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RESUMEN

Borrelia burgdorferi, es la espiroqueta responsable de ocasionar la enfermedad de Lyme en
caninos, se caracteriza por ser una afeccion zoonotica y ser transmitida por garrapatas.
Actualmente es considerada una de las enfermedades emergentes con mayor dificultad en su
diagnostico. Las manifestaciones clinicas en los canes pueden ser tanto a nivel cutaneo como
sistémicas, con afeccion muscoloesqueletica, neuroldgica y cardiaca. El diagnostico se basa en el
cuadro clinico y puede ser confirmado mediante estudios de serologia; por tal razén en este estudio
se escogio la técnica de inmunofluorescencia indirecta para detectar 1gG contra Borrelia
burgdorferi, como objetivo principal. Complementario al diagnostico seroldgico, se realizd la
busqueda de la bacteria en frotis de sangre periférico de los caninos de los municipios de Honda-
Tolima, la Mesa y Chia Cundinamarca, los caninos del municipio de Honda-Tolima eran canes de
hogar y de la calle, la poblaciéon del cuadrdpedo en la Mesa y Chia Cundinamarca eran de
fundaciones de perros en condiciones de calle y abandono. En cuanto al objetivo especifico
relacionado con el vector se realiz6 el reconocimiento entomoldgico de las garrapatas recolectadas
para confirmar la especie que esta transmitiendo Borrelia burgdorferi ocasionando la enfermedad
de lyme en nuestro pais. Como resultados se obtuvo un porcentaje del 69.0 % de los caninos
muestreados dieron positivos en la prueba serolégica. El vector encontrado se clasifico como
Rhipicephalus sanguineus, hasta ahora no reportado, ni asociado a la enfermedad, y se visualizaron
estructuras bacterianas de forma espiral tanto en la sangre periférica de los caninos, como en la
hemolinfa de las garrapatas.



INTRODUCCION

Las espiroquetas que pertenecen al género Borrelia, son un grupo de microorganismos
cosmopolitas, que incluyen especies transmitidas por artropodos hematdfagos que resultan
patogenas para ciertos animales vertebrados, incluyendo al humano. Las especies de Borrelia que
presentan mayor interés clinico son “Borrelia burgdorferi, transmitida por garrapatas duras
(Ixodidae) y principal agente etioldgico de la enfermedad de Lyme, y Borrelia recurrentis,
responsable de la fiebre recurrente, transmitida por piojos (Pediculus humanus) y algunas
garrapatas blandas (Argasidae)” L.

Si bien las enfermedades transmitidas por artropodos han tomado un importante lugar en los
estudios de salud pablica y medicina interna, no es el caso de la borreliosis, al igual que otras y se
considera una enfermedad nueva. En América, algunos estudios han permitido determinar la
seroprevalencia asociada al microorganismo en perros y humanos, y la presencia de los vectores
ha sido un factor de asociacion positiva en la mayoria de casos 2.

La importancia de la borreliosis de Lyme radica en que es una enfermedad de tipo zoonoético, hoy
en dia la mayor parte de la comunidad tiene mascotas y estas son susceptibles de infectarse de la
enfermedad por la picadura de garrapatas. La enfermedad puede traer muchas consecuencias
ocasionando la muerte del animal. En cuanto a animales domésticos, los caninos resultan ser un
importante hospedador para algunas de estas especies de espiroquetas, siendo de especial
relevancia Borrelia burgdorferi, transmitida de igual forma por artrépodos ixodidos,
convirtiéndose asi en una importante zoonosis transmitida por garrapatas 3. Clinicamente, la
mayoria de perros pueden no presentar signos evidentes en fases iniciales a pesar de tener la
infeccion, lo que dificulta su abordaje clinico y diagnostico. En animales sintomaticos puede haber
fases con distintos grados de cronicidad que cursa, en general, con alteraciones cutaneas y musculo
esqueléticas, con signos de letargia y pirexia y, en menor medida, sindromes asociados a
enfermedad renal, cardiaca o neuroldgica *.

El diagnéstico de la borreliosis en perros infectados naturalmente muestra baja frecuencia de la
bacteria dentro del hospedador, debido a que las pruebas diagnosticas inmunoldgicas indirectas
expresan titulos de anticuerpos a exposiciones previast. Para la identificacion de la infeccion en
animales y en el hombre se han usado técnicas de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA),
ensayo inmunoenzimatico indirecto, prueba de anticuerpos de inmunofluorescencia (IFAT) vy
Western Blot (WB). Por otra parte, se ha determinado incluso la presencia del microorganismo
directamente en el vector mediante técnicas de amplificacion génica en garrapatas adultas del
género Ixodes > Un factor critico para la Borreliosis es, sin duda, la presencia del vector, cuya
distribucion se ha incrementado debido a los cambios climaticos, ecoldgicos y sociales (dada la
inminente cercania entre el humano y las especies domésticas y silvestres). De esta forma se
plantean, al menos, dos escenarios de importante atencion: la presencia de la bacteria con su
consecuente efecto patdgeno, y la dindmica del vector que la transmite.

En Colombia, la seroprevalencia ha sido determinada en algunas ciudades de la regién Andina y
Caribe (0-16%, n=200), utilizando técnicas de inmunoabsorcion ligada a enzimas (ELISA)®.
Sumado a esto, existen reportes de casos clinicos de borreliosis canina que cursan con los signos



clinicos descritos tipicamente, con hallazgos hematolédgicos de trombocitopenia y confirmacién de
seropositividad.

En este contexto, la investigacion tiene como fin determinar la presencia de anticuerpos contra
Borrelia burgdorferi en muestras de caninos, mediante una prueba seroldgica de IgG (principal
anticuerpo en respuesta antibacteriana) especifica para este microorganismo. Las poblaciones de
caninos incluidas en el estudio pertenecen a los municipios de Honda en el departamento de
Tolima, la Mesa y Chia-en Cundinamarca. Ademas, se realiz6 la busqueda del ectoparasito que la
transmite, ya que al hallar garrapatas duras sera un factor que permitird, sugerir una asociacion
entre su accion como vector y la presencia o exposicion al microorganismo obtenido en los
resultados seroldgicos.

Dada la naturaleza zoonoética del microorganismo, la inminente cercania entre humanos y
animales, y las condiciones fisico-climaticas de los municipios de Honda, la Mesa y Chia, lugares
apropiados para el exitoso cumplimiento del ciclo de vida del vector y la transmision de la bacteria,
con este se busca ayudar a comprender la dinamica de la infeccion, el abordaje clinico, diagnostico
y bioldgico de las enfermedades producidas por estas espiroquetas.



OBJETIVOS

Objetivo general

Detectar anticuerpos tipo IgG especificos contra Borrelia burgdorferi, mediante la
técnica de inmunofluorescencia indirecta relacionando hallazgos clinicos a la enfermedad
de lyme

Objetivos especificos

Realizar la deteccion de 1gG contra Borrelia burgdorferi, por inmunofluorescencia en los
caninos muestreados.

Clasificar el vector de acuerdo con el libro “Ticks of Domestic Animals in Africa: a
Guide to Identification of Species”, para determinar el artropodo responsable de
transmitir Borrelia burgdorferi en nuestro pais.

Correlacionar los resultados obtenidos en la prueba inmunoldgica con la presencia del
vector en los caninos muestreados.

Identificar la espirogueta en las laminas de FSP de caninos y en la hemolinfa de las
garrapatas.

Determinar los factores que presenta la poblacion canina susceptible de presentar
infeccion por Borrelia burgdorferi.



1. ANTECEDENTES

“La enfermedad de Lyme o borreliosis es zoonotica de distribuciéon mundial, causada por Borrelia
burgdorferi y transmitida por la picadura de garrapatas, principalmente Ixodes scapularis e I.
pacificus. Est4 caracterizada por desérdenes polisistémicos™*. Se ha evidenciado que los caninos
que se encuentran en ambiente doméstico, tienen un lugar importante en la infeccion por garrapatas
en zonas de temperatura alta. Dicha enfermedad se caracteriza por generar una sintomatologia en
los estos animales caracterizada por “artritis, eritema migrante, fatiga, anorexia, malestar general,
dolor muscular, rigidez de cuello, fiebre, bloqueo cardiaco, falla renal y alteraciones neuroldgicas

como convulsiones y comportamiento agresivo”’.

Borrelia burgdorferi, es un microrganismo poco estudiado; sin embargo, actualmente varios
centros de investigacion tratan de comprender la enfermedad de Lyme con todo lo que conlleva;
uno de estos es el laboratorio de parasitologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
de la Universidad Autdnoma de Yucatan, donde se realizd uno de los estudios mas en América
Latina, que lleva como titulo “Deteccion de Borrelia burgdorferi sensu lato en perros y sus
garrapatas en comunidades rurales de Yucatan, México”, dicha investigacion describe la deteccion
molecular de Borrelia burgdorferi mediante la técnica de PCR convencional y anidada, el estudio
se hizo tanto en la sangre del canino como en la garrapata, arrojando resultados bastante indicativos
de la infeccidn en el animal, asi como la deteccién del microorganismo en el artropodo, lo cual
aporto6 al conocimiento cientifico tanto en México como en Latinoamérica. De este se concluyd
que “el perro puede actuar como un importante centinela del complejo B. burgdorferi s.l., debido
al contacto directo que mantiene con el héabitat de las garrapatas vectoras, haciéndolo mas

vulnerable a adquirir esta bacteria, y que los perros desempefian un papel clave en la dispersion
de garrapatas, en el ambiente intra o peridomiciliar”®

Lyme por ser una enfermedad transmitida por vectores que afecta a los caninos, y otras especies,
ha generado el interés de investigadores por realizar estudios a lo largo de los afios que han
contribuido a comprender la historia natural de ésta. En el afio 2016 se realiz6 una investigacion
con el titulo de “Serosurvey of Borrelia in dogs, horses, and humans exposed to ticks in a rural
settlement of southern Brazil” realizado por diferentes departamentos de Medicina Veterinaria de
Brasil, la cual tenia como primer objetivo realizar un estudio seroldgico para la deteccion de
anticuerpos contra Borrelia burgdorferi en perros, caballos y humanos altamente expuestos a
picaduras de garrapatas, un segundo objetivo fue comprender la correlacion que se tiene entre los
asentamientos rurales de los animales domésticos y los seres humanos, con el clima, el medio
ambiente y si esto tiene una condicion favorable en la infeccion generada por garrapatas, ademas
de identificar las especies de garrapatas presentes para determinar factores de riesgos asociados
con la seropositividad de dichos asentamientos.

La metodologia en esta investigacion se basé en el uso de dos pruebas muy frecuentes en el campo
de la ciencia: deteccion de anticuerpos por inmunofluorescencia (IFAT) y por Western blot (WB).
Uno de los resultados mas importantes de esta investigacion fue que “las garrapatas identificadas
fueron en su mayoria de perros e incluyeron 45/67 Rhipicephalus sanguineos, 21/67 Amblyomma
ovale y 1/67 Amblyoma cajennense; en los caballos las garrapatas presentes fueron en su totalidad
de la especie Amblyoma cajennense”. Como conclusion los anticuerpos anti-Borrelia se
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encontraron en perros, equinos y sus propietarios en el asentamiento rural indicando que en paises
de América ya existe infeccion por Borrelia burgdorferi.

En Colombia se han llevado a cabo investigaciones como la descrita en el articulo “Monitoreo de
Ehrlichia canis, Anaplasma phagocytophilum, Borrelia burgdorferi, y Dirofilaria immitis en
perros de tres ciudades en Colombia”. Escrito por los investigadores McCown M, Monterroso V,
Cardona W. y publicado en el afio 2015, en el cual se estudiaron caninos de las ciudades de
Medellin, Barranquilla y Cartagena en Colombia, para determinar la prevalencia de la Enfermedad
del Gusano del Corazon, la Ehrlichiosis, la Anaplasmosis, y la Enfermedad de Lyme. La
Metodologia implementada se basé en la recoleccion de muestras sanguineas en las tres ciudades
y analizadas con el objetivo de identificar anticuerpos de B. burgdorferi, por el método del ensayo
de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA). Se evidencio6 que las muestras recolectadas fueron
negativas para anticuerpos de B. burgdorferi, lo que determina un “hallazgo interesante ya que la
evidencia del agente etioldgico causante de enfermedad de Lyme ya habia sido reportado en
Colombia™®, Ecuador, Brasil, Per(i y Argentina. Dada la negatividad de este resultado en dicha
investigacion y de acuerdo a la vigilancia epidemioldgica, se considera que se debe incrementar el
control ya que cabe la posibilidad de que exista un nuevo vector para la borreliosis.

De las investigaciones realizadas en Colombia se hall6 evidencia clinica de acuerdo con un reporte
de caso descrito en el articulo “Primer reporte de seroprevalencia de borreliosis canina en una
ciudad localizada en una altitud media en la region tropical (Medellin, Colombia)” escrito por
Gonzélez, Villegas, Carmona, Castafieda, y publicado en el afio 2014, el objetivo de este trabajo
fue mostrar el reporte de un caso clinico de un canino de raza Bulldog paciente de la Clinica de
Pequefios Animales de la Universidad CES en Medellin, Colombia. Los sintomas de consulta
fueron emesis y pérdida del apetito; en la anamnesis se evidencio que el canino tenia su esquema
de vacunacién al dia y habia sido desparasitado. EI método de deteccién fue dado gracias a la
evidencia de trombocitopenia, por tal motivo se le realizé analisis para deteccion de anticuerpos
contra Ehrlichia canis, Borrelia burgdorferi, Anaplasma phagocitophylum y antigenos especificos
de Dirofilaria Immitis, obteniendo resultado positivo para Borrelia burgdorferi. En este estudio se
compararon resultados tanto en caninos como en humanos con resultados positivos, que fueron
reportados en el Departamento de Antioquia, llevando a la conclusion que se debe mantener el
registro de los casos reportados de acuerdo a la distribucion geogréfica, para que de esta manera
se pueda identificar su incidencia, y por tltimo, “recomiendan complementar el diagndstico con
técnicas como ELISA y PCR para establecer un diagnéstico integral”®.

