiciclina (21/vo) NO M 70
(D+R)
1 Artralgias Il 90 No disponible Azitromicina (10/vo) NO \' 58
4 (R+N)
1 Artralgias Il 3 No disponible Doxiciclina (30/vo) NO M 81
5 (R+N)
1 Artralgias Il 2 No disponible Ceftriaxona (27/iv) NO \' 34
6 (R+N+C)
1 Bursitis Il 1277 No disponible NO Pérdida de \'% 54
7 (R+N+C) fuerzay
dolor
radicular
brazo

RT: Reiteran tratamiento (Ten 2012;% en 2013; 3en 2011; “en 2012; °en 2013;  en 2014; " en 2006; Zen 2011; °
en 2012; "en 2006; " en 2013)
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En aquellos pacientes con artritis y clinica neuroldgica asociada se les administrd, el
tratamiento de eleccion, ceftriaxona endovenosa durante 21 dias (Wormser et al., 2006;
Bockenstedt et al., 2014) como se hizo en los pacientes 7 y 8 de nuestro estudio. No se
observo clinica articular residual tras el tratamiento en el 88,2% de los pacientes, lo que
concuerda con lo descrito por otros autores (Nau et al., 2009; Daikh et al., 2013).

En los pacientes de nuestro estudio, se observd que las artralgias y bursitis, sin artritis
asociada, fueron relativamente frecuentes y se observaron con mayor frecuencia en la fase Il
de la enfermedad (Nau et al., 2009; Silva et al., 2011; Stanek et al., 201la). Estas
manifestaciones siempre estuvieron asociadas a clinica dermatoldgica, neuroldgica o cardiaca.
A 5 de los 6 pacientes (83,3%) se les administro tratamiento antibiGtico y no presentaron
secuelas. Por el contrario, hubo 1 paciente con bursitis que tuvo un retraso en el diagnostico
de 1277 dias, no fue tratado y presentd secuelas de tipo neurolégico.

No se apreciaron diferencias en la clinica articular al considerar el sexo de los pacientes,
lo que coincide con lo observado en otros estudios (Olmo et al., 2014; Wilking et al., 2014).

La edad de los pacientes oscil6 entre 4 y 87 afios (mediana 58 afios), constatandose una
mayor prevalencia de manifestaciones articulares en los pacientes adultos (52,9%) y mayores
(41,2%) que en los jovenes (5,9%), por lo que no se observo la distribucion bimodal
observada en la EL (Rizzoli et al., 2011; Wilking et al., 2014; Vazquez-Lépez et al., 2015).

4.3.4. Cardiacas.

De los 108 casos confirmados de enfermedad de Lyme, 15 (13,90%) tenian afectacion
cardiaca, siendo este porcentaje superior al 0,3-4% descrito en Europa (Semmler et al., 2010;
Dersch et al., 2014; Shenthar et al., 2014; Schelffold et al., 2015) o al hallado (4-10%) en
América (Karmacharya et al., 2013; Shenthar et al., 2014; Schelffold et al., 2015).

Como se observa en la Tabla 4.18., la mayoria de los pacientes (86,7%) asociaban otro
tipo de manifestacion clinica y s6lo dos padecian Gnicamente problemas cardiacos. La
alteracion del ritmo cardiaco fue la manifestacion mas frecuente (93%) y consistié en un
bloqueo auriculoventricular (Blog AV), siendo de primer grado (1* G), en el 50% de los
pacientes, de segundo grado (2° G) en el 35,7% y de tercer grado (3% G) en el 14,3%. Estos
resultados coinciden con las observaciones de otros autores (Semmler et al., 2010; Biesiada et
al., 2012; Esposito et al. 2013b; Robinson et al., 2015) que incluso llegan a relacionar esta
clinica con una invasion directa del tejido cardiaco por la espiroqueta y la consiguiente
respuesta inflamatoria que genera a este nivel.

Solo se observé pericarditis en el 7% de los casos, lo que coincide con lo hallado por
otros autores (Semmler et al. 2010; Karmacharya et al. 2010; Shenthar et al. 2014; Robinson
et al. 2015) que consideran a la pericarditis como una manifestacion rara. Por el contrario,
Schelffold et al. (2015) observaron afectacion del pericardio en el 60% de los pacientes con
patologia cardiaca.

En el momento del diagnéstico, la mayoria se encontraban en fase Il y el 20% en fase
Il como ya habian sefialado Semmler et al. (2010) y Shenthar et al. (2014). No se observo el
predominio estacional propio de otras manifestaciones de la enfermedad como el eritema
migrans o la paralisis facial (Kindler et al., 2015).
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Tabla 4.18. Caracteristicas de la EL en pacientes con clinica cardiaca

N° Manifestaciones Clinica Fase RD Antibidtico Secuelas Sexo Edad
caso cardiacas asociada (dias) (dias/via
administracion)
1 Blog AV 3°G NO I Desconocido Ceftriaxona NO \' 36
(14/iv)
2 Blog AV 2°G NO Il Desconocido NO Blog AV 2°G M 65
3 Pericarditis D Il Desconocido Eritromicina NO \' 63
(21/vo)
4 Blog AV 1°G D I 1 Doxiciclina NO M 63
(21/vo)
5 Blog AV 1°G N Il 60 Ceftriaxona NO M 70
(16/iv)
6 Blog AV 1°G N Il 60 Ceftriaxona Pérdida de \'% 83
(21/iv) fuerza
pierna
7 Blog AV 2°G N I 30 Ceftriaxona NO \' 62
(14/iv)
8 Blog AV 1°G N Il 30 Ceftriaxona NO \'% 82
(21/iv)
9 Blog AV 1°G N Il 60 Ceftriaxona NO \' 83
(21/iv)
10 Blog AV 1°G N Il 10 Ceftriaxona NO \' 81
(21/iv)
11 Blog AV 3°G D 1 120 Ceftriaxona Encefalo- \' 59
N (21/iv) patia
Marcapasos
temporal
12 Blog AV 2°G N I Desconocido NO Pérdida de v 54
R fuerza brazo
13 Blog AV 2°G N Il 2 Ceftriaxona NO \' 34
R (27/iv)
14 Blog AV 1°G N 1 1 Ciprofloxacino Blog AV 1°G \' 75
R (10/vo) Dolor
radicular
15 Blog AV 2°G D 1 720 Doxiciclina Dolor \' 74
N (21/vo) radicular
R

