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Introduction
Lyme disease (LD) is a systemic zoonosis preva-
lent worldwide.1,2 It is spread by ticks which 
transmit bacteria of the genus Borrelia while feed-
ing on animals and humans.3,4 The number of 
reported LD cases has systematically grown over 
the past 20 years with the latest estimates reaching 
300,000 cases annually in the USA alone.5 Its 
causative pathogen, Borrelia burgdorferi sensu lato, 

is prevalent on the east and west coasts of the 
USA as well as in the central and eastern parts of 
Europe. LD affects people of all ages and both 
genders, although the highest rates have been 
documented in children aged 10–14 years and in 
adults over 45 years old.5–7 The clinical manifes-
tations of LD vary, however common symptoms 
have been identified. The early signs of LD 
account for a skin lesion called erythema migrans 
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Abstract
Background: Lyme disease (LD) is a tick-borne infection caused by Borrelia burgdorferi sensu 
lato. The current therapeutic approach to this disease is limited to antibiotics. However, 
after their administration, about 20% of patients experience delayed onset of this illness 
manifesting as lingering persistent symptoms. 
Methods: To determine a suitable approach that would help reduce this number, we 
examined the efficacy of a composition of polyphenolic compounds (baicalein, luteolin, and 
rosmarinic acid) with fatty acids (monolaurin and cis-2-decenoic acid), and iodine/kelp in a 
Lyme disease animal model and volunteers. 
Results: The results showed that 4 weeks of dietary intake of this composition reduced the 
spirochete burden in animal tissues by about 75%. Basic and differential blood parameters 
did not show significant differences between control animals and the animals fed with this 
composition. Also, hepatic and renal toxicity markers were not changed and apoptosis 
was not observed. Relevant inflammatory cytokines such as IL-6, IL-17, TNF- , and INF- , 
were elevated in infected animals but normalized in infected and treated animals. A small 
observational study revealed that after administration of this composition to 17 volunteers 
three times per day for 6 months, 67.4% of the volunteers with late or persistent LD, and not 
receptive to previous antibiotic application, responded positively, in terms of energy status as 
well as physical and psychological wellbeing to supplementation with this composition, while 
17.7% had slight improvement, and 17.7% were none responsive. 
Conclusion: We concluded that this specific composition revealed feasible benefits in late or 
persistent LD management, although double-blind controlled clinical trials are warranted.
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Una composición específica de polifenoles, 
compuestos con ácidos grasos como enfoque 
para ayudar a reducir la carga de espiroquetas 
en la enfermedad de Lyme: estudio en vivo y 
estudio observacional en humanos.

Resumen
Antecedentes: La enfermedad de Lyme (LD) es una infección transmitida por las garrapatas y causada 
por la  Borrelia burgdorferi sensulato. El enfoque terapéutico actual de esta enfermedad se limita a los 
antibióticos. Sin embargo, tras su administración, alrededor del 20% de los pacientes experimentan un 
retraso en la aparición de la enfermedad manifestando  síntomas persistentes.

Métodos: Para determinar un enfoque adecuado que ayude a reducir esta cifra, hemos examinado la 
eficacia de una composición de compuestos polifenólicos (baicaleína, luteolina y ácido rosmarínico) con 
ácidos grasos (monolaurina y ácido cis-2-decenoico), y yodo/algas en un modelo animal con  
enfermedad de Lyme y en voluntarios.

Resultados: Los resultados mostraron que 4 semanas de ingesta dietética de esta composición redujeron 
la carga de espiroquetas en los tejidos de los animales en aproximadamente un 75%. Los parámetros 
sanguíneos básicos y diferenciales no mostraron diferencias significativas entre los animales de control y 
los alimentados con esta composición. Asimismo, los marcadores de toxicidad hepática y renal no se 
modificaron y la apoptosis no se observó. Las citoquinas inflamatorias relevantes, como la IL-6, la IL-17, 
el TNF-α y el INF-γ estaban elevadas en los animales infectados pero se normalizaron en los animales 
infectados y tratados. Un pequeño estudio observacional reveló que tras la administración de esta 
composición a 17 voluntarios tres veces al día durante 6 meses, el 67,4% de los voluntarios con LD 
tardía o persistente, y no receptivos a la aplicación previa de antibióticos, respondieron positivamente, en 
términos de estado energético así así como en el bienestar físico y psicológico a la suplementación con 
esta composición, mientras que el 17,7% tuvo una ligera mejoría y el 17,7% no respondió.

Conclusión: Llegamos a la conclusión de que esta composición específica reveló beneficios factibles en 
la gestión de la LD tardía o persistente, aunque se justifica la realización de ensayos clínicos controlados 
a doble ciego.

Palabras claves: ácidos grasos, inflamación, enfermedad de Lyme, polifenoles, espiroquetas

Introducción
La enfermedad de Lyme (LD) es una zoonosis sistémica 
prevalente en todo el mundo.1,2 Se propaga por medio 
de garrapatas que transmiten bacterias del género 
Borrelia mientras se alimentan en animales y 
humanos.3,4 El número de casos de LD notificados ha 
crecido sistemáticamente durante los últimos 20 años y 
las últimas estimaciones alcanzan los 300.000 casos 
anuales sólo en Estados Unidos.5 Su patógeno 
causante, Borrelia burgdorferi sensu lato, es prevalente

en las costas este y oeste de los EE.UU., así como en 
el centro y el este de Europa. La LD afecta a personas 
de todas las edades y de ambos géneros, aunque las 
tasas más altas se han documentado en niños de 10 a 
14 años y en adultos mayores de 45 años.5-7 Las 
manifestaciones clínicas de la LD varían, aunque se 
han identificado síntomas comunes han sido 
identificados. Los primeros signos de la LD consisten en 
una lesión cutánea denominada eritema migratorio (EM) 
y/o síntomas similares a los de la gripe, mientras que 
los 
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(EM) and/or flu-like symptoms, whereas the sys-
temic symptoms include arthritis, neurologic 
problems, and cardiac abnormalities which can 
appear approximately 4–6 weeks after a tick’s 
bite. Persistent fatigue and aches/pain may 
develop in about 20% of those individuals who 
followed the recommended antibiotic treatment 
and can last beyond 6 months. This phenomenon 
has been described as PTLDS (post-treatment 
Lyme disease syndrome).5,8–10

Several US Food and Drug Administration 
(FDA)-approved antibiotics are used as primary 
therapeutics in patients with LD. The first choice 
for early stages of LD is usually a 2–4-week admin-
istration of doxycycline for adults and amoxicillin 
for children. For late-stage LD, ceftriaxone or 
cefotaxime are recommended for about the same 
treatment period. Although some clinical trials 
have brought contradictory results, it is generally 
agreed that prolonged antibiotic treatment is not 
recommended for patients with PTLDS.5,11,12

The efficacy of naturally occurring and biologically 
active substances as anti-borreliae agents is still not 
well explored, although the number of research 
investigations with such agents has been grow-
ing.13–16 Our previous in vitro study showed that a 
specific combination of polyphenols with fatty acids 
and iodine has significant bactericidal effect against 
two species of Borrelia that have been recognized as 
a pathogenic factor of LD in the USA and Europe. 
Moreover, this defined composition of phytochem-
icals worked synergistically and was shown to affect 
the membrane but not the DNA of the bacteria, 
demonstrating significant anti-oxidative and anti-
inflammatory properties at the same time.17

In this study, we report the efficacy of this specific 
composition of plant-derived compounds against 
Borrelia burgdorferi in an animal model of LD and 
volunteer patients with a late or persistent form of 
LD. We attempt here to provide a more compre-
hensive evaluation of this composition as a poten-
tial alternative or perhaps adjunct approach to 
LD, which needs to be further validated by large 
double-blind controlled clinical trials.

Materials and methods
Compounds such as baicalein, luteolin, rosmarinic 
acid, and cis-2-decenoic acid (10-HAD), with a 
purity between 90% and 95% according to the 
manufacturer, were obtained from Baoji GuoKang 

Bio-Technology Co. Ltd (Baoji City, China). 
Organic kelp with standardized iodine content (i.e. 
150 µg/ml as 100% of recommended daily allow-
ance, and 60 minerals, vitamins, protein, fats, car-
bohydras, and dietary fibers as approximately 25% 
of daily values) was purchased from Thorvin Inc. 
(New Castle, VA, USA), and monolaurin as a pure 
sn-1 monolaurin (glycerol monolaurate) was from 
Purem Biological (Xi’an, China). Additional purity 
analysis of compounds to potentially exclude the 
presence of antibiotics all of which were purchased 
from Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, USA), 
such as doxycycline and amoxicillin and the anti-
inflammatory drug methotrexate used in LD treat-
ment1,9 was performed at the mass spectroscopy 
laboratory of Oregon State University and ana-
lyzed at the mass spectroscopy laboratory of 
Stanford University (Supplementary Figures 1Sa–
c and Figures 2Sa–d).

Test microorganisms
A clonal derivative of Borrelia burgdorferi B31 
strain, MSK5, containing all plasmids, was used 
in this study.18 It was cultured in commonly used 
conditions, that is, Barbour-Stoenner-Kelly H 
(BSK-H) medium supplemented with 6% rabbit 
serum (Sigma, St. Louis, MO, USA) without 
antibiotics at 33°C with 5% CO2, in sterile screw-
cap 15 ml polystyrene test tubes.

