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Rentabilidad comparada de los criterios de interpretacion del
Western-blot para el diagnostico serolégico de la enfermedad

de Lyme en nuestro medio
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RESUMEN

Se estudia la rehtabili anéstica en nuestro medio de la sero-
logia para el diagnostico de la eptérmedad de Lyme (EL) mediante la
interpretacion del Western-blot.

Se analizaron 25 muestras (20 sueros y 5 liquidos cefalorraquideos.
LCR) pertenecientes a 5 enfermos con EL segin criterios del CDC. En
todos ellos se excluyd la sifilis. Se investig la presencia de anticuer-
pos (Acs) anti- Borrelia burgdorferi en suero mediante una técnica de
ELISA indirecto (1gG+1gM: cepa B31). En los enfermos con procesos
neuroldgicos se estudio en LCR la produccion intratecal de Acs. A las
muestras que resultaron positivas por ELISA se les realizo la técnica
de Western-blot para la misma cepa. Se siguieron los criterios de posi-
lividad del Western-blot para EL establecidos por el fabricante. Tilton.
Dressler y la presencia de una de las bandas de 93. 39. 34. 6 23 Kda
para IgG.

De 4 enfermos controlados serolégicamente. uno (25%) serorre-
virtio. En tres, con manifestaciones neuroldgicas, se demostré pro-
duccién intratecal de Acs. La capacidad del Western-blot para detec-
tar EL segin los criterios del fabricante. Tilton, Dressler y la
presencia de algunas de las cuatro bandas de IgG fue del 26.31%.
42.1%, 21% y 84.2%, respectivamente, para la 1gG y del 52.6%.
47.36% y 42.1%. respectivamente, para la [gM.

Los criterios establecidos por Tilton y Dressler pueden no tener
una rentabilidad diagnéstica adecuada en nuestro medio: la presencia
de una de las bandas de 93, 39, 34 6 23 Kda de IgG tuvo una mayor
sensibilidad diagnéstica.

.PALABRAS CLAVE: Borrelia burgdorferi. Enfermedad de Lyme.
Anticuerpos. Western-blot.

A COMPARATIVE STUDY OF WESTERN-BLOT i
INTERPRETATION CRITERIA FOR LYME DISEASE
SEROLOGICAL DIAGNOSIS IN OUR ENVIROMENT

ABSTRACT

We have studied the WB reliability for the Lyme disease (LD)
serological diagnosis.

Twenty five samples (20 sera and 5 CSF) from 5 patients with
L.D.according to CDC criteria were analyzed. The syphilis was exclu-
ded in every patient. Borrelia burgdorferi antibodies wére assessed
by an indirect ELISA (IgG + IgM., B3| strain). Intrathecal antibodies
in CSF were studied in patients with neurological diseases. Positive
samples by ELISA were reanalyzed by WB according o the manu-
facturer. Tilton and Dressler criteria and presence cither 93,39, 34 or
23 kDa band for [gG.

Four patients were controlled and onc of them (25%) became
negative the antibodies (serorreversion). Three of them, who had neu-
rological symptoms. displayed intrathecal antibodies. WB sensibility
for LD according to the manufacturer, Tilton. Dressler and any of the
four 1gG bands was 26.31%. 42.1%. 21% and 84% for 1gG and
52 6%. 47.3% and 42.1% for 1gM respectively.

Tilton and Dressler criteria may not be as sensible as 93. 39. 34 or
23 kDa IgG bands for the diagnosis of LD in our environment.

KEY WORDS: Borrelia burgdorferi. Lyme disease. Antibodies. Wes-
tern-blot.
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INTRODUCCION

La interpretacién de la serologia frente a Borrelia burg-
dorferi es dificil; en numerosas publicaciones se recoge la
incertidumbre que produce no disponer de criterios clinicos
y/o de laboratorio que tengan la sensibilidad y especificidad
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necesaria para el diagndstico de enfermedad de Lyme (EL)
(1). El serodiagndstico con los métodos disponibles es muy
complicado por las reacciones compartidas de polipéptidos
espiroquetales con otros antigenos (2,3), el retraso en el
desarrollo de la respuesta inmune humoral (4), el efecto
supresor en esta respuesta de una terapia antimicrobiana
temprana (5) o por la formacidn de inmunocomplejos (6).
En los dltimos afios se ha propuesto la reaccién en cade-
na de la polimerasa como técnica para detectar ADN de B.
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burgdaorfert en disuntos productos patologicos. Su sensibi-
lidad varia en funcion de los cebadores utilizados, de L
genoespecie de 8. burgdorferi prevalente en ¢l drea geogrii-
fica. de las manilestaciones clinicas v de las caracteristicas
de Ta téenica empleadia. Tampoco esti exenta de falsos posi-
tivos o negativos (7). Se trata pues de una enfermedad de
complejidad diagnostica. En este trabajo se quiere realizar
aportaciones sobre la rentabilidad comparada de los crite-
rios de interpretacion del Western-blot para el diagnistico
seroldgico de la EL en nuestro medio.