El 87% de los pacientes recibieron tratamiento antibidtico fundamentalmente con
ceftriaxona iv o doxiciclina en consonancia con las guias de practica clinica (Wormser et al.,
2006; Forrester et al., 2014). El 70% de los casos evolucionaron hacia la curacién, mientras
que el resto presentaron secuelas de tipo neuroldgico y/o cardiaco que no necesitaron la
colocacion de un marcapasos permanente. Nuestros resultados coinciden con la respuesta
favorable al tratamiento antibidtico observada en otros estudios, en los que la colocacion de
un marcapasos permanente o la evolucidon hacia una miocardiopatia dilatada es también
excepcional (Semmler et al., 2010; Karmacharya et al., 2013; Shenthar et al., 2014;
Schelffold et al., 2015).

Los dos pacientes que no fueron adecuadamente diagnosticados ni tratados mantuvieron
las alteraciones del ritmo y secuelas neuroldgicas asociadas, por lo que una sospecha clinica
fundamentada en la presencia de un blogueo auriculoventricular en un enfermo que resida o
haya viajado a una zona endemica de EL, nos permitira realizar un diagndéstico y tratamiento
precoz que son fundamentales para reducir al maximo la posibilidad de secuelas y por tanto
mejorar la calidad de vida de los pacientes (Karmacharya et al., 2013; Shenthar et al., 2014).

La mediana y la media de edad de los pacientes, con patologia cardiaca, fue de 65
afios. La mayoria eran varones con una relacion 4:1, este predominio del sexo masculino ya
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fue apuntado por otros autores aunque con un ratio algo menor (3:1) en enfermos de Lyme
con clinica cardiaca (Semmler et al., 2010; Shenthar et al., 2014; Schelffold et al., 2015).

4.3.5. En edad pediétrica.

Durante los 8 afios que durd el estudio, se identificaron 10 pacientes pediatricos como
casos confirmados de EL y todos, excepto 1 que presentaba EM, se confirmaron
serologicamente mediante ELISA y Western Blot.

La EL es una enfermedad emergente con un pico de incidencia en edad infantil y cuyo
diagnostico y tratamiento antibiotico precoz es fundamental para reducir su morbilidad
(Esposito et al., 2013a); asi mismo, segun estos autores, la gran variedad de posibles
manifestaciones clinicas y el hecho de que estas puedan confundirse con los sintomas propios
de enfermedades pediatricas, hacen que su diagndstico sea més dificil a esta edad y esto nos
obliga a un mayor conocimiento de esta entidad.

Como se observa en la Tabla 4.19., al diagnostico, el 40% de los pacientes se encontraban
en Fase I, el 50% en Fase 11 y el 10% en Fase 11, lo que concuerda con lo descrito por otros
autores (Gordillo y Sol6rzano, 2010; Portillo et al., 2014).

Tabla 4.19. Caracteristicas de la EL en pacientes pediatricos

N° Clinica Fase RD Bioquimica Antibiotico Sexo Edad
caso asociada (dias) (dias/via administracion)

1 EM (cuello) | 5 Doxiciclina (21/vo) \' 10
2 EM (hombro) | 5 Amoxicilina (21/vo) \' 7
3 EM (rodilla) | 1 Amoxicilina- clavulanico \" 11

(10/vo)

4 EM (costado) | 30 Doxiciclina (21/vo) \' 9
5 Meningitis Il 4 LCR: Ceftriaxona (21/iv) M 12

Prot: 102 mg/dl
Leuc: 1500 (99%

Li)
6 Meningitis Il 1 LCR: Ceftriaxona (16/ \" 4
Paralisis Prot: 100mg/dl iv+5/im)
facial Leuc: 465 (90%
Li)
7 Meningitis Il 4 LCR: Ceftriaxona (14/iv+7/im) \" 1
Paralisis Prot: 36mg/dl
facial Leuc: 60(95% Li)
8 EM (costado) Il 10 LCR: Ceftriaxona (14/iv+7/im) \" 6
Meningitis Prot: 53mg/dl
Leuc:
400(98%Li)
9 EM (axila) Il 30 LCR: Ceftriaxona (14/iv+7/im) M 7
Meningitis Prot: 77mg/dl
Radiculitis Leuc: 976
(85%Li)
10 Artritis 1 60 LA: Amoxicilina (28/ vo) M 4
Leuc: 19627 Ceftriaxona (15/iv)
(88%PMN) Metotrexato (sc)

Corticoide intraarticular

La clinica predominante fue la dermatologica (40%), seguida de la neuroldgica (30%) y
con menor frecuencia de la articular (10%); ademas, el 20% de los enfermos presentaron
manifestaciones dermatoldgicas y neurologicas. No se detectaron casos de afectacion cardiaca
u oftalmoldgica. Al igual que Skogman et al. (2010) la Unica manifestacion cutanea de la EL,
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observada entre los pacientes pediatricos de nuestro estudio, fue el eritema migrans. Esta
lesion se localizo, en la mayoria de los casos, en la mitad superior del cuerpo en
contraposicion a lo que sucede en la edad adulta cuya localizacion mas habitual es en las
piernas. Este hecho ha sido también observado en otros estudios realizados sobre poblacion
infantil (Esposito et al. 2013b). En ningln paciente se observo linfocitoma cutaneo ni
acrodermatitis cronica atrofica que son excepcionales a esta edad (Huppertz et al., 2012; Glatz
etal., 2015).

