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Resumen

Borrelia burgdorferi, es la espiroqueta responsable de ocasionar la enfermedad de Lyme
en el hombre y diferentes animales. Objetivo. Detectar anticuerpos tipo IgG especificos
contra Borrelia burgdorferi, en caninos mediante la técnica de inmunofluorescencia y
su correlacién con otros factores asociados a la enfermedad de Lyme. Métodos. Se tomd
sangre para deteccién de IgG contra Borrelia burgdorferi sl; frotis de sangre periférica de
los caninos y hemolinfa de las garrapatas para biisqueda de espiroquetas con la coloracién
de Wright y finalmente clasificacién de las garrapatas mediante claves morfométricas.
Resultados. En la prueba seroldgica en promedio el 69.0 % de los caninos muestreados
dieron positivos en las diferentes titulaciones. Se visualizaron estructuras bacterianas de
forma espiral tanto en la sangre periférica de los caninos, como en la hemolinfa de las
garrapatas, el vector encontrado se clasificé como Rbipicephalus sanguineus, hasta ahora no

reportado en la literatura cientifica como portador de Borrelia, ni asociado a la enfermedad.

Palabras claves: Borrelia burgdorferi, enfermedad de Lyme, espiroqueta, eritema, perros,

inmunofluorescencia.
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Abstract

Borrelia burgdorferi, is the spirochete responsible for causing Lyme disease in man and
different animals. Objective. Detect specific IgG type antibodies against Borrelia burg-
dorferi, in canines using the immunofluorescence technique and its correlation with other
factors associated with Lyme disease. Methods. Blood was taken for IgG detection against
Borrelia burgdorferi sl; Peripheral blood smear of the canines and hemolymph of the tic-
ks to search for spirochetes with Wright staining and finally classification of the ticks
using morphometric keys. Results. In the serological test, on average 69.0% of the canines
sampled gave positive results in the different titrations. Bacterial structures were spirally
visualized both in the peripheral blood of the canines and in the hemolymph of the ticks.

The vector found was classified as Rhipicephalus sanguineus, until now not reported in the

scientific literature as a carrier of Borrelia, nor associated with the disease.

Keywords: Borrelia burgdorferi, Lyme disease, spirochete, Erythema, dogs,

immunofluorescence.

Introduccion

Las espiroquetas que pertenecen al género
Borrelia, son un grupo de microorganis-
mos cosmopolitas, que incluyen especies
transmitidas por artrépodos hematéfagos
patégenas para ciertos animales vertebra-
dos, incluyendo al humano. Las especies de
Borrelia que presentan mayor interés clini-
co son: “Borrelia burgdorferi, transmitida
por garrapatas duras (Ixodidae) y principal
agente etioldgico de la enfermedad de Lyme
cuyo predominio estd en Norteamérica y
Europa. Lleva el apellido de quien la descu-
brié el senor Willi Burgdorfer en el afo de
1982, y Borrelia recurrentis, responsable de
la fiebre recurrente, transmitida por piojos

(Pediculus humanus) y algunas garrapatas

blandas (Argasidae)” (1). “Las espiroquetas
se clasifican dentro de tres familias filoge-
néticas: Spirochaetaceae, Braquispiraceae
y Lepstospiracea” (2), siguiendo en su ta-
xonomia del orden Spirochaetales y se ca-
racterizan por ser bacterias Gram negativas
que presentan una morfologia helicoidal.
El género Borrelia, posee una longitud que
oscila entre 3 2 20 um y 0.2 um a 0.5 um
de ancho, ademds poseen de 7 a 30 flagelos
peripldsmicos a partir del extremo celular lo
que les confiere una movilidad en forma de
ondas. “Necesitan 4cidos grasos de cadena
larga para su desarrollo y una temperatu-
ra 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 dcido l4ctico.
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Contiene ornitina como componente ami-
nodcido presente en el peptidoglucano y no
posee tdbulos citoplasmdticos” (3). Entre
los factores de patogenicidad y virulencia
ademds de los pldsmidos, posee las protei-
nas de superficie Osp A y Osp B, y puede
sobrevivir sin hierro el cual sustituye por

manganeso.

Si bien las enfermedades transmitidas por
artropodos han tomado un importante lu-
gar en los estudios de salud publica y medi-
cina interna, no es el caso de la borreliosis,
al igual que otras se considera una enferme-
dad nueva. En América, algunos estudios
han permitido determinar la seroprevalen-
cia asociada al microorganismo en perros y
humanos, y la presencia de los vectores ha
sido un factor de asociacién positiva en la

mayoria de casos (4).

