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R ED DIAGNOSTICO DE ENFERMEDADES
TRANSMITIDAS POR GARRAPATAS

LABORATORIES

Las enfermedades transmitidas por garrapatas estan aumentando globalmente. La enfermedad
de Lyme es una de las infecciones transmitidas por vector mas prevalentes en Estados Unidos
y la Unién Europea, con cifras que alcanzan niveles epidémicos (Kugeler, 2015).

Si bien la mayoria de las garrapatas son capaces de transmitir numerosos patogenos al ser
humano, la enfermedad de Lyme es la mas conocida; ésta es causada por bacterias del género
Borrelia, generalmente la espiroqueta Gram negativa Borrelia burdorferi. Las espiroquetas son
un grupo de bacterias filogenéticamente diferentes que presentan un modo unico de
desplazamiento a través de filamentos axiales (endoflagelos).

Borrelia se divide en “genoespecies’; entre las cuales las mas comunes son B. burgdorferi sensu
stricto, B. garinii, B. afzelii, B. spielmanii, B. bavariensis y la recientemente identificada B.
miyamotoi.

B. burgdorferi invade la sangre y tejidos de varios mamiferos y aves a través de la mordida de
las garrapatas del género Ixodes. El reservorio natural de B. burgdorferi parece ser el raton de
patas blancas; luego de la ingesta de sangre procedente de un animal infectado, la garrapata
puede transmitir las espiroquetas a personas, ciervos, y otros animales de sangre caliente. En la
mayoria de los mamiferos, incluidos los seres humanos, la infeccion por B. burgdorferi puede
resultar en la enfermedad de Lyme; no obstante, existen portadores sanos (esto es, no todo aquel
que es mordido por una garrapata se enferma). Cabe destacar que todas las especies de Borrelia
causan enfermedades, 21 de las cuales estan asociadas con enfermedad de Lyme.

Es importante recordar que la enfermedad de Lyme puede ser aguda (manifestdndose
inmediatamente luego de la mordedura de garrapata) o tardia/persistente/cronica (ocurriendo y
persistiendo luego de la mordedura inicial; Donta 2002). Ha habido un intento de distinguir la
enfermedad “tardia” de la forma “crénica”, infiriendo que dichos pacientes sufren de trastornos
psiquiatricos; otros han usado el término “cronico” para designar la enfermedad posterior al
tratamiento (post-Lyme), asumiendo que la infeccion ha sido tratada y los sintomas remanentes
caen en la misma categoria que aquellos que sufren de fibromialgia o fatiga cronica (Seltzer et.
al. 2000; Steere A. C. 2001). La existencia de la enfermedad de Lyme es avalada por estudios
epidemiologicos que demuestran que el 30-50% de los pacientes desarrollan un trastorno con
multiples sintomas indistinguibles de la fibromialgia y fatiga cronica (Asch et. al. 1994; Shadick
et. al. 1994).

La distincion entre enfermedad aguda y tardia/persistente/cronica es importante debido a las
diferencias en cuanto a diagnoéstico y tratamiento de cada una.

Debido al numero de coinfecciones posibles (i.e. infecciones mediadas por garrapatas — IMG)
transmitidas por garrapatas (tales como Bartonella, Babesia, Anaplasma, Ehrlichia, Rickettsia,



etc), es mas apropiado hablar de enfermedad mediada por garrapatas que exclusivamente de
enfermedad de Lyme mediada por garrapatas, puesto que ésta tiltima se refiere exclusivamente
a la infeccion con Borrelia. A menudo vemos que el término “enfermedad de Lyme” es
utilizado ampliamente para enfermedades mediadas por garrapatas; sin embargo el Dr.
Horowitz propuso que la infeccion persistente/cronica con Borrelia y otras confecciones sea
llamada Lyme-SEIM (Sindrome de Enfermedad Infecciosa Multisistémica).

La borreliosis de Lyme es una enfermedad multisistémica con manifestaciones diversas que
dificultan el diagnostico clinico. La enfermedad de Lyme exhibe diversos sintomas que pueden
confundirse con trastornos inmunes e inflamatorios (para mas informacion consultar el libro
del Dr. Horowitz titulado “;Porque no puedo mejorarme?”’). Hay diferentes guias (del Dr.
Horowitz 6 en la web www.lymedisease.org) para pacientes y doctores con la finalidad de tomar
en consideracion dichos sintomas. Una nueva guia revisada llamada HMQ (“El cuestionario
médico Horowitz”, del inglés “The Horowitz Medical Questionnaire” y validada sobre 1600
pacientes) ha sido publicada en el nuevo libro del Dr. Horowitz (Como puedo mejorarme).

La inflamacion alrededor de la mordida de la garrapata causa lesiones en la piel. El eritema
cronico migrans (ECM) es una lesion tipica en la piel con un centro claro con apariencia de
diana o circulos concéntricos que se manifiesta en el estadio inicial de la enfermedad. La artritis,
los sintomas neurolégicos y enfermedad cardiovascular pueden manifestarse en estadios
posteriores. Si bien el tratamiento temprano de la infecciébn aguda es sencillo, pacientes
diagnosticados posteriormente pueden sufrir de enfermedad cronica de Lyme y condiciones
asociadas que son mas dificiles de diagnosticar y tratar.

También es importante tener presente que el médico clinico necesita evaluar el escenario
completo. El diagnostico de la enfermedad de Lyme y otras IMG es extremadamente complejo,
las complicaciones en el diagnostico son resultado de pruebas de laboratorio inadecuadas. Los
casos de enfermedad de Lyme suelen ser erroneamente diagnosticados y confundidos con otras
patologias y, aun cuando el diagndstico es efectuado correctamente, suele ser dificil de verificar
debido a que las pruebas de laboratorio apropiadas no estan siempre disponibles. Por ésta razon,
algunos médicos basan su diagnostico en la presencia de la lesion en forma de diana en la piel,
sin realizar pruebas adicionales. Otros solicitan confirmacion mediante pruebas de laboratorio
antes de iniciar el tratamiento. Muy pocas pruebas para IMG tienen aprobacion para diagnostico
clinico; la mayoria de ellos son “para investigacion” y estan orientados a ayudar al diagnostico
de pacientes con manifestaciones semejantes a las de la enfermedad de Lyme.

Las pruebas de laboratorio no solo contribuyen a diagnosticar una enfermedad, sino ademas al
cuidado y tratamiento. Una buena prueba contribuye a que el médico evalte la severidad de la
enfermedad, el progreso de la misma, estabilidad o resolucion, reincidencia, a elegir fArmacos
o ajustar el tratamiento. Desafortunadamente, un test con dichas prestaciones no se encuentra
disponible para la enfermedad de Lyme. Se han hecho grandes esfuerzos monetarios para
mejorar la eficacia del diagndstico; no obstante, han resultado infructuosos para mejorar la
eficacia de las pruebas. ;Porque? Hay numerosas razones, pero la mas importante es la
naturaleza de éstos agentes infecciosos, que han desarrollado multiples estrategias para evadir
el sistema inmune. Las pruebas mas comunmente usadas son seroldgicas, pero muchos
pacientes no producen anticuerpos, arrojando asi resultados negativos. Hay numerosas razones
por las cuales los anticuerpos no se observan cuando el paciente padece la infeccion de Lyme:
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(1) prueba diagnostica efectuada precozmente (en el caso de infecciones agudas)

(i1) la saliva de la garrapata posee inmunosupresores que previenen el inicio de la
respuesta inmune

(iii))  cuando Borrelia esta en forma de quiste no sintetizan moléculas de superficie contra
las que se puedan generar anticuerpos

Adicionalmente, dado el nimero de cepas idénticas (sumado al hecho de que es probable que
no todas han sido identificadas) las pruebas disponibles no abarcan a todas las cepas; luego, si
un paciente es infectado por una cepa que no es cubierta por un test determinado, el resultado
sera negativo. Todo esto subraya la importancia de un Médico Especialista que sepa como
aprovechar las pruebas de laboratorio correctas e interpretar los resultados. Un entendimiento
de las limitaciones y significado de una prueba diagndstica es de gran importancia.