MATERIAL Y METODOS

Se analizaron 235 muestras (19 sueros y 6 hquidos cefalo-
rraquideos, LCR) de 5 enfermos con EL. segun criterios ya
establecidos (8.9). tres de los cuales comunicados previa-
mente a la comunidad cientifica (10.12).

Enferma n® 1 (10): Nifa de 11 afos sin antecedentes de
picadura de garrapata. Presentd lesion de eritema migrans 'y
bloqueo auriculo-ventricular de Il grado con respuesta cli-
nica satisfactoria al tratamiento con doxiciclina.

Enferma n° 2: Mujer de 50 afos con antecedente de
picadura de garrapata. Presenté mielorradiculitis con sinte-
sis intratecal de anticuerpos (Acs). Tuvo buena respuesta
clinica al tratamiento con ceftriaxona. Posteriormente desa-
rrollo una miopatia inespecifica y elevacion persistente de
velocidad de sedimentacién eritrocitaria. :

Enfermo n°® 3: Varén de 45 aiios con antecedentes de
picadura de insecto y que recibié tratamiento antimicrobia-
no desconocido. En el momento de hacer el diagndstico
habfa transcurrido 6 meses y present6 bloqueo sinusal que
necesité el uso de marcapasos. Desarrollé una meningoen-
cefalitis con sintesis intratecal de Acs. Tuvo buena respues-
ta inicial al tratamiento con ceftriaxona. Presento recidivas
con afectacién neuroldgica que respondieron al tratamiento
con ceftriaxona. sola o asociada a corticosteroides.

Enfermo n® 4 (11): Mujer de 15 afios con antecedentes de
picadura de garrapata que desarrollé una poliartritis simé-
trica bilateral. Tuvo buena respuesta inicial al tratamiento
con ceftriaxona aunque hubo recidiva de artrits.

RUSE AR DSOS T e A b D st RO oy PARA LD DHEAGROS et b 8 VESNELRME P A B 1Y AT v

Enfermo n® 5 (120 Mujer de 23 aios con antecedentes
de picadura de garrapata v licbre. Desarrollo una insuli-
ciencia cardiaca asi como memngoencelalitis con sintesis
intratecal de Acs. Tuvo buena respuesta inicial al tratamien-
o con ceftriaxona aunque hubo recidivas de ficbre. sin
focalidad. que respondicron al uso de ceftriaxona. Lleva
asintomatica 4 anos.

Los Acs anti-B. buredorferi se determinaron mediante
una prueba de ELISA indirecto  (Platelia  Lyme.
Pasteur-Sanofi. Francia) (prueba 1) que detecta Acs 1gG+
[¢M frente a la cepa B31. Se considerd positivo valores de
absorbencia superiores al 80% del punto de corte obtenido
en el ensayo de la téenica (13). En los enfermos con cua-
dros neurolégicos se estudié la produccion intratecal de
Acs mediante la técnica de ELISA siguiendo criterios pre-
viamente descritos (14). Las muestras que resultaron positi-
vas por ELISA se testaron con la téenica de Western-blot
1¢G ¢ IgM de la cepa B3I (pruebas 2 y 3) (Marblot Lyme.
MarDx. EEUU). Se anotaron las bandas observadas en el
blot y se aplicaron los criterios de positividad del Wes-
tern-blot para diagndstico de EL segun el fabricante y
varios autores (15.16) asi como el establecido previamente
por nosotros |1 (Tabla I). Se realizd un seguimiento serold-
gico en 4 enfermos con andlisis de 17 muestras en total (14
sueros y 3 LCR). En todos los enfermos se excluy6 la infec-
cion por Treponema pallidum mediante la prueba de hema-
alutinacién (Cellognost-Syphilis H. Behringwerke. Alema-
nia).

RESULTADOS

En la Tabla II se exponen los resultados obtenidos en la
serologia frente a B. hurgdorferi cepa B31. En todos los
casos los Acs anti-T. pallidum fueron negativos. De los 4
enfermos seguidos. uno de ellos (enfermo n° 1). serorrevir-
1i6 y solo hizo IgM. En la enferma n® 2 una de las muestras
de LCR resulté negativa coincidiendo con la administracion
de antibidticos. En el enfermo n® 3 siempre se detecté una
baja tasa de anticuerpos.