La importancia de la borreliosis de Lyme
radica en que es una enfermedad de tipo
zoondtico, hoy en dia la mayor parte de
la comunidad tiene mascotas y estas son
susceptibles de infectarse por la picadura
de garrapatas. La enfermedad puede traer-
le muchas consecuencias al animal. Clini-
camente la mayoria de caninos pueden no
presentar signos evidentes en fases iniciales
a pesar de tener la infeccién, lo que difi-
culta su abordaje clinico y diagnéstico. En
los animales sintomdticos puede haber fases
con distintos grados de cronicidad, que ge-
neran sintomas como “artritis, cojera, eri-

tema migratorio, fatiga, anorexia, malestar

La Mesa y Chia-Cundinamarca

general, dolor muscular, rigidez en el cuello,
fiebre, bloqueo cardiaco, insuficiencia renal
y cambios neurolégicos como convulsiones,

agresion, y en algunos casos la muerte” (5).

Los caninos como la mayoria de los mami-
feros cuentan con tres sistemas de defensa:
las barreras fisicas, la inmunidad innata y la

inmunidad adaptativa.

La primera barrera de defensa fisica es la
piel, muy eficiente en la proteccién contra
los agentes patégenos. Se requiere una heri-
da, trauma, intervencién quirargica o pica-
dura de un vector tipo artrépodo como en
el caso de la enfermedad de Lyme para que
Borrelia burgdorferi penetre. La segunda
barrera fisica son las mucosas, en el caso de
la infeccién por esta bacteria, cuando los
caninos presentan una ectoparasitosis seve-
ra, 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 conclusién que la enfermedad de Lyme
también se puede presentar de esta manera

en caninos inmunocomprometidos.

Se ha evidenciado que las células del “siste-
ma inmune innato poseen unos receptores
denominados “receptores de reconocimien-
to de patrones” (PRRs), los cuales recono-
cen estructuras concretas en los agentes
patégenos, denominados “patrones mole-

culares asociados a patégenos” (PAMPs).
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La estrategia de reconocimiento microbia-
no se basa en la deteccién de patrones mo-
leculares conservados que son productos
esenciales de la fisiologia microbiana” (6),
los cuales corresponden a lipopolisacari-
dos, peptidoglucanos, dcidos lipoteicoicos,
DNA, RNA vy glucanos que se expresan en
la membrana de los microorganismos paté-
genos y que son esenciales para su supervi-

vencia.

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, presenta-
doras de antigenos, asesinas naturales, epi-
teliales intestinales y células linfoides, cuya
capacidad es reconocer un numero discreto
de ligandos presentes en bacterias, hongos,
virus y protozoos” (7). Otro “receptor im-
portante en la inmunologia innata son los
receptores tipo NOD (nucleotide-binding
oligomerization) que se caracterizan por ser
intracelulares que detectan productos anti-
microbianos” (8), 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
infeccién por parte de Borrelia burgdorferi,
puede generar dicha reaccién en forma lo-

calizada o en varios sitios del cuerpo.

Inmediatamente se inicia el proceso de fa-
gocitosis, por el que se destruyen y eliminan

los agentes extrafios. Simultdneamente, las

células fagociticas producen sefales qui-
micas (citoquinas, tales como el factor de
necrosis tumoral) y “otros mediadores, que
también inducen inflamacién. La inflama-
cién a su vez, atrae y concentra nuevas cé-
lulas y moléculas en los lugares de invasion,

intentando erradicar la infeccién y reparan-

do los tejidos danados” (9).

La respuesta inmune adaptativa se desarro-
lla mediante dos mecanismos fundamenta-
les: respuesta inmune humoral, donde los
linfocitos B juegan un papel preponderante;
y respuesta inmune celular, donde los linfo-

“La

inmunidad frente a los invasores extracelu-

citos T son las células fundamentales.

lares depende sobre todo de los linfocitos B,
que producen los anticuerpos que favorecen

la destruccién microbiana” (10).

En cuanto a animales domésticos, los cani-
nos resultan ser un importante hospedador
para algunas de estas especies de espiroque-
tas, siendo de especial relevancia Borrelia
burgdorferi, transmitida de igual forma por
artréopodos ixddidos, convirtiéndose asi en
una importante zoonosis transmitida por

garrapatas (11).