A continuacidon se presentan la mayoria de los métodos diagnoésticos utilizados para la
evaluacion de enfermedades cronicas y agudas. Un espacio aparte merece la enfermedad
persistente/cronica puesto que requiere un abordaje mas amplio basado en los sintomas
multiples desarrollados por pacientes cronicos.

MICROSCOPIA

Consiste en el examen de un frotis sanguineo o muestra de tejido usando un microscopio de alta
definicién con el proposito de detectar espiroquetas. Esta técnica es demandante y poco
sensitiva cuando se emplean muestras de sangre debido al nimero de bacterias de Borrelia
presentes, especialmente en fases iniciales de la infeccion. Ademés son muy pocos los ensayos
clinicos que han empleado ésta técnica, dificultando el discernimiento acerca de su utilidad en
el diagnostico durante fases tempranas de la infeccién o una reactivacion de la infeccion.
Asimismo, otras enfermedades mediadas por espiroquetas deberian ser excluidas antes de
emplear éste método.

La microscopia de foco flotante es una técnica desarrollada para detectar espiroquetas en
muestras de tejido, pero no ha sido empleada fuera del laboratorio de investigacion, y presenta
la dificultad practica de identificar tejidos infectados y efectuar la biopsia.

DETECCION EN CULTIVO

Los requisitos de crecimiento de Borrelia vuelven a estos organismos dificiles de cultivar y,
aln en condiciones Optimas, su crecimiento es lento. Esta es la razon por la cual el crecimiento
bacteriano es impractico para el diagndstico de la enfermedad de Lyme. Al estar Borrelia
adaptada a la propagacion en organismos vivos, su cultivo es dificultoso y los métodos de
laboratorio asociados no son reproducibles. El crecimiento lento impide que los resultados sean
informados en una franja de tiempo razonable.

BIOPSY

Aproximadamente el 60-80% de los especimenes aislados mediante lavado salino y aspiracién
con aguja del borde de una lesion con diagndstico presuntivo de eritema migrans o mediante
biopsia por puncién con aguja de 2 mm revelan B. burgdorferi. Sin embargo, debido a que la



presencia de la lesion en combinacidn con historia previa y manifestacion clinica son suficientes
para iniciar tratamiento es que estas biopsias de piel raramente se realizan.

SEROLOGIA

El sistema inmune humano produce anticuerpos especificos en respuesta a agentes foraneos en
el cuerpo. Por lo tanto, las pruebas serologicas basadas en anticuerpos identifican los
anticuerpos especificos generados en respuesta a una infeccién bacteriana. Aquellas que
detectan anticuerpos especificos contra B. burgdorferi suelen ser las mas comunmente
utilizadas para el diagnostico de la enfermedad de Lyme. Este tipo de pruebas recibe el nombre
de Serologia. Si la respuesta mediada por los anticuerpos no se ha desarrollado lo suficiente, es
posible que estas pruebas arrojen resultados negativos, a pesar sufrir el paciente de una
infeccion activa. Inversamente, también es posible que estas pruebas den resultados negativos,
a pesar la presencia de una infeccion activa. También es posible que los anticuerpos persistan
durante afios luego del tratamiento, luego, en ausencia de una infeccion activa es posible que
los pacientes asintomaticos obtengan resultados positivos.

Las pruebas de laboratorio detectan dos tipos de anticuerpo: IgM e IgG.

- Las inmunoglobulinas M (IgM) anti-Borrelia son detectables en sangre alrededor de dos 6 tres
semanas luego del contagio. Los niveles de IgM alcanzan su méaxima concentracion a las seis
semanas y luego comienzan a declinar.

- Las inmunoglobulinas G (IgG) no son detectables hasta varias semanas luego de la infeccion,
alcanzan niveles maximos a los 4-6 meses de infeccién y pueden permanecer elevados por
varios anos.

Es importante destacar que B. burdorferi puede modificar sus antigenos de superficie, evitando
el reconocimiento inmune y dando lugar a falsos negativos.

Los dos ensayos basados en anticuerpos mas comunmente usados son el ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) y el Western Blot (Inmunoblot).

Durante las primeras 4-6 semanas de la infeccion de Lyme estas pruebas suelen ser poco
confiables debido a que la mayoria de los pacientes no ha desarrollado una respuesta inmune
detectable mediante ésta prueba. Incluso en fases posteriores de la enfermedad, estas pruebas
de dos etapas son poco sensitivas y no detectan aproximadamente la mitad de los casos de
enfermedad de Lyme.

En la prueba de dos etapas, la primera fase comprende un ensayo de screening (por ejemplo,
ELISA), el cual deberia diagnosticar Optimamente a todos los pacientes que padecerian la
enfermedad. No obstante, estas pruebas suelen producir frecuentemente falsos positivos. Por
ello se suele continuar con una prueba confirmatoria (por ejemplo, Western Blot) orientada a
asegurar que solamente gente con la enfermedad sea diagnosticada positivamente. Los ensayos
que determinan esto con precision suelen tener alta especificidad.

En la enfermedad de Lyme, la segunda prueba (por ejemplo: Western Blot) suele tener alta
especificidad, suponiendo que los anticuerpos se les han generado durante la infeccion. Luego,
suele haber muy pocos falsos positivos. Desafortunadamente, la prueba de screening es muy



poco sensitiva y falla en identificar con precision a aquellos pacientes que sufren enfermedad
de Lyme. Es por eso que la prueba de dos etapas suele arrojar falsos negativos en
aproximadamente el 54% de los pacientes infectados.