De los 6 pacientes que presentaron EM, cuatro se trataron con amoxicilina, amoxicilina-
clavulanico o doxiciclina, que este Gltimo el tratamiento de eleccion para los mayores de ocho
afios (Esposito et al., 2013a; Portillo et al., 2014). Todos los pacientes tratados evolucionaron
hacia la curacién sin secuelas, corroborando lo descrito en otras publicaciones en las que el
tratamiento se asocia con remision de la enfermedad en el 99% de los casos (Biesada et al.,
2012; Glatz et al., 2015). Por el contrario, los dos pacientes en los que el EM se resolvio
espontaneamente al no ser adecuadamente diagnosticados y tratados, evolucionaron hacia una
neuroborreliosis (Fase I1). Esta descrita la resolucidn espontanea del EM, aunque en los casos
que no reciben tratamiento antibiético su resolucion es mas lenta y la posibilidad de
progresion de la enfermedad es mucho mayor (Biesada et al., 2012; Glatz et al., 2015).

Las manifestaciones neurolégicas mas frecuentemente encontradas fueron la meningitis y
la pardlisis facial, que constituyen la clinica fundamental de la neuroborreliosis infantil
(Ewers et al., 2015; Kurian et al., 2015). En nuestro estudio, todos los pacientes con clinica
neuroldgica tenian meningitis, y en la bioquimica del LCR se hallaron niveles elevados de
proteinas con aumento de las células de predominio mononuclear. Aunque desde el punto de
vista clinico es dificil diferenciar entre la meningitis de Lyme y la producida por otro tipo de
bacterias o de virus; los valores obtenidos en la bioquimica del liquido cefalorraquideo nos
pueden ayudar en el diagnostico diferencial (Esposito et al., 2013b). El tratamiento
administrado a todos los pacientes fue ceftriaxona (im/iv), durante 21 dias, que constituye el
farmaco de primera eleccién (Esposito et al., 2013b; Pérez et al., 2013; Portillo et al., 2014).

Se observd que todos los casos de paralisis facial tenian meningitis asociada, lo que
concuerda con lo sefialado por Bremell y Hagberg (2011); ademas, para facilitar el
diagnostico en zonas endémicas de EL, estos autores sugirieron que se realizase una puncion
lumbar de rutina. El pronostico de esta entidad en edad pediatrica es habitualmente excelente
si se establece un tratamiento precoz, sin embargo en la edad adulta las secuelas tanto motoras
como cognitivas son mas frecuentes (Esposito et al., 2013b).

Como sucedid en nuestro estudio, Esposito et al. (2013b) sefialaron que,
aproximadamente el 5% de los casos de Lyme pediatrico desarrollaran paralisis facial, incluso
en ausencia de eritema migrans previo. Asimismo, estos autores consideran que, en zonas
endémicas de EL, la paralisis facial periférica, sobre todo si es bilateral, con frecuencia sera
secundaria a la infeccion por Borrelia. Por ello, consideramos que es fundamental incluir esta
entidad en el diagndstico diferencial ante una paralisis facial periférica, para no correr el
riesgo de catalogarla inadecuadamente como una parélisis de Bell, lo que impediria la
administracion del tratamiento antibiotico adecuado (Pérez et al., 2013).

So6lo se observé meningorradiculitis en un paciente, lo que concuerda con lo observado
por Esposito et al. (2013b) que consideran que es una manifestacion muy frecuente en edad
adulta, pero rara en la infancia.

En el presente estudio no observamos ningun caso de encefalopatia, lo que coincide con
Esposito et al. (2013b) quienes consideran que esta manifestacion de la neuroborreliosis es
excepcional en edad pediatrica. Tampoco observamos otras manifestaciones neurologicas
menos frecuentes como ataxia, corea, Vvértigo, mielitis, vasculitis cerebral, neuropatia
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periférica, mononeuritis o radiculitis, descritas por otros autores (Lopez-Alberola et al., 2012;
Esposito et al., 2013b; Kurian et al., 2015).

Todos los enfermos evolucionaron hacia la curacion sin secuelas excepto el paciente con
manifestaciones articulares que desarrolld una artritis cronica recidivante, probablemente
debido a que fue el que acumulé mayor retraso en el diagndstico, aunque segin Nimmrich et
al. (2014) no se ha encontrado ningun marcador clinico o seroldgico fiable para identificar los
casos de riesgo elevado para evolucionar hacia la cronicidad. Sin embargo, estos autores
recomiendan que, en caso de recurrencia de la artritis tras finalizar un tratamiento adecuado,
se podria pautar un ciclo con ceftriaxona durante 2 o 3 semanas, farmacos antirreumaticos
moduladores de la enfermedad como el metotrexato y tratamiento corticoideo intraarticular
como se realizd en nuestro caso.