Borrelia burgdorferi posee un ciclo de vida
bastante complicado, puesto que viaja entre
vectores artropodos cuya taxonomia se ca-
racteriza por ser de la clase Arachnida, sub-
clase Acari, orden Parasitoformes, suborden
Ixodida, super familia Ixodoidea, familia

Ixodidae y género Ixodes cuyas especies mds
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representativas son: Ixodes scapularis, Ixodes
pacificus, Ixodes dentatus e Ixodes ricinus es-
tas son las principales especies de los vec-
tores en Norteamérica, Europa y Asia; una
de las particularidades mds importantes que
poseen estos vectores es que se desarrollan
en tres periodos de maduracién: larva, nin-
fa, y adultos (macho y hembra) ademds viaja
en hospederos vertebrados desde pequenos
roedores silvestres hasta grandes mamiferos

como ciervos.

Como lo menciona Villamil en su tesis doc-
toral titulada “Epidemiologia de “Borrelia
burgdorferi sL” (enfermedad de Lyme) en un
ecosistema de pinar de montafna supramedi-

terrdneo” (12).

La hembra adulta pone los huevos en la vege-
tacién, tras lo cual muere. Cuando las con-
diciones 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 mds grandes (2mm), con
cuatro pares de patas, sin abertura genital y
por lo general se alimentan durante varios
dias de animales silvestres, domésticos y el
hombre. Cuando estdn repletas caen al sue-
lo y mudan a la fase adulto (machos o hem-
bras), que vuelve a picar a un hospedador ya
sean grandes animales o incluso el hombre.
Las garrapatas hembras, tras permanecer 5

a 7 dias alimentdndose y ser fecundadas por

La Mesa y Chia-Cundinamarca

los machos, caen de nuevo a la vegetacién y

comienzan la puesta de huevos.

Esto indica que la espiroqueta debe ser ca-
paz de “adherirse y sobrevivir en el intestino
del artrépodo, penetrar el epitelio de dicho
érgano y atravesar la hemolinfa hasta llegar
a las glindulas salivales y de esta manera
transportarse al flujo sanguineo del hos-
pedero” (13), evitando la reaccién inmune
y disemindndose en los érganos diana; lo
cual logra evadiendo la respuesta inmuni-
taria tanto innata como adaptativa gracias
a varias proteinas de membrana externa y

proteinas adhesivas que posee.

La variedad de reservorios de Borrelia burg-
dorferi es amplia y esto se debe a la gran
distribucién que tiene, en los mamiferos
salvajes, especialmente “roedores pequenos
como el Apodemus leucopus o mis conoci-
do como ratén de patas blancas y el vena-
do Odocoileus virginianus también conoci-
do como venado de cola blanca” (14), son
los reservorios mds competentes en Estados
Unidos, y el ratén Apodemus flavicollis, en

el continente europeo y asidtico.

En todo el mundo se pueden presentar ca-
sos accidentales donde el vector se infecta
de alguno de estos reservorios, y transmi-
te el microorganismo a otras especies como
caninos y humanos lo cual puede ocurrir
por el contacto con la naturaleza (dreas fo-

restales) y animales silvestres.
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La borreliosis o enfermedad de Lyme es de
“distribucién mundial, aunque se describe
practicamente solo en el hemisferio norte y
constituye la enfermedad transmitida por

vectores mas comutn en Estados Unidos de

América, v regiones Euroasidticas” (15). La
>, y reg
distribucién de las especies mds representa-

tivas de Borrelia sensu stricto se explica en la

Tabla 1.

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

Localizacién

Borrelia

Vector

Estados Unidos
Borrelia burgdorferi sensu stricto América latina Ixodes sp

Europa

Europa Ixodles ricinus
Borrelia garinii

Asia Ixodles persulcatus

Europa Ixodes ricinus
Borrelia afzelii

Asia Ixodes persulcatus

Oeste de los Estados Unidos Ixodles pacificus

Norte y centro de los Estados Unidos

Ixodles scapularis

Borrelia burgdorferi

Europa

Ixodes ricinus

América Latina

Ixodes sp

Borrelia burgdorferi sensu lato América Latina

Ixodes sp

Fuente: Elaboracién propia.

En América Latina, paises como Brasil y
México han realizado estudios moleculares,
serolégicos y clinicos, un poco mds profun-
dos sobre Borreliosis tanto en caninos como
en humanos, que indican la existencia de
la bacteria en estos paises. La deteccién de

Borrelia burgdorferi “no posee un método

completamente estandarizado y los investi-
gadores usan distintos reactivos, protocolos
y sus propios criterios de validacién” (16).
A nivel mundial se usan pruebas para la de-
teccion del agente (diagndstico directo) o la
respuesta que se ha producido en el hospe-

dero (diagnéstico indirecto).
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Materiales y métodos
Muestra

58 caninos de los municipios de Honda-To-
lima, la Mesay Chia Cundinamarca, lugares
geogrificos con la temperatura y humedad
que permite el ciclo de vida de la garrapa-
ta. Los animales seleccionados presentaban
una alta ectoparasitosis, y se les tomé san-
gre en tubo seco para obtencién de suero y
en tubo con anticoagulante para los FSP, de

igual forma se recolectaron las garrapatas.