Test diet
Standard rodent diet was purchased from 
LabDiet Inc. (St. Louis, MO, USA). The test 
diet was prepared by LabDiet Inc. and was com-
posed of standard diet enriched with baicalein 
(650 mg/kg diet), luteolin (300 mg/kg diet),  
rosmarinic acid (500 mg/kg diet), monolaurin 
(500 mg/kg diet), 10-HAD (500 mg/kg diet), and 
iodine 1 mg/kg diet.

Animal study
A total of 32 C3H/HeN inbred female mice weigh-
ing approximately 20 g were obtained from Charles 
River Laboratories (Wilmington, MA, USA). The 
4-week-old mice were housed at the animal facility 
located at the Dr. Rath Research Institute at an 
ambient temperature of 21°C. Food and water 
were provided ad libitum during a light and dark 
cycle of 12 h. Experimental animal protocol No. 
01/B052014 was reviewed by and approved in 
2014 by the Animal Care and Use Committee  

síntomas incluyen artritis, problemas neurológicos, y 
anormalidades cardíacas que pueden aparecer 
aproximadamente 4-6 semanas después de la picadura 
de garrapata. La fatiga y los dolores persistentes 
pueden desarrollarse en aproximadamente el 20% de 
los individuos que siguieron el tratamiento antibiótico 
recomendado y pueden durar más de 6 meses. Este 
fenómeno se ha descrito como Síndrome de la 
enfermedad de Lyme posterior al tratamiento 
(PTLDS).5,8-10

Varios antibióticos aprobados por la Administración de 
Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA), 
se utilizan como terapéuticos en pacientes con LD. La 
primera opción para las primeras fases de la LD suele 
ser una administración de 2 a 4 semanas de doxiciclina 
para los adultos y de amoxicilina para los niños. Para la 
LD en fase tardía, la ceftriaxona o la cefotaxima se 
recomiendan durante el mismo período de tratamiento. 
Aunque algunos ensayos clínicos han aportado 
resultados contradictorios, en general se de acuerdo en 
que el tratamiento antibiótico prolongado no es 
recomendado para los pacientes con PTLDS.5,11,12

La eficacia de las sustancias naturales y sustancias 
biológicamente activas como agentes antiborreliae aún 
no está bien explorada, aunque el número de 
investigaciones con dichos agentes ha ido creciendo. 
13-16 Nuestro anterior estudio in vitro demostró que una 
combinación específica de polifenoles con ácidos 
grasos y yodo tiene un efecto bactericida significativo 
contra dos especies de Borrelia que han sido 
reconocidas como un factor patógeno de la LD en 
Estados Unidos y Europa. Además, esta composición 
definida de fitoquímicos funcionó de forma sinérgica y 
se demostró que afectaba a la membrana pero no el 
ADN de la bacteria, demostrando importantes 
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias al mismo 
tiempo.17

En este estudio, informamos de la eficacia de esta 
composición de compuestos derivados de plantas contra 
Borrelia burgdorferi en un modelo animal de LD y en 
pacientes voluntarios con una forma tardía o persistente 
de LD. Intentamos aquí proporcionar una evaluación de 
esta composición como una potencial alternativa o tal 
vez un enfoque adjunto para LD, que debe ser validada 
en mayor medida mediante grandes ensayos clínicos 
controlados a doble ciego.

Materiales y métodos
Compuestos como la baicaleína, la luteolina, el ácido 
rosmarínico y el ácido cis-2-decenoico (10-HAD), con 
una pureza entre el 90% y el 95% según el fabricante, 
se obtuvieron de Baoji GuoKangBio-Technology Co. 

Ltd (Ciudad de Baoji, China). Algas ecologicas con 
contenido estandarizado de yodo (es decir 150 μg/ml 
como el 100% de la cantidad diaria recomendada y 60 
minerales, vitaminas, proteínas, grasas, carbohidratos
y fibras dietéticas como aproximadamente el 25% de los 
valores diarios) se compró a Thorvin Inc. (New Castle, 
VA, EE.UU.), y la monolaurina como sn-1 monolaurina 
(monolaurato de glicerol) fue de Purem Biological (Xi'an, 
China). Adicional análisis de pureza de los compuestos 
para excluir potencialmente la presencia de antibióticos, 
todos los cuales fueron adquiridos de Cayman Chemical 
(Ann Arbor, MI, EE.UU.), como la doxiciclina y la 
amoxicilina y el fármaco antiinflamatorio metotrexato 
utilizado en el tratamiento de la LD1,9 se realizó en el 
laboratorio de espectroscopia de masas laboratorio de 
la Universidad Estatal de Oregón y se analizó en el 
laboratorio de espectroscopia de masas de Universidad 
de Stanford (Figuras suplementarias 1Sa-c y Figuras 
2Sa-d).

Microorganismos de prueba
Un derivado clonal de Borrelia burgdorferi B31 MSK5, que 
contiene todos los plásmidos, se utilizó en este estudio.18 
Se cultivó en las condiciones más habituales, es decir, 
medio Barbour-Stoenner-Kelly H (BSK-H) complementado 
con un 6% de suero de conejo (Sigma, St. Louis, MO, 
USA) sin antibióticos a 33°C con 5% de CO2, en tubos de 
ensayo de poliestireno de 15 ml.

Dieta de prueba
La dieta estándar para roedores se compró a LabDiet Inc. 
(St. Louis, MO, USA). La dieta de prueba fue preparada 
por LabDiet Inc. y estaba compuesta de dieta estándar 
enriquecida con baicaleína (650 mg/kg de dieta), luteolina 
(300 mg/kg de dieta) ácido rosmarínico (500 mg/kg de 
dieta), monolaurina (500 mg/kg dieta), 10-HAD (500 mg/
kg dieta), y yodo 1 mg/kg de dieta.

Estudio en animales
Un total de 32 ratones hembras de raza C3H/HeN que 
pesaban aproximadamente 20 g se obtuvieron de Charles
River Laboratories (Wilmington, MA, EE.UU.). Los ratones 
de 4 semanas de edad fueron alojados en la instalación de 
animales ubicadas en el Instituto de Investigación Dr. Rath 
a una temperatura ambiente de 21°C. La comida y el agua
se suministraron ad libitum durante un ciclo de luz y 
oscuridad de 12 h. El protocolo experimental para animales 
nº 01/B052014 fue revisado y aprobado en 2014 por el 
Comité de Cuidado y Uso de Animales en el Instituto de 
Investigación Dr. Rath. Los ratones fueron divididos al azar
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at the Dr. Rath Research Institute. Mice were ran-
domly divided into four experimental groups (eight 
animals per group): WT (not infected animals fed 
with the standard diet), LD (infected animals fed 
with the standard diet), WT + T (not infected ani-
mals fed with the test diet), and LD + T (infected 
animals fed with the test diet). Low passage of vir-
ulent Borrelia burgdorferi, grown at 33°C in a 
BSK-H medium until reaching a concentration of 
approximately 1 × 107 spirochetes/ml, were inocu-
lated intradermally (104 spirochetes/mouse) into 
animals from two experimental groups, LD and 
LD + T, as previously reported.19 Mice from 
groups WT and WT + T received mock injections 
of 1 × phosphate buffered saline (PBS). After 
3 weeks, mice from the WT + T and LD + T 
groups were transferred from the standard diet to 
the test diet and fed for a subsequent 4 weeks. The 
rest of the animals were kept on the standard diet. 
At the end of the study all animals were sacrificed 
and the tissue samples, including blood, were col-
lected for further testing. Control animals were 
mice fed with the standard diet and not infected 
(WT) as well as mice fed with the standard diet 
and infected with Borrelia burgdorferi (LD). Blood 
was aseptically obtained from all experimental 
mice by an intracardiac puncture using a 1-ml 
tuberculin syringe with a 27-G needle and sepa-
rated into two samples. One sample of the col-
lected blood was used for basic and differential 
hematology, and the second sample was used to 
prepare serum for biochemical analysis. Tissue 
samples from the ears, heart base, tibiotarsal joints, 
liver, kidneys, and spleen were collected, immedi-
ately snap-frozen in liquid nitrogen, and subjected 
to quantitative polymerase chain reaction (qPCR 
Bio-Rad, Hercules, CA, USA) analysis and/or 
immunohistochemistry. In addition, blood and tis-
sue cultures (from the ear, heart base, spleen, and 
joints) were processed and scored for spirochetal 
growth in BSK-H medium after 3–5 weeks as pre-
viously described.19