De otro lado, es importante considerar las investigaciones realizadas en otros paises en los cuales
utilizaron otras opciones para el diagndéstico y la identificacidn; cabe resaltar un articulo titulado
“Distribution of ixodid ticks on dogs in Nuevo Leon, México, and their association with Borrelia
burgdorferi sensu lato” Escrito por Lucio Galaviz-Silva, Karla Carmelita Pérez-Trevifio, Zinnia J.
Molina-Garza publicado en el afio 2013. En éste se buscaba “documentar la distribucion geografica
de las especies de garrapatas de Ixodes en perros y la prevalencia de Borrelia burgdorferi en
garrapatas adultas; como metodologia se tomaron muestras de sangre para realizar una
amplificacion de la region ospA del genoma de B. burgdorferi®®. De los resultados obtenidos se
demostrd que los perros muestreados en Guadalupe y Estanzuela fueron positivos para B.
burgdorferi, utilizando como técnica PCR. Los investigadores dejan como reflexion que muy
probablemente los vectores desempefian un papel méas importante de lo que se pensaba en la
zoonosis y epidemiologia relacionado con B. burgdorferi.



Con respecto a los métodos de diagnostico para la deteccion de Borrelia burgdorferi, en el articulo
“Presencia de anticuerpos contra Borrelia burgdorferi y Anaplasma sp. en canes de la ciudad de
Lima” escrito por Alicia Rubio, Elia Salas, Gisella Gomez, publicado en el afio 2011, se hace el
reporte de caso de tres caninos, los cuales presentaban sintomas como fiebre y letargia; la
metodologia utilizada consistié en tomar muestras de sangre de los pacientes y de acuerdo a sus
sintomas, realizar la prueba ELISA SNA, como “prueba de diagndstico in vitro para la deteccion
del antigeno de Dirofilaria immitis y anticuerpos contra A phagocytophilum, Borrelia burgdorferi
y Ehrlichia canis en suero, plasma o sangre entera de caninos (IDEXX Laboratories Inc) !, Los
resultados obtenidos demostraron la existencia de anticuerpos contra Anaplasma y Borrelia, por
lo que se concluye que es importante considerar estos microorganismos en el diagndstico
diferencial sobre todo en areas donde se conoce que la exposicion a las garrapatas es alta, también
cuando se presenta un malestar inespecifico de fiebre y letargia. Respecto a la necesidad de
métodos complementarios de diagndstico, las técnicas como inmunofluorescencia indirecta (IFI)
y la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) son de considerar para el diagnostico y
diferenciacion de estos dos agentes.

Cabe resaltar que las enfermedades transmitidas por vectores pueden conllevar a enfermedades
zoonoticas, por lo cual, es importante su control y registro epidemioldgico, la correcta
identificacion del agente infeccioso y la caracterizacion geogréafica para un manejo apropiado por
los entes publicos y privados, asi como, su prevencion. Al respecto en el articulo “Zoonosis
transmitidas por animales silvestres y su impacto en las enfermedades emergentes y reemergentes”
escrito por Santiago Monsalve, Salim Mattar, Marco Gonzélez publicado en el afio 2009, se
evidencia la relacion que tienen las enfermedades emergentes y reemergentes que pueden estar
ligadas a la pérdida de la biodiversidad por factores antropogénicos, debido a la destruccién de
habitats naturales, el tréfico de fauna y a la pérdida de diversidad genética, aspectos que juegan un
papel importante en la aparicion de patologias de origen infeccioso. Como propdésito los
investigadores plantean la importancia de conocer las zoonosis transmitidas por animales
silvestres, su forma de contagio y sus principales vectores y hospedadores.

Con la investigacion realizada en Colombia sobre la seroprevalencia de Borrelia burgdorferi en
200 caninos del area rural del municipio de Monteria (Cérdoba), de diferentes edades, sexo, razas
y actividad, y estudiados mediante la técnica seroldgica de ELISA, se obtuvo una seropositividad
del 16% (32/200). Igualmente se demostrd reaccion cruzada con Leptospira spp, en 10 muestras
(31.25%). Los seronegativos a Leptospira y seropositivos a Lyme se reconfirmaron con Western
Inmunoblot, y se encontraron 4 seropositivos (12.5%)°% Llegando a la conclusion, que
“aproximadamente el 60% de los patdégenos reconocidos como causantes de enfermedad humana
son zoondaticos, y el 75% de las enfermedades que se consideran como emergentes en las ultimas
dos décadas provienen de fuentes de animales silvestres”®. Ademas, es importante resaltar que se
debe tener en cuenta la cooperacion de distintas ramas del conocimiento y asi formar un equipo
interdisciplinario que permita establecer soluciones y propuestas para el cuidado, conservacion y
correcta manipulacion del medio ambiente, la fauna silvestre y la microbiologia

Se puede sefialar que la enfermedad de Lyme en el continente americano no estd bien
diagnosticada, probablemente porque no se han realizado los suficientes estudios sobre el tema.



Sin embargo, la investigacion titulada “Seroprevalence of Borrelia burgdorferi in Dogs From a
Mexico-U.S. Border Desert Rhegion: Pilot Study” cuyo objetivo fue determinar la seroprevalencia
de Borrelia burgdorferi en poblacion canina en la region fronteriza de Mexico y Estados Unidos,
con muestra sanguineas de 94 perros, analizadas con el Kit de Elisa contra Borrelia burgdorferi,
los resultados mostraron una prevalencia de Borrelia burgdorferi de 8.2% indicando que en
Latinoamérica si se esta presentando dicha infeccion, dado que “B. burgdorferi se transmite por
garrapatas, se deben establecer medidas preventivas y de control para erradicar las garrapatas con
el fin de minimizar el riesgo de infeccion”*?,

La enfermedad de Lyme hace unos afios se reportaba unicamente en el continente Europeo, pero
con el tiempo se ha venido presentando en América en diferentes paises. En Brasil, los
investigadores Lucia Helena O’Dwyer, et al, realizaron un estudio titulado “Soroprevaléncia de
Borrelia burgdorferi sensu latu associada & presenca de carrapatos em cées de areas rurais do
Estado do Rio de Janeiro, Brasil” cuyo objetivo fue determinar anticuerpos contra Borrelia
burgdorferi en perros de las zonas rurales de siete municipios del Estado de Rio de Janeiro, la
metodologia que se utilizé fue un ensayo inmunoenzimatico indirecto y se aplicé a 199 muestras
de caninos donde se encontro que el 15,58% fueron positivos, ademas de las garrapatas que fueron
recogidas de los caninos muestreados el “24,1% se identificaron como Amblyomma cajennense,
13,6% como Rhipicephalus sanguineus, 2,5% como Amblyomma aureolatum y 1,5% como
Amblyomma ovale. De los animales seropositivos para B. burgdorferi, el 38,7%, presentaban A.
cajennense y el 22,6% presentaban Rhipicephalus sanguineus, no habiendo, sin embargo, una
correlacion positiva entre la presencia de la garrapata y la serologia positiva”!®. Dicha
investigacion aclara que en América el vector de Borrelia burgdorferi ha cambiado, puesto que
las diferentes investigaciones dicen que la garrapata que transmite el microorganismo es Ixodes
scapularis e I. pacificus pero esta afirmacién se revalta puesto que en el continente se detecta un
nuevo vector.

En los Estados Unidos también se estan presentando casos de Borreliosis canina, debido a dicha
problematica se realizo el estudio “The Dog as a Sentinel for Human Infection: Prevalence of
Borrelia burgdorferi C6 Antibodies in Dogs from Southeastern and Mid-Atlantic States” en 2004,
cuyo objetivo especifico era saber si la exposicion canina a Borrelia burgdorferi seria menor en
Carolina del Norte, en comparacién con la exposicion en Virginia, Maryland y Pennsylvania. Para
resolver esta pregunta, los investigadores evaluaron el estado de exposicion a B. burgdorferi
utilizando un ensayo de inmunoabsorcidon enzimético basado en un péptido C6 especifico y
sensible. Esta prueba se les realiz6 a 1666 muestras de caninos en el laboratorio de diagndstico de
enfermedades transmitidas por vectores de Carolina del Norte. La comparacion entre estados se
hizo mediante analisis por Chi-square o Fisher, con dicho estudio se concluyd que “la transmision
de B. burgdorferi parece ocurrir con poca frecuencia en los perros de Carolina del Norte en
comparacion con los perros que residen en otros estados del sudeste y medio Atlantico”.

En Colombia, los sefiores Freddy Buitrago, et al, del Departamento de Medicina Animal de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de Cordoba, realizaron en el afio
de 2003 una investigacion titulada “Determinacion de anticuerpos para Borrelia burgdorferi en
perros mediante técnica de Elisa en el area rural del municipio de Monteria — Cérdoba” la
investigacion ademas de determinar anticuerpos contra Borrelia burgdorferi, también buscaba
identificar taxonémicamente los ectoparasitos encontrados en los animales a evaluar™®. Los



investigadores realizaron el estudio con una poblacion de 200 caninos y se evaluaron con la técnica
de Elisa, donde los resultados demostraron seropositividad, el siguiente paso fue reconfirmar con
Western Inmunoblot, y se encontraron 4 seropositivos con ligera reaccion antigenica relacionada
con Lyme. Esto indica que, en Colombia, se encuentra el microorganismo que ocasiona la
enfermedad de Lyme, estos resultados invitan a indagar méas sobre esta patologia, debido a que
posiblemente esté afectando a los caninos del pais, sin un correcto diagnostico.

Una de las investigaciones que tomo bastante importancia fue la de los sefiores Salinas Meléndez,
et al, en 1999 titulada “Serological Survey of Canine Borreliosis” publicada en la revista
latinoamericana de microbiologia, los investigadores en este afio se dieron cuenta que la
enfermedad de Lyme se estaba describiendo y manifestando en los caninos, por eso ellos tomaron
la iniciativa de realizar esta investigacion en el area metropolitana de Monterrey-México,
obteniendo 850 muestras de sangre de perros y analizandola con la técnica de inmunofluorescencia
indirecta (IFA) para detectar anticuerpos contra Borrelia burgdorferi. En esta exploracion se
obtuvo que “el 16% (136) de estos perros tuvieron resultados positivos. Estos hallazgos sugieren
que la exposicion a este microorganismo es comun en perros y que esta enfermedad es de
importancia en el campo veterinrio™?®,

En el afio de 1997 Jaime Rojo Véazquez publico un articulo titulado “Seroprevalencia de la
infeccion por Borrelia burgdorgferi y Rickettsia conorii en poblacion humana y canina de la zona
bésica de salud de San Andrés del Rabanedo (Ledn, Espafia)” esta investigacién tuvo como
objetivo determinar si dichos microorganismos estaban afectando tanto a humanos como a caninos.
En el estudio se realizé serologia para detectar Borrelia burgdorgferi y Rickettsia conorii, los
resultados fueron bastante interesantes: en perros, el 2.10% tenia anticuerpos frente a B.
burgdorferi, pero lo més llamativo fue que “la seroprevalencia hallada fue mayor en humanos que
en los perros, cuando debiera ser superior en éstos, o por lo menos igual, tratandose de una
antropozoonosis.”*’. Esto indica que en el siglo pasado tanto en caninos como en humanos ya se
habian presentado infecciones por Borrelia burgdorferi.

Silvia Delgado y Pedro Carmenes, en 1995 realizaron un estudio llamado “Seroepidemiological
survey for Borrelia burgdorferi (Lyme disease) in dogs from northwestern of Spain” en el cual
buscaban estimar la prevalencia de la borreliosis canina (enfermedad de Lyme) en Castillay Leon,
la region mas extensa de Espafia. En este estudio se utiliz6 la técnica de inmunofluorescencia
indirecta (IFA), utilizando la cepa Borrelia burgdorferi B31 como antigeno. Vale resaltar que se
probaron sueros de 308 caninos de 7 provincias de la region. “De todos los animales muestreados,
37 (21%), fueron seropositivos. Casi todas las provincias tuvieron una seroprevalencia de 20% o
menos”!8. Esto indica que desde hace mas de 20 afios en Europa los caninos ya estaban presentando
borreliosis, y que en el campo del diagnostico veterinario no se estaba prestando atencién. Como
conclusiones se tienen: que los perros que en algin momento tuvieron garrapatas fueron mas a
menudo seropositivos, y que los perros en Castilla y Ledn, aunque en la mayoria de los casos no
desarrollan la enfermedad, estan expuestos al agente de la enfermedad de Lyme.



2. MARCO REFERENCIAL

Enfermedad de Lyme

La enfermedad de Lyme es una patologia de desarrollo multisistémico, de distribucion mundial,
pero predomina en las regiones templadas, es causada por la espiroqueta Borrelia burgdorferi y
transmitida por garrapatas, cuyo vector principal es del género Ixodes. Se considera que dicha
enfermedad es la mas transmitida por garrapatas en el hemisferio norte. Esta patologia tiene una
caracteristica bastante peculiar y es que ademds de afectar a humanos “puede ser transmitida a
roedores, ciervos, perros, gatos, vacas, caballos, reptiles y aves”*® lo que nos indica que es una
enfermedad zoondtica. De estos animales el canino es catalogado como el reservorio mas
importante en la infeccidn por garrapatas en el ambito doméstico.

Agente etioldgico

“Las espiroquetas se clasifican dentro de tres familias filogenéticas: Spirochaetaceae,
Braquispiraceae y Lepstospiracea”?° siguiendo en su taxonomia del orden Spirochaetales y se
caracterizan por ser bacterias Gram negativas que presentan una morfologia helicoidal. El género
Borrelia, posee una longitud que oscila entre 3 a 20 um y 0.2 um a 0.5 um de ancho?, en el libro
de Bacteriologia teoria y practica Corrales menciona:

Poseen de 7 a 30 flagelos periplasmicos a partir del extremo celular lo que les confiere
una movilidad en forma de ondas. Necesitan &cidos grasos de cadena larga para su
desarrollo y una temperatura de 28 a 30°C. No producen catalasa, la principal fuente de
carbono y energia para su desarrollo son los hidratos de carbono, a partir de los cuales
obtienen &cido lactico. Contiene ornitina como componente aminoacido presente en el
peptidoglucano y no posee tabulos citoplasmaticos.