Identificacion anticuerpos IgG por la
técnica IFI

Mediante inmunoensayo de fluorescencia
indirecta se realiz6 la deteccién y semi-
cuantificacién de anticuerpos de clase IgG
contra Borrelia burgdorferi sl, con el kit an-
ticuerpos IgG contra Borrelia burgdorferi,
IFI- FULLER laboratorios. El principio de
la Inmunofluorescencia indirecta se basa en
demostrar si en el suero del paciente existen
anticuerpos contra Borrelia burgdorferi, los
cuales se unirdn al antigeno que estd adhe-
rido al portaobjeto, complejo que es detec-
tado mediante la adicién de anti-inmuno-
globulina canina conjugada con fluoroforo.
Finalmente, la reaccién es observada me-

diante microscopio de fluorescencia.

Las ldminas IFA en este kit, contienen espi-
roquetas de Borrelia burgdorferi sensu lato

dentro de una matriz de homogenizado de

La Mesa y Chia-Cundinamarca

saco de yema de huevo lavado con aceto-
na. Los sueros de los caninos y el control se
llevan a dilucién de tamizado en solucién
salina tamponada con fosfato (PBS), 1/256,
1/512, 1/1024 y se incuban para permitir
la reaccién del anticuerpo con las espiro-
quetas, a continuacién, se lavan y se afade
la IgG anti-canina marcada con fluoroforo
(conjugado) para reaccionar con los comple-

jos antigeno-anticuerpo y marcarlos.

La reaccién positiva se ve como espiroque-
tas fluorescentes de color verde manzana
contra un fondo rojo de la matriz del saco

vitelino.

Frotis de sangre periférica de los
caninos

Procedimiento que generalmente se utiliza
para la observacién microscépica de células
sanguineas y microorganismos hemdticos.
El método que se utiliz6 fue el del portaob-
jetos, también conocido como método de

cufa.

Identificacion Taxonomica de
Ectoparasitos

La clasificacién de la garrapata se realizé
mediante el analisis de las caracteristicas
morfométricas y su comparacién con las

guias ilustradas.
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Observacion de espiroquetas en la
hemolinfa de la garrapata

Mediante puncién con el estilete o aguja
fina de diseccién en el artrépodo hembra
pletorizada, se obtuvo la hemolinfa con
el fin de realizar un frotis periférico para
realizar la observacién de espiroquetas. El
procedimiento consistié en inmovilizar el
artropodo con unas pinzas, realizar una
puncidén con el estilete en la cuticula suave
debajo del escudo dorsal en la parte distal,
recolectar la hemolinfa, realizar el frotis,
colorear con Wright y observar al micros-

copio.

Resultados

Descripcion de la poblacion de
caninos

Los caninos muestreados cumplieron con
los siguientes criterios de inclusién: pre-
sentar signos clinicos como decaimiento o
fiebre en los tltimos dos meses, exposicién
a artrépodos (garrapatas) o ectoparasitosis,
que vivieran o hubieran estado en lugares
donde la temperatura superard los 24 °C,
que el esquema de vacunacidén estuviera in-
completo y que preferiblemente presentara
eritema migrans. Las fotografias 1, 2 y 3,

muestran los caninos con ectoparasitosis.

Figura 1. Parte trasera de la pierna de un canino con ectoparasitosis.

Fuente: Autores.
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Figura 2. Ectoparasitosis de un canino entre los dedos de la garra.

Fuente: Autores.

Figura 3. Canal auditivo de un canino obstruido por garrapatas.

Fuente: Autores.
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Resultado de las pruebas de
inmunofluorescencia indirecta (IFI)

Honda — Tolima

Inmunofluorescencia Indirecta IFI
Honda-Tolima (n = 12)

Negativo
34%

Positivo
66%

m Positivo = Negativo

Figura 4. Resultado de Positividad de Inmunofluorescencia
indirecta en Honda- Tolima.

Figura 5. Resultado Positivo de IFI contra Borrelia burgdorferi
en canino de Honda-Tolima /Quijano, Ramirez.