Las pruebas serologicas son actualmente el método diagnéstico méas empleado para la
enfermedad de Lyme. Una prueba positiva sugiere solamente que el paciente ha sido expuesto
a un patdgeno y no sirve como diagndstico de una infeccion activa. El uso de una prueba de
ELISA como técnica de screening seguida de, si el resultado es positivo, Western Blot
confirmatorio no es un enfoque adecuado. El ELISA es lo suficientemente sensible como
método de screening, y existen numerosos pacientes que dan negativo para dicha prueba y son
simultdneamente positivos para Western Blot. ELISA es la prueba mas simple, barata, facil, y
frecuentemente demandada para la enfermedad de Lyme; consiste en la deteccion de
anticuerpos en suero en respuesta a la exposicion a Borrelia burgdorferi. Es la prueba preferida
por los laboratorios clinicos, no porque sea mas precisa que otras pruebas de Lyme, sino porque
puede ser facilmente automatizada. Por lo tanto, numerosas muestras diferentes de pacientes
pueden ser evaluadas en una maquina simultineamente. Esto permite un mayor recambio,
menores costos y (tedricamente) resultados estandarizados que son consistentes entre
laboratorios. La prueba de ELISA parece simple y sencilla, pero presenta serios defectos.
Borrelia es una de las especies bacterianas mas polimorficas que se conocen. En otras palabras,
tiene una capacidad importante de cambiar sus proteinas de superficie durante la division
celular para evadir nuestro sistema inmune, pudiendo diferir lo suficiente de las cepas de
laboratorio como para arrojar resultados negativos, aun si hay anticuerpos presentes!. Tom
Gries (microbidlogo y ex-paciente de Lyme) ha escrito numerosos articulos de revision acerca
de ensayos relacionados a la enfermedad de Lyme. El presenta un analisis muy convincente de
porque los ensayos de ELISA son poco precisos en el diagnostico de ésta patologia: “el método
de ELISA depende de los anticuerpos activos libres para unirse los antigenos libres que estan
adheridos a la pared del tubo de ensayo. Si los anticuerpos en suero que estan siendo evaluados
estan asociados a antigenos, entonces la reaccion enzimdtica no puede desarrollarse. Si
pensamos los anticuerpos como una serie de llaves que encajan en cerraduras, y en la
superficie bacteriana hay cerraduras especificas a las cuales llamamos antigenos, entonces
queda claro que una vez que la llave ha entrado en la cerradura la llave no puede abrir ninguna
otra cerradura. Lo que hace que ésta prueba sea tan proclive a causar confusiones es que
muchos médicos interpretan valores altos como indicadores de severidad de la infeccion. La
logica es exactamente lo opuesto. Si el paciente esta infectado, eso significa que hay altos
niveles de antigenos bacterianos flotando en la sangre y uniéndose a antigenos libres. Luego,
conforme el nivel de antigeno libre aumenta, el numero de anticuerpos libres disminuye. Dado
que la prueba de ELISA detecta unicamente anticuerpos libres, un resultado negativo podria
indicar una infeccion todavia mas seria. Numerosas veces he visto pacientes totalmente
asintomaticos con valores de ELISA mayores a 1000 siendo tratados como si estuvieran al
borde de la muerte simplemente debido a una carga elevada de anticuerpos mientras los
pacientes con cargas bajas incapacitados son ignorados debido a que una baja carga de
anticuerpos indica una baja infeccion! Estas conclusiones son erroneas y exactamente opuestas
a la realidad, donde una carga elevada de anticuerpos indica mayor inmunidad”.

La técnica de Western Blot es especifica debido a que aporta un mapa detallado de los diferentes
anticuerpos que el sistema inmune produce contra estas bacterias. El mapa separa los
anticuerpos segun el peso de sus respectivos antigenos (proteinas bacterianas) y se reporta en



unidades llamadas kilodaltons (kDa). Por ejemplo, un Western Blot puede reportar bandas en
22,23, 25, 31, 34, 39 y 41 kDa. Cada una de estas bandas representa una respuesta inmune a
una proteina especifica de la espiroqueta. La banda de 41 kDa indica un anticuerpo contra la
proteina flagelar y es inespecifica en relacion a la especie bacteriana. La banda de 31 kDa
representa la proteina OSPA y es especifica para unas pocas especies de Borrelia, de la misma
forma que la banda OSPB de 34 kDa y la banda OSPC de 23 kDa.

Los ensayos de Western Blot se informan indicando que bandas son reactivas. Las bandas de
41 kDa aparecen tempranamente en el curso de la enfermedad pero pueden tener reactividad
cruzada con otras espiroquetas. Las bandas 18 kDa, 23 a 25 kDa (Osp C), 31 kDa (Osp A), 34
kDa (Osp B), 37 kDa, 39 kDa, 83 kDa y 93 kDa son las especificas para cada especie, pero
aparecen mas tarde 6 pueden no aparecer. Deben observarse al menos la banda de 41 kDa y una
de las bandas especificas. Las bandas de 55 kDa, 60 kDa, 66 kDa y 73 kDa son inespecificas y
no tienen finalidad diagnéstica. Hay diferentes marcas de inmunoblot para diagnosticar
Borrelia. El kit de Mikrogen detecta anticuerpos contra cuatro genoespecies
inmunopatogénicas (B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii, B. afzelii, B. spielmanii, y B.
bavariensis en una sola tira reactiva:

- VISE de genoespecies diferentes

- OspC de todas las genoespecies

- p18 (Decorin binding protein A = DbpA) de todas las genoespecies

Las ventajas de éste método, suponiendo que el paciente desarrolle una respuesta inmune, son
su alta sensitividad y especificidad, la facil y clara interpretacion debido a bandas faciles de
detectar, presentacion Optima sin proteinas que ofrezcan reacciones cruzadas, antigenos
inmunodominantes de las cuatro genoespecies (B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii, B. afzelii,
B. spielmanii y B. bavariensis), deteccion diferencial de los anticuerpos IgG e IgM, y
evaluacion segura debido a controles especificos en la tira reactiva (punto de corte y control
conjugado). Por lo tanto, en aquellos casos en los que el paciente ha desarrollado anticuerpos,
¢sta prueba revelard su presencia. Sin embargo, en casos donde el paciente no produjo
anticuerpos, la prueba daré resultados negativos a pesar de la infeccion. Para asegurarse de que
las bandas mas especificas estén incluidas en el Inmunoblot, se recomienda solicitar al
Laboratorio que informe los antigenos incluidos en el test y que le entregue el informe completo,
no solamente el resultado final (positivo, negativo, borderline).

Se le presta especial atencion a B. miyamotoi, que usualmente presenta reacciones cruzadas con
ensayos para B. burgdorferi (Branda & Rosenberg 2013; Lee et. al 2014). B. miyamotoi podria
ser detectada mediante PCR 6 EliSpot.

Por ultimo, una nueva prueba seroldgica para la enfermedad de Lyme, llamada SeraSpot, ha
sido fuertemente publicitada. Es muy similar al Western Blot, pero se presta a automatizacion
y por lo tanto permite una evaluacion mas rapida en el laboratorio clinico. Dado que ambos
métodos permiten cuantificacion, no hay una mejoria real en las pruebas basadas en serologia
de SeraSpot en comparacion al Western Blot, suponiendo que el Western Blot contenga
antigenos especificos, tal cual es el caso del kit de Mikrogen 6 el de IgeneX.

Un problema mayor con el diagndstico de Lyme es que ningin ensayo ofrece resultados
definitivos. Dos de los ensayos mas comunmente usados, ELISA y Western Blot, dependen de



la presencia de anticuerpos en suero contra B. burgdorferi. Desafortunadamente, los resultados
de estos ensayos pueden ser imprecisos, y los resultados de estos ensayos pueden ser imprecisos,
y los métodos de analisis no son siempre consistentes entre laboratorios. La prueba de ELISA
puede dar un falso negativo si se efectua precozmente, y el Western Blot debe efectuarse
siempre para confirmar el resultado positivo del ELISA.

Como comentario final, las bacterias de Lyme pueden anclarse a proteinas, enmascarando asi a
las proteinas reconocidas por los anticuerpos. También poseen la capacidad para ingresar a las
células, incluidas las de los sistemas nervioso ¢ inmune. Una vez dentro de la célula, las
bacterias quedan inaccesibles para los anticuerpos. Luego, si bien el Western Blot es muy
especifico en la deteccion de anticuerpos especificos para Lyme, ni €ste ensayo ni la prueba de
ELISA son utiles una vez que el cuerpo ha dejado de producir anticuerpos.