La especie mas importante a nivel zoonético es B. burgdorferi cuyo predominio esta en
Norteamérica y Europa, lleva el apellido de quien la descubrié el sefior Willi Burgdorfer en el
afio de 1982 y es el agente causal de la enfermedad de Lyme.

“Actualmente se conocen once genoespecies de Borrelia burgdorgeri, de las cuales B. Burgdorferi
sensu stricto (B. Burgdorferi s.s.) B. garinii y B. afzelii son las Unicas, hasta el momento,
claramente patogenas para el hombre”?2, Una particularidad que presenta esta especie de Borrelia
es que carece de lipopolisacaridos y posee abundantes lipoproteinas de superficie, ademas de esto
una “caracteristica que la diferencia de otras bacterias es que, debido a que la membrana externa
carece de rigidez, son los flagelos los que determinan la forma de la espiroqueta?®. Su genoma
fue “publicado en 1997 por el Institute of Genome Research (TIGR) como B. burgdorferi cepa
B31 por el grupo de Fraser, et al., y fue completado por Casjens, et al. en el afio 2000”2, El genoma
de “Borrelia burgdorferi estd compuesto por un cromosoma ADN lineal de 1 kb, 22 plasmidos y
el gendforo bacteriano que contiene 853 genes”?.
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Entre los factores de patogenicidad y virulencia ademas de los plasmidos, posee proteinas de
superficie principales, como Osp A y Osp B, y un plus que posee esta bacteria es que puede
sobrevivir sin hierro el cual sustituye por manganeso.

Ciclo zoonético

Borrelia burgdorferi posee un ciclo de vida bastante complicado, puesto que viaja entre vectores
artropodos como garrapatas del genero Ixodes en sus tres estadios larva, ninfa y adulto y
hospederos vertebrados desde pequefios roedores silvestres hasta grandes mamiferos como
ciervos. Esto indica que la espiroqueta debe ser capaz de “adherirse y sobrevivir en el intestino del
artropodo, penetrar el epitelio de dicho 6rgano y atravesar la hemolinfa hasta llegar a las glandulas
salivales, de esta manera transportarse al flujo sanguineo del hospedero”?® evitando la reaccion
inmune y diseminandose en los 6rganos diana; lo cual logra evadiendo la respuesta inmunitaria
tanto innata como adaptativa gracias a varias proteinas de membrana externa y proteinas adhesivas
que posee.

Vector

El artrépodo responsable de la enfermedad de Lyme es la garrapata de clase Arachnida, subclase
Acari, Orden Parasitoformes, Suborden Ixodida, Super familia Ixodoidea, Familia Ixodidae y
género Ixodes cuyas especies mas representativas son: Ixodes scapularis, Ixodes pacificus, Ixodes
dentatus e Ixodes ricinus. Estos son los principales vectores en Norteamérica, Europa y Asia, se
caracterizan porque poseen tres periodos de maduracion: larva, ninfa, y adultos (macho y hembra).

Como lo menciona Villamil en su tesis doctoral titulada “Epidemiologia de “Borrelia burgdorferi
s L” (enfermedad de Lyme) en un ecosistema de pinar de montafia supramediterraneo”?®

La hembra adulta pone los huevos en la vegetacion, tras lo cual muere. Cuando las
condiciones atmosféricas son buenas, nacen las larvas que miden menos de 1 mm y poseen
tres pares de patas. Las larvas se alimentan durante 3-4 dias generalmente en pequefios
animales silvestres, y posteriormente caen al suelo donde mudan a la fase de ninfa. Estas son
un poco mas grandes (2mm), con cuatro pares de patas, sin abertura genital y por lo general
se alimentan durante varios dias de pequefios animales silvestres, domésticos y el hombre.
Cuando estan repletas caen al suelo y mudan a la fase adulto (machos o hembras), que vuelve
a picar a un hospedador ya sean grandes animales o incluso el hombre. Las garrapatas
hembras, tras permanecer 5-7 dias alimentandose y ser fecundadas por los machos, caen de
nuevo a la vegetacion y comienzan la puesta de huevos.

Reservorio

La variedad de reservorios de Borrelia burgdorferi es amplia y esto se debe a la gran distribucién
que tiene, en los mamiferos salvajes, especialmente “roedores pequefios como el Apodemus
leucopus 0 mas conocido como ratdn de patas blancas y el venado Odocoileus virginianus también
conocido como venado de cola blanca”?’ son los reservorios mas competentes en Estados Unidos,
mientras que en el continente europeo y asiatico se considera que el raton Apodemus flavicollis, es
el reservorio que tiene el microorganismo que ocasiona la borreliosis.
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En todo el mundo se pueden presentar casos accidentales donde el vector se infecta de alguno de
estos reservorios, y transmite el microorganismo a otras especies como caninos y humanos lo cual
puede ocurrir por el contacto con la naturaleza (areas forestales) y animales silvestres.

Epidemiologia

La borreliosis o enfermedad de Lyme se caracteriza por tener una “distribucion mundial, aunque
se describe practicamente solo en el hemisferio norte y constituye la enfermedad transmitida por
vectores mas comun en Estados Unidos de América, y regiones Euroasiaticas”?® La distribucion
de las especies mas representativas de Borrelia sensu stricto se explica en la Tabla 1.

Tabla 1: Diversidad de especies de Borrelia junto con su localizacién y vector

Borrelia Localizacion Vector

Borrelia burgdorferi sensu stricto  Estados Unidos Ixodes sp
América latina
Europa

Borrelia garinii Europa Ixodes ricinus
Asia Ixodes persulcatus

Borrelia afzelii Europa Ixodes ricinus
Asia Ixodes persulcatus

Borrelia Burgdorferi Oeste de los Estados Unidos  Ixodes pacificus
Norte y centro de los Estados Ixodes scapularis
Unidos
Europa Ixodes ricinus
América Latina Ixodes sp

Borrelia burgdorferi sensu lato América Latina Ixodes sp

“Se han descubierto hallazgos clinicos y de laboratorio relacionados con Borrelia Burgdorferi en
América Latina, en diferentes paises como Bolivia, Argentina, Chile, Venezuela y Colombia”?°.
En la mayoria de estos paises se han obtenido evidencias seroldgicas, pero no han confirmado el
asentamiento del microorganismo responsable de la enfermedad de Lyme.

Paises como Brasil y México han realizado estudios un poco més profundos sobre Borreliosis tanto
en caninos como en humanos, lo que ha permitido generar conocimiento cientifico sobre el
patogeno mediante estudios moleculares, serologicos y clinicos que indican la existencia de
Borrelia burgdorferi en estos paises. Un aspecto que ha coincidido en los estudios realizados en
estos paises es el factor de riesgo que posibilita adquirir la infeccidn, sobresaliendo el contar con
zonas boscosas o donde predomine una vegetacion abundante a la cual tengan acceso los caninos.
A la fecha en América Latina donde se reportan mas casos, es en los paises que se encuentran por
debajo de la zona tropical y en “los meses entre junio y agosto debido a que es verano y las
garrapatas estan en la busqueda de un hospedero mamifero”.
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Manifestaciones Clinicas.

La enfermedad de Lyme es compleja puesto que no todos los caninos infectados por Borrelia
burgdorferi presentaran los mismos signos clinicos. Esta es una enfermedad que presenta un
cuadro clinico multisistémico, probablemente por tres factores: el primero es el estado del sistema
inmunoldgico del canino, el segundo la predisposicion genética (raza) y el tercero por la exposicion
constante a los artropodos generando una ectoparasitosis.

La borreliosis canina, genera sintomas como “artritis, cojera, eritema migratorio, fatiga, anorexia,
malestar general, dolor muscular, rigidez en el cuello, fiebre, bloqueo cardiaco, insuficiencia renal
y cambios neuroldgicos como convulsiones, agresion, y en algunos casos, la muerte”!. Pero como
se menciond anteriormente estas manifestaciones no son constantes.

Un estudio realizado en enero del 2018, estableci6 una comparacion entre las manifestaciones
clinicas de caninos seropositivos para Borrelia burgdorferi en Norte América y Europa, donde se
demuestra que los caninos norteamericanos presentaron una “Evidencia histopatologica subclinica
de cambios sinoviales leves a moderados, perivasculitis y perineuritis en el sitio de la mordedura
de la garrapata, ademas los canes no mostraron signos neurolégicos, y finalizando se evidencio
miocarditis fatal en cachorros Boxer lo que indica que puede haber predisposicion genética para
la miocarditis autoinmune desencadenada por un antigeno de Borrelia que imita la miosina
cardiaca”®? pero lamentablemente tanto la neuroborreliosis canina como la miocarditis a causa de
Borrelia burgdorferi estdn mal documentadas. En los caninos europeos se evidencio posiblemente
signos clinicos atribuidos en general a la enfermedad de Lyme, los cuales fueron infestacion por
garrapatas, cojera, signos neurologicos, nefropatia, letargo, anorexia y fiebre.

Como dice Caride en su tesis doctoral “en la diseminacion que genera Borrelia burgdorferi los
signos pueden ser subclinicos o desarrollar un amplio rango de alteraciones clinicas, lo cual
dependera del tiempo transcurrido desde la infeccion y del drgano o sistema afectado”?®.

Respuesta inmune del Hospedero

Los caninos como la mayoria de los mamiferos constan de tres sistemas de defensa: las barreras
fisicas, la inmunidad innata y la inmunidad adquirida.

La primera barrera de defensa fisica es la piel, muy eficiente en la proteccion contra los agentes
patdgenos. Muy pocos gérmenes tienen la capacidad de penetrar la piel intacta y se requiere una
herida, trauma, intervencién quirdrgica o picadura de un vector tipo artrépodo como en el caso de
la enfermedad de Lyme para que Borrelia burgdorferi pueda ingresar en los diferentes tejidos del
canino. La segunda barrera fisica son las mucosas, en el caso de la infeccion por Borrelia
burgdorferi, cuando los caninos presentan una ectoparasitosis severa, por reflejo tienden a
desprenderlas con la boca en zonas como las patas, el lomo, la grupa y el muslo, debido a ello los
caninos pueden ingerirlas llegando hasta su sistema digestivo. Diferentes estudios han llegado a
la conclusion que la enfermedad de Lyme también se puede presentar de esta manera en caninos
inmunocomprometidos. Aunque la respuesta del sistema inmunoldgico como mecanismos de
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defensa ayuda a expulsar los antigenos que llegan por via oral de diferentes maneras como
autolimpieza por peristaltismo, diarrea, vomito y formacion de una capa de mucus que impide o
dificulta la adherencia de los patogenos al epitelio gastrointestinal. Otra ayuda que posee el sistema
inmunologico son las enzimas que se producen en “los jugos gastricos, pancreaticos e intestinales,
asi como la bilis que tienen actividad bactericida. A diferentes niveles, la mucosa del tracto
digestivo tiene caracteristicas especiales. En el estomago el pH es tan acido que destruye la
mayoria de los gérmenes que entran con los alimentos. Por esto la aclorhidria producida por
gastritis atrofica”® u otras causas como estrés fisico o emocional en el canino, generan una
disminucion en la resistencia del aparato digestivo a las infecciones.

La inmunidad innata

Las barreras fisicas lamentablemente no son cien por ciento eficaces, teniendo en cuenta el tiempo
y la persistencia, un microorganismo invasor eventualmente puede superar simples obstaculos
fisicos. Sin embargo, la mayoria de los intentos de invasion microbianos son bloqueados
rapidamente antes de que puedan causar enfermedad. “Todos los mamiferos deben detectar y
eliminar a los invasores microbianos con la mayor rapidez y eficacia posible. Esta es la mision del
sistema inmune innato”3*.

Se ha evidenciado que las células del “sistema inmune innato poseen unos receptores denominados
“receptores de reconocimiento de patrones” (PRRS). Estos reconocen estructuras concretas en los
agentes patdogenos, los denominados “patrones moleculares asociados a patogenos” (PAMPs). La
estrategia de reconocimiento microbiano se basa en la deteccion de patrones moleculares
conservados que son productos esenciales de la fisiologia microbiana”®, los cuales corresponden
a lipopolisacaridos, peptidoglucanos, &cidos lipoteicoicos, DNA, RNA y glucanos que se expresan
en la membrana de los microorganismos patdégenos y que son esenciales para su supervivencia.

Los PRRs reconocen a los PAMPs por medio de algunas moléculas como los Receptores de tipo
Toll (TLR) “que se encuentran en la membrana de células fagociticas, presentadoras de antigenos,
asesinas naturales, epiteliales intestinales y células linfoides, cuya capacidad es reconocer un
numero discreto de ligandos presentes en bacterias, hongos, virus y protozoos”3®. Otro “receptor
importante en la inmunologia innata son los receptores tipo NOD (nucleotide-binding
oligomerization) que se caracterizan por ser intracelulares que detectan productos
antimicrobianos™®’ asi el cuerpo de un animal puede enfocar sus mecanismos de defensa innatos
en los sitios de invasién microbiana en el complejo conjunto de reacciones que llamamos
inflamacién que en el caso de la infeccion por parte de Borrelia burgdorferi puede generar dicha
reaccion en forma localizada o en varios sitios del cuerpo.