El hecho de que este paciente presentase una monoartritis recurrente de rodilla, coincide
con lo sefialado por diversos autores (Daikh et al., 2013; Nimmrich et al., 2014) quienes
también observaron que en edad infantil, la rodilla es la articulacion mas frecuentemente
afectada. En la bioquimica del liquido articular, al igual que en la artritis séptica, se observd
un aumento de leucocitos con predominio de neutrofilos (Daikh et al., 2013; Deanehan et al.,
2014). Por este motivo, y para evitar tratamientos mas agresivos, es importante disponer de
cultivos negativos para otros gérmenes tanto en sangre como en liquido articular, asi como de
una serologia positiva frente a Borrelia (ELISA y Western Blot), como sucedid en nuestro
caso, en el que ademaés se aislé B. garinii.

En el presente estudio, todos los pacientes residian en ndcleos rurales, lo que se relaciona
con un mayor riesgo de picadura de garrapata y por tanto de adquirir la EL, dato que coincide
con lo observado por otros autores (Dehnert et al., 2012; Esposito et al., 2013b). Ademas, se
debe tener en cuenta que, las actividades diarias de juego infantil realizadas en contacto con la
naturaleza favorecen la exposicion a la picadura de garrapata y convierten a la infancia en una
edad de riesgo para adquirir la EL (L6opez-Alberola, 2006; Esposito et al., 2013b).

El hecho de que solo la mitad de los pacientes recordaran el antecedente de picadura de
garrapata se corresponde con el porcentaje descrito en la poblacion general (Olmo et al.,
2014, Vazquez-Lopez et al., 2015).

La edad al diagnostico oscilé entre 1 y 12 afios coincidiendo la media y la mediana con la
edad de 7 afios. Estos resultados concuerdan con otros estudios, en los que se sefiala un pico
de incidencia de la enfermedad entre los 5 y 9 afios (Dehnert et al., 2012; Skogman et al.,
2012; Stanek et al., 2012; Esposito et al., 2013b; Wilking et al., 2014). Se observé mayor
prevalencia en el sexo masculino (70%).
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5 CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en este trabajo, se deducen las siguientes conclusiones:

12, La seroprevalencia de Borrelia en personas con sospecha de padecer enfermedad
de Lyme fue similar a la hallada en otras localidades del Norte de Espafia. No obstante, se
constaté un aumento en la tendencia durante los afios de estudio.

22 Existe una correlacion positiva y significativa entre la tasa de incidencia de
enfermedad de Lyme y la seroprevalencia, por lo que la deteccion de anticuerpos especificos
frente a Borrelia es atil para un primer cribado seroldgico mediante ELISA, aunque es
imprescindible su posterior confirmacion mediante Western-Blot, excepto en aquellos
pacientes con eritema migrans.

3% La zona de procedencia y el habitat en el que residen los pacientes influyen sobre la
prevalencia y la tasa de incidencia de Enfermedad de Lyme, siendo ambos pardmetros
significativamente superiores en los residentes en la montafa lucense y en los habitantes del
medio rural.

48, Las tasas de incidencia anuales por 100.000 habitantes son netamente superiores a
las sefialadas en Espafia, siendo la zona de estudio endémica para la Enfermedad de Lyme. La
tasa de incidencia sigue una distribucion bimodal respecto a la edad de los enfermos; por el
contrario, el sexo de los pacientes no influye en la tasa de infeccion.

58 Un elevado nimero de casos de enfermedad de Lyme se diagnosticaron entre los
meses de junio y octubre, coincidiendo con la mayor densidad de garrapatas en los corzos y
en la naturaleza. No obstante, un considerable porcentaje de enfermos no recordaban la
picadura de garrapata.

6% La mayoria de las garrapatas obtenidas de los corzos y de la naturaleza eran Ixodes
ricinus. El porcentaje de ixddidos infectados con Borrelia fue superior en los recolectados en
la naturaleza que en los de los corzos; en ambos casos, la prevalencia de infeccion fue mayor
en los I. ricinus procedentes de la zona de meseta, lo que contrasta con la seroprevalencia y
tasa de incidencia de la EL en la poblacién, ya que esta fue superior en los habitantes de la
montafa. De lo que se deduce que existen diversos factores que intervienen en la infeccion de
I. ricinus por Borrelia, siendo necesario realizar estudios mas amplios que permitan
identificarlos.

72 Se identificaron seis genoespecies de Borrelia: B. afzelii, B. burgdorferi sensu
stricto, B. garinii, B. lusitaniae, B. valaisiana y B. miyamotoi. Las cinco primeras se
consideran genoespecies patdgenas pertenecientes al grupo B. burgdorferi sensu lato y se
encuentran entre las de mayor interés como causantes de enfermedad de Lyme. Todas las
genoespecies se detectaron en las garrapatas recuperadas de los corzos y de la vegetacion,
excepto B. burgdorferi s.s., que unicamente se identificé en I. ricinus de la vegetacion.
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8% Predominaron los pacientes con un solo tipo de manifestacion clinica, aunque
también fueron frecuentes las combinaciones de dos o mas como corresponde a una
enfermedad multisistémica. Predominé la sintomatologia neuroldgica y dermatoldgica y, en
menor proporcion, se observaron manifestaciones articulares y cardiacas.

92. En el momento del diagndstico, la mayoria de los pacientes estaban en Fase Il de la
enfermedad. Un elevado porcentaje de enfermos que estaban en Fase | presentaban
exclusivamente afectacion cutnea. La mayoria de los pacientes en Fase Il presentaban clinica
neuroldgica aislada o asociada a patologia dermatoldgica y cardiaca. En la Fase 111 la clinica
reumatolégica sola o asociada fue la més frecuente.