ENSAYO DE ELISA PARA Cé6

El C6 es un péptido sintético (péptido C6) derivado de la proteina VisE que aparece en las fases
temprana y tardia de la enfermedad de Lyme. El ensayo detecta la presencia de anticuerpos
contra éste péptido sintético. Sin embargo, tiene una sensibilidad del 70-74%, resultando mas
baja que la de un Western Blot que incluye los antigenos altamente especificos (bandas de 23,
31, 34, 39, 83-93 kDa); luego, es prudente efectuar un Western Blot para confirmar el resultado.
A la luz de esto, es mas eficiente y menos costoso hacer unicamente un Western Blot
confirmatorio. Embers y colaboradores (PLoS One 2012) han demostrado que el ensayo de
péptido C6 es incapaz de detectar infecciones persistentes, aun cuando otros métodos confirman
presencia bacteriana en tejido de monos infectados. Luego, se ha probado que éste ensayo es
una herramienta diagndstica poco confiable en monos tratados y no tratados, debido a que un
resultado positivo puede volverse negativo.

CONTEO DE CELULAS CD57

En la Borreliosis cronica de Lyme, el conteo CD57 es util e importante. Las células
CD57"/CD3" son una subpoblacion de células natural killer (NK). Las células NK juegan un rol
crucial en la inmunidad innata, reconociendo y matando células infectadas por virus y células
tumorales. El Dr. Stricker y colaboradores (Stricker y Winger 2001; Stricker et. al. 2002)
reportaron que el nimero de células CD57/CD3" estaba disminuido en la enfermedad cronica
(no en la aguda) de Lyme. Si bien las enfermedades agudas pueden ser tratadas con antibidticos,
el tratamiento fallido puede resultar en una enfermedad cronica y debilitante caracterizada por
sintomas neuroldgicos y musculares. La enfermedad de Lyme puede ser dificil de tratar y de
diagnosticar (Agiiero-Rosenfeld et. al. 2005).

El niimero de células CD577/CD3" esta disminuido en pacientes con enfermedad cronica de
Lyme, especialmente en aquellos con sintomas neuroldgicos pronunciados. Pacientes con bajo
conteo CD57 son mas susceptibles a coinfecciones y defectos inmunologicos persistentes que
los pacientes con conteo elevado. En los pacientes que responden a la terapia con antibidticos,
el numero volvera a la normalidad luego del tratamiento, pero en pacientes con enfermedad
persistente, los niveles de CD57 permanecen bajos. El ensayo es una prueba por citometria de
flujo de tres colores. La sangre es incubada con anticuerpos contra los antigenos CD3 y CD57,
el numero absoluto de linfocitos CD57"/CD3" (células por cada microlitro de sangre) es



cuantificado en el citdmetro de flujo. El resultado indica la cantidad de linfocitos CD57/CD3"
en 1 microlitro de sangre. El rango normal es 60-360 células/microlitro, los pacientes cronicos
de Lyme presentan menos de 60 células por microlitro.

Es destacable que se han registrado conteos bajos de CD57 en nifios con trastornos de autismo
(Siniscalco et. al. 2016). Esto también puede indicar la importancia de las infecciones multiples
en los trastornos del espectro autista.

PRUEBAS DE TRANSFORMACION DE LINFOCITOS

La prueba de transformacion de linfocitos (PTL) fue desarrollada originalmente durante la
década de 1960 con la finalidad de evaluar antigenos histocompatibles HLA clase I1. El método
fue posteriormente modificado para la tipificacion de antigenos clase II y aplicado
extensivamente para detectar alergias tipo IV a drogas, metabolitos, organismos infecciosos y
metales. La PTL se convirtié en una prueba comun para la deteccion de alergias a berilio, niquel,
oro, cobalto, cromo y paladio.

Estos ensayos son especificos para antigenos actuales y no para anticuerpos, y son considerados
como mas precisos en el diagnostico de Lyme, especialmente en relacion a infecciones activas.

1. PTL MELISA

En 1994, Stejskal y colegas publicaron una modificacion de la PTL para detectar sensibilidad
a metales: la prueba MELISA. Dicha tecnologia es actualmente aplicada al diagnéstico de la
infeccion Lyme activa (Valenthine-Thon et. al. 2006).

Un resultado positivo en MELISA indica infeccion activa con Borrelia burgdorferi sensu lato.
Ademas de los cuatro antigenos recombinantes standard derivados de B. afzelii y B. garinii, la
prueba usualmente incluye los tres antigenos adicionales derivados de B. burgdorferi sensu
stricto (una proteina OspC de superficie externa, un fragmento interno recombinante p41, y un
lisado antigénico completo).

MELISA es una prueba de transformacion de linfocitos que no detecta anticuerpos sino la
inmunoreactividad celular caracteristica de las infecciones activas de Borrelia burgdorferi. El
ensayo mejora el diagnostico de laboratorio confirmando la infeccion activa en pacientes con
sintomas clinicos de Lyme. Esta prueba estd basada en el uso de células mononucleares de
sangre periférica incubadas con controles en una placa multi-well revestida con antigenos
recombinantes de Borrelia en tres diluciones diferentes a 37 °C en una atmosfera a 5% de CO».
Si los linfocitos han sido expuestos anteriormente al antigeno, las células se dividiran y dicha
division celular podra ser medida mediante la incorporaciéon de metil-timidina tritiada
radioactiva. La PTL-MELISA puede medir actividad patologica en aquellos pacientes
infectados que no han desarrollado una respuesta inmune apropiada; sin embargo, es
recomendable efectuar Western Blot en paralelo debido a que pacientes positivos para Western
Blot han resultado negativos para PTL-MELISA (Puri et. al. 2014).

2. ELISPOT Y LYMESPOT REVISADOS



El EliSpot (Ensayo Inmunospot Asociado a Enzimas) mide el nimero de linfocitos T activados
en cultivo celular basdndose en las citoquinas que liberan al ser expuestas al antigeno.
Actualmente, hay pocas publicaciones al respecto y sus conclusiones son divergentes (Forsberg
et. al. 1995; Nordberg et. al. 2012; Jin et. al. 2013).

El EliSpot (prueba para Interferén y) es una prueba para detectar una infeccién con Borrelia y
otros co-patdgenos.

Mientras el ensayo EliSpot existente se basa exclusivamente en la produccion de Interferon v,
el nuevo LymeSpot también evaltia también la produccion de la citoquina Interleukina (IL)-2.
Si el cociente entre Interferén y y IL-2 es invertido, se puede asumir una enfermedad latente.

Es cada vez mayor la cantidad de laboratorios que realizan PTL para Borrelia y otros agentes
coinfecciosos. En el caso del Western Blot, es muy importante saber que patégenos son usados
en el ensayo. Se debe solicitar una lista con los antigenos usados y verificar la especificidad y
la lista de especies cubiertas. No todos los laboratorios utilizan antigenos multiples.

PRUEBAS DE PCR

El uso de pruebas por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) puede ser util puesto que es
una determinacion diagnostica del patdgeno que no se basa en serologia indirecta.

La PCR es una prueba basada en sangre que amplifica un fragmento clave de ADN de las
bacterias de Lyme para su deteccion. Si bien la PCR es muy precisa cuando detecta el ADN de
Lyme, también puede producir numerosos falsos negativos. Esto se debe a que las bacterias de
Lyme estan muy dispersas y pueden no estar presentes en la muestra de sangre analizada. En
lugar de identificar anticuerpos contra Borrelia, la PCR es una determinacion directa del
microorganismo. Desafortunadamente, las pruebas de PCR suelen producir falsos negativos
debido a que las bacterias de Lyme residen en la sangre por periodos cortos de tiempo,
prefiriendo alojarse en tejidos con circulacion vascular reducida.