Durante la inflamacion, los cambios en los tejidos provocados por la invasién microbiana o por
dafios “en los tejidos producen un aumento del flujo de sangre y la acumulacion de células que
pueden atacar y destruir los invasores, estas células Ilamadas neutrofilos y macrdéfagos, pueden
destruir la mayoria de los organismos invasores y asi evitar su propagacion a las zonas no
infectadas del cuerpo”* Inmediatamente se inicia el proceso de fagocitosis, por el que se destruyen
y eliminan los agentes extrafios. Simultdneamente, las células fagociticas producen sefiales
quimicas (citoquinas, tales como el factor de necrosis tumoral) y “otros mediadores, que también
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inducen inflamacién. La inflamacion a su vez, atrae y concentra nuevas células y moléculas en los
lugares de invasion, intentando erradicar la infeccion y reparando los tejidos dafiados .3

El sistema inmune innato carece de cualquier “forma de memoria, y cada infeccion se trata de
forma idéntica. Por lo tanto, la intensidad y la duracion de los procesos tales como la inflamacion,
se mantienen sin cambios no importa cuantas veces se encuentra un invasor especifico. Por otra
parte, siempre est4 listo para responder inmediatamente una vez que se detecta un invasor”*®

Inmunidad adaptativa

La inflamacién es el conjunto de mecanismos de respuesta de los tejidos vivos a una agresion
fisica, quimica, infecciosa o autoinmune, que localiza, aisla y destruye al agente agresor. Hace
parte de la inmunidad innata como la adquirida, dicho esto la inflamacion y otros componentes del
sistema inmune innato son criticos en la defensa del cuerpo. Los animales que no puedan generar
una respuesta innata morirdn por infecciones incontrolables (caso de algunos caninos con
inmunosupresiones). Sin embargo, estos mecanismos innatos no pueden ofrecer la solucién
definitiva para la defensa del cuerpo. Lo que se necesita realmente es un sistema de defensa que
pueda reconocer y destruir a los invasores especificos y aprender de ese proceso, de manera que,
asi en caso de que estos vuelvan a invadir seran destruidos con mayor eficacia. Este tipo de
“respuesta adaptativa es la funcién del sistema inmune adquirido, al cual le toma varios dias para
convertirse en efectivo, tiempo requerido para que los linfocitos T y B reconozcan a dichos
antigenos, se diferencien y se conviertan en células efectoras”

La inmunidad adaptativa posee diversas caracteristicas que le dan una ventaja al cuerpo para poder
defenderse contra diversas infecciones de diferente nivel, en este caso bacterianas, la primera
caracteristica es la “especificidad debido a que este tipo de respuesta va dirigida especificamente
a determinada molécula antigénica, la seccion que es reconocida por los linfocitos es determinada
como epitope”®’. La segunda es la memoria y la heterogeneidad o diversidad debido a que el
sistema adaptativo no solo reconoce los microorganismos invasores, sino que también los destruye
y conserva la memoria del encuentro. Si el canino vuelve a tener un contacto con la misma bacteria
el sistema inmunolégico responde mas rapido y con mayor eficacia.

La respuesta inmune adaptativa se desarrolla mediante dos mecanismos fundamentales: respuesta
inmune humoral, donde los linfocitos B juegan un papel preponderante; y respuesta inmune
celular, donde los linfocitos T son las células fundamentales. “La inmunidad frente a los invasores
extracelulares depende sobre todo de los linfocitos B, que producen proteinas denominadas
anticuerpos que favorecen la destruccion microbiana. Esta respuesta inmunitaria mediada por
linfocitos B se denomina en ocasiones respuesta inmunitaria humoral puesto que los anticuerpos
estan presentes en los fluidos corporales’3*

Debido a que los “anticuerpos no actuan dentro de las células, la inmunidad frente a los invasores
intracelulares depende de los linfocitos T, pues una de sus capacidades es destruir células
infectadas o anomalas, este tipo de respuesta se denomina respuesta inmunitaria mediada por
células y en esta se clasifican tres tipos importantes de linfocitos T”#%. Uno es responsable de
destruir las células andmalas este recibe el nombre de Linfocito T Citotoxico. El segundo
proporciona sefiales que activan las respuestas inmunitarias adaptativas, por lo que se denomina
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linfocito T colaborador y el tercero, pero no menos importante es el linfocito cuya funcion es
regular las respuestas inmunitarias y se denominan linfocitos T reguladores.

Una maravilla del sistema inmunoldgico en los mamiferos es que en la respuesta inmune
adaptativa genera poblaciones de linfocitos T y B de memoria de vida larga que garantizan la
persistencia de esta inmunidad durante mucho tiempo, incluso durante toda la vida. En la
enfermedad de lyme siento una infeccion bacteriana los anticuerpos que se producen son
inmunoglobulinas IgG cuya caracteristica principal es que se encuentran en plasma o suero
sanguineo y en el liquido intersticial, dicho esto en la investigacion se toman muestras sanguineas
para detectar los anticuerpos presentes en los caninos

Diagnostico

La deteccion de Borrelia burgdorferi “no posee un método completamente estandarizado y los
investigadores usan distintos reactivos, protocolos y sus propios criterios de validacion”*? En los
diferentes centros de investigacion a nivel mundial se usan pruebas para la deteccion del agente
(diagnéstico directo) o la respuesta que se ha producido en el hospedero (diagnostico indirecto).

Diagnostico Directo

El diagnostico directo se basa en la visualizacion del microorganismo o su aislamiento, ademéas
genera la deteccion de los antigenos del microbio y los acidos nucleicos. Para la realizacion de
ambos se puede partir de sangre, muestras cutaneas (tomadas preferentemente de la periferia de la
lesion del eritema), liquido cefalorraquideo (LCR), sinovial o incluso orina”*,

e Observacion de la Espiroqueta en lamina mediante un Frotis de Sangre Periférico
(FSP)

Este Método consiste en colocar una gota de sangre sobre un extremo del portaobjeto y extenderla
con otro, siempre en un angulo de 30°- 45°, se debe mover el segundo portaobjeto hacia atras hasta
tocar la gota de sangre, luego se debe empujar con rapidez y suavemente hacia adelante, hasta el
extremo opuesto para crear el frotis, extendiendo la gotita en forma constante y uniforme, para
formar una pelicula fina de sangre bien distribuida sin agujeros ni surcos. El siguiente paso es
realizar unatincion ya sea Wright o Giemsa y por ultimo realizar la observacion en un microscopio.
Esta técnica no posee una validacion certera puesto que la observacién es bastante compleja
ademas este método difiere del criterio personal de los investigadores.

e Cultivo

La utilizacion de medios de cultivo es el procedimiento ideal para confirmar el diagndstico
etiologico, pero la complejidad que posee Borrelia burgdorferi es grande, debido a que es un
microorganismo de dificil aislamiento esto se debe a su tiempo de crecimiento puesto que esta
entre 3-4 semanas Yy, a veces hasta meses. EI medio utilizado es el desarrollado por Barbour y
modificado posteriormente por Stoenner y Kelly, y que en la actualidad se puede adquirir de forma
comercial. A este medio, se le denomina BSK-H y se le afiaden distintas mezclas de L-cisteina,
dititotreitol y antimicrobianos para evitar el crecimiento de la flora contaminante.
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“Debido al bajo numero de espiroquetas viables presentes en las biopsias de los pacientes
infectados y la dificultad en el aislamiento, un resultado negativo en el cultivo no siempre excluye
una infeccidn activa. Las Borrelias son mas frecuentemente aisladas de cultivos de biopsias de piel
de pacientes con eritema cronico migratorio (ECM) o con acrodermatitis crénica atréfica (ACA),
0 bien de sangre de individuos con infecciéon temprana o de fluido sinovial de individuos con
artritis”**. Se recomienda que, el cultivo se realice de forma inmediata, se recomienda transportar
0 pre-incubar la muestra en caldo infusion corazén o tioglicolato.

e Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR)

Para el diagnéstico en el laboratorio de Borrelia burgdorferi, “la utilizaciéon de técnicas
moleculares se ha centrado principalmente en los métodos basados en PCR. El primer ensayo de
PCR para la deteccion especifica de un gen de B. burgdorferi sensu lato codificado
cromosdmicamente se inform6 en 1989”%°,  Las muestras mas apropiadas para desarrollar la
técnica contra el microorganismo responsable de la enfermedad de Lyme son: Sangre, liquido
cefalorraquideo o liquido sinovial, esta muestra depende de la manifestacion clinica que este
presentando el paciente, ademas es muy importante a la hora de realizar este procedimiento tener
en cuenta que los estudios en “tejidos animales infectados sugieren que la PCR con ADN
preparado a partir de tejidos frescos congelados tiene mayores rendimientos que con ADN de
tejidos embebidos en parafina y formaldehidos™*® Esto nos ayudara a un mejor procesamiento de
la muestra y permite obtener un resultado mas confiable. El andlisis de PCR para la deteccién de
Borrelia burgdorferi se puede realizar en diferentes pacientes con diversas manifestaciones
clinicas como son:

1) Muestra de Biopsia de piel de pacientes con manifestaciones cutaneas

2) Sangre de pacientes con sospecha de Enfermedad de Lyme

3) Liquido Cefalorraquideo (LCR) con sospecha de pacientes con neuroborreliosis
4) Liquido sinovial de pacientes con artritis de Lyme

5) Muestra de Orina de pacientes con una borreliosis temprana.

Los investigadores deben comprender los resultados de la prueba de PCR, como dice Exger en su
articulo titulado “Isolation and detection of Borrelia burgdorferi DNA from cerebral spinal fluid,
synovial fluid, blood, urine, and ticks using the Roche MagNA Pure system and real-time PCR”

“Los resultados pueden ser cualitativos (PCR convencional y PCR anidada) o cuantitativos
(PCR competitiva y PCR en tiempo real). Cada uno de estos métodos de PCR tiene sus
ventajas y desventajas. Para el diagnostico de laboratorio de la infeccion por B. burgdorferi
sensu lato, una PCR cualitativa suele ser suficiente. Sin embargo, varios instrumentos de
PCR en tiempo real como el Sistema de Deteccion de Secuencia (Applied Biosystems, Inc.)
y LightCycler (Roche Diagnostics, Inc.) ahora estan disponibles comercialmente y ofrecen
opciones para la automatizacion en un entorno de laboratorio clinico™’

Se han empleado técnicas moleculares basadas en PCR para (i) confirmacion del diagnostico
clinico de LB sospechoso por sus siglas en inglés (Lyme Borreliosis), (ii) identificacion y / o
tipificacion molecular de las espiroquetas infecciosas en muestras clinicas o en aislados cultivados,
y (iii) deteccion de coinfeccion de B. burgdorferi sensu lato y otros patdgenos transmitidos por
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garrapatas; sin embargo, los ensayos de PCR no han sido ampliamente aceptados para el
diagnostico de laboratorio de LB
Diagnostico Indirecto

Son aquellos que reconocen la respuesta inmune ya sea humoral o celular por parte del huésped,
esto indica que va a detectar anticuerpos especificos contra Borrelia burgdorferi. Debido a las
limitaciones en la deteccion directa de la bacteria en muestras clinicas, los métodos de deteccion
de anticuerpos han sido la principal modalidad de laboratorio utilizada para apoyar el diagnostico
clinico de la enfermedad.

A la hora de realizar estas pruebas inmunoldgicas es de vital importancia entender la composicion
antigenica de Borrelia burgdorferi. “Numerosos estudios mencionan la importancia de la
flageloina de la proteina flagelar (41 kDa), como un antigeno inmunodominante. Las respuestas
fuertes de 1gG e IgM a esta proteina se desarrollan a los pocos dias de la infeccién con B.
burgdorferi. Por lo tanto, algunos inmunoensayos consisten en flagelos purificados solos mientras
que, en otros, se agrega flagelina para enriquecer la mezcla antigénica™*®

Inmunofluorescencia Indirecta

Fue la primera técnica serologica empleada para la ayuda del diagnostico frente a la enfermedad
de Lyme. Para la implementacion de esta técnica se requiere la utilizacion de suero o plasma puesto
que estos dos componentes nos dan la facilidad de detectar los anticuerpos especificos contra
Borrelia burgdorferi originados por el cuerpo del canino, frente a una infeccion que esta
presentando o pudo haber tenido. Se caracteriza por utilizar células completas de Borrelia fijadas
a portaobjetos. “El suero del paciente se enfrenta a la espiroqueta fijada, y se revela con
inmunoglobulina antihumana marcada con fluoresceina o isotiocianato de fluoresceina. Los
valores de sensibilidad y especificidad de este ensayo estan sujetos a la subjetividad del lector,
pues el titulo de anticuerpos antiborrelia del paciente, se obtiene por el nivel de fluoresceina que
se observe en el portaobjeto comparada con los controles, pudiendo ser diferente dependiendo de
la lectura realizada”®°

La técnica de inmunoflurescencia posee unas limitaciones como dice Magnarelli ° debido a que
incluye la utilizacion de microscopia de fluorescencia, un personal completamente entrenado para
la interpretacion de la prueba, realizar las diluciones del control para comparacion y un criterio
cientifico.

Elisa

La técnica Elisa recibe este nombre por ser acrénimo del inglés Enzyme -Linked ImmunoSorbent
Assay 0 en espafiol Ensayo por inmunoabsorcién ligado a Enzimas, esto indica que este método
es inmunoenzimatico, gracias a que los anticuerpos anti-especie se sefializan con una enzima, de
forma que los conjugados (anticuerpo marcado con una enzima especifica) resultantes tengan
actividad tanto inmunolégica como enzimatica. Como menciona Caride?® en su tesis, al estar los
anticuerpos marcados con la enzima e insolubilizados sobre un soporte, el complejo antigeno-
anticuerpo quedara inmovilizado y, por tanto, podra facilmente ser revelado mediante la adicion
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de un sustrato especifico que, al actuar la enzima, producira un color observable a simple vista o
cuantificable mediante el uso de un espectrofotometro.

Una de las caracteristicas mas grandes para la implementacion de la técnica Elisa, es que se pueden
implementar varios tipos de muestra como: suero, plasma, liquido cefalorraquideo (LCR), saliva,
orina, entre otros, esta seleccion se debe al propdsito con el que utilice la técnica, debido a que
puede detectar anticuerpos como antigenos en diferentes especies animales.

Como toda prueba en el campo cientifico posee limitaciones y en el caso de la técnica de ELISA
para la deteccion de B. burgdorferi sensu lato es “la falta de estandarizacion. Existen variaciones
entre los ensayos en términos de composicion antigenica y en la deteccion de clases de
inmunoglobulinas especificas, particularmente en la deteccion de anticuerpos IgM*°2, Ademas, las
preparaciones de antigenos de células enteras carecen de especificidad “debido a la presencia de
antigenos de reaccion cruzada de B. burgdorferi sensu lato, dentro de los cuales se incluyen
antigenos bacterianos comunes tales como proteinas de choque térmico, antigenos flagelares y
otros™3,

Western Blot o Inmunoblot

Esta técnica se caracteriza por realizar electroforesis con el fin de identificar la produccion de
anticuerpos especificos como respuesta frente a Borrelia burgdorferi. El proposito de implementar
esta prueba es validar los anticuerpos detectados por técnicas como Inmunofluorescencia indirecta
(IFI) o Elisa. La electroforesis se usa para separar los diferentes antigenos de la espirogueta en
funcion a su peso molecular. En el anélisis del gel SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis que traduce electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecilsulfato sodico) la literatura nos indica que se han hallado al menos 29 componentes lisados
de Borrelia burgdorferi de los cuales entre 11 y 12 se reconocen mediante la técnica mencionada
al ser usados sueros de pacientes con Enfermedad de Lyme.