TABLA L

CRITERIOS DE POSITIVIDAD DE LAS BANDAS OBSERVADAS EN EL WESTERN-BLOT 1eG DE B. BURGDORFERI sensu siricto

Resultados Western-Blot 1gG Western-Blot 1gM
Basivive 5 Bandas de la 18, 23. 28. 30.31. 34, 23 6 37 con una de 18. 23, 31, 34, 39, 41
Fabricante ‘ 39.41.45.58.66.93 693
Negativo 4 bandas 0 menos Patrén distinto del anterior
Positivo [ banda de 1a 93, 39,34 6 23 No informacion

Nunez y cols (17)

Negativo = Patron distinto del anterior

31634y 4163923y 31.34.396

No informacién

Igual que para IgG

Titton v cols (15) i 41/31 y 34 con cualquier otra banda
bt Negativo 41, 66, 60 6 ausencia de bundas Igual que para IgG
Dudoso Otra combinacion distinta a la anterior  Igual que para [gG
Positivo S bandas de la 18, 21. 28, 30, 39, 41, 2 bandas de la 18, 21. 28, 37.41. 45, 58,
Dressler y cols (16) 45, 58, 66.93 93
Negativo Otra combinacién distinta a la anterior  Otra combinacién a la anterior
Bandas de 93, 66, 60, 58. 45, 41, 39, 37. 34, 31, 30, 28. 23. 21 y 18 Kda.
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TABLA I

RESULTADOS OBTENIDOS EN LOS CINCO ENFERMOS. EN LAS
PRUEBAS DE SELECCION Y CONFIRMACION PARA 8.
BURGDORFERI CEPA Bl T

A AR P sy M adeud

TABLA IV

FRECUENCIA DE POSITIVIDAD DE eM EN SUERO FRENTE A
PROTEINAS ESPECIFICAS EN EL WESTERN-BLOT EN LOS
ENFERMOS ESTUDIADOS =

Pruebas para borreliosis de lvme Proteinas
Sujetos | Seleccion Confirmacion Clinica®* | 93,66 . 60 .58 41, 39 34 31 2 2|
Muestras|"Prueba | Prueba 2 Prucba 3 A 3 it o g - Fo |
(bandas [gG) (bandas [gM) B:1 | I I el
L1 2 e 66.60.41.3431.3 G s et :
1.2 2 — 66.60.41,34.31. 23 Total Qi 2. =508 £ ]
1.3 <0,8 | ND ND (%) (40) (40) (40) (200 (1000 (80) (40) (40) (BO) (20)
2 .09 g-?‘ 2‘; 2?‘ 41,37, M4, 3:’ t"!)?, 2? 41.39. 34, A: Procescs neuroldgicos; B: Procesos dermatolégicos: C: Procesos reuma-
s ed 2 R R tologicos,
2.2 1,45 | 34 -
23 I, 15 41 41
2.4% <0,8 | ND ND :
2.5 1,45 | 93,6660 41 La figura | refleja el comportamiento de cada muestra de
41.34,18 suero y LCR segin los criterios de positividad del
2.6 1,12 ] 93,60.41,31, 18 66.41.23.45. 18 Western-blot IgG para el diagnéstico de EL. Mediante nuestro
2.7 1,23 [ 66,41,34,18 41 criterio, se detectaron como positivas para EL todas las prime-
3‘ 98 g g 93,60, ‘31}‘ 34,18 g; il- 3; ras y segundas muestras de suero, incluido el enfermo n® 3.
9 ; 93, 41, 412
2.10 1,46 | 41,34 93,41.23
211 2,12 | 93.66,60,41, 39.34 93.66.60.41.34.23, 18
Muestras Muesiras
212 1,38 | 60,41,34 66.45.41,23. 13 Enfermos] 1° 2 3 8 5 6° 7 8 9 1(F 1112*  Enfermoy| 1* 2* ¥ 4* §*6* 7" 8 @107 1112
31 0,8 93, 41 —
323 0,82 93.% 2] 5;_1_1‘_14; P P P i ;c?'.r_‘m +D - +De v v s v+
3. 0,8 93, 66.41 g 3 < 3 DDD DD
34+ | <08 | ND ND i g g
35 0,8 93, 66, 41 — :
3.6 09 | 93,6641 93,41.39 S s g
§1. %P 93,66, 58,41,39.34.21, 18| 41.39 e R gt e g
42 3 93.66,58,4[.3921 4,39 il_nfe 1" 20 56 TR IO LMY I;_'nl'cmiml ryrese TRYHEII
i 3 23 413923 lllll‘}f?: + b S L e EEBS.SQI:-ﬁ- ::+¢+t v or
e 60,41,39, 18 73 so0m+ < i:i?‘ﬁ
*Muestra de liquido cefalomaquideo. ND: determinacion no realizada. ' i i A
DRESSLER 93/39/34/23
Las Tablas III y IV reflejan la frecuencia de las IgG e

IgM, frente a proteinas especificas de la cepa B31, que se
obtuvieron en las primeras muestras de suero con las que se
hizo el diagnéstico de la EL. Cuando se analizan todas las
muestras de suero la rentabilidad del Western-blot para
detectar EL, segtin los criterios del fabricante, Tilton, Dres-
ler y el nuestro, fue del 26,3%, 42,1%, 21% y 84,2%, res-
pectivamente, para IgG; y del 52,6%, 47.4% y 42.1%, res-
pectivamente, para IgM.