102 La neuroborreliosis fue la forma presentacion més frecuente entre los enfermos de
Lyme, lo que se corresponde con el especial trofismo que tiene B. garinii por el sistema
nervioso y con que esta fuese la genoespecie méas frecuentemente aislada en los 1. ricinus
recogidos en la vegetacion del area sanitaria. La radiculitis fue la manifestacion neuroldgica
predominante, seguida de la meningitis y la paralisis facial.

112 En los enfermos de Lyme, las manifestaciones cutaneas, articulares y cardiacas
méas frecuentes fueron el eritema migrans, la artritis de rodilla y el blogueo auriculo-
ventricular, respectivamente.

122, En los pacientes pediatricos, la manifestacion cutanea mas frecuente fue el
eritema migrans localizado, sobre todo, en la mitad superior del cuerpo. La meningitis
linfocitaria y la paralisis facial periférica constituyeron las manifestaciones neuroldgicas méas
frecuentes. Todos los enfermos evolucionaron favorablemente tras el tratamiento antibidtico,
excepto uno que desarroll6é una artritis recurrente de rodilla; identificandose B. garinii en el
liquido articular.

132 La incidencia de enfermedad de Lyme, en el area sanitaria de estudio, fue superior a
la hallada en otras zonas de Espafia. No obstante, dada la prevalencia de infeccién por
Borrelia hallada en 1. ricinus, no esté indicado el tratamiento antibiotico profilactico de forma
sistematica tras su picadura.

148, El mejor conocimiento epidemioldgico de la enfermedad nos permitira no sélo
alcanzar un mejor indice de sospecha desde el punto de vista médico, optimizando
diagnostico y tratamiento; sino ademas, actuar activamente para gque la poblacion adopte las
medidas de proteccidn necesarias para evitar la picadura de garrapata o reducir al maximo el
tiempo de alimentacién de la misma, en especial, si viven en zonas rurales o realizan
actividades al aire libre en zonas de riesgo.
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La poblacion objeto de estudio pertenece al area de influencia del Hospital Universitario
Lucus Augusti (HULA) que da cobertura asistencial a una media de 223.374 personas
distribuidas en 41 ayuntamientos que se corresponde geograficamente con la franja central de
la provincia de Lugo.

Entre los afios 2006 y 2013, ambos incluidos, se analizaron los resultados serologicos de
2.845 personas consideradas de riesgo para la enfermedad de Lyme (EL). Se les habia
solicitado la determinacion de anticuerpos especificos frente a Borrelia por presentar clinica
infecciosa inespecifica, lesiones cutaneas u otro tipo de manifestaciones clinicas compatibles
con EL. El test seroldgico empleado fue un ELISA "sandwich™ ligado a fluorescencia de alta
sensibilidad (100%) y especificidad (92%). En el analisis de los resultados de las serologias, y
debido a la confidencialidad de los datos personales, solo se dispuso de la zona de residencia
y el habitat de los pacientes.

Ademas, con objeto de calcular la tasa de incidencia de EL, se revisaron 199 historias
clinicas que incluian a los pacientes ingresados en el HULA con diagnostico al alta de EL y
todas aquellas personas que en este periodo presentaron Western Blot positivo a Borrelia. De
las historias se recogieron; previa autorizacion del Comité de Etica, los datos relativos a zona
y habitat de de residencia, edad y sexo de los pacientes, antecedente de picadura de garrapata,
asi como las manifestaciones clinicas, mes y afio de diagnostico. También se recopilaron los
datos de laboratorio de mayor relevancia, el tratamiento administrado y la evolucion de los
pacientes.

La zona de la Montafia se caracteriza por altitudes elevadas (650-1.500 m), temperaturas
medias bajas (10°C) y elevadas precipitaciones anuales (>1.500 mm), y en ella residen 31.397
habitantes. La Meseta tiene menor altitud (200-600 metros), temperaturas medias moderadas
(12°C) y precipitaciones mas bajas (<1.300 mm) y en ella habitan 191.977 personas. Segun el
MAGRAMA se consideran habitantes del medio rural a los que residen en nucleos de menos
de 2.000 personas (n°= 118.447) y el resto se consideran de habitat urbano (n°= 104.927).
Segun criterios de la OMS, los pacientes se agruparon en jovenes (< 15 afios, n°= 23.947),
adultos (15-60 afios, n® = 128.750) y mayores (> 60 afios, n°= 70.677). En relacién con el
sexo, 108.483 eran varones y 114.891 mujeres.

Asimismo para cada ayuntamiento se tuvo en cuenta la densidad de corzos (niUmero de
ejemplares/100 ha) que varid entre 2,428 y 7,143y el porcentaje de superficie forestal
calculado sobre la superficie total que oscil6 entre el 26% y 90%.

La tasa de incidencia anual por 100.000 habitantes (T1) se calcul6 dividiendo el nimero
de casos nuevos entre el numero de personas en riesgo de adquirir la enfermedad en ese afio,
considerando la poblacion total al inicio del mismo. Asimismo, para el célculo de las tasas de
incidencia anuales especificas (TIE) respecto a las variables consideradas, se tuvo en cuenta la
poblacion de cada categoria al inicio de ese afo. Para calcular la tasa de incidencia acumulada
(TIA) se considerd todo el periodo de estudio. Para el célculo de las tasas de incidencia
acumuladas especificas (TIAE) en relacion con las variables estudiadas se considerd la
poblacién de cada categoria durante todo el periodo de estudio.