En el Western blot se detectan “las proteinas inmunodominantes Osp A (30 a 32 kD), Osp B (34 a
36 kD) y Osp C (21 a 25 kD). Los anticuerpos contra estas proteinas pueden persistir por meses
0 afos, por lo que no son marcadores de actividad. Se considera que los sueros de pacientes tienen
anticuerpos 1gG dirigidos contra Borrelia spp”°* si muestran al menos dos bandas de reaccion
antigeno-anticuerpo con cualquiera de las proteinas de los siguientes pesos moleculares:

Tabla 2: Bandas marcadas por anticuerpo IgG contra Borrelia burgdorferi mediante la técnica
Western blot

18 21 28 | 30 | 39 | 45|58 |66 |93 kD

En cambio, un resultado positivo para IgM debe tener inmunorreaccion con una de las siguientes
tres bandas:

Tabla 3: Bandas marcadas por anticuerpo IgM contra Borrelia burgdorferi mediante la técnica
Western blot
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24 28 41 kD

La implementacion de la técnica de Western Blot permite una confirmacion certera sobre la
infeccion con Borrelia burgdorferi, que esta presentando o pudo tener el paciente.

Tratamiento

El tratamiento para pacientes caninos, lamentablemente no est ain estandarizado debido a que no
todos los pacientes que son infectados por Borrelia burgdorferi presentan un cuadro clinico
especifico, esto se debe a varios factores; uno de los mas importantes es el estado del sistema
inmunoldgico del canino debido a que el microorganismo tendra mayor replicacion y mayor
diseminacion en los diferentes 6rganos y tejidos del paciente.

Estudios entre los afios de 1990 y 2005 han llegado a la conclusion de que el tratamiento a seguir
para “la borreliosis canina, se basa en el uso de tetraciclina, doxiciclina, ampicilina o amoxicilina,
cefalosporina de tercera generacion y / o eritromicina y sus derivados™® Se recomienda que cuando
se esté brindando el tratamiento al paciente se observe que haya una desaparicion de los signos
clinicos acompafada de un ligero aumento de anticuerpos pues esto nos indicard que se esta
controlando la enfermedad y que hay una respuesta inmunoldgica correcta.
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3. DISENO METODOLOGICO
3.1. Tipo de investigacion:

El enfoque que se presenta en la investigacion es cualitativo puesto que se detectara la presencia
de anticuerpos contra Borrelia burgdorferi mediante la técnica de inmunofluorescencia, vale
mencionar que esta indagacion posee un alcance netamente exploratorio debido a que se esta
generando conocimiento de un problema poco estudiado, contiene variables cualitativas que
describird un fendmeno gracias a sus caracteristicas presentadas.

3.2. Poblacion:

Caninos del municipio de Honda en el Tolimay la Mesa y Chia en Cundinamarca, se seleccionaron
estos lugares geograficos principalmente por la temperatura y humedad que presentan, ya que esto
es de vital importancia para el ciclo de vida de la garrapata, también que los animales presentan
una alta ectoparasitosis y esto supone una probabilidad alta de encontrar anticuerpos contra
Borrelia burgdorferi.

Criterios de inclusion de la poblacion canina muestreada

Los criterios que se consideraron importantes para incluir a los caninos en el estudio fueron:

e Que estuvieran expuestos a ectoparasitos (Garrapatas)

e Que presentaran o hayan presentado signos clinicos como decaimiento

e Que se encuentren por debajo de los 2.800 metros sobre el nivel del mar

e Que el sitio donde se encuentren los caninos tengan una temperatura minima de 24 grados
Centigrados

Municipios seleccionados para el muestreo
Los municipios escogidos fueron Honda que se encuentra en el departamento del Tolima, La Mesa

y Chia que estan localizados en el departamento de Cundinamarca, dado que tienen caracteristicas
ambientales y de localizacion geogréafica adecuadas para el habitat de los artrépodos.
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Honda-Tolima:

Es un municipio ubicado en el departamento de Tolima, Colombia. Limita con los departamentos

de Cundinamarca y Caldas. Honda esta ubicada en medio de la Cordillera Central y la Cordillera
Oriental en el Valle del Rio Magdalena, que en esta region se denomina Valle del Magdalena
Medio. Posee una altitud de 229 m s. n. m y su temperatura promedio de 33 °C, constante todo
el afio. Este municipio se caracteriza por tener en sus cuatro puntos cardinales limitaciones muy
importantes en la historia colombiana.

Tabla 4: Limites que presenta el municipio con sus cuatro puntos cardinales

Norte La dorada municipio del departamento de Caldas
Sur Municipio de Armero
Oriente Departamento de Cundinamarca
Occidente Municipio de San Sebastian de Mariquita

La siguiente figura, se muestra la geografia del departamento y su ubicacién en el mapa de
Colombia®®.

Figura 1. Ubicacion geografica del municipio de Honda en el departamento del Tolima en el
territorio Colombiano.
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La Mesa-Cundinamarca

Es un municipio del departamento de Cundinamarca, Colombia. Ubicado en la Provincia del
Tequendama a 54 km al suroeste de Bogotd, la capital colombiana. Es la capital de la Provincia
del Tequendama, una de las 15 en que se encuentra dividido el Departamento de Cundinamarca.
Posee una altitud de: 1200 m s. n. m. Tiene una temperatura media de 24 °C.

Tabla 5: Limites que presenta el municipio con sus cuatro puntos cardinales

Norte Municipios de Cachipay y Zipacon
Sur Municipio del Colegio y Anapoima
Oriente Municipios de Bajaca y Tena
Occidente Municipio de Quipile

En la siguiente figura se muestra el departamento y la cuidad en el mapa colombiano®.

Y

o

|
|
|

Figura 2. Ubicacion geografica del municipio de la Mesa en el departamento de Cundinamarca
en el territorio Colombiano.
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Chia-Cundinamarca

Es un municipio colombiano del departamento de Cundinamarca, ubicado en la Provincia de
Sabana Centro, a 10 km al norte de Bogot4. El municipio de Chia esta situado en el altiplano
Cundiboyacense (Cordillera Oriental de los Andes), a una altitud promedio de poco menos de 2600
m s. n. m. El casco urbano cuenta con un area de 17 km? y el éarea total del municipio es de
aproximadamente 79 km2. Limites que presenta el municipio de Chia:

Tabla 6: Limites que presenta el municipio con sus cuatro puntos cardinales

Norte Cajica.

Sur Distrito Capital de Bogota (junto a las
localidades de Usaquén y Suba), y los
municipios de Cota y La Calera

Oriente Sopo.

Occidente Tenjo y Tabio

El municipio esta delimitado ademas por un sistema montafioso compuesto por los cerros de La
Valvanera al occidente (2900 m s. n. m.) y El Pefion al oriente (2900 m s. n. m.). Por su territorio
pasan el Rio Bogota, el Rio Frio, y otros cursos menores. La figura nimero 3 que se muestra a
continuacion es la geografia del departamento y de la cuidad en el mapa colombiano®.

b

Figura 3. Ubicacion geografica del municipio de Chia en el departamento de Cundinamarca en
el territorio Colombiano.




3.2.1 Muestra:

La muestra incluida en el estudio estuvo conformada por sangre total y suero de 60 individuos, las
cuales fueron tomadas en tubo tapa lila para la realizacion de los extendidos de sangre periférica'y
tubo tapa amarilla para obtener el suero y realizar la deteccion de los anticuerpos. También se
realizo la recoleccion de garrapatas a los caninos muestreados de cada una de las poblaciones para
su clasificacion.

e Recoleccién de la muestra

La poblacion de caninos que participd en el estudio eran mascotas, a sus duefios le fueron
informados los objetivos del proyecto y procedimientos que se seguirian; los que aceptaron
participar, proporcionaron los datos de los caninos. El siguiente paso fue verificar que los caninos
presentaran garrapatas y decaimiento, antes de incluirlos en el muestreo. La muestra de sangre se
tomd en el tercio delantero, en tubo tapa lila para los frotis de sangre periférica y en el tubo tapa
amarilla para obtencion del suero y realizar la prueba inmunoseroldgica.

e Toma de muestra

Para ejecutar el muestreo de los caninos se realizé una revision del material requerido, la integridad
de mismo como: embalaje y fecha de caducidad. Se ubicé al canino sobre una mesa en posicion
de decubito esternal. Con ayuda de un bozal se agarré el hocico y se procedié a limpiar la zona de
venopuncion con alcohol para identificar mejor la vena y eliminar la contaminacion macroscopica
de la piel y el pelo. Se recolectaron garrapatas de cada uno de los animales muestreados, mediante
pinzas, tomando el artrépodo por la cabeza para no desprender la probdscide ya que es una parte
importante para la clasificacion taxondmica. También se realiz6 extendido de sangre periférica de
las garrapatas. Las figuras 4 y 5 son fotografias de los autores del trabajo muestreando a diferentes
caninos.

Figura 4 /Quijano, Ramirez Figura 5/Quijano, Ramirez
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3.3 TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS
e IDENTIFICACION ANTICUERPOS IgG POR LA TECNICA IFI

Mediante inmunoensayo de fluorescencia indirecta se realizo la deteccion y semicuantificacion de
anticuerpos de clase IgG contra Borrelia burgdorferi (sensu lato), en el suero de los caninos, con
el kit anticuerpos IgG contra Borrelia burgdorferi, IFI- FULLER laboratorios.

Principio de la Inmunofluorescencia indirecta:

Si en el suero del paciente existen anticuerpos contra Borrelia burgdorferi, estos se uniran al
antigeno que esta adherido al portaobjeto. Este complejo es detectado mediante la adicion de anti-
inmunoglobulina canina conjugada con fluoroforo al pocillo. Finalmente, la reaccion es observada
mediante un microscopio de fluorescencia.

Explicacion de la prueba:

Las laminas IFA en este Kit utilizan espiroquetas de Borrelia burgdorferi (sensu lato) dentro de
una matriz de homogenizado de saco de yema de huevo lavado con acetona. Los sueros del
paciente y del control se llevan a dilucién de tamizado en solucion salina tamponada con fosfato
(PBS) y se incuban en los pocillos de deslizamiento individuales para permitir la reaccion del
anticuerpo del paciente con los organismos. Las laminas se lavan a continuacion para eliminar las
proteinas séricas que no han reaccionado, y se afiade una 1gG anti-canina marcada con fluoroforo
(conjugado) para reaccionar con los complejos antigeno-anticuerpo y marcarlos. Después de una
incubacién adicional, los resultantes pueden visualizarse usando microscopio de fluorescencia
estandar, donde una reaccion positiva se ve como espiroquetas fluorescentes de color verde
manzana claramente definidas contra un fondo rojo contrastante de la matriz del saco vitelino. Una
reaccién negativa se ve como la ausencia de espiroquetas claramente definidas, como la observada
en el pozo de control negativo. Posteriormente, las reacciones positivas pueden volver a ensayarse
a diluciones mas altas para determinar la dilucién reactiva alta o dilucion final.
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Se realizo dilucion 1:64
para cada muestra, afiadir

10 microlitros

se incubd en bafio de
agua durante 30 minutos

se enjuagaron los pozos
con PBS 3 veces,
sacudiendo la lamina
entre cada lavada

Se realizaron diluciones del control
positivo en PBS para incluir una
dilucién por encima del punto final
indicado y una dilucién por debajo del
punto final indicado (1/256 - 1/1024)

se afiadio 10 microlitros
de conjugado

Se agregaron de 2-3
gotas de medio de
montaje a cada lamina 'y
se colocd un cubre
objetos

Se coloco el portaobjetos en
la cdmara de humedad e
incube en un bafio de agua o
incubadora durante 30
minutos a 37°C.

se enjuagaron los pozos
con PBS 3 veces,
sacudiendo la lamina entre
cada lavada

Se realizo la lectura en el
microscopio de
fluorescencia a 400X

Figura 6: Procedimiento de la Inmunofluorescencia indirecta para la deteccion de anticuerpos
contra Borrelia burgdorferi en sueros de caninos. /Quijano, Ramirez
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Las siguientes fotografias son los controles que se le realizan a la prueba y que determina si una
muestra es negativa o positiva, e identificar el grado de reactividad expresada en cada muestra.

Figura 7: Control Negativo -kit anticuerpos 1gG contra Borrelia burgdorferi, IFI- FULLER
laboratorios/Quijano, Ramirez

Figura 8: Control Positivo Dilucién: 1/256 del kit anticuerpos IgG contra Borrelia burgdorferi,
IFI- FULLER laboratorios/Quijano, Ramirez
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Figura 9: Control positivo de dilucién: 1/512 del kit anticuerpos 1gG contra Borrelia
burgdorferi, IFI- FULLER laboratorios/Quijano, Ramirez

Figura 10: Control positivo dilucion: 1/1024 del kit anticuerpos 1gG contra Borrelia
burgdorferi, IFI- FULLER laboratorios/Quijano, Ramirez
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e Frotis de sangre periférico de sangre de caninos

Es un procedimiento que generalmente se utiliza para la observacion microscopica de células
sanguineas, el método que se utilizd en este trabajo fue el del portaobjetos o también conocido
como método de cufia, se realizd de manera manual con el procedimiento sugerido en “;Como
obtener un extendido de sangre periférica de optima calidad?”>® Para leer el paso a paso de la
elaboracion del frotis de sangre periférica y coloracion de Wright dirigirse a anexos.

e Identificacion Taxondmica de Ectoparasitos mediante guias ilustradas

El andlisis de la morfologia de este ectoparasito y su comparacion con las guias ilustradas es 0til
para su clasificacion de especie e identificarlas dentro del grupo de garrapatas duras y blandas. En
la figura se muestra una clave de identificacion ilustrada del género Rhipicephalus tomado del
libro “Ticks of domestic animals in Africa: a guide to identification of species™®°.