Titulacion de anticuerpos en caninos de
Honda- Tolima

100% 87%
80%
60%

40%
12%

20%
- ° °
awllV awlV

0%

% de titulos de anticuerpos

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

Titulos de anticuerpos

Figura 6. Resultados de la Titulacién IFI en Honda- Tolima.
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La Mesa- Cundinamarca

Inmunofluorescencia Indirecta IFI
La Mesa- Cundinamarca (n = 28)

Positivo

Negativo 46%

54%

m Positivo = Negativo

Figura 7. Resultado de Positividad de Inmunofluorescencia
indirecta en La Mesa- Cundinamarca.

Figura 8. Resultado Positivo de IFI contra Borrelia burgdorferi
en canino de la Mesa Cundinamarca /Quijano, Ramirez.

Titulacién de anticuerpos en
La Mesa- Cundinamarca

38%
40%

35

xX

31% 31%

N W
u O
NS

20%
15%
10%

% de titulos de anticuerpos

5

X

awlV

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

Titulos de anticuerpos

Figura 9. Resultados de la Titulacién IFI en la Mesa- Cundinamarca.
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Chia — Cundinamarca

Inmunofluorescencia Indirecta IFI
Chia-Cundinamarca (n = 18)

Negativo
6% ‘

Positivo
94%

m Positivo = Negativo

Figura 10. Resultado de Positividad de Inmunofluorescencia
indirecta en Chia-Cundinamarca.

Figura 11. Resultado Positivo de IFI contra Borrelia burgdorferi
en canino de Chia-Cundinamarca /Quijano, Ramirez.

Titulacion de anticuerpos en Chia-Cundinamarca

" 59%
8 60%

3 50% 35%

= 40%

& 30%

3 20% '

8 10%

2 0%

p Positivo en Positivo en
'.\? 1/256 1/512

6%
- °
awlV
Positivo en Negativo
1/1024

Titulos de anticuerpos

Figura 12. Resultado de Titulacién IFI en Chfa-Cundinamarca.

En la figura 13, se muestra que 40 cani-
nos corresponden al 69% del total de la
poblacién muestreada (n=58) dieron posi-

tivas para la prueba de IFI contra Borrelia

burgdorferi, confirmando que los caninos
presentan anticuerpos IgG, frente a la espi-

roqueta.
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Resultados de la Técnica de
Inmunofluorescencia Indirecta IFI

m POSITIVO
B NEGATIVO

Figura 13. Resultado de IFI en poblacién total de los tres
municipios muestreados en porcentaje.

En la siguiente grifica se observa que en la  de muestras correspondieron a la dilucién

prueba inmunoserolégica, el mayor nimero  1/256.

Titulacién de anticuerpos en los tres municipios

38%
S 4o% 34%
2
2 30% 19%
[=
§ 20% 9%
g 10% "
2 o%
g Positivo en 1/256  Positivo en 1/512 Positivo en Negativo
° 1/1024

Titulos de anticuerpos

Figura 14. Resultado de IFI de las diluciones realizadas.
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Resultado de la busqueda de
espiroquetas en los FSP de los caninos

Figura 15. Espiroqueta en extendido de sangre periférico de
canino muestreado en Honda-Tolima/Quijano, Ramirez.

Figura 16. Espiroqueta en extendido de sangre periférico de canino
muestreado en la Mesa- Cundinamarca/Quijano, Ramirez.
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40%
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Figura 17. Espiroqueta en extendido de sangre periférico de
canino muestreado en Chia-Cundinamarca/Quijano, Ramirez.

Porcentajes de positividad de espiroquetas en FSP de los caninos
de los tres municipios
57%

43%

Positivo Negativo
Resultado de positividad

Figura 18. Porcentajes de positividad de FSP de los tres municipios.
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Resultado de la clasificacion
entomologica de las garrapatas

Para la clasificacién de los artrépodos se
utilizaron diferentes claves de identifica-
cién ilustradas del libro “Ticks of domestic
animals in Africa: a guide to identification
of species” las cuales permitieron la iden-
tificacién de las garrapatas. Los resultados

fueron los siguientes:

Reino: Animalia

Filo: Arthropoda

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

Familia: Ixodidae

Género: Rhipicephalus

Especie: R. sanguineus

Nota. 1: Festones, 2: Capitulo hexagonal,
3: Escudo dorsal incompleto.

Figura 19. Garrapata Rhipicephalus sanguineus (Hem-
bra) /Quijano, Ramirez.

Nota. 4: Ano, 5: Orificio genital.

Figura 20. Garrapata Rhipicephalus sanguineus (Hembra pleto-
rizada) /Quijano, Ramirez.
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Nota. 1: Festones, 2: Capitulo hexagonal, 3: Escudo dorsal completo.

Figura 21. Garrapata Rhipicephalus sanguineus (Macho) /Quijano, Ramirez.