La PCR es una prueba especifica y sensible para la deteccion rapida y directa de B. burgdorferi.
Ha probado ser de utilidad para la deteccion de ADN de Borrelia procedente de biopsias de
lesiones ECM, asi como en la deteccion de ADN en fluido sinovial y cerebrospinal durante las
fases tardias de la enfermedad. Los resultados de la PCR deben estar correlacionados con las
manifestaciones clinicas del paciente. Debido a la limitada sensibilidad de la prueba, un
resultado negativo no excluye la presencia del organismo 6 enfermedad activa de Lyme.
Asimismo, un resultado negativo no excluye la posibilidad de enfermedad de Lyme, puesto que
puede haber inhibidores de PCR en el espécimen. Mediante el disefio de primers degenerados
es posible detectar numerosas especies en una sola prueba; también es posible disefiar primers
para identificar una especie determinada. Los resultados de ésta prueba deben ser utilizados
para ayudar en el diagndstico y no como criterio Unico para determinar si el paciente estd o no
enfermo. Estos resultados deben correlacionarse con la presentacion clinica del paciente. Se
han reportado infecciones concurrentes con numerosos patogenos propagados por garrapatas,
incluyendo a Bartonella, Ehrlichia chaffensis/Anaplasma phagocytophilum y Babesia microti,
y se debe considerar el diagndstico de otros patogenos si la clinica lo indica.



Si bien la PCR es un método inherentemente especifico y sensible, los resultados son
frecuentemente negativos aun si el paciente esta infectado. Esto suele ocurrir debido a la
ausencia de bacterias en la muestra bioldgica. La muestra de sangre puede ser negativa para el
ADN de Lyme debido a que cuando Borrelia esta alojada en forma de quiste en el tejido
raramente libera material genético a la circulacion. Ademas los pacientes con enfermedad de
Lyme suelen oscilar entre periodos sintomdticos y asintomaticos, lo cual refleja la actividad
bacteriana.

La prueba de PCR puede resultar positiva 6 negativa dependiendo del nivel de actividad de la
infeccion. En etapas tardias de la enfermedad, es més probable que la bacteria se desplace a
tejidos con consecuentes resultados negativos en las muestras de sangre.

PRUEBAS DE DETECCION DE ANTIGENO

Son pruebas que evaluan la presencia de una unica proteina en fluido (sangre, liquido sinovial).
A veces los pacientes infectados cuyas pruebas indirectas son negativas presentan resultados
positivos mediante ésta técnica.

Recientemente, la prueba Nanotrap® LA ha recibido notoriedad nacional cuando la fundacién
Bill y Melinda Gates le otorgd un subsidio de 1 millon de ddlares. Esta prueba emplea la
tecnologia Nanotrap® para medir directamente antigenos Lyme en orina usando el formato
Western Blot, proveyendo alta sensitividad y precision y aportando resultados confiables para
las fases iniciales de la infeccion.

La prueba Nanotrap® emplea una aproximacion directa para la identificacion del antigeno Lyme
presente en el cuerpo y que puede ser detectado pocos dias después de la infeccion inicial.
Inversamente, Nanotrap® LA provee resultado negativo indicando la ausencia de antigeno si la
infeccion fue tratada efectivamente y eliminada.

PRUEBAS ENERGETICAS

No existe un standard universal que aplique a todas las infecciones de Lyme y que sea 100%
preciso. Esta es la razon por la cual numerosos Médicos especialistas en Lyme diagnostican
Borrelia y otras coinfecciones basdndose en la sintomatologia, los ensayos de laboratorio y
pruebas sofisticadas poco convencionales; entre ésta Gltima categoria podemos citar las pruebas
energéticas.

Los dispositivos electrodérmicos de monitoreo (tales como el ZYTO 6 ASYRA), por ejemplo,
emplean un software y la respuesta galvanica de la piel para detectar desequilibrios energéticos
en el cuerpo. Pueden emplearse también para detectar las frecuencias energéticas de una amplia
variedad de microorganismos patogenos y, por lo tanto, su presencia. Un software conectado a
una pulsera de mano u otro instrumento monitorea el cuerpo en busca de infecciones y otros
desequilibrios y luego hace un informe de los diferentes organismos que se sospecha estan en
el cuerpo y a que niveles. Numerosos expertos en Lyme, como Lee Cowden, consideran que el
ZYTO tiene una precision del orden del 90%. Otros instrumentos pueden ser mas o menos
precisos.



La kinesiologia aplicada o los métodos de prueba de fuerza muscular tales como la Prueba de
Respuesta Autonomica (PRA), desarrollada por el especialista en Lyme Dietrich Klinghardt,
son otra forma de evaluar la presencia de infecciones utilizando la energia del cuerpo humano
y el sistema nervioso autdnomo. La kinesiologia aplicada puede ser muy util en el diagndstico.

En las pruebas PRA y otros métodos de prueba muscular, el médico aplica fuerza en uno de los
musculos del paciente (normalmente el brazo), mientras sostiene una sustancia (en éste caso
una firma energética o un compuesto del patdogeno) contra el cuerpo del paciente. A
continuacion, le pedird al paciente que resista. El sistema autdnomo del paciente responderd a
dicho compuesto o patégeno creando una respuesta muscular fuerte o débil en el brazo. Los
resultados dependen en gran medida de la experiencia del especialista.

EVALUANDO COINFECCIONES

En la enfermedad de Lyme es frecuente observar infecciones concurrentes. El impacto clinico
y patologico de las infecciones fue reconocido por primera vez en los 90 (Mitchell et. al. 1996).
El sinergismo patologico puede exacerbar la enfermedad de Lyme o inducir manifestaciones
similares. Los agentes coinfecciosos pueden ser transmitidos conjuntamente con Borrelia
burgdorferi a través de una mordedura de garrapata resultando en infecciones multiples, pero
una fraccion de ellas ocurre en independientemente de la mordedura. Las infecciones causadas
por estos patogenos en pacientes no infectados por Borrelia burgdorferi pueden resultar en
sintomas clinicos semejantes a los observados en la enfermedad de Lyme. Esto aplica
particularmente a infecciones causadas por Bartonella henselae, Yersinia enterocolitica, y
Mycoplasma pneumoniae. Chlamydia trachomatis causa poliatritis. Chlamydia pneumoniae no
solo causa artritis, sino ademds afecta el sistema nervioso y el corazén, lo cual dificulta el
diagnostico. El diagnostico se vuelve ain més complejo cuando las coinfecciones ocurren en
asociacion a la enfermedad de Lyme (Berghoff, 2012).

En relacion a las pruebas diagndsticas, son muy similares a las que hay disponibles para la
Borreliosis de Lyme. Las técnicas de PCR, ELISA y/o inmunofluorescencia estan disponibles
para la mayoria pero no cubren la totalidad de las especies. Asimismo, los resultados deben ser
analizados e interpretados en el contexto de las manifestaciones clinicas.

- Babesia: FISH (hibridacion in-situ fluorescente, es la mas especifica y sensitiva), frotis de
Giemsa, Inmunofluorescencia (IFA), serologia y PCR.