Rhipicephalus

Rhipicephalus 10

Figura 11. Caracteristicas morfoldgicas de Rhipicephalus, partes de
la garrapata para la identificacion taxonomica
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Caracteristicas morfologicas a tener en cuenta

1.

wmn

10.

11.
12.
13.

El tamafio de las garrapatas no alimentadas es mediano (3 a 5 mm), incluidas las piezas
bucales. La sutura lateral estd ausente. La textura del tegumento tiene estrias.

Piezas bucales son anteriores.

Los articulos de los pedipalpos son todos pequefios.

La base del capitulo tiene margenes laterales claramente angulares (haciendo una forma
hexagonal de toda la base capitulo).

Las piernas no tienen anillos palidos. Las piernas son delgadas. Los lébulos o almohadillas
estan siempre presentes.

El escudo esta presente en las hembras pues es incompleto y en los machos es completo
Los ojos estan presentes y son planos a ligeramente convexos (pero en Rhipicephalus.
Evertsi los 0jos son muy convexos o muy abultados).

Los festones estan presentes en los machos (y en las hembras, pero no estan claros cuando
se alimenta a las hembras).

Las placas espiraculares son grandes y posteriores a las 4 patas. Las copas de espiraculos
estan dispersas sobre las placas de los espiraculos.

Las placas ventrales estan presentes solo en los machos (por lo general tiene dos pares de
placas).

El surco anal es posterior al ano.

4 coxas de tamafio normal

La coxa numero 1 tienen espolones pares grandes e iguales.
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e Observacion de espiroquetas obtenidas a través de la hemolinfa de la garrapata de
vida libre (in vitro)

Este método consiste en realizar una pequefia puncion con el estilete o aguja fina de un kit de
diseccidn, en el artrépodo hembra que estuviera pletorizada para poder obtener la hemolinfa con
el fin de realizar un frotis periférico para realizar la observacién de espiroquetas en la lamina.

1. Tomar el artropodo con unas pinzas para inmovilizarlo en caso de que este vivo, si la
garrapata ya estd muerta simplemente sujetarlo para poder realizar la puncién con mayor
precision

2. Cuando este inmovilizado o sujetado realizar una puncion con el estilete en la cuticula

suave debajo del escudo dorsal en la parte distal

Cuando salga la hemolinfa, con un capilar tomar el liquido y realizar un frotis periférico

Realizar coloracion de Wright

Observar al microscopio en objetivos de 10x, 40x Y 100x

ok w

En la siguiente imagen podemos observar un artrépodo hembra a mano izquierda donde se le
realizo el procedimiento anteriormente mencionado para el drenaje de la hemolinfa.

Figura 12: Garrapata hembra (izquierda) que estaba en estado de pletorizacion y fue
drenada, garrapata macho (derecha).
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4.0 RESULTADOS

4.1 DESCRIPCION DE LA POBLACION DE CANINOS

Los caninos muestreados que cumplieron con los requisitos (criterios de inclusion) los cuales eran:
signos clinicos como el decaimiento, que estuvieran expuestos a artropodos (garrapatas) o tuvieran
una ectoparasitosis y que vivieran o hubieran estado en lugares donde la temperatura superara los
24 grados centigrados. Las siguientes fotografias fueron tomadas por los autores del trabajo, donde
se muestran los caninos con ectoparasitosis.

Figura 13: Parte trasera de la pierna de un Figura 14: Region interdigital de la pata de
canino /Quijano, Ramirez un canino ectoparasitado /Quijano, Ramirez

= i .
Figura 15: Obstruccion del Canal auditivo de un
canino por artrépodos. /Quijano, Ramirez
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4.2 EL RESULTADO DE LAS PRUEBAS IFI

DATOS DE CANINOS DE HONDA TOLIMA

En la siguiente tabla se presentan los datos de los caninos muestreados y los resultados de las
titulaciones de la prueba IFI. Se puede observar que méas del 66.6% de los caninos dieron titulos
positivos para Borrelia burgdorferi.

Tabla 7: Datos y resultados de IFI de caninos muestreados en Honda- Tolima

CODIGO | NOMBRE | SEXO | LUGAR EDAD ANTECEDENTES | RESULTADO | TITULO
DE LA DE IFI
MASCOTA
Ho.C.1 Bruno Macho Honda 5 afios Presencia de Positivo 1/512
garrapatas
Ho.C.2 Nifio Macho Honda 3 afios Presencia de Positivo 1/256
garrapatas
Ho.C.3 piky Macho | Honda 23 Presencia de Positivo 1/256
meses/casi garrapatas
dos afos
Ho.C.4 Luna Hembra | Honda 5 afios Presencia de Negativo
garrapatas
Ho.C.5 Docky Macho | Honda 3 afios Presencia de Negativo
garrapatas
Ho.C.6 Fiulet Macho Honda 7 afios Presencia de Positivo 1/256
garrapatas
Ho.C.7 Igool Macho | Honda | 2afiosy5 Presencia de Positivo 1/256
meses garrapatas
Ho.C.8 Mufieca Hembra | Honda 5 afios Presencia de Positivo 1/256
garrapatas
Ho.C.9 Pecas Hembra | Honda 2 afios Presencia de Negativo
garrapatas
Ho.C.10 Morisca Hembra | Honda 3 afios Presencia de Positivo 1/256
garrapatas
Ho.C.11 Nifio Macho Honda | Adoptado/ Presencia de Positivo 1/256
No registra garrapatas
Ho.C.12 Nifio Macho Honda 23 Presencia de Negativo
meses/casi garrapatas
dos afnos

Las fotografias que se muestran a continuacion son algunas de los resultados positivos de la
prueba de inmunofluorescencia indirecta en los caninos de Honda-Tolima.
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Figura 17: Resultado Positivo de IFI contra Borrelia burgdorferi en canino de Honda-Tolima /Quijano, Ramirez
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Machos y Hembras muestreados en Honda- Tolima
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Sexo de los caninos

Figura 18: Resultado de clasificacion sexual de los caninos de Honda-Tolima

INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA IFI
HONDA-TOLIMA

Negativo
34%

Positivo
66%

m Positivo = Negativo

Figura 19: Resultado de Positividad de Inmunofluorescencia indirecta en Honda- Tolima
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% de titulos de anticuerpos

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Titulacion de anticuerpos en
Honda- Tolima

87%
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Positivo en 1/256 Positivo en 1/512 Positivo en 1/1024 Negativo
Titulos de anticuerpos

Figura 20: Resultado de Titulacion IFI en Honda- Tolima
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RESULTADOS OBTENIDOS EN LA POBLACION CANINA DE LA MESA

En esta tabla observamos los datos de los caninos muestreados en la vereda la esperanza en la mesa

y los resultados de las titulaciones de la prueba IFI, el 50% de las muestras dieron positivo.

Tabla 8: Datos y resultados de IFI de caninos muestreados en vereda la esperanza en La mesa-
Cundinamarca

CODIGO | VEREDA | NOMBRE | SEXO | EDAD | ANTECEDENTES | RESULTADO | TITULO
DE LA
MASCOTA

Me.C.13 La Kiara Hembra | 1 afio Garrapatas Negativo
esperanza

Me.C.14 La Tobias Macho | 7 afios Garrapatas Positivo 1/512
esperanza

Me.C.15 La Guardian Macho 3 Garrapatas Positivo 1/256
esperanza meses

Me.C.16 La Lulu Hembra 6 Garrapatas Positivo 1/512
esperanza meses

Me.C.17 La Zeus Macho 10 Garrapatas Negativo
esperanza anos

Me.C.18 La Motas Macho | 1 afio Garrapatas Negativo
esperanza

Me.C.19 La Mufieca Hembra 15 Garrapatas Positivo 1/256
esperanza afos

Me.C.20 La Lupe Hembra | 3 afios Garrapatas Negativo
esperanza

Me.C.21 La Juny Hembra % Garrapatas Negativo
esperanza

Me.C.22 La Globy Hembra | 2 afios Garrapatas Positivo 1/256
esperanza

Las fotografias que se muestran a continuacion son algunas de los resultados positivos de
la prueba de inmunofluorescencia indirecta que se empled en los caninos de la vereda la
esperanza en La Mesa-Cundinamarca.
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Figura 21: Resultado Positivo de IFI contra Borrelia burgdorferi en canino de vereda la esperanza en
La Mesa- Cundinamarca /Quijano, Ramirez

Figura 22: Resultado Positivo de IFI contra Borrelia burgdorferi en canino de vereda la
esperanza en La Mesa- Cundinamarca/Quijano, Ramirez
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Machos y Hembras muestreados en vereda la Esperanza
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Figura 23: Resultado de clasificacion sexual de los caninos de Vereda la Esperanza

INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA IFI
VEREDA LA ESPERANZA

Positivo
50%

Negativo
50%

m Positivo = Negativo

Figura 24: Resultado de Positividad de Inmunofluorescencia indirecta en Vereda la Esperanza

40




% de titulos de anticuerpos

w1
o
X

N
o
xX

30%

20%

10%

0%

Titulacion de anticuerpos en
Vereda la Esperanza

60%

40%

0 0
Al Al
Positivo en 1/256 Positivo en 1/512 Positivo en 1/1024 Negativo

Titulos de anticuerpos

Figura 25: Resultado de Titulacion IFI en vereda la Esperanza
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En la siguiente tabla encontramos los datos de los caninos muestreados de la vereda las ceibas de
la mesa y se observa que en los resultados obtenidos de las titulaciones de la prueba IFI, el 45.5%
de las muestras dieron positivas

Tabla 9: Datos y resultados de IFI de caninos muestreados en vereda las ceibas en La mesa-
Cundinamarca

CODIGO | VEREDA| NOMBRE | SEXO | EDAD | ANTECEDENTES | RESULTADO | TITULO
DE LA
MASCOTA
Me.C.23 | Las ceibas Terry Hembra | 4 afios Garrapatas Negativo
Me.C.24 | Las ceibas Paca Hembra | 6 afios Garrapatas Positivo 1/1024
Me.C.25 | Las ceibas Estrella Macho | 8 afios Garrapatas Negativo
Me.C.26 | Las ceibas Diamante Macho | 6 afios Garrapatas Negativo
Me.C.27 | Las ceibas Rufo Macho 1 afio Garrapatas Positivo 1/512
Me.C.28 | Las ceibas Bruno Macho | 4 afios Garrapatas Positivo 1/1024
Me.C.29 | Las ceibas Luna Hembra 16 Garrapatas Negativo
meses
Me.C.30 | Las ceibas Bruno Macho | 3 afios Garrapatas Positivo 1/256
Me.C.31 | Las ceibas Kiara Macho 1 afo Garrapatas Positivo 1/1024
Me.C.32 | Las ceibas Motas Macho | 4 afios Garrapatas Negativo
Me.C.33 | Las ceibas Milo Macho | 5 afios Garrapatas Negativo

La fotografia que se muestran a continuacién son algunas de los resultados positivos de la prueba
de inmunofluorescencia indirecta que se emple6 en los caninos de la vereda las ceibas en La Mesa-
Cundinamarca.

Figura 26: Resultado Positivo de IFI contra Borrelia burgdorferi en canino de la vereda Las

ceibas en la Mesa-Cundinamarca/Quijano, Ramirez
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Figura 27: Resultado de clasificacion sexual de los caninos de Vereda las Ceibas
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Figura 28: Resultado de Positividad de Inmunofluorescencia indirecta en Vereda las Ceibas
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Figura 29: Resultado de Titulacion IFI en Vereda las Ceibas
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En la siguiente tabla se encuentran los datos de los caninos muestreados en la vereda la mesa con los
resultados de las titulaciones de la prueba IFI, 42% de muestras dieron positivas en la prueba

Tabla 10: Datos Yy resultados de IFI de caninos muestreados en vereda la mesa en La mesa-

Cundinamarca

CODIGO | VEREDA| NOMBRE | SEXO | EDAD | ANTECEDENTES | RESULTADOS | TITULO
DE LA
MASCOTA
Me.C.34 | Lamesa Nicky Macho | 2 meses Garrapatas Positivo 1/1024
Me.C.35 La mesa Nana Hembra | 1 afio Garrapatas Negativo
1/2
Me.C.36 | Lamesa Japiter Macho | 4 meses Garrapatas Negativo
Me.C.37 | Lamesa Scott Macho | 15 afios Garrapatas Positivo 1/256
Me.C.38 | Lamesa Tony Macho | 4 afios Garrapatas Positivo 1/512
Me.C.39 | Lamesa Coco Macho | 2 meses Garrapatas Negativo
Me.C.40 | Lamesa Pinky Macho | 8 afios Garrapatas Negativo

La fotografia que se muestran a continuacion son algunas de los resultados positivos de la prueba
de inmunofluorescencia indirecta que se empled en los caninos de la vereda la mesa en La Mesa-
Cundinamarca.

