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Resumen

Obijetivo. Identificar la presencia de Borrelia burgdorferi por la técnica IFI en bovinos de
tres regiones de Colombia, clasificar el vector y confirmar la presencia de las espiroquetas
en FSP de los bovinos y de las garrapatas. Métodos. Para el estudio se tomaron muestras
sanguineas de la vena coccigea de 58 bovinos de los municipios de Silvania en Cundina-
marca y los municipios de Guavata y San Vicente de Chucuri en Santander, para realizar
la prueba inmunolégica en suero. Igualmente se realizé la busqueda de las espiroquetas en
ESP de los bovinos y de la hemolinfa de las garrapatas mediante la coloraciéon de Wright.
Resultados.Se obtuvo una alta seropositividad en los animales estudiados. El vector por
caractetisticas morfométricas se clasificé en el género Rhipicephalus microplus, de la familia
Ixodidae, garrapata con mayor incidencia en Colombia y mediante coloraciones especiales
se evidencié la presencia de espiroquetas en las muestras de sangre de bovinos y hemo-
linfa de garrapatas. Conclusiéon. El pais no cuenta con estudios de esta indole, lo cual es
preocupante ya que se conoce que esta bacteria esta implicada en la producciéon de abortos
espontaneos en bovinos, y se puede trasmitir como zoonosis por consumo de leche sin

pasteurizar y por exposicién a la picadura de su vector.
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Abstract

Objective. To identify the presence of Borrelia burgdorferi by the IIF technique in cattle
from three regions of Colombia, classify the vector and confirm the presence of spiroche-
tes in FSP of cattle and ticks. Methods. For the study, blood samples were taken from
the coccygeal vein of 58 bovines from the municipalities of Silvania Cundinamarca and
the municipalities of Guavata and San Vicente de Chucur{ Santander, to carry out the
immunological test in serum, as well as the search for spirochetes in FSP from bovine
and tick hemolymph by Wright’s stain. Results. A high seropositivity was obtained in the
animals studied, the vector by morphometric characteristics was classified in the genus
Rhipicephalus microplus, of the Ixodidae family, the tick with the highest incidence in
Colombia and through special colorations the presence of spirochetes was evidenced in
the samples of bovine blood and tick hemolymph. Conclusion. The country does not have
studies of this nature, which is worrying since it is known that this bacterium is involved
in the production of spontaneous abortions in cattle and can be transmitted as a zoonosis

by consumption of unpasteurized milk and by exposure to the sting of its vector.

Keywords: Lyme disease, Borrelia burgdorferi, disease vectors, zoonosis.

Introduccion so infeccioso en areas geograficas libres del

patégeno, generando aumento de los hos-

pedadores, reservorios y vectores, lo cual

La enfermedad de Lyme o mejor conocida
como borreliosis, es causada por la bacteria
Borrelia burgdorferi de la clase spirochaetes,
es una zoonosis transmitida por garrapatas
principalmente del género Ixodes. En la al-
tima década la enfermedad de Lyme se ha
estudiado mas ampliamente, dada su im-
plicacién como enfermedad zoondtica de-
bido al calentamiento global, la variacién
climatica, los procesos de globalizacion, los
tratados de libre comercio y el turismo en-
tre otros, son factores que probablemente

favorecen el establecimiento de este proce-

conllevaria al incremento en la prevalencia
de la enfermedad de Lyme; la cual hasta fi-
nales del siglo XX, se reconocié como in-

feccion emergente de gran importancia (1).

B. burgdorferi, es la espiroqueta causante de
la denominada enfermedad de Lyme, que
incluye al menos a 12 genoespecies alrede-
dor del mundo y conforman el complejo B.
burgdorferi sensu lato (2). Las espiroquetas
del género Borrelia cuentan con 52 especies
conocidas, se encuentran distribuidas en

diversos ecosistemas del planeta, algunas
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son de vida libre, otras colonizan una gran
variedad de organismos vivos, s6lo algunas
son patogenas y se encuentran de forma na-
tural en el tracto gastrointestinal (rumen,

ciego, colon) de animales y humanos (3).

B. burgdorferi es una bacteria gramnega-
tiva, de forma helicoidal, muy delgada,
microaerdfila, moévil, carece de lipopoli-
sacaridos, y posee abundantes lipoprotei-
nas de superficie (4), presentan una pared

celular no rigida (5).

Las espiroquetas pertenecientes al comple-
jo B. burgdorferi se distinguen morfoldgica-
mente de los demas géneros de esta familia
por ser de mayor tamafio, poseer mayor nu-
mero de flagelos periplasmaticos, que pue-
den estar presentes entre 15 y 20, responsa-
bles de su activa movilidad de rotacion en
contra de las manecillas del reloj; también
presentan un menor nimero de espirales.
Su morfologia se caracteriza por presentar
un cilindro protoplasmatico rodeado por
la membrana celular, esta especie es la mas
larga de las borrelias, (20 a 30 micras) y la
mas delgada (0,2 a 0,3 micras) (5, 6), su
grosor hace que sea muy dificil visualizarla
con o sin tincién mediante la microscopia

convencional (7).

La Enfermedad de Lyme es multisistémi-
ca, que ha sido descrita en humanos, algu-
nos animales de produccién, domésticos y

silvestres alrededor del mundo. En la ac-

bovinos de tres regiones de Colombia

tualidad se considera como enfermedad
emergente que tiene varias presentaciones
clinicas, y en la cual su signo caracteristico
es el eritema migratorio alrededor de la pi-
cadura de garrapata (1), las demas manifes-
taciones clinicas, pueden ser similares a las
de otras enfermedades por lo que es nece-
sario confirmarse con pruebas microbiolo-

gicas, inmunologicas o moleculares (8).