- Bartonella: solo hay pruebas seroldgicas contra B. henselae y B. quintana, no hay Western
Blot disponible. Bartonella es muy dificil de detectar, pues hay multiples especies (mas de 30)
y frecuentemente se organizan en biofilms (que contienen células y sustancia extracelular
polimérica, creando asi una matriz que provee una barrera fisica para el diagnostico y
tratamiento). Dentro de las pruebas diagnosticas, la IFA esta disponible (poco confiable), PCR
(que requiere numerosos sets de primers y suele fallar en presencia de biofilms), frotis de sangre,
y raramente cultivo celular + PCR. Como opcion indirecta, la prueba de factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF) es frecuentemente util puesto que la Bartonelliosis es
frecuentemente acompafiada de la angiogénesis, induciendo granulomas en diversas regiones
de la piel (Kempfet. al. 2001). Los niveles de VEGF aumentaran en presencia de una infeccion



con Bartonella solamente en ausencia de infecciones con hongos. Las erupciones de piel
caracteristicas de Bartonella también tienen un gran valor diagnostico.

- Brucella: BrucellaCAPT, anticuerpos aglutinantes, PCR.

- Ehrlicha/Anaplasma: ELISA, ELISpot, PCR, frotis de Giemsa.
- Rickettsia: PCR, serologia/IFA.

- Coxiella: PCR, IFA.

- Tularemia: pruebas de deteccion de antigenos, ELISA, PCR, cultivo celular, anticuerpos
directos fluorescentes.

- Leptospira: inmunocromatografia.
- Leishmania: serologia

- Mycoplasma: serologia (ELISA), PCR (a partir de muestras de sangre, esputo e hisopados),
cultivo bacteriano.

- Chlamydia: Western Blot, ELISA, PCR, ELISpot.

- Yersinia: Western Blot (Y. enterocolitica y Y. pseudopneumoniae), ELISpot, prueba de
deteccion de antigeno en heces (solamente para Y. enterocolitica). Cabe mencionar que una
respuesta inmune a los antigenos de Yersinia puede jugar un rol importante en la patogénesis
de artritis cronica indiferenciada e inflamacion cronica (Van der Heijden et. al. 1997; Saebo &
Lassen 1994).

- Virus Epstein-Barr (EBV): Western Blot, PCR, ELISpot, serologia, pruebas antigénicas.

- Citomegalovirus (CMV): Western Blot, PCR, ELISpot, serologia, pruebas antigénicas.

- Coxackievirus: PCR, pruebas antigénicas.

- Herpesvirus: serologia, PCR.

La lista de agentes coinfecciosos no es exhaustiva. Nuevos patdgenos son frecuentemente
evidenciados, al igual que patdgenos oportunistas. Paralelamente, se estan desarrollando nuevos

ensayos que completaran y mejoraran el listado de pruebas ofrecido.

ABORDAJE INTEGRAL PARA INFECCIONES
TARDIAS/PERSISTENTES/CRONICAS PROPAGADAS POR GARRAPATAS

A fin de ofrecer una mejor asistencia a los pacientes con infecciones tardias/cronicas
y/persistentes dificiles de detectar, Laboratorios R.E.D. (www.redlabs.com) se enfoca en el
abordaje integral, que incluye la deteccion directa de patogenos al igual que pruebas indirectas



http://www.redlabs.com/

complementarias. La alta tasa de fallos de pruebas relacionadas a IMG, especialmente en
infecciones tardias/persistentes/cronicas resalta la necesidad de enfocarse en los sintomas
informados por el paciente e investigar cualquier desregulacion y lesion inhabilitante resultante
de las IMG.

Las IMG cronicas pueden mimetizar cada proceso patologico, incluyendo el sindrome de fatiga
cronica (encefalomielitis midlgica), fibromialgia, enfermedades autoinmunes, incluidas la
artritis reumatoide y la esclerosis multiple, condiciones psiquiatricas que incluyen la depresion
y la ansiedad, y problemas de concentracion y memoria que se asemejan a la demencia temprana.
Es por ello que el Dr. Richard Horowitz la ha llamado “El gran imitador” en su libro titulado
“;Porque no puedo mejorarme?”.

Las infecciones IMG persistentes han sido reportadas en numerosos pacientes autistas
(Brainsfield et. al. 2008; Kuhn et. al. 2012; Kuhn & Brainsfield 2014). De hechos numerosos
médicos especialistas se enfocan en IMG cuando estan evaluando trastornos del espectro autista.

Si una persona sufre de una condicion cronica de salud, desde la artritis o el sindrome de fatiga
cronica a fibromialgia es importante descartar la enfermedad de Lyme. Parece que numerosos
casos de fibromialgia y sindrome de fatiga cronica son en realidad enfermedad de Lyme
encubierta (Nicholson & Nicholson 1998).

Los pacientes cronicos de Lyme también padecen “coinfecciones” tales como Mycoplasma,
Chlamydias, Ehrlichia, Bartonella y Babesia. Estos son diferentes tipos de “bichos” que
disfrutan de la compaifiia de B. burgdorferi.

Los pacientes de Lyme y IMG pueden presentarse primeramente con manifestaciones
gastrointestinales. Estos pacientes pueden padecer trastornos gastrointestinales complejos 6
persistentes que involucran el tracto gastrointestinal alto, medio ¢ bajo. Es probable que el
numero de pacientes que presenta estos sintomas est¢ alcanzando proporciones epidémicas (Dr.
Rahban, ILADS Conference Augsburg 2015). Las pruebas de deteccion gastrointestinales
deben ser incluidas.

En concordancia, el panel integrativo inicial incluye:
- Serologia IgG e IgM para Borrelia (inmunoblot)

Se trata de un inmunoensayo para la deteccion de anticuerpos contra Borrelia burgdorferi en
suero humano, plasma o fluido cerebroespinal. Detecta anticuerpos contra cuatro especies
inmunopatogénicas (B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii, B. afzelii, B. spielmanii, B.
bavariensis). Permite la deteccion de pl100, VisE, p58, p41, p39, OspA (sin distincion de
genospecies), OspC de todas las genospecies y p18 de todas las genospecies. La finalidad de la
prueba no es distinguir genoespecies sino ofrecer la méxima cobertura en cuanto a deteccion de
enfermedad de Lyme.

- Serologia IgG e IgA/M para Chlamydia (inmunoblot)



Este es un inmunoblot para la deteccion de anticuerpos IgG e IgA contra Chlamydia
trachomatis, Chlamydia pneumoniae y Chlamydia psittaci. Las garrapatas no son vector para
Chlamydia, sino que Chlamydia se reactiva con IMG.

- Serologia IgG e IgA/M para Yersinia (inmunoblot)

Un inmunoblot para la deteccion de anticuerpos IgG e IgA contra todas las proteinas externas
de Yersinia (YOPs). La diferenciacion seroldgica de las infecciones con Y. enterocolitica y Y.
pseudotuberculosis es posible por primera vez con el uso de nuevos antigenos especie-
especificos (PsaA, MyfA).

- Prueba de Babesia FISH: deteccidon de infeccion con Babesia mediante inmunofluorescencia
1n situ

- Diagndstico de infecciones con Mycoplasma via PCR

Se ha descubierto que las garrapatas pueden ser portadoras de Mycoplasma. Estas infecciones
exacerban el cuadro clinico, especialmente en pacientes cronicos, y en aquellos con
manifestaciones autoinmunes. Mycoplasma spp. causa la sobreestimulacion de células B,
promoviendo patologias autoinmunes y Enfermedad Reumatoidea. Mycoplasma incrementa la
produccion de IL-1f3 y IL-6.