Figura 30: Resultado Positivo de IFI contra Borrelia burgdorferi en canino de vereda la mesa en
la Mesa-Cundinamarca /Quijano, Ramirez

Del total de los 28 caninos muestreados en las tres veredas del municipio de la Mesa en
Cundinamarca, el 46.1% dieron resultado positivo.
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Machos y Hembras muestreados en vereda la Mesa
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Figura 31: Resultado de clasificacion sexual de los caninos de Vereda la Mesa
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Figura 32: Resultado de Positividad de Inmunofluorescencia indirecta en Vereda la Mesa
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Figura 33: Resultado de Titulacion IFI en Vereda la Mesa
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RESULTADOS OBTENIDOS EN LA POBLACION CANINA DE CHIA
CUNDINAMARCA

En esta tabla encontramos los datos de los caninos muestreados en chia Cundinamarca con los resultados
de las titulaciones de la prueba IFI, 94% de muestras dieron positivas en la prueba

Tabla 11: Datos y resultados de IFI de caninos muestreados en Chia-Cundinamarca

CODIGO | LUGAR | NOMBRE | SEXO | EDAD | ANTECEDENTES | RESULTADO | TITULO
DE LA
MASCOTA

Ch.C41 Chia Lobita Hembra | 4 afios Garrapatas Positivo 1/256
Ch.C.42 Chia Arequipe Macho | 5 afios Garrapatas Positivo 1/512
Ch.C.43 Chia Nata Hembra | 6 afios Garrapatas Positivo 1/1024
Ch.C.44 Chia Julieta Hembra | 2 afios Garrapatas Positivo 1/256
Ch.C.45 Chia Zeus Macho | 3 arfios Garrapatas Positivo 1/256
Ch.C.46 Chia Pilo Macho | 4 afios Garrapatas Positivo 1/512
Ch.C.47 Chia Jacinto Macho | 4 afios Garrapatas Positivo 1/256
Ch.C.48 Chia Cumbia Hembra | 5 afios Garrapatas Positivo 1/256
Ch.C.49 Chia Pbker Macho | 6 afios Garrapatas Positivo 1/256
Ch.C.50 Chia Randa Hembra | 7 afios Garrapatas Positivo 1/256
Ch.C.51 Chia Boom Macho | 8 afios Garrapatas Positivo 1/256
Ch.C.52 Chia Capochin Macho | 4 afios Garrapatas Negativo

Ch.C.53 Chia Mono Macho | 3 afios Garrapatas Positivo 1/512
Ch.C.54 Chia Negra Hembra | 6 afios Garrapatas Positivo 1/512
Ch.C.55 Chia Romeo Macho | 7 afios Garrapatas Positivo 1/512
Ch.C.56 Chia Rolo Macho | 7 afios Garrapatas Positivo 1/256
Ch.C.57 Chia Romeo Macho | 5 afios Garrapatas Positivo 1/512
Ch.C.58 Chia Sion Macho | 3 afios Garrapatas Positivo 1/256

Las fotografias que se muestran a continuacién son algunas de los resultados positivos de la
prueba de inmunofluorescencia indirecta que se emple6 en los caninos de Chia-Cundinamarca
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Figura 34: Resultado Positivo de IFI contra Borrelia burgdorferi en canino de Chia-
Cundinamarca /Quijano, Ramirez

Figura 35: Resultado Positivo de IFI contra Borrelia burgdorferi en canino de Chia-Cundinamarca/Quijano, Ramirez
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Machos y Hembras muestreados en Chia-Cundinamarca
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Figura 36: Resultado de clasificacion sexual de los caninos de Chia- Cundinamarca
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Figura 37: Resultado de Positividad de Inmunofluorescencia indirecta en Chia-Cundinamarca
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% de titulos de anticuerpos
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Figura 38: Resultado de Titulacion IFI en Chia-Cundinamarca

Resultados generales.
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Figura 39: Resultado de clasificacion sexual de los caninos en los tres municipios
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En la siguiente figura se evidencia que el 69% de las muestras de los caninos muestreados en las
tres poblaciones dieron positivas para la prueba de IFI contra Borrelia burgdorferi, confirmando
que los caninos presentan anticuerpos 1gG, frente a la espiroqueta.

RESULTADOS DE LA TECNICA DE
INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA IFI

m POSITIVO
B NEGATIVO

Figura 40: Resultado de IFI en poblacion total de los tres municipios muestreados en
porcentaje

En la siguiente gréafica se observa que de las tres diluciones que se realizaron en la prueba
inmunoserologica, la dilucion de 1/256 fue la que obtuvo el mayor nimero en las muestras
positivas.

Titulacion de anticuerpos en los tres municipios
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Figura 41: Resultado de IFI de las diluciones realizadas
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4.3 EL RESULTADO DE LA BUSQUEDA DE ESPIROQUETAS EN LOS FSP DE
LOS CANINOS

e Resultados de extendido de sangre periférico de caninos de Honda-Tolima

En las siguientes imagenes se observa la presencia de la espirogueta en los extendidos de sangre
periférica con la coloracion de Wright de los caninos muestreados en la poblacion de Honda-
Tolima.

Figura 42: Espiroqueta en extendido de sangre periférico de canino muestreado en Honda-Tolima/Quijano, Ramirez

Figura 43: Recorte de Figura 42/Quijano, Ramirez
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Frotis de sangre periferico positivo en Honda-Tolima
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Figura 44: Resultado de FSP positivo en Honda-Tolima
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Figura 45: Porcentaje de Positividad de FSP en Honda-Tolima
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e Resultados de extendido de sangre periférico de caninos de la Mesa-Cundinamarca

En las siguientes imagenes se observa la presencia de la espiroqueta en los extendidos de sangre
periférica de los caninos muestreados con la coloracion de Wright de la poblacion de La Mesa-
Cundinamarca

Figura 46: Espirogueta en extendido de sangre periférico de canino muestreado
en la Mesa- Cundinamarca/Quijano, Ramirez

e’

Figura 47: Recorte de Figura 46/Quijano, Ramirez
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Frotis de sangre periferico positivo en la Mesa-
Cundinamarca
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Figura 48: Resultado de FSP positivo en la Mesa-Cundinamarca
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Figura 49: Porcentaje de Positividad de FSP en la Mesa Cundinamarca
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e Resultados de extendido de sangre periférico de caninos de Chia-Cundinamarca

En la siguiente imagen se observa la presencia de la espiroqueta en los extendidos de sangre
periférica de los caninos muestreados con la coloracién de Wright de la poblaciéon de Chia-
Cundinamarca.

Figura 50: Espiroqueta en extendido de sangre periférico de
canino muestreado en Chia-Cundinamarca/Quijano, Ramirez
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Figura 51: Resultado de FSP positivo en Chia-Cundinamarca
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4.4 RESULTADO DE LA CLASIFICACION ENTOMOLOGICA DE LAS
GARRAPATAS

Para la clasificacion de los artropodos se utilizaron diferentes claves de identificacion ilustradas
del libro “Ticks of domestic animals in Africa: a guide to identification of species” las cuales
permitieron la identificacion de las garrapatas. Los resultados fueron los siguiente:

1: Festones

2: Capitulo hexagonal
3: Escudo dorsal
incompleto

Clasificacion:
Rhipicephalus (Hembra)

Figura 54: Garrapata Rhipicephalus sanguineus (Hembra) /Quijano, Ramirez

1: Festones

2: Capitulo hexagonal

3: Escudo dorsal
incompleto

Clasificacion:
Rhipicephalus (Hembra)

Figura 55: Garrapata Rhipicephalus sanguineus (Hembra) /Quijano, Ramirez |
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Figura 56: Garrapata Rhipicephalus sanguineus (Macho) /Quijano, Ramirez

1: Festones
2: Capitulo hexagonal
3: Escudo dorsal completo

Clasificacion: Rhipicephalus (Macho
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Figura 58: Grupo de Garrapatas Rhipicephalus sanguineus (Machos) /Quijano, Ramirez

1: Festones
2: Capitulo hexagonal
3: Escudo dorsal completo
4: Ano
5: Orificio genital
6: Surco genital
7: Placas ventrales
Clasificacion: Rhipicephalus (Macho)
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Figura 60: Garrapata Rhipicephalus sanguineus (Hembra pletorizada) /Quijano, Ramirez

1: Festones
2: Capitulo hexagonal
3: Escudo dorsal completo
4: Ano
5: Orificio genital
Clasificacion: Rhipicephalus (Hembras)
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Reino: Animalia

Filo: Arthropoda

Clase: Arachnida
Subclase: Acari
Superorden: Parasitiformes
Orden: Ixddida

Familia: Ixodidae

Geénero: Rhipicephalus
Especie: R. sanguineus

La garrapata canina marron, garrapata de perro o garrapata café del perro (Rhipicephalus
sanguineus) es un artrépodo ectoparasito hematéfago de la familia Ixodidae, que ataca con
frecuencia los perros, aunque también puede parasitar a otros animales domésticos, salvajes e
incluso ocasionalmente al humano. El tamafio de estos organismos es variable, las hembras son
generalmente mas grandes que los machos (dimorfismo sexual), también influye el que se estén o
no alimentando, es asi que, si una garrapata adulta hembra se encuentra en ayuno, su cuerpo medira
cerca de tres milimetros de largo, pero cuando se alimenta esta misma hembra puede llegar a medir
cerca de 12 milimetros (incluso 30mm) de largo. Su coloracién es marron rojizo, las hembras
tienen el cuerpo mas oscuro, especialmente en la cara frontal del carapacho. Los cuatro pares de
patas son de color marrdn. Las ninfas miden cerca de un milimetro de largo, mientras que las larvas

miden 0.5 milimetros.

Tabla 12: Diferenciacion sexual en el conteo de garrapatas de los tres municipios

Rhipicephalus

HEMBRAS

MACHOS

TOTAL

32

36
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4.4 RESULTADO DE EXTENDIDO DE HEMOLINFA DE LAS GARRAPATAS

En las siguientes iméagenes se observa la presencia de la espiroqueta en los extendidos de hemolinfa
periférica de las garrapatas obtenidas de los caninos muestreados se les realizo la tincion de Wright.

Figura 61: Espiroqueta en extendido de hemolinfa de garrapata Numero 1. /Quijano, Ramirez

N S B, LTS

Figura 62: Espiroqueta en extendido de hemolinfa de garrapata Numero 2/Quijano, Ramirez
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Figura 63: Espiroqueta en extendido de hemolinfa de garrapata Numero 3 /Quijano, Ramirez
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5. Discusion

Al revisar la literatura relacionada con estudios sobre Borrelia burgdorferi, en poblacién canina
en nuestro pais, No se encontrd informacion existente relacionadas con la deteccion de este
microorganismo, lo que motivo adn mas al grupo de investigacion a desarrollar este trabajo, ya
que representaba contribuir con nuevo conocimiento al describir la presencia de esta bacteria en
diferentes territorios del pais

En la investigacion para la deteccion de anticuerpos de tipo IgG contra Borrelia burgdorferi, se
utilizoé la metodologia de Inmunofluorescencia Indirecta. Esta técnica se caracteriza por emplear
antigenos especificos en tejidos para la deteccion de anticuerpos. En este caso el anticuerpo a
detectar es una inmunoglobulina IgG y el antigeno son las cepas bacterianas B31 y 297 de Borrelia
burgdorferi. Esta técnica posee ciertas limitaciones para la deteccién del microorganismo, debido
que esta bacteria tiene una diversidad antigénica en un porcentaje muy elevado, lo que contribuye
a que el sistema inmunoldgico genere anticuerpos especificos contra ciertos epitopes.

Adicionalmente el kit que se utilizo en esta investigacion (Borrelia burgdorferi IFA 1gG antibody
kit) tiene como propdsito final la deteccion de anticuerpos de tipo IgG, estas proteinas comienzan
a aumentar lentamente luego de semanas o meses de iniciada la infeccion, lo que limita el
diagnostico temprano en el canino.

Un punto a resaltar es que los médicos veterinarios en la exploracion general del canino, tuvieron
en cuenta la presencia del eritema migrans como signo clinico de una infeccion generada por
artropodos y si en caso de encontrarlo, se supondria que la infeccidn estd en un periodo muy
temprano para realizar la prueba por inmunofluorescencia indirecta, ya que la respuesta primaria
a nivel inmunoldgico es la segregacion de anticuerpos IgM

La interpretacion y la lectura de la inmunoreactividad depende de la concentracion de anticuerpos
que posea el canino, como dice Aguero-Rosenfeld?* si el canino presenta una concentracion alta
de anticuerpos contra el microorganismo al realizar la prueba, la inmunofluorescencia sera alta,
pues esta técnica es directamente proporcional, pero si la concentracion es muy baja o se encuentra
en el periodo inicial de la infeccion la inmunofluorescencia sera baja o nula.

Con la técnica de inmunofluorescencia indirecta se obtuvieron resultados positivos en la deteccion
de anticuerpos tipo IgG en el 65% en la poblacion total estudiada (60 canes), discriminados asi: en
el municipio de Honda Tolima los resultados fueron de un 66.6% de positividad, en La Mesa
Cundinamarca fue de un 46.1% y en el municipio de Chia Cundinamarca fueron del 94,4%. Estos
porcentajes indican que los caninos de los tres municipios estudiados estan siendo afectados por
el microorganismo Borrelia burgdorferi y que probablemente padecen la enfermedad de Lyme.

Borrelia burgdorferi posee una capacidad extraordinaria para generar adaptaciones a diferentes
condiciones ambientales y a diversos vectores, este fenomeno se debe a la transicion de los
diferentes entornos del ciclo enzoético que requiere no solo la “regulacion diferencial de los genes,
sino que probablemente haya llevado a adaptaciones moleculares reflejadas en su curiosa
arquitectura genomica”®! pues el genoma de Borrelia burgdorferi es uno de los mas, si no el mas
complejo, de cualquier bacteria debido a que “consiste en un cromosoma lineal de 50950 kb y un
complemento variable de plasmidos circulares (cps) y plasmidos lineales (Ips) que varian en
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tamafio de 9 a 62 kb”? . La mayoria de los genes que codifican las lipoproteinas expresadas en la
membrana externa, presumiblemente mediado por la transicion que se emplea en el ciclo enzodtico
se localizan en los plasmidos pues “algunos plasmidos circulares y lineales son esenciales para el
ciclo enzodtico pero no para la propagacion in vitro, como Ip28-1, Ip25 y algunos miembros de la
familia cp32 al menos algunos cp32s son profagos que pueden ser transducidos” % en particular,
“cp26 es el Unico plasmido de una sola copia que se sabe que es esencial para el crecimiento in
vitro: transporta resT, que codifica la resolucion del telomero necesaria para replicar moléculas
lineales y también transporta ospC”%, que se requiere para la “transmision de la garrapata a los
vertebrados y su infectividad®® otorgandole a este microorganismo una patogenia de amplio
espectro.