Quantitative analysis of Borrelia burgdorferi 
DNA
To confirm the presence of infection and quantify 
spirochete tissue burdens, all samples were ana-
lyzed by qPCR as previously reported.18,19 Briefly, 
whole genomic DNA was extracted from tissue 
samples (ears, heart base, spleen, and tibiotarsal 
joints) using DNeasy Blood and Tissue kit (Qiagen, 
Valencia, CA, USA) according to the manufac-
turer’s instructions. Before DNA extraction, all 

tissue samples were snap-frozen in liquid nitrogen, 
weighed, and homogenized using a QIA shredder 
kit (Qiagen). Optimized primer sets of Borrelia 
burgdorferi flagellin (�aB, bb0147) gene (F-5' 
TCTTTTCTCTGGTGAGGGAGCT; R-5' TCC 
TTCCTGTTGAACACCCTCT) and murine -
actin (ACTB) (F-5' CAAGTCATCACTATTGG 
CAACGA; R-5' CCAAGAAGGAAGGCTGGAA 
AA) gene from published sequences were used.19 
All qPCR reagents were purchased from Qiagen. 
DNA templates [i.e. 1 × 105/µl B. burgdorferi equiv-
alents from American Type Culture Collection 
(ATCC) (Manassas, VA, USA) and mouse from 
Promega (Madison, WI, USA) served as known 
amounts of spirochetal and mouse genomic DNA], 
were included in each qPCR experiment, and used 
to compile the standard curves, and to determine 
the total number of spirochetes (�aB copy num-
ber) in collected mouse tissue samples. Also, a no-
template reaction control was included. QuantiTect 
SYBR Green PCR Kit (Qiagen) was utilized to 
determine the borrelial �aB target gene, expressed 
as per 1 mg of tissue weight. It contained 
QuantiTect SYBR Green PCR Buffer, pH = 8.7, 
as the source of 2.5 mM Mg2+, deoxynucleotides 
and HotStarTaq DNA polymerase, in addition to 
each primer used at a concentration of 0.3 M in a 
50 l qPCR mixture. The qPCR cycler conditions 
(BioRad CFX96) were programmed according to 
manufacturer’s recommendations and were as fol-
lows: an activation step at 95°C for 15 min, 40 
cycles of: denaturation at 94°C for 15 s, annealing 
at 59°C for 30 s, and extension at 72°C for 30 s. To 
verify the specificity and identity of the qPCR 
product, melting curve analyses were performed. 
Additional validation was conducted by subjecting 
the tissue samples to an independent qPCR analy-
sis performed by a certified laboratory (IDEXX 
BioResearch, Sacramento, CA, USA). Each sam-
ple was analyzed in triplicate.

Blood hematology
Blood samples obtained from all experimental 
mice were submitted to a certified analytical lab-
oratory (IDEXX BioResearch) where the basic 
(RBC, Red Blood Cells; WBC, White Blood 
Cells; HGB, Hemoglobin; HCT, Hematocrit; 
MCV, Mean Corpuscular Volume; MCH, Mean 
Corpuscular Hemoglobin; and MCHC, Mean 
Corpuscular Hemoglobin Concentration) and 
differential (neutrophils, monocytes, lympho-
cytes, and platelets counts/levels) hematologic 
analysis was performed and supported by 

en cuatro grupos experimentales (ocho animales por 
grupo): WT (animales no infectados alimentados con la 
dieta estándar), LD (animales infectados alimentados 
con la dieta estándar), WT + T (animales no infectados 
alimentados con la dieta de prueba), y LD + T (animales 
infectados alimentados con la dieta de prueba). El bajo 
paso de la virulenta Borrelia burgdorferi, cultivada a 
33°C en un medio BSK-H hasta alcanzar una 
concentración de aproximadamente 1 × 10^7 
espiroquetas/ml, se inocularon por vía intradérmica 
(10^4 espiroquetas/ratón) en animales de dos grupos 
experimentales, LD y LD + T, como se informó 
anteriormente.19 Los ratones de grupos WT y WT + T 
recibieron inyecciones simuladas de 1 × solución salina 
tamponada con fosfato (PBS).

Después de tres semanas fueron transferidos de la 
dieta estándar a la dieta de prueba y se alimentaron 
durante las 4 semanas siguientes. El resto de los 
animales se mantuvieron con la dieta estándar. Al final 
del estudio se sacrificaron todos los animales y se 
recogieron muestras de tejido, incluida la sangre, para 
las pruebas posteriores. Los animales de control fueron 
ratones alimentados con la dieta estándar y no 
infectados (WT), así como ratones alimentados con la 
dieta estándar e infectados con Borrelia burgdorferi 
(LD). La sangre se obtuvo asépticamente de todos los 
ratones experimentales ratones mediante una punción 
intracardíaca con una jeringa de tuberculina de 1 ml  
con una aguja de 27 G y se separó en dos muestras. 
Una muestra de la sangre recogida se utilizó para la 
hematología básica y diferencial hematología, y la 
segunda muestra se utilizó para preparar el suero para 
el análisis bioquímico. Muestras de tejidos, las orejas, la 
base del corazón, las articulaciones tibiotarsianas 
hígado, riñones y bazo se recogieron, inmediatamente 
congeladas a presión en nitrógeno líquido, y sometidas 
a la reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa 
(qPCR Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.) y/o al análisis 
de inmunohistoquímica. Además, la sangre y los tejidos 
(de la oreja, la base del corazón, el bazo y las 
articulaciones) fueron procesados y calificados para el 
crecimiento de espiroquetas en el medio BSK-H 
después de 3 a 5 semanas como se ha descrito.19

Análisis cuantitativo de Borrelia burgdorferi ADN
Para confirmar la presencia de la infección y cuantificar 
cargas tisulares de espiroquetas, todas las muestras se 
a n a l i z a r o n p o r q P C R c o m o s e i n f o r m ó 
anteriormente.18,19 Brevemente se extrajo el ADN 
genómico completo de los tejidos muestras (orejas, base 
del corazón, bazo y articulaciones tibiotarsianas 
articulaciones) utilizando el kit DNeasy Blood and Tissue 
(Qiagen,Valencia, CA, EE.UU.) según las instrucciones 
del fabricante. Antes de la extracción de ADN, todas las 
muestras de tejido se congelaron en nitrógeno líquido, 

se  pesaron, y homogeneizaron  utilizando una 
trituradora QIA kit (Qiagen). Los conjuntos de 
cebadores optimizados de Borrelia burgdorferi flagellin 
(flaB, bb0147) (F-5' TCTTTTCTGGTGAGGGAGCT; R-5' 
TCCTTCCTGTTGAACCCT) y el gen de la β-actina 
(ACTB) (F-5' CAAGTCATCACTATTGGCAACGA; R-5' 
CCAAGAAGGAAGGCTGGAAAA) de secuencias 
publicadas.19 Todos los reactivos de la qPCR se 
adquirieron en Qiagen. Las plantillas de ADN [es decir, 
1 × 105/μl de equivalentes de B. burgdorferi de la 
American Type Culture Collection (ATCC) (Manassas, 
VA, EE.UU.) y de ratón de Promega (Madison, WI, 
EE.UU.) sirvieron como cantidades de ADN genómico 
de espiroqueta y de ratón], se incluyeron en cada 
experimento de qPCR, y se utilizaron para elaborar las 
curvas estándar y para determinar el número total de 
espiroquetas (número de copias de flaB) en las 
muestras de tejido de ratón recogidas. Además, se 
incluyó un de reacción se incluyó. QuantiTect SYBR 
Green PCR Kit (Qiagen) se utilizó para determinar el 
gen diana flaB borrelial, expresado por 1 mg de peso de 
tejido. Contenía Tampón de PCR QuantiTect SYBR 
Green, pH = 8,7, como fuente de 2,5 mM de Mg2+, 
desoxinucleótidos y ADN polimerasa HotStarTaq, 
además de cada cebador utilizado a una concentración 
de 0,3 μM en una 50 μl de mezcla de qPCR. Las 
condiciones del ciclador qPCR (BioRad CFX96) se 
programaron según las las recomendaciones del 
fabricante y fueron las siguientes un paso de activación 
a 95°C duran te 15 minu tos , 40 c ic los de : 
desnaturalización a 94°C durante 15 s, recocido a 59°C 
durante 30 s, y extensión a 72°C durante 30 s. Para 
verificar la especificidad e identidad del producto de la 
qPCR, se realizaron análisis de la curva de fusión. Se 
realizó una validación adicional sometiendo las 
muestras de tejido a un análisis de qPCR independiente 
realizado por un laboratorio certificado (IDEXX 
BioResearch, Sacramento, CA, EE.UU.). Cada muestra 
se analizó por triplicado.

Hematología sanguínea
Las muestras de sangre obtenidas de todos los
ratones se enviaron a un laboratorio analítico certificado 
(IDEXX BioResearch) donde se analizaron las (RBC, 
Red Blood Cells; WBC, White Blood Células; HGB, 
Hemoglobina; HCT, Hematocrito; MCV, Volumen 
Corpuscular Medio; MCH, Hemoglobina Corpuscular 
Media; y MCHC, Concentración Concentración de 
hemoglobina corpuscular) y diferencial (neutrófilos, 
monocitos, l infocitos y niveles de plaquetas) 
hematológicos Se realizó un análisis hematológico 
apoyado por una evaluación patológica. Cada muestra 
se analizó por triplicado.
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pathological evaluation. Each sample was ana-
lyzed in triplicate.