En algunos de los ayuntamientos de procedencia de los enfermos de Lyme, ademas, se
dispuso de garrapatas procedentes de 175 corzos cazados, durante las temporadas de caza
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(Abril-Octubre) de los afios 2007 y 2008. Con objeto de determinar el porcentaje de
garrapatas infectadas por Borrelia, se analizaron unicamente los machos de Ixodes ricinus ya
que al no alimentarse de su tercer hospedador, se elimina la posibilidad de que la fraccién del
complemento del corzo haya destruido la espiroqueta. Asimismo, entre los meses de abril y
junio de 2013, en los ayuntamientos en los que se dispuso de machos de I. ricinus de corzos,
se realizaron diversos muestreos en los que se recolectaron garrapatas de la naturaleza. En
ambos casos, se realizaron pooles de, como méaximo, 10 garrapatas, aunque este nimero vario
dependiendo de la cantidad de Ixodes obtenidas en cada uno de los municipios. La extraccion
de ADN de Borrelia se realizO mediante un kit comercial (High Pure PCR Template
Preparation Kit, Roche Diagnostics GmbH®, Mannheim, Alemania), siguiendo el protocolo
especifico para sangre y tejidos recomendado por el fabricante. Para la amplificacion del
ADN se utilizaron PCRs anidadas y para determinar cuales eran las genoespecies de Borrelia
implicadas en la infeccidn de las garrapatas se amplifico un fragmento del gen de la flagelina
(flaB). Las 2 etapas de la PCR anidada estuvieron constituidas por una reaccion
independiente, incluyéndose controles negativos y positivos en todos los ensayos. Los
fragmentos obtenidos tras la realizacion de la segunda reaccion de amplificacion se
sometieron a una electroforesis horizontal en geles de agarosa. La determinaciéon de la
secuencia nucleotidica se realizé en la Unidad de Secuenciacion y Analisis de fragmentos de
la USC. La identificacion de las genoespecies presentes se realizd mediante la comparacién
de las secuencias de ADN obtenidas con aquellas depositadas en la base de datos del
GenBank.

El 15,1% de los sueros examinados presentaban anticuerpos especificos frente a Borrelia.
La seroprevalencia anual de Borrelia oscild entre 8,8% en 2007 y 22,3% en 2012,
constatandose un aumento en la tendencia.

La seroprevalencia fue superior en las personas de la Montafia (24,4%) que en las de la
Meseta (12,5%) y en los residentes en el medio rural (19,9%) que en el urbano (10,5%),
constatdndose que estas diferencias eran significativas tanto al considerar la zona (y2= 53,78;
p<0,001) como el habitat (y?= 48,86; p<0,001).

Asimismo, al considerar los ayuntamientos de procedencia de las personas, se constatd
que existia una correlacion positiva y significativa entre la seroprevalencia y la densidad de
corzos (r= 0,343; p= 0,028). También se observd una correlacion positiva, aunque no fue
significativa, entre la seroprevalencia y la masa forestal (r= 0,174; p>0,05).

De las 199 historias clinicas seleccionadas como casos posibles de EL, Gnicamente 108
cumplian los criterios establecidos por los CDC para ser considerados casos confirmados de
enfermedad. La tasa de incidencia anual por 100.000 habitantes oscil6 entre 2,6 en 2007 y
11,6 en 2012, constatandose una tendencia ascendente con el tiempo. Las tasas de incidencia
anual especificas (TIE) fueron superiores en los habitantes de la Montafia que en los de la
Meseta y en los del habitat rural que en los del urbano. En ambos casos se comprobd que las
TIE mostraron una tendencia ascendente con el tiempo. Al considerar la edad, se observo que
la TIE era superior en los mayores y en los jovenes. Por el contrario, aunque la TIE fue mayor
en los hombres, la tendencia fue similar en ambos sexos.

La tasa de incidencia acumulada (TI1A) en los 8 afios de estudio fue de 48,34/100.000
habitantes, constatandose que existia una correlacion positiva y significativa entre esta tasa de
incidencia acumulada y la seroprevalencia (r= 0,726; p<0,01).

La TIA fue superior en los habitantes de la Montafia (125,27) que en los de la Meseta
(34,37), siendo estas diferencias significativas (y>= 55,16; p<0,001). Asimismo, fue superior
en los del héabitat rural (99,91) que en los del urbano (5,62), siendo estas diferencias
significativas (y2= 71,12; p<0,001). La TIA sigui6 una distribucién bimodal siendo superior

106



6. Resumen

en los mayores (79,55) que en los jovenes (44,30) y en los adultos (30,75). Estas diferencias
fueron estadisticamente significativas Unicamente en las TIAE entre los adultos y los de
mayor edad. En relacion con el sexo, la TIAE fue ligeramente superior en los hombres (56,23)
que en las mujeres (40,53), pero estas diferencias carecieron de significacion estadistica.

Se observo una correlacion positiva y significativa entre la TIA y la densidad de corzos
(r=0,310; p=0,048) y entre esta ultima y la masa forestal (r= 0,597; p<0,01). Sin embargo,
aunque se comprobd que existia una correlacion positiva entre la TIA y la masa forestal (r=
0,148; p>0,05) esta carecio de significacion estadistica.

El 45,4% de los enfermos recordaban la picadura de garrapata y entre los meses de junio
y octubre fueron diagnosticados la mayoria (68,5%) de ellos.

La mayoria de las garrapatas obtenidas tanto de los corzos como de la naturaleza eran de
la especie I. ricinus. En los corzos abatidos en la meseta se hallaron cifras medias (59,5+£57,7)
superiores que en los de la montafia (45,7+49), siendo estas diferencias significativas (y*=
4,214; p=0,040). Mediante PCR, se detect6 ADN de B. burgdorfero s.I. en el 5,1% de los 178
pooles de machos de I. ricinus procesados. Al considerar la zona de procedencia de los
animales se observé que el porcentaje de pooles positivos fue superior en las garrapatas
obtenidas de corzos de la meseta, aunque estas diferencias no resultaron significativas.