TABLA Il
FRECUENCIA DE POSITIVIDAD DE !gG EN SUERO FRENTE A

PROTEINAS ESPECIFICAS EN EL WESTERN-BLOT EN LOS
ENFERMOS ESTUDIADOS

Proteinas
Clinica* | 93 66 60 58 41 39 34 31 23 21 18 (—)
Al Mgl ) AR RN (S P o RN
B:l l
C: foonad j FE S LAl R f.1:%
Total g WOV U e T i e S ST i Sl O |
(%) (60) (60) (40) (20) (80) (60) (40) (20) (40)(40) (40) (20)

*A: Procesos neurolégicos; B: Procesos dermatoldgicos: C: Procesos reuma-
toldgicos.

Fig. 1. Interpretacion de los resultados obtenidos en el Western-blot
de las muestras estudiadas segiin los diferentes criterios. En negrita
se indica las muestras que fueron de LCR. Los huecos corresponden
a muestras donde la prueba de ELISA fue negativa. D: dudoso.

DISCUSION

El diagnéstico de EL es clinico y se apoya en la investi-
gacion de los Acs especificos. Actualmente, ésta representa
la principal forma de realizar el diagnéstico de laboratorio
de la infeccién, o enfermedad por B. burgdorferi, por su
mayor sensibilidad en comparaci6n a otras pruebas de labo-
ratorio (18); a pesar de ello, el diagnéstico de certeza de
esta tiltima por el laboratorio es un problema pendiente.

La sensibilidad y especificidad de las técnicas de
detecci6én de anticuerpos es variable (19-22). Se han pro-
puesto diversos criterios de interpretacién del
Western-blot para diagnosticar EL (15,17). En la practi-
ca, los criterios que no requieren la presencia de bandas
de localizacién concreta o la existencia de un nimero

" minimo de éstas se asocian con numerosos falsos positi-
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vos. En este trabajo. cuando se refiere a las bandas de
I¢G. se obtiene un mavor nimero de diagnosticos de EL
(84.2% ) cuando se aplica nuestro criterio (1 1) (bandas de
93. 39, 34 6 23 Kda). en comparacion a los de Tilton (13)
v Dressler (16). Porcentaje que se podria haber elevado
st uno de nuestros enfermos hubiera desarrollado [¢G
(enfermo n® 1), No se han estudiado las bandas debidas a
los Acs [gM porque estin influenciadas por problemas
de falsos positivos en situaciones de estimulos clonales
inespecificos de linfocitos S22 v factor reumatoide. asi
como de falsos negativos por ausencia de [gM.

En la enferma n® | (Tabla II) hubo buena respuesta cli-
nica al tratamiento, con desaparicion de Acs especificos.
hecho descrito para las fases precoces de la enfermedad
(23). Posiblemente, la precocidad en la investigacion de
anticuerpos y la realizacidn de tandas de tratamiento, de
forma precoz y reiterada, justifican que no se detectara
IgG en el Western-blot y la negativizacion del ELISA en
la dltima determinacién. La enferma con la artritis
(enferma n® 4) es interesante por dos razones: 1) la enfer-
medad adoptd la forma de poliartritis bilateral crénica
simétrica, con erosiones osteoarticulares semejantes a las
encontradas en la artritis reumnatoide; y 2) la falia de
manifestaciones neuroldgicas o cardiacas. inusual en los
casos de EL en Europa. La artritis crénica con erosiones
osteoarticulares parece estar ligada a factores inmunoge-
néticos como el complejo antigénico de histocompatibili-
dad HLA DR4 y DR2 (24,25). El primero de ellos se ha
asociado con la falta de respuesta clinica al tratamiento.
y el DRW2 parece relacionarse con la artritis de corta

“duracion (26). De esta manera, en sujetos genéticamente
predispuestos, la interaccion entre B. burgdorferi. el
HLA de tipo Il y ciertos receptores de las células T
podria ser de gran importancia en el tipo de respuesta
inmune, sin embargo, este no fue el caso de nuestra
enferma. ya que la prueba de antigeno HLA fue positiva
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