Nota. 3: Escudo dorsal completo, 4: Ano, 5: Orificio genital, 6: Surco genital, 7: Placas ventrales.
Figura 22. Garrapatas Rhipicephalus sanguineus (Macho) /Quijano, Ramirez.
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La garrapata canina marrén, garrapata de

perro o garrapata café del perro (Rhipi-
cephalus sanguineus) es un artrépodo ecto-
pardsito hematéfago de la familia Ixodidae,
que ataca con frecuencia los perros, aunque
también puede parasitar a otros animales
domésticos, salvajes e incluso ocasional-
mente al humano. Su tamafo es variable,
las hembras son generalmente mds grandes
que los machos (dimorfismo sexual), tam-
bién influye el que se estén o no alimen-
tando, es asi que, si una garrapata adulta
hembra se encuentra en ayuno, su cuerpo
medird 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
marrdn rojizo, las hembras tienen el cuerpo
mds oscuro, especialmente en la cara fron-
tal del carapacho. Los cuatro pares de patas
son de color marrén. Las ninfas miden cer-
ca de un milimetro de largo, mientras que

las larvas miden 0.5 milimetros.

Resultado de extendido de hemolinfa
de las garrapatas

En las siguras 23 a, b y ¢, se observan las
espiroquetas en los extendidos de hemolinfa
de las garrapatas que parasitaban los cani-

nos muestreados con la tincién de Wright.

Figura 23. Espiroquetas en extendido de hemolinfa de garrapata /Quijano, Ramirez.

Discusion

Al revisar la literatura relacionada con estu-
dios sobre Borrelia burgdorferi, en poblacién
canina en nuestro pafs, no se encontré in-
formacién existente, por lo cual este trabajo

busca contribuir con nuevo conocimiento

al evidenciar la presencia de esta bacteria en

diferentes territorios del pais.

Para la deteccién de anticuerpos de tipo
IgG contra Borrelia burgdorferi, se utilizé la
metodologia de Inmunofluorescencia Indi-

recta. En este caso el anticuerpo a detectar
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es una inmunoglobulina IgG y el antigeno
son las cepas bacterianas B31 y 297 de Bo-
rrelia burgdorferi. Esta técnica posee ciertas
limitaciones para la deteccién del microor-
ganismo, debido a que esta bacteria tiene
diversidad antigénica en un porcentaje muy
elevado, lo que contribuye a que el sistema
inmunolégico genere anticuerpos especifi-

COs contra ciertos Cpl,tOPCS.

Los anticuerpos de tipo IgG, comienzan a
aumentar lentamente luego de semanas o
meses de iniciada la infeccién, lo que limita

el diagnéstico temprano.

La interpretacién y la lectura de la inmuno-
reactividad depende de la concentracién de
anticuerpos que posea el canino, como dice
Aguero-Rosenfeld (17), si el canino presenta
una concentracién alta de anticuerpos con-
tra el microorganismo al realizar la prueba,
la inmunofluorescencia serd alta, pues esta
técnica es directamente proporcional, pero
si la concentracién es muy baja o se encuen-
tra en el periodo inicial de la infeccién la

inmunofluorescencia serd baja o nula.

Con la técnica de inmunofluorescencia in-
directa para anticuerpos tipo IgG se obtu-
vieron resultados positivos en el 65% del
total de la poblacién (58 canes), discrimi-
nados asi: en el municipio de Honda, To-
lima (n= 12 ) 66.6% de positividad, en La
Mesa, Cundinamarca (n= 28) 46.1% y en el
municipio de Chia, Cundinamarca (n= 18)

94,4%. Estos porcentajes indican que los

La Mesa y Chia-Cundinamarca

caninos de los tres municipios estudiados
estdn siendo afectados por el microorganis-
mo Borrelia burgdorferi y que probablemen-

te padecen la enfermedad de Lyme.

Borrelia burgdorferi posee una capacidad
extraordinaria para generar adaptaciones a
diferentes condiciones ambientales y a di-
versos vectores, este fendmeno se debe a la
transiciéon de los diferentes entornos del ci-
clo enzoédtico que requiere no solo la “re-
gulacién diferencial de los genes, sino que
probablemente haya llevado a adaptaciones
moleculares reflejadas en su curiosa arqui-
tectura genémica” (18), pues Borrelia burg-
dorferi, tiene uno de los genomas bacteria-
nos mds complejos, debido a que “consiste
en un cromosoma lineal de 50950 kb y un
complemento variable de pldsmidos circula-
res (cps) y pldsmidos lineales (Ips) que varian
en tamafo de 9 a 62 kb”(19). La mayoria de
los genes que codifican las lipoproteinas ex-
presadas en la membrana externa, presumi-
blemente mediado por la transicién que se
emplea en el ciclo enzodtico se localizan en
los pldsmidos, pues “algunos pldsmidos cir-
culares y lineales son esenciales para el ciclo
enzodtico pero no para la propagacién in vi-
tro, como 1p28-1, 1p25 y algunos miembros
de la familia cp32, al menos algunos cp32s
son profagos que pueden ser transducidos”
(20), en particular, “cp26 es el dnico plds-
mido de una sola copia que se conoce que es
esencial para el crecimiento in vitro: trans-
porta resT, que codifica la resolucién del