Biochemical analysis
Sera from all experimental animals were analyzed 
by a certified analytical laboratory (IDEXX 
BioResearch) for alkaline phosphatase (ALP), 
alanine aminotransferase (ALT), aspartate amino-
transferase (AST), gamma-glutamyl transferase 
(GGT), creatinine, cholesterol, glucose, blood 
urea nitrogen (BUN), bilirubin, haptoglobin, and 
kidney injury molecule-1 (KIM-1) levels. KIM-1, 
a 30 KDa, type 1 membrane protein, has been 
considered as a potential biomarker for renal 
injury since it is highly upregulated in the proxi-
mal tubule of the injured kidney, but exists in very 
low levels in normal uninjured kidneys.20 In addi-
tion, 50 µl serum from each mouse was subjected 
to pro-inflammatory cytokines and chemokines 
analysis using the Analyte Profiler ELISArray 
assay kit (SA Biosciences, Germantown, MD, 
USA) according to the manufacturer’s protocol. 
Each sample was analyzed in triplicate.

Immunohistochemistry
Samples from kidney, liver, and joints, collected at 
the end of the experiment, were fixed in 10% neu-
tral-buffered formalin for 24–48 h and subjected 
to immunohistochemistry evaluation performed 
by an independent certified laboratory (HistoTox 
Labs, Boulder, CO, USA). The 5 µm sections, 
placed on glass slides, were stained with hematox-
ylin and eosin, anti-F4/80 (macrophage marker), 
and anti-ACS3 (activated caspase-3, apoptotic 
marker) antibodies. Caspase-3 is activated by the 
upstream caspase-8 and caspase-9, serving as a 
convergence point for intrinsic and extrinsic apop-
totic signaling pathways. Thus activation of the 
caspase-3 pathway is a hallmark of apoptosis and 
can be used in cellular assays to quantify activators 
and inhibitors of the ‘death cascade’.21

F4/80, also known as EGF-like module-contain-
ing mucin-like hormone receptor-like 1 (Epidermal 
Growth Factor-like module-containing mucin-
like hormone receptor-like 1) is a member of the 
adhesion G-protein coupled receptor (GPCR) 
family. F4/80 antigen is a mature mouse cell sur-
face glycoprotein expressed at high levels on vari-
ous macrophages including: Kupffer cells, splenic 
red pulp macrophages, microglia, gut lamina pro-
pria, and Langerhans cells in the skin. F4/80 

antigen is also expressed on the macrophages of 
the connective tissue, heart, kidney, and repro-
ductive and neuroendocrine systems, thus it is a 
well-known and widely used marker of murine 
macrophage populations.22 Sections were crypti-
cally coded and an additional unbiased histo-
pathological examination was performed by an 
onsite board-certified pathologist.

Human observational study
Between 2014 and 2015, eligible adult patients 
(n = 17) were recruited through referrals from phy-
sicians in Germany where the study was conducted 
at the Private Praxisklinik H. Baltin, Bavaria, 
Germany. The study followed the protocol adher-
ing to the regulations of the 1975 Declaration of 
Helsinki and was approved by the institutional 
Ethics Committee (No. DRRI/2014) at the par-
ticipating center (Private Praxisklinik H. Baltin, 
Bavaria, Germany), and supported by written 
informed consent from each patient. Patients were 
classified as eligible for the study if they were at 
least 18 years old, with a history of acute LD 
acquired in Germany, and with at least one of  
the following: a history of single or multiple EM, 
neurologic symptoms attributed to LD, or Lyme 
arthritis. Additional medical documentation 
proving that the patients currently suffered from 
late or chronic LD (manifesting in the form of 
fatigue, musculoskeletal pain, arthritis, cardiac 
arrhythmia, neuropathies, cognitive dysfunction/
paralysis) and that they previously had undergone 
treatments with a recommended antibiotic regi-
men was mandatory.5,23 At the time of enrollment, 
all patients had the following symptoms that inter-
fered with their regular functioning and ability  
to work: widespread musculoskeletal pain and/or 
cognitive impairment with accompanying pro-
found fatigue. The chronic symptoms had to have 
begun within 6 months after the initial application 
of the recommended antibiotic regimen and had 
to have persisted beyond 6 months.23 Patients 
received the test composition in the form of cap-
sules containing baicalein 250 mg/day, luteolin 
75 mg/day, rosmarinic acid 100 mg/day, monolau-
rin 250 mg/day, 10-HAD 100 mg/day, and iodine 
0.15 mg/day (in the form of kelp), three times per 
day for 6 months. During the oral treatment phase, 
compliance and safety were monitored through 
monthly patient visits at the doctor’s clinic. Clinical 
and laboratory evaluations were performed on 
day 90 and day 180 and included a complete med-
ical history, a detailed physical examination, 

Análisis bioquímicos
Los sueros de todos los animales experimentales 
fueron analizados por un laboratorio analítico 
certificado (IDEXX BioResearch) para la fosfatasa 
alcalina (ALP) alanina aminotransferasa (ALT), 
aspartato aminotransferasa (AST), gamma-glutamil 
transferasa (GGT), creatinina, colesterol, glucosa, 
nitrógeno ureico (BUN), bilirrubina, haptoglobina y 
niveles de la molécula de lesión renal-1 (KIM-1). La 
KIM-1 una proteína de membrana de 30 KDa, tipo 1, ha 
sido considerado como un biomarcador potencial de la 
lesión renal, ya que está muy regulada en el túbulo 
proximal del riñón lesionado, pero existe en niveles 
muy bajos en los riñones normales no lesionados.20 
Además 50 μl de suero de cada ratón fueron sometidos 
a citoquinas proinflamatorias y quimiocinas mediante el 
análisis Analyte Profiler ELISArray assay kit (SA 
Biosciences, Germantown, MD, EE.UU.) según el 
protocolo del fabricante. Cada muestra se analizó por 
triplicado.

Inmunohistoquímica
Las muestras de riñón, hígado y articulaciones, 
recogidas al al final del experimento, se fijaron en 
formalina neutra al 10% y se tamponan neutro durante 
24-48 horas y se sometieron a una evaluación 
inmunohistoquímica realizada por un laboratorio 
certificado independiente (HistoTox Labs, Boulder, CO, 
EE.UU.). Las secciones de 5 μm, colocadas en 
portaobjetos de vidrio, se tiñeron con hematoxilina y 
eosina, anti-F4/80 (marcador de macrófagos) y 
antiACS3 (caspasa-3 activada, marcador apoptótico). 
La caspasa-3 es activada por la caspasa-8 y la 
caspasa-9, sirviendo de punto de convergencia para las 
vías de señalización apoptótica intrínseca y extrínseca. 
Así, la activación de la vía de la caspasa-3 es un sello 
distintivo de la apoptosis y puede utilizarse en ensayos 
celulares para cuantificar los activadores e inhibidores 
de la "cascada de la muerte".21 El F4/80, también 
conocido como módulo similar al EGF que contiene 
receptor hormonal similar a la mucina 1 (Epidermal 
Growth Factor-like module-containing mucinlike 
hormone receptor-like 1) es un miembro de la familia 
del receptor acoplado a la proteína G (GPCR) de 
adhesión. El antígeno F4/80 es una glicoproteína de 
superficie celular de ratones envejecidos que se 
expresa en altos niveles en varios macrófagos, 
incluyendo: Las células de Kupffer, los macrófagos de 
la pulpa roja del bazo, la microglía, la lámina propia del 
intestino y células de Langerhans en la piel.

El antígeno F4/80 también se expresa en los macrófagos 
de el tejido conectivo, el corazón, el riñón y los sistemas 
reproductivo y neuroendocrinos, por lo que es un 
marcador bien conocido y ampliamente utilizado de las 
poblaciones de macrófagos murinos poblaciones de 
macrófagos.22 Las secciones se codificaron codificadas y 
un examen histopatológico adicional e imparcial examen 
histopatológico imparcial por un patólogo certificado en el 
lugar.

Un estudio observacional en humanos
Entre 2014 y 2015, los pacientes adultos elegibles (n = 
17) fueron reclutados a través de remisiones de médicos 
en Alemania, donde el estudio se llevó a cabo en la 
Praxisklinik privada H. Baltin, Baviera, Alemania. El 
estudio siguió el protocolo adherido a la normativa de la 
Declaración de Helsinki de 1975 y fue aprobado por el 
Comité de Ética (nº DRRI/2014) del centro participante 
centro (Private Praxisklinik H. Baltin, Baviera, Alemania), y 
con el apoyo de un consentimiento informado de cada 
paciente. Los pacientes fueron clasificados como elegibles 
para el estudio si tenían al menos al menos 18 años, con 
un historial de LD aguda adquirida en Alemania, y con al 
menos uno de lo siguiente: una historia de EM única o 
múltiple síntomas neurológicos atribuidos a la LD, o a la
artritis. Documentación médica adicional que demuestre 
que los pacientes padecen actualmente LD tardía o 
crónica (que se manifiesta en forma de fatiga, dolor 
musculoesquelético, artritis, arritmia cardíaca arritmia, 
neuropatías, disfunción cognitiva/ parálisis) y que se 
habían sometido previamente a tratamientos con un 
régimen de antibióticos recomendado era obligatorio.5,23 
En el momento de la inscripción todos los pacientes 
tenían los siguientes síntomas que interferían con su 
funcionamiento habitual y su capacidad para trabajar: 
dolor musculoesquelético generalizado y/o deterioro 
cognitivo con acompañamiento de profunda fatiga. Los 
síntomas crónicos tenían que haber comenzado en los 6 
meses siguientes a la aplicación inicial del régimen de 
antibióticos recomendado y tenían haber persistido más 
allá de los 6 meses.23 Los pacientes recibieron la 
composición de prueba en forma de cápsulas que 
contenían baicaleína 250 mg/día, luteolina 75 mg/día, 
ácido rosmarínico 100 mg/día, monolaurina 250 mg/día, 
10-HAD 100 mg/día, y yodo 0,15 mg/día (en forma de 
algas), tres veces al día durante 6 meses. Durante la fase 
de tratamiento oral se supervisó el cumplimiento y la 
seguridad mediante visitas mensuales de los pacientes en 
la clínica del médico. La clínica y de laboratorio se 
realizaron en día 90 y el día 180 e incluyeron una historia 
clínica completa historia clínica, un examen físico 
detallado, pruebas neuropsicológicas y toma de muestras 
de sangre periférica, si se consideraba necesario.
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neuropsychological testing, and sampling of 
peripheral blood, if deemed necessary.