En los 1. ricinus recolectados de la naturaleza, el estadio predominante fue el de ninfa
(82,7%) y en menor proporcién se hallaron hembras (7,2%), machos (6,5%) y larvas (3,6%).
Se detectdé ADN de Borrelia en el 59,9% de los 142 pooles procesados. Este porcentaje fue
superior en las hembras (75,7%) que en los machos (37,5%). Al considerar la zona de
recogida de las garrapatas, se obtuvo un mayor porcentaje de pooles positivos en la meseta
(72,7%) que en la montafia (48,7%), siendo estas diferencias significativas (3°= 8,498; p=
0,003).

Al analizar las secuencias de los pooles positivos, se identificaron cinco genoespecies de
B. burgdorferi s.l., que se encuentran entre las de mayor interés desde el punto de vista
meédico, como causantes de EL: B. afzelii, B. burgdorferi sensu stricto (s.s.), B. garinii, B.
lusitaniae y B. valaisiana. Todas las genoespecies se detectaron tanto en garrapatas
recuperadas de los corzos como en las recogidas de la vegetacion, excepto B. burgdorferi s.s.,
que Unicamente se identificé en un pool de I. ricinus procedentes de la naturaleza. B. garinii
fue la genoespecie detectada en un mayor porcentaje de pooles positivos, tanto en las
garrapatas recogidas del medio como en los machos adultos obtenidos de los corzos, siendo B.
afzelii la menos frecuente en ambos casos. No obstante, los porcentajes de pooles positivos de
las diferentes genoespecies fueron siempre muy superiores en las garrapatas recogidas de
vegetacion que en las obtenidas de los corzos.

En la mayoria de los enfermos de Lyme se observo un solo tipo de manifestacion clinica
y fueron menos frecuentes las combinaciones de dos (32,5%), tres (4,6%) o cuatro (0,9%).
Los sintomas neurolégicos (67,5%) y dermatoldgicos (47,2%) fueron los mas prevalentes vy,
en menor proporcion, se observaron los articulares (15,7%) y los cardiacos (13,9%).

En el momento del diagndstico, el 25,9% de los enfermos de Lyme se encontraban en
Fase I, el 62,1% en Fase 11 y el 12,0% en Fase Ill. De los 28 pacientes que estaban en Fase I,
la mayoria (85,7%) presentaban exclusivamente afectacion cutanea. De los 67 pacientes que
estaban en Fase Il, el 95,5% presentaban clinica neuroldgica aislada o asociada a patologia
dermatoldgica y cardiaca. En la Fase Il la clinica reumatoldgica sola o asociada (76,9%) fue
la més frecuente.

El 67,6% de los enfermos de Lyme padecian neuroborreliosis. En el 52,1% de los casos
los sintomas neurologicos fueron la unica manifestacion de la enfermedad y el resto, asociaba
alteraciones cutaneas (24,7%), cardiacas (8,2%), articulares (6,8%) o una combinacion de tres
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0 mas de estas (8,2%). El 87,6% de los pacientes con clinica neuroldgica se encontraban en
fase 11, el 11% en fase 111 y s6lo el 1,4% en fase | de la enfermedad.

La mayoria de los pacientes con neuroborreliosis padecian radiculitis (79,5%) siendo la
zona lumbar la més afectada y asociaban frecuentemente meningitis de predominio
linfocitario con hiperproteinorraquia y niveles de glucosa normales. EI 11% presentaban
meningorradiculoneuritis o Sindrome de Bannwart. En el 26% de los casos existia afectacion
de pares craneales, siendo la pardlisis facial la neuropatia craneal predominante (84,4%)
aunque también se vieron afectados el motor ocular comun (5,2%), el motor ocular externo
(5,2%) vy el nervio vago (5,2%). Un paciente sufrié afectacion simultanea del VI y VII par
craneal. Todos los pacientes con paralisis facial a los que se realizé puncién lumbar asociaban
meningitis linfocitaria. En cuatro pacientes se detectd una polineuropatia sensitivomotora de
tipo mixto sin un claro predominio axonal y Unicamente en 2 pacientes se detectaron
manifestaciones neuroldgicas tardias de la EL, como encefalopatia y mielitis.

Del total de enfermos con neuroborreliosis, el 86,3% fueron tratados con antibioticos
(fundamentalmente ceftriaxona o doxiciclina), y evolucionaron hacia la curacion completa en
el 67% de los casos, se obtuvo una respuesta parcial en el 22% y no se observé mejoria en el
11%. EIl porcentaje de enfermos que alcanzé la curacién completa tras el tratamiento con
ceftriaxona (81,1%) fue superior al observado en los tratados oralmente con doxiciliclina
(62,5%). El 13,7% de los pacientes que no recibieron tratamiento antibiotico, permanecieron
con secuelas en el 90% de los casos. Las secuelas observadas consistieron en dolor radicular
residual en 7 casos, parestesias en 5, debilidad muscular en 3 y en 1 caso se resolvid la clinica
neuroldgica pero persistio la artritis que asociaba. En el liquido cefalorraquideo de un
paciente con neuroborreliosis se identifico por PCR B. garinii.