telémero necesaria para replicar moléculas
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lineales y también transporta ospC” (21),
que se requiere para la “transmisién de la
garrapata a los vertebrados y su infectivi-
dad” (22), otorgdndole a este microorganis-

mo una patogenia de amplio espectro.

Borrelia burgdorferi, posiblemente ha de-
sarrollado 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 ad-
quirir genes de otras bacterias mediante
diferentes estrategias que llevan a ampliar
el cédigo genético, esta puede ser una de
las razones por las cuales esta bacteria tie-
ne un genoma tan grande y compuesto por
secciones de pldsmidos con un porcenta-
je tan elevado. Ademds del mecanismo de
transferencia horizontal de genes (HGT),
conlleva “la variacién genética que se ge-
nera efectivamente durante la infeccién de
los mamiferos por un sistema de recom-
binacién intrigante en el locus vIsE” (23).
Este locus le confiere una caracteristica
elemental a Borrelia burgdorferi relaciona-
da con la posibilidad de evadir la respuesta
inmune adaptativa para persistir en el hués-
ped vertebrado, pues la mezcla de los “epito-
pes antigénicos expuestos de una proteina de
superficie importante durante la infeccién del
huésped es una estrategia utilizada por mu-
chas otras bacterias patégenas persistentes,
incluidas Campylobacter jejuni, Neisseria
gonorrhoeae, Treponema pallidum y Borrelia
hermsii como mecanismo de evasién. Sin

embargo, los mecanismos moleculares em-

pleados por B. burgdorferi para generar di-
versidad antigénica son inusuales” (24). En
1997, se hizo un aporte al conocimiento
sobre Borrelia burgdorferi en el que “des-
cubrieron el sistema vls (secuencia variable
similar a la proteina principal) que crea epi-
topos muy diversos de la membrana externa
de la lipoproteina VISE durante la infeccién

de los mamiferos” (25).

Es asi como en una infeccién persistente los
organismos patdgenos requieren estrategias
efectivas para defenderse de la respuesta in-
mune del huésped. Una estrategia comin es
la variacién continua de los epitopos de su-
perficie a través de la mezcla recombinante
de informacién genética.” Borrelia burgdor-
feri, codifica una lipoproteina unida a la su-
perficie, VIsE; esta proteina estd codificada
por el locus vIsE transportado en el extre-
mo derecho del pldsmido lineal 1p28-1” (20).
Gracias a todos estos mecanismos que posee,
tiene la capacidad de adaptarse a diferentes
pisos térmicos y de cambiar de vector, pues
la literatura cientifica afirma que el microor-
ganismo es transmitido por el género de ar-
tropodos Ixodes, pero mediante este estudio
se demuestra que en los municipios de Hon-
da-Tolima, La Mesa y Chia Cundinamarca,
se describe como vector de Borrelia burgdor-
feri a Rhipicephalus sanguineus. Esta informa-
cién 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 en-
contré que algunos autores afirman que
este género posee una caracteristica clinica
muy particular, que le permite ocasionar
picos febriles inconsistentes con intervalos
de dias o hasta semanas. La explicacién a
esta sintomatologia se debe a que cuando el
microorganismo viaja por el torrente san-
guineo, el sistema inmunoldgico genera una
respuesta que no es efectiva. Al respecto
Sotelo Cruz y Valencia Mayora, afirman
que “un método simple y efectivo para la
observacién de espiroquetas es que duran-
te el periodo febril se realice en el humano
infectado un frotis delgado de sangre o uno
periférico de gota gruesa y se tifia con colo-
rantes Wright, Giemsa o naranja de acridi-
na, también se puede utilizar la técnica de
observacién bajo un microscopio de campo
oscuro para la identificacién de dichos mi-
croorganismos” (27). De acuerdo con lo an-
teriormente expuesto se realizé la busqueda
de las espiroquetas en el frotis de sangre pe-
riférica de los caninos, obteniendo resulta-
dos positivos con la limitacién de no poder
realizar el extendido de sangre periférica en

los momentos de pico febril.