Statistical analysis
All the data are presented as means ± standard 
deviation (SD) (n = 8 for the animal study, and 
n = 17 for the human study). Student’s two-tailed 
t test was used to determine statistically signifi-
cant differences set at 0.05 levels. Statistical anal-
ysis was performed using GraphPad software.

Results

Effect of the test composition in vivo
After completion of 4 weeks of treatment with the 
test diet, there were no significant variations in the 
weight as well as food and water consumption 
between all experimental groups (Table 1). 
Evaluation of blood revealed no alterations in 
hematology parameters between experimental 
groups, except that there was a significantly 
increased level of monocytes in the animals infected 
with Borrelia burgdorferi (LD) (Table 2). Also in the 

same animal group an increased level of neutro-
phils was noticed, but it did not reach statistical 
significance (p = 0.053). Pathologist analysis fur-
ther revealed no signs of hemolysis and lipemia, 
nor any anisocytosis or poikilocytosis. Also, the 
level of (meta/pro)-myelocytes was classified as 
‘undetectable’. Furthermore, biochemical analysis 
of sera from all experimental animals showed no 
changes in the levels of liver enzymes and basic 
clinical metabolic markers such as cholesterol, glu-
cose, bilirubin, BUN, and creatinine. The LD 
group displayed an increased level of ALP, how-
ever, it was not statistically significant (p = 0.055) 
(Table 3). In addition, haptoglobin and KIM-1 
levels showed no changes, and pathologist evalua-
tion reported no toxicity in the tissues (Figure 1).

Pro-inflammatory cytokines such as IL-6, IL-17, 
INT- , and TNF- , were elevated in the LD 
group, however their levels were normalized in 
the LD + T group (Figure 2). None of the control 
groups (WT and WT + T) tested for Borrelia 
burgdorferi DNA showed detectable levels. In the 
LD group of mice, the borrelial DNA was 
detected in the ears, heart base, spleen, and joints 

Table 1. Summary of mice physiological parameters after 4 weeks of treatment.

Parameters WT
(n = 8)

LD
(n = 8)

WT + T
(n = 8)

LD + T
(n = 8)

RBC (× 106/mm3 ± SD) 8.11 ± 2.2 7.48 ± 2.6 8.56 ± 2.8 8.78 ± 2.5

WBC (× 103/mm3 ± SD) 6.3 ± 1.9 6.8 ± 2.3 6.1 ± 2.4 6.4 ± 2.2

HGB (g/L ± SD) 142 ± 23 146 ± 27 147 ± 35 134 ± 39

HTC (% ± SD) 41.4 ± 6.5 43.2 ± 5.6 41.8 ± 5.8 41.9 ± 7.6

MCV (fL ± SD) 49.3 ± 7.5 49.3 ± 5.9 46.0 ± 6.7 49.4 ± 6.9

MCH (pg ± SD) 14.8 ± 5.9 13.4 ± 7.1 14.9 ± 5.8 14.6 ± 5.6

MCHC (mmol/L ± SD) 18.9 ± 4.2 18.9 ± 4.2 20.6 ± 4.3 20.0 ± 4.7

Neutrophils (% ± SD) 25.8 ± 6.8 29.6 ± 7.5 24.4 ± 6.7 24.5 ± 7.9

Monocytes (% ± SD) 1.9 ± 0.6 4.1 ± 0.5* 1.6 ± 0.2 2.7 ± 0.3

Lymphocytes ( % ±SD) 66.3 ± 8.6 84.9 ± 7.5 74.7 ± 9.1 75.8 ± 8.2

Platelets Adequate Adequate Adequate Adequate

*p < 0.01; HGB, hemoglobin; HTC, hematocrit; LD, mice infected with Borrelia burgdorferi (intradermal injection with 104 
spirochetes/mouse); LD + T, mice infected with Borrelia burgdorferi (intradermal injection with 104 spirochetes/mouse) 
and fed with plant-based diet for 4 weeks; MCH, mean corpuscular hemoglobin; MCHC, mean corpuscular hemoglobin 
concentration; MCV, mean corpuscular volume, RBC, red blood cells; SD, standard deviation; WBC, white blood cells; WT; 
control mice; WT + T, control mice fed with plant-based diet for 4 weeks.

 Resumen de los parámetros fisiológicos de los ratones tras 4 semanas de tratamiento.

Análisis estadístico
Todos los datos se presentan como medias ± desviación 
estándar desviación (SD) (n = 8 para el estudio en 
animales, y n = 17 para el estudio en humanos). La 
prueba de la t de Student de dos colas t se utilizó para 
determinar las diferencias estadísticamente significativas
diferencias a niveles de 0,05. El análisis estadístico se 
realizó con el software GraphPad.

Resultados

Efecto de la composición de la prueba in vivo
Tras completar 4 semanas de tratamiento con la dieta de 
prueba, no hubo variaciones significativas en el peso, 
así como en el consumo de comida y agua entre todos 
los grupos experimentales (Tabla 1). La evaluación de la 
sangre no reveló alteraciones en los parámetros 
hematológicos entre los grupos experimentales grupos, 
excepto que hubo un nivel significativamente mayor nivel 
de monocitos en los animales infectados con Borrelia 
burgdorferi (LD) (Tabla 2). También en el mismo grupo 
de animales se observó un mayor nivel de neutrófilos

se observó, pero no alcanzó la significación estadística 
significación (p = 0,053). El análisis patológico además 
reveló que no había signos de hemólisis ni de lipemia ni 
anisocitosis o poiquilocitosis. Además, el nivel de (meta/
pro)-mielocitos se clasificó como "indetectable". Además, 
el análisis bioquímico de los sueros de todos los 
animales experimentales no mostró cambios en los 
niveles de las enzimas hepáticas y de los marcadores 
metabólicos clínicos como el colesterol, la glucosa 
bilirrubina, BUN y creatinina. El grupo LD mostró un 
mayor nivel de ALP, sin embargo no fue estadísticamente 
significativo (p = 0,055) (Tabla 3). Además, los niveles de 
haptoglobina y KIM-1 no mostraron cambios, y la 
evaluación patológica informó de que no había toxicidad 
en los tejidos (Figura 1).

Las citoquinas proinflamatorias como la IL-6, la IL-17 INT-
γ, y TNF-α, estaban elevadas en el grupo LD, sin 
embargo sus niveles se normalizaron en el grupo LD + T 
(Figura 2). Ninguno de los grupos de control grupos (WT 
y WT + T) sometidos a pruebas de ADN de Borrelia 
burgdorferi mostró niveles detectables. En el grupo de 
ratones LD, el ADN borrelial se detectado en las orejas, 
la base del corazón, el bazo y las articulaciones de todos 
los ratones. En el grupo LD + T el ADN borrelial se 
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Table 2. Basic and differential blood parameters of mice after 4 weeks of treatment.

Parameters WT
(n = 8)

LD
(n = 8)

WT + T
(n = 8)

LD + T
(n = 8)

Weight (g/mouse ± SD) 25.3 ± 3.1 24.3 ± 2.9 25.2 ± 3.1 25.1 ± 3.1

Food (g/mouse/day ± SD) 3.3 ± 0.6 3.2 ± 1.1 3.1 ± 1.0 3.4 ± 0.8

Water (ml/mouse/day ± SD) 2.4 ± 0.3 2.6 ± 0.7 2.8 ± 0.8 2.5 ± 0.4

LD, mice infected with Borrelia burgdorferi (intradermal injection with 104 spirochetes/mouse); LD + T, mice infected with 
Borrelia burgdorferi (intradermal injection with 104 spirochetes/mouse) and fed with plant-based diet for 4 weeks; SD, 
standard deviation; WT, control mice; WT + T, control mice fed with plant-based diet for 4 weeks.

Table 3. Biochemical parameters of mice sera after 4 weeks of treatment.