Borrelia burgdorferi, posiblemente ha desarrollado una adaptabilidad tan grande a diversos
entornos, gracias a la transferencia horizontal de genes o HGT (por sus siglas en inglés) este
mecanismo consiste en adquirir genes de otras bacterias mediante diferentes estrategias que llevan
aampliar el codigo genético, esta puede ser una de las razones por las cuales esta bacteria tiene un
genoma tan grande y compuesto por secciones de plasmidos con un porcentaje tan elevado.
Ademas del mecanismo de transferencia horizontal de genes (HGT), “la variacion genética se
genera efectivamente durante la infeccion de los mamiferos por un sistema de recombinacion
intrigante en el locus vIsE”® . Este locus posee una caracteristica elemental a Borrelia burgdorferi
relacionada con la posibilidad de evadir la respuesta inmune adaptativa para persistir en el huésped
vertebrado, pues la mezcla de los “epitopes antigénicos expuestos de una proteina de superficie
importante durante la infeccion del huésped es una estrategia utilizada por muchas otras bacterias
patdgenas persistentes, incluidas Campylobacter jejuni, Neisseria gonorrhoeae, Treponema
pallidum y Borrelia hermsii como mecanismo de evasion. Sin embargo, los mecanismos
moleculares empleados por B. burgdorferi para generar diversidad antigénica son inusuales™®’. En
1997 con un estudio se hizo un aporte al conocimiento sobre Borrelia burgdorferi debido a que
“descubrieron el sistema vls (secuencia variable similar a la proteina principal). Este sistema de
variacién antigénica crea epitopos muy diversos de la membrana externa de la lipoproteina VISE
durante la infeccion de los mamiferos.”%®

Es asi como en una infeccidn persistente los organismos patdgenos requieren estrategias efectivas
para defenderse de la respuesta inmune del huésped. Una estrategia comin empleada por muchos
patdgenos para escapar del reconocimiento inmune y su eliminacion, es la variacién continua de
los epitopos de superficie a través de la mezcla recombinante de informacion genética.” Borrelia
burgdorferi, codifica una lipoproteina unida a la superficie, VISE; esta proteina esta codificada por
el locus VISE transportado en el extremo derecho del plasmido lineal 1p28-1"%. Gracias a todos
estos mecanismos que posee, Borrelia burgdorferi tiene la capacidad de adaptarse a diferentes
pisos térmicos y de cambiar de vector, pues la literatura cientifica afirma que el microorganismo
es transmitido por el género de artropodos Ixodes, pero mediante este estudio se demuestra que
en los municipios de Honda-Tolima, La Mesa y Chia Cundinamarca, se describe como vector de
Borrelia burgdorferi a Rhipicephalus sanguineus, mediante el uso de claves para el
reconocimiento entomoldgico de los artropodos, que fueron recolectados directamente de los
caninos muestreados en los tres municipios de Colombia. Esta informacién obtenida brinda un
aporte importante a la ciencia, ya que los resultados indican que el microorganismo ha cambiado
de vector y se informa por primera vez en la literatura cientifica, mediante este estudio.
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Al indagar sobre el género Borrelia, se encontr6 que algunos autores afirman que este género posee
una caracteristica clinica muy particular, que le permite ocasionar picos febriles inconsistentes con
intervalos de dias o0 hasta semanas. La explicacion a esta sintomatologia se debe a que cuando el
microorganismo viaja por el torrente sanguineo, el sistema inmunoldgico genera respuesta, que no
es efectiva. Al respecto Norberto Sotelo Cruz y Pedro Valencia Mayora afirman que “un método
simple y efectivo para la observacion de espiroquetas es que durante el periodo febril se realice en
el humano infectado un frotis delgado de sangre o uno periférico de gota gruesa y se tifia con
colorantes Wright, Giemsa o0 naranja de acridina, también se puede utilizar la técnica de
observacién bajo un microscopio de campo oscuro para la identificacion de dichos
microorganismos”’?. De acuerdo con lo anteriormente expuesto se propuso realizar la bisqueda de
las espiroquetas en el frotis de sangre periférica de los caninos, lamentablemente este
procedimiento tuvo limitaciones ya que, al no estar permanentemente con los caninos, no se pudo
tener control de las temperaturas corporales de los animales para que la realizacion del extendido
de sangre periférica coincidiera con el pico febril, por lo cual el porcentaje de observacion de las
espiroquetas en las muestras fue baja.

Al realizar la lectura de las laminas de FSP (el montaje se realizé por triplicado en cada canino) se
logro observar espiroquetas en algunos frotis (Figuras 26 a la 30), de lo cual surgio la pregunta
¢Las espiroquetas observadas en el frotis de sangre periférico corresponden a Borrelia
burgdorferi? Pregunta que se respondio con el resultado de la prueba de inmunofluorescencia
indirecta, de tal forma que al ser positivas indican que los caninos estaban infectados por este
microorganismo, y que las espiroguetas observadas en el extendido viajan por el torrente
sanguineo del animal hasta conseguir su respectivo tropismo.

Al realizar la correlacion, se vio que los caninos que poseian la espiroqueta en su sangre
presentaron titulos de inmunofluorescencia en 1/256 y en 1/512. El titulo presentado en la
medicién de IgG, se explica desde dos factores: el primero cuando Borrelia burgdorferi esta en el
torrente sanguineo el sistema inmunoldgico esta combatiendo al microorganismo y generando
mayor concentracion de anticuerpos como respuesta celular y humoral. El segundo factor se
relaciona con el grado de ectoparasitosis del canino, lo cual esta relacionado con una mayor
concentracion bacteriana en el canino.

Borrelia burgdorferi produce diversos signos clinicos como dice la médica zootecnista Blanca
Boria, todos estos signos “son sistémicos como la anorexia, fiebre, depresién, cojera y dolor
articular. Puede haber efusién abdominal y linfadenopatia menos frecuente. También hay dolor
generalizado muscular, articular y adinamia. Es frecuente la presentacion de cojera crénica
intermitente y afectando alternativamente diversas extremidades sin mas signos clinicos. En un
porcentaje bajo de casos se presenta enfermedad cardiaca, neuroldgica y renal por
glomerulonefritis”’t. Este microorganismo tiene la capacidad de afectar diversos 6rganos en el
canino, lo cual le da un amplio espectro de signos y sintomas a nivel fisiolégico y anatomico,
caracteristica que se relaciona con los tropismos. Como consecuencia de lo anterior los caninos
infectados por Borrelia burgdorferi tienen un pronostico reservado dado que las afecciones son
multisistémicas y su estado y evolucion se relacionan con el estado inmunoldgico y la carga
bacteriana presente en el canino.
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Gonzalo Osorio en el articulo “Search for the spirochete Borrelia burgdorferi senso lato by
polymerase chain reaction in Chilean ticks”’? describe el procedimiento para detectar la
espiroqueta en la garrapata por PCR. Osorio junto con otros cientificos mencionan que el
microorganismo posee la capacidad de viajar dentro del cuerpo del artropodo. Esta afirmacion
gener0 la siguiente pregunta, ;Si Borrelia burgdorferi viaja por el artropodo hasta llegar a las
glandulas salivales, la espiroqueta se podria encontrar en la hemolinfa? Para resolver el
interrogante y confirmar la presencia de la espiroqueta en las garrapatas se realizaron frotis de
hemolinfa periférica de las hembras pletorizadas, se siguio el protocolo de un extendido y se
colored con Wright. Con este procedimiento se encontraron espiroquetas en la hemolinfa del
artropodo (figuras 38 a la 40) indicando que la espiroqueta realiza un gran camino hasta generar
una infeccion pues los mecanismos que tiene el microorganismo le dan una asombrosa habilidad
adaptativa.

Esta investigacion genera un aporte cientifico a la comunidad colombiana a nivel de la salud
publica y especificamente en el campo veterinario y humano, ya que se establecié que Borrelia
burgdorferi, estd generando infecciones en caninos produciendo la enfermedad de Lyme en sus
diferentes ciclos, que se adapt6 a un nuevo vector y a diferentes pisos térmicos.

En el campo veterinario se hace un llamado a considerar esta infeccion como frecuente en la
poblacién canina parasitada con garrapatas a solicitar pruebas de laboratorio cuando se encuentre
la ectoparasitosis y los diversos signos especificos como el eritema migratorio. Adicional a lo
anterior es posible que este microorganismo con el tiempo genere infecciones de tipo zoon6tico y
enzodtico que si no se toman medidas correctivas serd un problema de salud publica. Esta
investigacién abre el camino para continuar evaluando la infeccion en caninos de otras regiones
del pais, asi como en otras especies de animales susceptibles de ser parasitadas por garrapatas. De
igual forma es importante probar otras técnicas de diagndstico de facil acceso para los laboratorios
y para los pacientes
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Figura 64: Circulo confirmatorio para enfermedad de Lyme en caninos.



6. CONCLUSIONES

>

Se detectaron anticuerpos de tipo IgG por inmunofluorescencia contra Borrelia
burgdorferi en el 69% del total de la poblacion canina muestreada en los tres municipios
que incluyé el estudio.

Se realizd la clasificacion entomologica de los vectores recolectados por sus
caracteristicas morfologicas gracias a la guia ilustrada del libro “Ticks of Domestic
Animals in Africa: a Guide to Identification of Species” en donde se descubrid que el
vector en los tres municipios de Colombia es Rhipicephalus sanguineus que por primera
vez en la literatura cientifica se demuestra este hecho de adaptacion del microorganismo
a los diferentes entornos climaticos y de artropodo.

Se realiz6 la identificacion de la espiroqueta de Borrelia burgdorferi en frotis de sangre
periférica de los caninos y en la hemolinfa de las garrapatas, lo cual cierra el circulo
epidemioldgico y permite inferir que este agente infeccioso se encuentra en Colombia
afectando a la poblacion canina y por lo tanto esta especie animal es susceptible de sufrir
la enfermedad de Lyme.

El hecho de que el vector sea Rhipicephalus sanguineus, una garrapata endofilica, que
busca las viviendas donde se encuentran los caninos, representan también un riesgo alto
de zoonosis para el humano por picadura de la garrapata, importante a considerar desde
el campo de la salud publica.

Se relacionaron los hallazgos clinicos que poseen los caninos al presentar infeccion por
Borrelia burgdorferi
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6.1 Sugerencias

Ampliar el estudio realizado en mas regiones del pais para confirmar que Borrelia
burgdorferi esté infectando a la poblacién canina

Generar un método diagnostico de facil acceso para los laboratorios y pacientes contra
infecciones por Borrelia burgdorferi

Realizar un estudio en humanos contra infecciones por Borrelia burgdorferi
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7. ANEXOS

1. FORMATO DE RECOLECCION DE MUESTRA

Numero | Fecha de Lugar Nombre de la | Sexo | Raza | Edad | Antecedentes
recoleccion mascota
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, identificado con nimero de
cedula de autorizo a la toma de muestra de
sangre de

POCEDIMIENTO: Toma de muestra sanguinea

MOTIVO: Investigacion para tesis de grado "DETECCION DE ANTICUERPOS TIPO IgG
contra Borrelia burgdorferi, EN POBLACION CANINA, DE LOS MUNICIPIOS DE HONDA-
TOLIMA, LA MESA Y CHIA-CUNDINAMARCA".

Los resultados de esta prueba seran expuestos en la tesis de grado.

COMPLICACIONES DE LA TOMA DE LA MUESTRA:

e Sangrado del canino en la zona de puncion
e Hematoma

DECLARACION
Me han informado y he comprendido satisfactoriamente la naturaleza y propoésito de esta

informacidn. También se me han aclarado las dudas y se me han informado sobre el procedimiento,
asi como las posibles complicaciones para la toma de la muestra.

FIRMA
DOCUEMNTO DE IDENTIDAD

DECLARACIONES Y FIRMAS

RESPONSABLE

He informado y asesorado a la paciente sobre el procedimiento.

FIRMA DEL PROFESIONAL RESPONSABLE
En la fecha de del afio 20
Lugar
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PROCEDIMIENTO PARA LA REALIZACION DE UN FROTIS DE SANGRE
PERIFERICO CON TINCION DE WRIGHT

1. Marcar el portaobjetos con un lapiz apropiado. La identificacion debe ser en el
extremo grueso (o el esmerilado) del portaobjetos.

2. Colocar el portaobjeto en donde se planea hacer el extendido sobre una superficie
plana, si la persona que va a hacer el procedimiento es diestra, con la gota de
sangre al lado derecho y si es zurda, con la gota de sangre al lado izquierdo.

3. Colocar una gota de sangre del tubo con anticoagulante EDTA (lila)

4. Con el pulgar y el indice de la mano derecha sujetar el segundo portaobjetos,
también conocido como portaobjetos extensor, contra la superficie del primer
portaobjeto con un angulo de 30° a 45°

5. Deslizar el portaobjetos de empuje hacia atrés, hacia la gota de sangre. Permitir
que la gota se extienda hasta tres cuartas partes del bisel del portaobjetos de
empuje. Procurar que la sangre se extienda hasta los bordes del portaobjetos
extensor

6. Empujar rapidamente el portaobjetos extensor hacia delante (lejos de la gota),
Este movimiento debe ser suave y continuo hasta el extremo del portaobjetos. El
portaobjetos extensor debera estar limpio y seco, e idealmente debera ser menos
ancho que el primer portaobjetos

7. Permitir que el extendido se seque al aire antes de colorearlo. Se puede abanicar
en el aire para que se seque en menos tiempo.

Después de realizar el frotis de sangre periférica se realiza la tincién de Wright. donde a
continuacion se hace la descripcién paso a paso:

8. Colocar el portaobjetos con el extendido de sangre periférica hacia arriba en los soportes de
coloracion

9. Cubrir el extendido de sangre periférica con colorante de Wright y dejar en reposo por tres
minutos

10. Inundar el portaobjetos o la laminilla con solucién tampén (Buffer de Giordano) sin dejar
derramar el liquido por los bordes de la preparacidn. Dejar en reposo por cinco (5) minutos.

11. Lavar los portaobjetos con agua corriente por 10 segundos. Con una gasa impregnada con
un poco de alcohol se retira el exceso de colorante del revés y los bordes del portaobjetos.
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PARTICIPACION EN EVETOS

En el desarrollo de esta investigacion se realizo la participacion en dos eventos. Dentro de
los cuales se participé en “XVI Encuentro Regional de Semilleros de Investigacion
(Redcolsi)” que se desarrolld en la Universidad Jorge Tadeo Lozano el 10 y 11 de mayo
del 2018.

También se realizo la participacion en “XXI Encuentro Nacional y XV Internacional de

Semilleros de Investigacion (Redcolsi)” que se desarrolld en la Universidad Cooperativa
de Colombia de la ciudad de Pasto- Narifio del 11 al 14 de octubre del 2018
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