Al observar espiroquetas en algunas mues-
tras, y correlacionarlas con el resultado ob-
tenido en las pruebas de inmunofluores-
cencia indirecta se infiere que los caninos
estaban infectados, y que las espiroquetas
observadas en el extendido viajan por el
torrente sanguineo del animal hasta conse-

guir su respectivo tropismo.

La Mesa y Chia-Cundinamarca

Al realizar la correlacién, se encontrd que
los caninos que posefan la espiroqueta en su
sangre presentaron titulos de inmunofluo-
rescencia en 1/256 y en 1/512, lo cual se ex-
plica desde dos factores: el primero cuando
Borrelia burgdorferi estd en el torrente san-
guineo el sistema inmunoldgico estd com-
batiendo al microorganismo y generando
mayor concentracién de anticuerpos como
respuesta celular y humoral. El segundo
factor se relaciona con el grado de ectopa-
rasitosis del canino, lo cual estd relacionado

con una mayor concentracién bacteriana.

Borrelia burgdorferi produce diversos signos
clinicos como dice la médica zootecnista
Blanca Boria, todos estos signos “son sisté-
micos como la anorexia, fiebre, depresion,
cojera y dolor articular. Puede haber efu-
sién abdominal y linfadenopatia con menos
frecuencia. También hay dolor generalizado
en musculo y articulaciones y adinamia. Es
frecuente la cojera crénica intermitente y
afectando alternativamente diversas extre-
midades sin mds signos clinicos. En un por-
centaje bajo de casos se presenta enfermedad
cardiaca, neuroldgica y renal por glomeru-
lonefritis” (28). Este microorganismo tiene
la capacidad de afectar diversos érganos en
el canino, lo cual le da un amplio espec-
tro de signos y sintomas a nivel fisioldgico
y anatémico, caracteristica que se relaciona
con los tropismos. Como consecuencia de lo
anterior los caninos infectados por Borrelia
burgdorferi tienen un prondstico reservado

dado que las afecciones son multisistémicas
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y su estado y evolucién se relacionan con el
estado inmunolégico y la carga bacteriana

pI‘CSCIltC.

Gonzalo Osorio, en el articulo “Search for
the spirochete Borrelia burgdorferi senso
ato olymerase chain reaction in i-
lato by poly h t Ch

lean ticks” (29), describe el procedimiento

p

para detectar la espiroqueta en la garrapata
por PCR. Osorio junto con otros cientifi-
cos mencionan que el microorganismo po-
see la capacidad de viajar dentro del cuerpo
del artrépodo. Para confirmar la presencia
de la espiroqueta en las garrapatas se rea-
lizaron frotis de hemolinfa periférica de las
hembras pletorizadas, se siguié el protocolo
de un extendido y se coloreé con Wright.
Con este procedimiento se encontraron es-
piroquetas en la hemolinfa del artrépodo in-
dicando que la espiroqueta realiza un gran
camino hasta generar una infeccién pues los
mecanismos que tiene el microorganismo le

dan una asombrosa habilidad adaptativa.

Esta investigacién genera un aporte a la co-
munidad cientifica colombiana a nivel de la
salud publica, el campo veterinario y huma-
no, ya que se establecié que Borrelia burg-
dorferi, estd generando infecciones en ca-
ninos produciendo la enfermedad de Lyme
en sus diferentes ciclos; que se adapté a un

nuevo vector y a diferentes pisos térmicos.

En el campo veterinario se hace un llamado
a considerar esta infeccién como frecuen-

te en la poblacién canina y a realizar prue-

bas de laboratorio como apoyo diagnéstico
cuando se encuentre la ectoparasitosis y los
diversos signos especificos como el eritema
migrans. Adicionalmente, es posible que
este microorganismo con el tiempo genere
infecciones de tipo zoondtico y enzodtico,
por lo tanto, si no se toman medidas pue-
de convertirse en un problema de salud pu-

blica.

este estudio se abre camino para continuar

Con los resultados encontrados en

evaluando la infeccién en caninos de otras
regiones del pais, asi como en otras especies
de animales susceptibles de ser parasitadas
por garrapatas. De igual forma es recomen-
dable probar otras técnicas de diagnéstico
de fdcil acceso para los laboratorios y para

los pacientes.

Teniendo en cuenta lo anteriormente ex-
puesto se presenta el siguiente esquema que

resume el circulo confirmatorio.
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Figura 24. Circulo confirmatorio para enfermedad de Lyme en caninos.
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