Parameters WT
(n = 8)

LD
(n = 8)

WT + T
(n = 8)

LD + T
(n = 8)

ALP (U/L ± SD) 83.1 ± 8.7 100.9 ± 7.6 89.1 ± 7.3 70.9 ± 7.9

ALT (U/L ± SD) 40.3 ± 5.5 35.7 ± 4.9 31.3 ± 5.9 36.9 ± 7.6

AST (U/L ± SD) 182.5 ± 10.2 257.8 ± 14.3 162.7 ± 11.5 141.9 ± 9.9

GGT (U/L) <3 <3 <3 <3

Total bilirubin (µmol/L) <3.4 <3.4 <3.4 <3.4

Cholesterol (mmol/L ± SD) 3.8 ± 0.3 3.8 ± 0.3 3.9 ± 0.3 3.3 ± 0.2

Glucose (mmol/L ± SD) 6.3 ± 0.6 6.5 ± 0.8 5.9 ± 0.7 5.8 ± 0.8

BUN (mmol/L ± SD) 8.6 ± 1.1 8.2 ± 0.8 7.9 ± 0.9 9.5 ± 1.1

Creatinine (µmol/L) <26.5 <26.5 <26.5 <26.5

ALP, alkaline phosphatase; ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase; BUN, blood urea nitrogen; 
GGT, gamma-glutamyl transferase; LD, mice infected with Borrelia burgdorferi (intradermal injection with 104 spirochetes/
mouse); LD + T, mice infected with Borrelia burgdorferi (intradermal injection with 104 spirochetes/mouse) and fed with 
plant-based diet for 4 weeks; SD, standard deviation; WT, control mice; WT + T, control mice fed with plant-based diet for 
4 weeks.

Figure 1. Levels of haptoglobin (a) and KIM-1 (b) in mice sera after completion of 4 weeks of treatment. n = 8.
KIM-1, kidney injury molecule-1; LD, mice infected with Borrelia burgdorferi (intradermal injection with 104 spirochetes/
mouse); LD + T, mice infected with Borrelia burgdorferi (intradermal injection with 104 spirochetes/mouse) and fed with 
plant-based diet for 4 weeks; WT, control mice; WT + T, control mice fed with plant-based diet for 4 weeks.
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of all mice. In the LD + T group borrelial DNA 
was found only in the joints of 2/8 animals (25%) 
and at a significantly decreased level compared 
with the LD group (Table 4 and Figure 3). Results 
were confirmed by an independent qPCR exami-
nation performed by a certified outside labora-
tory. Immunohistochemistry analysis supported 
by the pathological evaluation revealed no signs 
of apoptosis in the liver and kidneys of animals in 
any of the experimental groups (Figure 4). 
However, a noticeable increase in staining with 
anti-F4/80 antibodies was detected in the joints of 
mice in the LD group, as well as in two animals 
from the LD + T group in which borrelial DNA 
was detected, although at markedly reduced 
intensity (Figure 5).

Effect of the test composition in human subject
Evaluation of the dietary supplementation with 
the six plant-based agents in 17 patients affected 
by LD revealed that three (3/17) patients became 
completely symptom-free after 6 months. The 
patients reported physical and psychological 
improvements of their symptoms and were able to 
resume working. Eight patients (8/17) also experi-
enced significant physical and psychological 
improvement and were able to work again; how-
ever, further evaluation was scheduled to follow 
up on whether the improvements would change 
after discontinuation of the treatment. Two 
patients (2/17) experienced only slight improve-
ments, while four patients (4/17) showed no 

improvement and reported abnormal tiredness, 
pain in the limbs, headache, and visual distur-
bances. After discontinuing the supplementation 
for 2 weeks, these symptoms subsided. One of 
these four patients (1/4) made a new attempt and 
resumed the supplementation starting with a 
lower dose of one capsule per day gradually 

Figure 2. OD readings of mice serum cytokines after 
completion of the 4-week treatment. n = 8, *p < 0.001.
IL, interleukin; INT- , interferon gamma; LD, mice 
intradermally infected with 104 spirochetes/mouse and 
not fed with plant-based diet; LD + T, mice infected 
intradermally with 104 spirochetes/mouse and fed for 
4 weeks with plant-based diet; OD, optical density; TNF- , 
tumor necrosis factor alpha; WT, mice not infected and not 
fed with plant-based diet; WT + T, mice not infected and fed 
for 4 weeks with plant-based diet.

Table 4. Comparison of culture and flaB DNA qPCR 
for individual infected mice tissue samples collected 
after 4 weeks of treatment.

LD
culture*

Ear Heart 
base

Spleen Joints

LD
qPCR

+ + + + +

+ + + + +

+ + + + +

+ + + + +

+ + + + +

+ + + + +

+ + + + +

+ + + + +

LD + T
culture*

LD + T
qPCR

– – – – –

– – – – +

– – – – –

– – – – –

– – – – –

– – – – +

– – – – –

– – – – –

qPCR, quantitative polymerase chain reaction; LD, mice 
infected with Borrelia burgdorferi (intradermal injection 
with 104 spirochetes/mouse); LD + T, mice infected 
with Borrelia burgdorferi (intradermal injection with 104 
spirochetes/mouse) and fed with plant-based diet for 
4 weeks, n = 8. *Culture of ear, heart base, spleen, and 
joints tissue. (–), flaB DNA-negative result in all subjected 
tissues; (+), flaB DNA-positive result in all subjected 
tissues.

encontró sólo en las articulaciones de 2/8 animales 
(25%) y a un nivel significativamente menor en 
comparación con el grupo LD (Tabla 4 y Figura 3). Los 
resultados fueron confirmados por un examen 
independiente de qPCR realizado por un laboratorio 
externo certificado. El análisis inmunohistoquímico 
apoyado por la evaluación patológica no reveló signos 
de apoptosis en el hígado y los riñones de los animales 
de ninguno de los grupos experimentales (Figura 4). Sin 
embargo, un notable aumento de la tinción con 
anticuerpos anti-F4/80 se detectó en las articulaciones 
de ratones del grupo LD, así como en dos animales del 
grupo LD + T en los que se detectó ADN borrelial se 
detectó, aunque con una intensidad notablemente 
reducida intensidad (Figura 5).

Efecto de la composición de la prueba en el sujeto 
humano
Evaluación de la suplementación dietética con los seis 
agentes de origen vegetal en 17 pacientes afectados 
por la LD reveló que tres (3/17) pacientes quedaron 
completamente libres de síntomas después de 6 meses. 
Los pacientes informaron de una mejora física y 
psicológica mejoras de sus síntomas y fueron capaces 
de reanudar su trabajo. Ocho pacientes (8/17) también 
experimentaron una mejora física y psicológica 
significativa mejoría y pudieron volver a trabajar; sin 
embargo se programó una nueva evaluación para hacer 
un seguimiento para comprobar si las mejoras 
cambiarían tras la interrupción del tratamiento. Dos 
pacientes (2/17) sólo experimentaron ligeras mejoras 
mientras que cuatro pacientes (4/17) no mostraron 

ninguna mejora e informaron de cansancio anormal, 
dolor en las extremidades, dolor de cabeza y 
a l t e r a c i o n e s v i s u a l e s . Tr a s i n t e r r u m p i r l a 
suplementación durante 2 semanas, estos síntomas 
remitieron. Uno de estos cuatro pacientes (1/4) hizo un 
nuevo intento y reanudó la suplementación 
comenzando con una dosis más baja de una cápsula al 
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increasing to three capsules per day, which 
resulted in no negative effects observed with a 
slight improvement in physical condition. Further 
diagnostics for co-infections often associated with 
LD as well as neurological issues with a change in 
therapy approach were necessary for patients with 
no improvement, and that took place outside of 
this observation study (Table 5).

Discussion
Here we demonstrated the results from animal and 
human observational studies after the application 
of the test composition consisting of six com-
pounds such as baicalein, luteolin, rosmarinic acid, 
monolaurin, 10-HAD, and kelp/iodine. The pre-
sent research extends the findings from our previ-
ous study demonstrating significant in vitro efficacy 
of this composition against pleomorphic forms of 
Borrelia burgdorferi s.s. and B. garinii.17 We found 
there that the effect of this combination was 
comparable to in vitro effectiveness of the triple 
combination of antibiotics (i.e. doxycycline with 
daptomycin and cefoperazone), and it demon-
strated anti-oxidative and anti-inflammatory 
effects at the same time.17,24 Results from the ani-
mal study concurred with observations on human 
subjects demonstrating the general safety of this 
composition when applied in a diet. They revealed 
no significant changes in basic and differential 
hematology. Only the infected, but not treated 
mice (LD group), had an increased level of mono-
cytes and borderline elevated neutrophils, how-
ever, these parameters were normalized in animals 
infected and fed with the test composition 
(LD + T). Also clinical physiological and bio-
chemical parameters in sera of the experimental 
groups of animals showed no significant variability. 

Figure 3. Estimation of spirochete burden by 
quantitative polymerase chain reaction in mice per 
mg of tissue after completion of 4 weeks of treatment. 
n = 8, #p < 0.05 compared with LD group. CT values 
<40 were considered positive.
LD, mice infected intradermally with 104 spirochetes/mouse 
and not fed with plant-based diet; LD + T, mice infected 
intradermally with 104 spirochetes/mouse and fed for 
4 weeks with plant-based diet.