- Ensayos de actividad (PTL-MELISA 6 ELISPOT PTL)
- Conteo absoluto de celulas CD57

Las células CD57"/CD3" son una subpoblacion de células NK. El nimero absoluto de células
CD57/CD3" es bajo en pacientes que sufren de enfermedad cronica de Lyme. Pacientes con
conteos bajos de CD57 presentan mas coinfecciones y defectos inmunologicos persistentes que
pacientes con conteos elevados.

- Niveles de PGE2

El PGE2 es un compuesto derivado de los fosfolipidos de membrana, es también mediador
inmunopatologico en infecciones cronicas y cancer. El PGE2 aumenta su propia produccion
pero suprime a los mediadores inflamatorios agudos, resultando en su predominancia en etapas
tardias/cronicas de la respuesta inmune. El PGE2 suprime selectivamente las funciones
efectoras de los macrofagos y neutrofilos y la respuesta inmune tipo 1 mediada por células Th1l-,
CTL- y NK; pero promueve las respuestas de células Th2, Th17 y T regulatorias. PGE2 esta
sobreexpresado en pacientes cronicos con IMG (Prof. De Meirleir, ILADS workshop Antwerp
23/04/2016).

-IL-8

Cuando Borrelia migra, inicia una respuesta inflamatoria multisistémica. IL-1 y TNF a
promueven la quimiotaxis. Esta migracion induce la expresion de citoquinas tales como IL-8,



la cual estd sobreexpresada en pacientes cronicos con IMG (Prof. De Meirleir, ILADS
workshop Antwerp 23/04/2016).

-sCDI14

CD14 es una molécula que se expresa en monocitos y macrofagos y juega un rol critico en el
reconocimiento de los componentes de pared celular bacteriana (LPS). La parte extracelular de
CD14 puede ser clivada y liberada al plasma sanguineo, en donde inactivard al LPS en
circulacion. Los niveles séricos de CD14 son significativamente elevados en pacientes con
enfermedad inflamatoria intestinal y enfermedad de Crohn, pero también en pacientes que
sufren de Brucellosis 6 enfermedad de Lyme. Pacientes con enfermedad de Lyme en fase inicial
6 no tratada mostraron niveles de sCD14 significativamente mdas altos que los controles
saludables (Lin et. al., 2000).

- VEGF

El VEGF juega un rol importante en condiciones fisiopatologicas asociadas a enfermedades
autoinmunes, tales como el lupus sistémico eritematoso (LSE), artritis reumatoide (AR), y
esclerosis multiple. Niveles anormalmente altos de VEGF en un entorno libre de hongos
podrian sugerir infeccién con Bartonella (Kempf et. al. 2001).

-CD 38

CD 38 es una molécula que tiene un rol importante en la quimiotaxis de las células dendriticas
(CD) y la migracion a los nodulos linfaticos que se ha visto fuertemente inducida por LPS pero
no por Borrelia garinii (induciendo asi neuroborreliosis). Este hallazgo ha sido confirmado por
RT-PCR cuantitativa y citometria de flujo.

Adicionalmente, la RT-PCR ha mostrado que CCR7 (que induce la maduracion de células
dendriticas) se ha visto expresado 11 veces mas en células estimuladas con LPS que en células
estimuladas con Borrelia garinii.

Estos descubrimientos sugieren que Borrelia garinii puede afectar funciones cruciales de las
CD a través del bloqueo de la induccién de moléculas importantes para la migracion de células
dendriticas a los nodulos linféaticos, afectando las respuestas inmunes posteriores en la infeccion
por borreliosis de Lyme (Hartiala et. al. 2007). Posteriormente, Hartiala y colegas (J. immunol,
2010) estimularon CD con B. burgdorferii sensu stricto 'y B. afzelii a fin de evaluar la
incapacidad de B. garinii para inducir la expresion de CD 38. Ninguna de las dos genoespecties
indujo la expresion de CD 38.

- Pruebas diagnosticas para problemas gastrointestinales
1. Prueba MSA en heces
Los investigadores de R.E.D. han desarrollado y validado un nuevo procedimiento para analizar

las poblaciones bacterianas en una muestra de materia fecal: la prueba MSA es una técnica
molecular nueva que involucra la secuenciacion de regiones especificas de ADN bacteriano



(metagenodmica). Esta prueba puede ser efectuada a partir de organismos muertos (la exposicion
a oxigeno o bajas temperaturas no es un problema). Hasta hace poco, la investigacion sobre la
composicion de la microbiota dependia casi exclusivamente del cultivo celular, en un escenario
donde

(1) el 40-80% de las bacterias intestinales no puede ser cultivado

(i1) la identificacion de colonias puede ser dificil

(ii1) las bacterias deben estar vivas; el estudio de anaerobios es muy dificil debido a pérdidas
significativas durante la recoleccidon y procesamiento de las muestras

(iv) el uso de métodos de cultivo puede cubrir solamente una fraccion reducida de todas las
especies bacterianas (10%).

En contraste, la identificacion de cada bacteria mediante la comparacion de secuencias con
bases de datos publicas es extremadamente precisa, no subjetiva, y el uso de tecnologias de alta
resolucion permite la identificacion de decenas sino cientos de organismos en una sola muestra.

2. Calprotectina en heces

La calprotectina es una proteina ubicada en el citosol de los neutréfilos, tiene propiedades
antimicrobianas y su concentracion estd aumentada durante la inflamacion intestinal.

3. D-lactato en suero
El D-lactato es un producto metabolico bacteriano, no es producido ni metabolizado por las
células de mamifero. Tipicamente, los niveles elevados de D-lactato se deben a infeccion
bacteriana o Sindrome de Intestino Corto. Debido a su baja metabolizacion y excrecion, los
niveles elevados de D-lactato pueden provocar acidosis y encefalopatia.
Dado que las infecciones persistentes promueven daiio corporal significativo que debe ser
reparado, las siguientes pruebas también deberian ser consideradas para una aproximacion
integral mas amplia que se enfoque no solamente en el agente causal infeccioso sino ademas en
los dafios globales:
- Ensayo para Tularemia (busqueda de anticuerpos contra Francisella tularensis)
- Ensayo para Brucellosis (el ensayo BrucellaCapt es muy especifico y sensitivo)
- Ensayo para Coxiella, Anaplasma, Rickettsia, Bartonella (PCR y/6 serologia)
- Ensayo para EBV (preferentemente por inmunoblot y PCR)
- Ensayo para infecciones por Herpesvirus (HHV6)

- Ensayo para infecciones por hongos (especialmente Candida)

- Ensayo para inflamacion, niveles de citoquinas (ver Grab et. al. 2007) y estrés oxidativo: la
inflamacion crea radicales libres y estrés oxidativo que dana las membranas celulares,



mitocondria, las células nerviosas, creando el “sindrome de la enfermedad” (fatiga, dolor,
disfuncion cognitiva, cambios en los estados de &nimo)

- Pruebas del sistema del complemento (C3a y C4a): C4a parece ser un marcador inmunoldgico
valioso en pacientes con sintomas persistentes de enfermedad de Lyme (Stricker et. al. 2009).