En 51 pacientes (47,2%) se observaron manifestaciones cutaneas consistentes en eritema
migrans (86,3%), eritema crénico migrans (11,7%) y acrodermatitis cronica atrofica (2%). No
se identificé ningun caso de linfocitoma cutaneo. La mayoria de los enfermos estaban en Fase
| (55%) y en menor proporcion en Fase Il (35%) y 11l (10%). En el 49% de los casos las
lesiones cutaneas constituyeron la Unica manifestacion de la enfermedad. El resto asociaban
patologia neuroldgica (35%), reumatoldgica (8%), cardiaca (4%), o incluso una combinacién
de tres 0 mas sistemas afectados (4%) como corresponde a una enfermedad multisistémica. El
EM se localizé preferente en las extremidades inferiores en los adultos. La mayoria de los
pacientes respondieron adecuadamente al tratamiento antibiético, especialmente a los que se
les administro en Fase | (96,4%). Se observd una remision completa de la EL en los tratados
en Fase Il (72,2%) y tan solo el 20% de los tratados en Fase Ill. Se realiz6 una PCR sobre
biopsia de piel con eritema crénico migrans en la que se identifico B. afzelii.

El 15,7% de los enfermos de Lyme presentaban clinica articular. De estos, el 64,7%
presentaron artritis, el 29,4% artralgias y el 5,9% bursitis. La rodilla fue la articulacion mas
afectada. La clinica articular se asocidé frecuentemente a manifestaciones neuroldgicas,
dermatoldgicas o cardiacas. La mayoria de los pacientes estaban en Fase 111 de la enfermedad.
La mayoria de los pacientes respondieron adecuadamente al tratamiento antibidtico, aunque
en algunos casos fue necesario asociar metotrexato y corticoides intrarticulares, a pesar de lo
cual el 11,8% evolucionaron a una artritis cronica recidivante.

El 13,9% de los enfermos de Lyme tenian afectacion cardiaca. La mayoria (86,7%)
asociaban otro tipo de manifestacion clinica y s6lo dos padecian Unicamente problemas
cardiacos. En el momento del diagnostico, la mayoria se encontraban en fase Il y el 20% en
fase I1l. La alteracion del ritmo cardiaco fue la manifestacion mas frecuente (93%) y consistid
en un bloqueo auriculoventricular, siendo de primer grado en la mitad, de segundo grado en el
35,7% vy de tercer grado en el 14,3%. Solo se observd pericarditis en el 7% de los casos. El
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87% de los pacientes recibieron tratamiento antibidtico y en su mayoria (70%) evolucionaron
hacia la curacion, mientras que el resto presentaron secuelas de tipo neuroldgico y/o cardiaco
que no necesitaron la colocacion de un marcapasos permanente.

Se identificaron 10 pacientes pediatricos con EL, lo que supone una tasa de incidencia
media de 5,5 casos/100.000 habitantes/afio. La clinica predominante fue la dermatologica
(40%), seguida de la neuroldgica (30%) y la articular (10%); ademas, el 20% de los enfermos
presentaron manifestaciones dermatoldgicas y neurologicas. La manifestacion cutanea mas
frecuente fue el eritema migrans de localizacion en la mitad superior del cuerpo. La
meningitis linfocitaria y la paralisis facial periférica constituyeron las manifestaciones
neuroldgicas mas frecuentes. Todos los pacientes evolucionaron favorablemente tras el
tratamiento antibidtico, salvo el que presento artritis de rodilla que evolucion6 hacia una
forma crdnica recurrente. En el liquido articular de este paciente se identifico por PCR B.
garinii.
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ANEXO |






NUmero de estudio

Edad:

Sexo:

Ayuntamiento de residencia:

Habitat:
Rural [
Urbano ]

Exposicion a picadura de garrapata:

o [

Si

Recuerda picadura de garrapata:

No [

si [ Mes del afio

Eritema migrans

No [

Lugar del cuerpo

Si  — Mes del afio

Otras lesiones cutaneas

No [

si [
Manifestaciones cardioldgicas

No 1
Si [ Mes del afio

Cuales

Lugar del cuerpo

Duracién

Cuales







Manifestaciones reumatoldgicas

No [

si ] Mes del afio Cuales

Afectacion del Sistema Nervioso Periférico

No [—1
Si [ Mes del afio Cual

Afectacion del Sistema Nervioso Central

No [
Si [ Mes del afio Cual

Hemograma con leucocitosis

No [

Si [ Desviacion izquierda No[__1 SiC_1
Elevacion de reactantes de fase aguda

No [

si ] PCR[] PCT[]
Bioquimica en LCR

Nol—1

Si (Fecha) Glucosa Proteinas Leucocitos Li PMN

Bioguimica Liquido Articular

No[—]

Si (Fecha Glucosa Proteinas Leucocitos PMN Li

Serologia a Borrelia por ELISA en suero

Negativa [___]
Positiva [ Fecha







Serologia a Borrelia por ELISA en LCR

Negativo [___]
Positiva [_] Fecha
Serologia a Borrelia por Western Blot en suero
Negativo [__]
Positivo [ g M lg G Fecha

Serologia a Borrelia por Western Blot en LCR

Negativo [
Positivo 1 igM 1 lgG[—_—]  Fecha [
Deteccion de Borrelia por PCR en: sangre ] Liquido Sinovial __] LCR[___]
Negativo [
Positivo [___]

Genoespecie de Borrelia

Fecha

Farmaco de eleccion para el tratamiento

Via de administracién

Oral No [
Si [ Dias
Intramuscular No [___1
si 1 Dias
Endovenoso No [__]
Si[_1 Dias

Uso de un farmaco alternativo







Via de administracién

Oral No [
Si [ Dias
Intramuscular No [__1
si 1 Dias
Endovenoso  No [_]
Si 1 Dias

Evolucion favorable

si. [

No [ Secuelas
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