Figure 4. Representative images of AC3 detection in mouse kidney and liver tissues by immunohistochemistry 
using rabbit polyclonal antibody. Magnifications 4×, 10× for inserts; (–) negative and (+) positive control of 
mouse tumor.
AC3, active caspase-3; H&E, hematoxylin and eosin staining; LD, mice infected intradermally with 104 spirochetes/mouse 
and not fed with plant-based diet; LD + T, mice infected intradermally with 104 spirochetes/mouse and fed for 4 weeks with 
plant-based diet; WT, mice not infected and not fed with plant-based diet; WT + T, mice not infected and fed for 4 weeks with 
plant-based diet.

día aumentando gradualmente hasta tres cápsulas al 
día, lo que resultó en ningún efecto negativo observado 
con una ligera mejora de la condición física. Además 
diagnósticos de coinfecciones a menudo asociadas con 
LD, así como problemas neurológicos con un cambio de 
enfoque terapéutico fueron necesarios para los 
pacientes con ninguna mejora, y eso tuvo lugar fuera de 
este estudio de observación (Tabla 5).

Discusión
Aquí demostramos los resultados de los estudios de 
observación en animales y estudios observacionales en 
humanos tras la aplicación de la composición de prueba 
formada por seis compuestos como la baicaleína, la 
luteolina, el ácido rosmarínico monolaurina, 10-HAD y 
algas/yodo. La presente investigación amplía los 
hallazgos de nuestro anterior estudio que demuestra una 
eficacia significativa in vitro de esta composición contra 
las formas pleomórficas de Borrelia burgdorferi s.s. y B. 
garinii.17 Encontramos allí que el efecto de esta 
combinación era comparable a la eficacia in vitro de la 
triple combinación de antibióticos (es decir, doxiciclina 
con daptomicina y cefoperazona), y demostró 
antioxidativo y antiinflamatorio efectos al mismo 
tiempo.17,24 Los resultados del estudio en animales 
estudio coincidieron con las observaciones en sujetos 
humanos sujetos que demuestran la seguridad general 
de esta composición cuando se aplica en una dieta. 
Revelaron que no hay cambios significativos en la 
hematología. Sólo los ratones infectados, pero no 
tratados ratones (grupo LD), tenían un nivel aumentado 
de monocitos y neutrófilos ligeramente elevados, sin 
embargo estos parámetros se normalizaron en los 
animales infectados y alimentados con la composición 
de prueba (LD + T). También los parámetros clínicos 
fisiológicos y bioquímicos parámetros en los sueros de 
los grupos de animales no mostraron una variabilidad 
significativa.



A Goc, G Gehring et al.

journals.sagepub.com/home/taj 9

Figure 5. Representative images of anti-F4/80 antibody detection in mice joints tissues by 
immunohistochemistry using rabbit polyclonal antibody. Magnifications 4×, 10× for inserts; (–) negative and 
(+) positive control of mouse bone.
H&E, hematoxylin and eosin staining; LD, mice intradermally with 104 spirochetes/mouse and not fed with plant-based diet; 
LD + T1, mouse no. 2 infected intradermally with 104 spirochetes/mouse and fed for 4 weeks with plant-based diet with 
increased staining with anti-F4/80; LD + T2, mouse no. 1 infected intradermally with 104 spirochetes/mouse and fed for 
4 weeks with plant-based diet with no increased staining with anti-F4/80.

Table 5. Summary of the observational study of 17 patients with late or chronic LD after 6 months of 
supplementation with the test composition.

No. 
patient

MS SS PSY/
US

No 
improvement

Slight 
improvement

Marked 
improvement

Complete 
improvement

1 +++ +++ + – x – –

2 +++ +++ – x – – –

3 – + +++ – – – x

4 +++ + +++ – x – –

5 ++ ++ ++ – – x –

6 +++ +++ ++ x – – –

7 +++ +++ ++ x – – –

8 + + +++ – – x –

9 +++ ++ + x – – –

10 +++ +++ ++ – – – x

 (Continued)
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There was an observed increase in inflammatory 
cytokine levels such as IL-6, IL-17, INT- , and 
TNF- , in the LD group which corroborates other 
reports and points to ongoing chronic inflamma-
tion and might signal ongoing pathophysiological 
processes.25 However, the cytokine levels were 
normalized in the LD + T group of mice which 
consumed the test diet. Consumption of the diet 
enriched with the test composition also did not 
cause toxic effects in mice tissues since the hepatic 
and renal injury markers were not elevated in the 
control (WT + T) and the infected (LD + T) ani-
mals. This was confirmed by activated caspase-3 
and pathologist evaluation of the results.

The infected animals (LD group) showed the pres-
ence of detectable borrelial DNA in different tis-
sues, which is consistent with previously published 
data. However, it is worth mentioning that an in 
vivo study published by Pahl et  al. and others 
showed that dissemination of Borrelia burgdorferi 
does not proceed evenly and its distribution can 
vary among tissues of infected animals.26–29 Our 
qPCR results indicated that very low copy num-
bers of spirochetal DNA were present in the joint 
tissues from two infected mice fed with the test 
diet; however, they could not be cultured and were 
significantly decreased compared with the LD 
group. The issue of detection of noncultivable 
Borrelia burgdorferi after antibiotic treatment in 
vitro and in vivo is not new and was reported previ-
ously.30,31 Interestingly, an increased level of F4/80 

marker in the joint tissue was found in the same 
two mice, although, likewise, at a visibly reduced 
level compared with the LD group. These results 
cannot exclude the possibility that spirochetes 
could retain a low level of infectivity and be a cause 
of inflammation, but their ability to replicate was 
altered. Potentially, the retained ability to express 
borrelial lipoproteins could contribute, since it has 
been shown that they can potentiate a plethora of 
pro-inflammatory responses.32–36 Therefore, the 
fate of Borrelia burgdorferi and its infectivity aspects 
in the joints needs to be established. However, the 
presence of enhanced inflammatory areas in the 
analyzed tissue sections could correspond to the 
presence of spirochetes in the persistent stage, 
which should be confirmed by more detailed study. 
Joint tissue is extracellular matrix (ECM)-rich and, 
similar to bone, it is difficult to penetrate by anti-
bacterial agents. The reports about the existence of 
live spirochetes after antibiotic treatment implicat-
ing collagen as a key factor of persistence contrib-
uting to antibiotic treatment failure have been 
reported earlier.37–40

Treatment with different FDA-approved antibiot-
ics on small and large mammals also seems to 
reduce the Borrelia burgdorferi burden but fails to 
clear the infection as also documented by many 
other research groups.41–50 These in vivo reports 
were further substantiated by clinical trials find-
ings.5,11,12,46,49 It is also worth noting that a declin-
ing antibody titer has been observed after antibiotic 

No. 
patient

MS SS PSY/
US

No 
improvement

Slight 
improvement

Marked 
improvement

Complete 
improvement

11 +++ ++ – – – – x

12 +++ + +++ – – x –

13 +++ ++ + – – x –

14 +++ +++ ++ – – x –

15 +++ + + – – x –

16 +++ – + – – x –

17 +++ ++ +++ – – x –

Score: +++, severe symptoms, unable to work; ++, less severe symptoms, ability to work not permanently restricted; +, 
intermittent slight symptoms.
LD, Lyme disease; MS, main symptoms: lack of energy/tiredness/low stamina/fatigue/ musculoskeletal pain/forgetfulness/
concentration disorder; PSY/US, psychological symptoms/unusual symptoms: depression/irritability/panic and anxiety 
attacks/aggression/neuropathies/paralysis; SS, subsidiary symptoms: vertigo/visual disorders/cardiac arrhythmia.

Table 5. (Continued)

Se observó un aumento de los niveles de niveles de 
citoquinas como la IL-6, IL-17, INT-γ y TNF-α, en el 
grupo LD, lo que corrobora otros informes y apunta a 
una inflamación crónica en curso y podría señalar 
procesos fisiopatológicos en curso procesos fisiológicos 
en curso.25 Sin embargo, los niveles de citoquinas se 
normalizados en el grupo de ratones LD + T que 
consumieron la dieta de prueba. El consumo de la dieta
enriquecida con la composición de prueba tampoco 
causó efectos tóxicos en los tejidos de los ratones, ya 
que los marcadores de lesión hepática y los marcadores 
de lesión renal no se elevaron en el animales de control 
(WT + T) y los infectados (LD + T). Esto se confirmó 
mediante la activación de la caspasa-3 y la evaluación 
patológica de los resultados.