- Pruebas para envenamiento por metales pesados y deficiencias nutricionales (minerales,
vitaminas, etc)

- Pruebas de metabolitos toxicos (amonio, acidos quinurénico y quinolinico)

- Pruebas de autoanticuerpos para enfermedades de tejido conectivo (inmunoblots para
ANA/ENA)

- Pruebas diagnosticas para intestino permeable (zonulina en heces, anticuerpos contra
bacterias intestinales en suero)

IgA/IgM contra bacterias intestinales: un panel de deteccion de anticuerpos (IgA e IgM)
dirigido contra antigenos de patdgenos intestinales. La IgA es secretada desde las células
intestinales, la IgM es producida por células inmunitarias en la sangre. En personas sanas las
bacterias patdogenas se encuentran en bajas cantidades en el intestino, y el nivel de anticuerpos
en sangre es muy bajo. No obstante, en caso de crecimiento bacteriano excesivo (disbiosis), se
producen grandes cantidades de IgA y una fraccion estara presente en el torrente sanguineo. En
el caso el intestino permeable, las bacterias pueden entrar al torrente sanguineo, una IgM
especifica es producida. Por lo tanto, altos niveles de IgM especificas para bacterias intestinales
son indicadores de alta permeabilidad intestinal.

Pruebas de ELISA para zonulina en materia fecal: la zonulina modula la permeabilidad de las
uniones estrechas entre células de la pared del tracto digestivo. A medida que los niveles de
zonulina aumentan, la permeabilidad entre las células intestinales aumenta, se abren espacios
entre ellas por los cuales pueden pasar numerosas macromoléculas. Esto se conoce como
“Intestino permeable”.

- Pruebas diagnoésticas para inflamacion intestinal (sIgA, EDN/EPX, pB-defensin-2)

ELISA para sIgA en muestras fecales: la principal funcion de sIgA es unirse a microorganismos
invasores y toxinas y atraparlos en la capa mucosa o en las células epiteliales, de forma de
inhibir su movilidad gastrointestinal, aglutinar los organismos y neutralizar sus exotoxinas y
luego contribuir a su eliminacion contribuir a su eliminacion inocua del cuerpo en la materia
fecal. La concentracion de sIgA nos da informacion acerca de la defensa inmune intestinal: una
ausencia de sIgA indica actividad reducida del sistema inmune intestinal, niveles altos de sIgA
indican inflamacion intestinal.

ELISA para EPX/EDN en muestras fecales: la acumulacion de EDN en el intestino se asocia
con la inflamacion y el dafio tisular. La determinacion de EDN en materia fecal puede servir
como parametro objetivo de inflamacion crénica clinica 6 sub-clinica en el drea gastrointestinal.
La EDN fecal es considerada la mejor de las proteinas granulares citotoxicas para la evaluacion



de inflamacion gastrointestinal, dado que refleja las observaciones clinicas, endoscopicas e
histologicas de actividad patolégica y daio mucosal. Niveles elevados de EDN fecal estan
relacionados a numerosas condiciones inflamatorias, tales como alergia/sensibilidad a la
comida, infecciones patogénicas (C. difficile y H. pylori), IBS, y trastornos gastrointestinales
eosinofilicos.

ELISA para B-defensina-2: las B-defensinas son una parte integral del sistema inmune
hereditario y contribuyen mediante su efecto antimicrobiano a la funcidén protectora de las
células epiteliales intestinales. Las defensinas ejercen una actividad antimicrobiana de grado
variable contra bacterias, hongos y ciertos virus encapsulados; su expresion es inducida por
citoquinas pro-inflamatorias y también mediante microorganismos (por ejemplo, E. coli, H.
pylori 6 P. aeruginosa) y por microorganismos probidticos. Una deficiencia en -defensina-2
puede observarse, por ejemplo, en la mucosa intestinal de pacientes con enfermedad de Crohn.
El sistema de defensa de la membrana mucosa esta por lo tanto restringido y permite la invasion
de bacterias, pudiendo dar lugar a una infeccion tipica en pacientes con enfermedad de Crohn.
Resultados recientes sugieren que B-defensina-2 esta sobreexpresada en inflamacion intestinal
activa, especialmente en la colitis ulcerativa.

Estos no son las tnicas pruebas que pueden ser ttiles en un abordaje integral. Basandose en el
examen clinico, el médico clinico puede elegir otras que resulten relevantes. Un amplio rango
de consideraciones potencialmente tutiles es enumerado en los libros del Dr. Horowitz. Las
conferencias cientificas y médicas especializadas son también una gran fuente de informacion
util.

POSIBILIDADES FUTURAS PARA PRUEBAS DIAGNOSTICAS

Debido a que el tratamiento es mas efectivo en las fases tempranas de la enfermedad de Lyme,
hay una gran necesidad de desarrollar pruebas diagnosticas para determinar si las personas han
sido infectadas. De acuerdo al Instituto de Alergia y Enfermedades Infecciosas (NIAID),
“investigadores financiados por el NIAID han identificado secuencias gendmicas de numerosas
cepas de B. burgdorferi. Se han anticipado mayores avances en diagndsticos en la medida de
que la informacion genética vaya siendo combinada con avances en la tecnologia de
microarrays, imagen, y protedmica. Se espera que estos campos cientificos en expansion den
lugar a herramientas diagndsticas mejoradas y aporten nuevas perspectivas sobre la patogénesis
de la enfermedad de Lyme. Algunos ejemplos de herramientas futuras que estan siendo
desarrolladas con ayuda del NIAID incluyen el uso de la metabolomica en la caracterizacion de
nuevos marcadores de infeccion, ensayos de proxima generacion basados en células T, y
antigenos nuevos para la determinacion mejorada de tratamientos efectivos”.

TickPlex es un nuevo método nanotecnoldgico de un grupo finlandés que esta siendo
desarrollado como una prueba diagndstica para infecciones multiples.

Algunos desarrollos recientes que estan casi listos para ser incluidos en los paneles de ensayo
son la técnica HybriSpot (de Master Diagnostica) con su Kit Tick-borne bacteria flow CHIP
que permite la deteccion simultanea (por PCR y blot) de siete géneros de bacterias transmitidas
por garrapatas: Rickettsia, Erhlichia, Anaplasma, Francisella, Bartonella, Borrelia y Coxiella.



Esta técnica todavia no ofrece buena reproducibilidad, manifestando diferencias entre nimeros
de lote y fallos cuando diferentes tipos bacterianos son mezclados.

Finalmente, con la atencidn creciente que reciben las IMG, las pruebas existentes (como las
PCR) estan siendo constantemente mejoradas y van llevando a mejores resultados.

Compartir la informacion y el conocimiento es el primer paso para mejorar el diagndstico.
CONCLUSIONES FINALES

Hacer un resumen de las IMG es una labor intensa. Existen numerosos articulos, libros, sitios
web, blogs, etc, que estan disponibles en la actualidad (ver abajo para una seleccion breve), y
multiples conferencias se llevan a cabo cada afio. El propdsito de ésta contribucion es recopilar
parte de ésta informacion y ponerla a disposicion de los pacientes a fin de promover un
entendimiento de la utilidad conjuntamente con las limitaciones de las pruebas disponibles, y
las causas ocultas de su fracaso. También tiene por finalidad enfatizar la necesidad de una
aproximacion global e integral para una mejor gestion de las IMG.

Contribucion por Tatjana Mijatovic, PhD
CSO y Manager de Laboratorio * www.redlabs.com
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