Los animales infectados (grupo LD) mostraron la 
presencia de ADN borrelial detectable en diferentes 
tejidos, lo que concuerda con los datos publicados 
anteriormente datos. Sin embargo, cabe mencionar que 
un estudio in vivo publicado por Pahl et al. y otros
demostró que la diseminación de Borrelia burgdorferi no 
procede de manera uniforme y su distribución puede 
variar entre los tejidos de los animales infectados.26-29 
Nuestros resultados de la qPCR indicaron que un 
número muy bajo de copias de ADN espiroquetario 
estaban presentes en los tejidos articulares tejidos de 
dos ratones infectados alimentados con la dieta; sin 
embargo, no pud ieron cu l t i varse y es taban 
significativamente reducidos en comparación con el 
grupo LD grupo. La cuestión de la detección de la 
Borrelia burgdorferi tras el tratamiento con antibióticos in 
v i t r o e i n v i vo no es nuevo y se i n fo rmó 
anteriormente.30,31 Curiosamente, se encontró un 

mayor nivel del marcador F4/80 en el tejido articular en 
los mismos dos ratones, aunque, igualmente, a un nivel 
visiblemente reducido nivel en comparación con el grupo 
LD. Estos resultados no pueden excluir la posibilidad de 
que las espiroquetas pudieran conservar un nivel bajo 
de infectividad y ser una causa de la inflamación, pero 
su capacidad de replicación estuviera alterada. 
Potencialmente, la capacidad retenida de expresar 
lipoproteínas borrelianas podría contribuir, ya que se ha 
demostrado que pueden potenciar una plétora de 
respuestas proinflamatorias.32-36 Por tanto, el destino 
de la Borrelia burgdorferi y sus aspectos de infectividad 
en las articulaciones debe establecerse. Sin embargo, la 
presencia de zonas inflamatorias aumentadas en las
secciones de tejido analizadas podría corresponder a la 
presencia de espiroquetas en la fase persistente, lo que 
debería confirmarse mediante un estudio más detallado. 
El tejido articular es rico en matriz extracelular (MEC) y, 
al igual que el hueso, es difícil de penetrar por los 
agentes antibacterianos agentes antibacterianos. Los 
informes sobre la existencia de espiroquetas vivas tras 
el tratamiento con antibióticos implican el colágeno 
como un factor clave de persistencia que contribuye al 
fracaso del tratamiento antibiótico han sido informado 
anteriormente.37-40

El tratamiento con diferentes antibióticos aprobados por 
la FDA en pequeños y grandes mamíferos también 
parece reducir la carga de Borrelia burgdorferi pero no 
consigue eliminar la infección, como también han 
d o c u m e n t a d o m u c h o s o t r o s g r u p o s d e 
investigación.41-50 Estos informes in vivo fueron 
corroborados por los resultados de los ensayos clínicos.
5,11,12,46,49 También cabe destacar que se ha 
observado una disminución del título de anticuerpos se 



A Goc, G Gehring et al.

journals.sagepub.com/home/taj 11

treatment, despite the presence of low levels of 
persisting spirochetes.41,50 However, others 
reported that after antibiotic therapy in dogs, the 
antibody titers in some animals remained at con-
stant levels, which would argue for the persistence 
of the antigenic stimulus rather than complete 
elimination of pathogens.51

It is being increasingly accepted that conventional 
therapy with antibiotics for late and persistent LD 
brings limited results. Monotherapy especially has 
minimal long-term success and, although it is still 
used there has been no solid evidence document-
ing its efficacy in late and persistent stages of LD 
to date.5,11,12 Our previously published in vitro 
results showed that a composition of baicalein, 
luteolin, rosmarinic acid, monolaurin, 10-HAD, 
and iodine at their 1/8 minimum inhibitory con-
centration (MIC) values has significant synergistic 
effect against Borrelia spp. This composition 
revealed anti-oxidative properties affecting the 
membrane of Borrelia but not its DNA. We also 
noticed its inhibitory effect on the release of IL-1 , 
IL-1 , and IL-6 by human CD14+ monocytes 
stimulated with live Borrelia sp.17 To validate these 
results we performed a small observational study 
limited, however, to number of patients and clini-
cal and laboratory evaluations. In our pilot study 
of 17 patients with LD who had previously under-
gone several rounds of antibiotic treatment but 
whose health had not improved after the finished 
therapy, a 6-month intake of a specific combina-
tion of phenolic compounds with fatty acids and 
kelp/iodine improved the health conditions of 
64.7% of the patients allowing them to conduct 
their normal daily activities and resume working. 
Nonetheless, observed results, although encour-
aging, need to be further confirmed in a larger 
double-blind controlled clinical study to ensure 
that patients improved health conditions are also 
significant and consistent in a larger population of 
patients with late or chronic LD, and substanti-
ated by more in-depth clinical evaluation. Only 
then, may a more confident conclusion about the 
efficacy of this composition in humans be drawn. 
Perhaps further health benefits may be observed 
with an increased dosage and longer time of intake 
of the composition. However, as the study indi-
cated the dose adjustment should be made gradu-
ally. This study also revealed that those patients 
with little or no improvement should be subjected 
to further diagnosis for accompanying infections 
and neurologic dysfunction to exclude the lack of 
response as the reason.

In summary, this study documented the efficacy 
of the oral intake of a composition composed of 
six biologically active plant-derived agents in an 
animal model of LD and volunteer patients with 
late or chronic LD. Further studies investigating 
their efficacy as an adjunct to antibiotic treat-
ment, and as well as in a larger controlled clinical 
setting, seems to be reasonable and merits further 
study. Also, it should be mentioned that the natu-
ral compounds used in our in vivo study reached 
90–95% purity, although additional testing per-
formed by us showed similar or even greater 
purity and lack of antibiotics and anti-inflamma-
tory agents relevant in LD treatment. However, 
the presence of small amounts of residues could 
be influential and in a limited way affect experi-
mental outcomes.
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Cada vez se acepta más que la terapia convencional 
con
terapia con antibióticos para la LD tardía y persistente da 
resultados limitados. Especialmente la monoterapia tiene 
un éxito mínimo a largo plazo y, aunque todavía se 
utilizada no hay pruebas sólidas que documenten su 
eficacia en los estadios tardíos y persistentes de la LD 
hasta la fecha.5,11,12 Nuestros resultados in vitro 
publicados anteriormente resultados mostraron que una 
composición de baicaleína luteolina, ácido rosmarínico, 
monolaurina, 10-HAD y el yodo a sus 1/8 de 
concentración mínima inhibitoria (MIC) tiene un efecto 
sinérgico significativo efecto contra la Borrelia spp. Esta 
composición reveló propiedades antioxidantes que 
afectan a la membrana de la Borrelia pero no a su ADN. 
También observamos su efecto inhibidor sobre la 
liberación de IL-1α IL-1β, e IL-6 por parte de los 
monocitos humanos CD14+ estimulados con Borrelia sp 
viva.17 Para validar estos resultados realizamos un 
pequeño estudio observacional limitado, sin embargo, al 
número de pacientes y a las evaluaciones clínicas y las 
evaluaciones de laboratorio. En nuestro estudio piloto de 
17 pacientes con LD que habían sido sometidos 
previamente a varias rondas de tratamiento con 
antibióticos pero cuyo estado de salud no había 
mejorado tras finalizar la terapia, una ingesta de 6 
meses de una combinación específica de compuestos 
fenólicos con ácidos grasos y kelp/yodo mejoró las 
condiciones de salud de 64,7% de los pacientes 
permitiéndoles realizar sus actividades diarias normales 
y reanudar su trabajo. No obstante, los resultados 
observados, aunque alentadores necesitan ser 
confirmados más a fondo en un estudio clínico 
controlado a doble ciego para garantizar que la mejora 
de las condiciones de salud de los pacientes es también 
significativas y consistentes en una población más 
amplia de pacientes con LD tardía o crónica, y 
corroborada por una evaluación clínica más profunda. 
Sólo entonces, se podrá llegar a una conclusión más 
segura sobre la eficacia de esta composición en 
humanos. Quizás se puedan observar más beneficios 
para la salud con un aumento de la dosis y un mayor 
tiempo de ingesta de la composición. Sin embargo, 
como indica el estudio el ajuste de la dosis debe hacerse 
de forma gradual. Este estudio también reveló que 
aquellos pacientes con poca o ninguna mejoría deben 
ser sometidos a un diagnóstico adicional para detectar 
infecciones acompañantes y disfunción neurológica para 
excluir la falta de respuesta como la razón.

ha observado después del tratamiento con antibióticos, 
a pesar de la presencia de bajos niveles de 
espiroquetas persistentes.41,50 Sin embargo, otros 
informaron de que tras la terapia con antibióticos en 
perros, los títulos de anticuerpos en algunos animales 
se mantuvieron en niveles constantes niveles, lo que 
abogaría por la persistencia del estímulo antigénico en 
lugar de la completa eliminación de los patógenos.51

En resumen, este estudio documentó la eficacia de la 
ingesta oral de una composición compuesta por seis 
agentes biológicamente activos derivados de plantas 
en un modelo animal de LD y en pacientes voluntarios 
con LD tardía o crónica. Otros estudios que investigan
su eficacia como complemento del tratamiento con 
antibióticos así como en un entorno clínico controlado 
más amplio entorno clínico controlado, parece ser 
razonable y merece un mayor estudio. Además, cabe 
mencionar que los compuestos utilizados en nuestro 
estudio in vivo alcanzaron 90-95% de pureza, aunque 
las pruebas adicionales realizadas por nosotros 
mostraron una pureza similar o incluso mayor pureza 
y la ausencia de antibióticos y antiinflamatorios 
agentes relevantes en el tratamiento de la LD. Sin 
embargo la presencia de pequeñas cantidades de 
residuos podría ser influyente y afectar de forma 
limitada a los resultados.
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