Esta enfermedad se ha descrito en diferen-
tes lugares del mundo y se observa que la
mayor frecuencia de casos se presenta en
paises de la Antigua Unién Soviética, Asia
y Norte América. En un metaanalisis sobre
la prevalencia de Borrelia burgdorferi sensu
lato, en garrapatas Ixodes ricinus realiza-
do en Europa, la identifico en 23 paises,
con tasas de infeccién mas alta en Euro-
pa central y las genoespecies mas comunes
fueron B. afzelii y B. garinii (9). En Esta-
dos Unidos el mayor reporte ocurre en la
costa noreste y en los estados norcentrales.
La borreliosis de Lyme suele iniciar con el
signo tipico de eritema migrans que puede
presentarse de tipo multiple o pasar a en-
fermedad neuroldgica. Las manifestaciones
tardias incluyen predominantemente artri-
tis en América del Norte y acrodermatitis
cronica atréfica (ACA) en Europa. El diag-
nostico de la borreliosis de Lyme se basa en
los signos y sintomas clinicos caracteristi-
cos, complementados con la confirmacion
serologica de la infeccién una vez que se ha

generado una respuesta de anticuerpos (10).
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La primera descripcién de esta enfermedad
correspondié a Buchwald en 1883, quien re-
porté una lesion atrofica de la piel, a la que
posteriormente en 1902, Karl Herxheimer
y Kuno Hartmann la llamaran acroderma-
titis créonica atrofica (ACA) . A principios
del siglo XX, Benjamin Lipschutz y Arvid
Afzelius hicieron las primeras descripcio-
nes del eritema cronico migrans (ECM),
que se caracteriza por una placa eritema-
to-violacea, indolora, que crece de manera

centrifuga mientras su centro se aclara (10).

En Europa, Benjamin Lipschlitz, derma-
télogo judio en el afio de 1912, trabajando
en Viena observo eritema créonico migrans
en una mujer de 29 afios y posteriormente
el 19 de noviembre del 1913 presentd este
caso junto con un segundo caso, en la reu-
nién de la Sociedad Dermatolégica de Vie-
na. Posteriormente Garin y Bujadoux, en
1922 reportaron una paciente picada por
garrapata que presenté el eritema y pos-
teriormente desarrollé dolor radicular con

paralisis de un brazo y pleocitosis del liqui-
do cefalorraquideo (LCR) (11).

Casi 70 afios después de que se hicieran las
primeras descripciones del ECM, se reco-
nocio la artritis de Lyme, cuando en 1975
se estudiaron un total de 51 pacientes con
diagnostico de artritis reumatoide juvenil
residentes de tres comunidades de la ciudad
de Connecticut, en Estados Unidos (Old
Lyme, Lyme y East Haddam) (7).

En 1982 el entomodlogo Willy Burgdorfer
obtuvo sangre del tubo digestivo de una
garrapata Ixodes damnini que fue reco-
lectada de una regiéon de Estados Unidos
(Shelter Island, New York), y observé que
se encontraba repleta de espiroquetas que
sospecho podrian ser el agente causal de
la enfermedad, posteriormente demostrd
que estas espiroquetas generaban lesiones
caracteristicas, observacion que logrd ex-
perimentando con conejos picados con
garrapatas infectadas con las espiroquetas
aisladas de sangre y liquido cefalorraqui-
deo de enfermos de Lyme (12). En el afio
de 1983, R.C. Johnson demostré que este
microorganismo era una nueva especie de
espiroqueta del género Borrelia, basindose
en las caracteristicas ultraestructurales y el
analisis del ADN (11).

En la actualidad es una de las enfermedades
infecciosas mas prevalentes transmitida por
artropodos, hasta la fecha se han notificado
algunos reportes de casos en pafses suda-
mericanos y centroamericanos como Peru,
Brasil, Chile, Argentina, Bolivia, Venezue-
la y México. En Colombia, existen pocos
estudios sobre esta enfermedad, asi como
de otras enfermedades transmitidas por
picaduras de garrapatas y se desconoce su
verdadero impacto en la salud publica. Al
buscar reportes de casos de la enfermedad
de Lyme en Colombia, se encontré el re-
porte de un caso en el ano de 1994, siendo

este el primer caso de enfermedad de Lyme
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diagnosticado en el pais, donde la paciente
presentd eritema migratorio crénico y una

prueba serologica especifica positiva(13).

Los

Colombia han sido a poblaciones de cani-

estudios que se han realizado en
nos, ya que las poblaciones caninas son sus-
ceptibles a la mayor parte de los patégenos
transmitidos por las garrapatas que infectan
los mamiferos, incluyendo los seres huma-
nos, por lo que los perros son grandes reser-
vorios y centinelas adecuados para las en-

fermedades infecciosas y zoonéticas (14, 15).

En este tipo de enfermedad el agente pat6-
geno encuentra que la primera barrera de
defensa fisica es la piel, muy eficiente en
la proteccién, pero si existe herida, trauma
o picadura de un vector tipo artréopodo,
se vulnera y en el caso de la enfermedad
de Lyme, B. burgdorferi penetra, pasa a la
segunda barrera fisica conformada por las
mucosas, desde donde se facilita su disemi-

nacion por el sistema linfo circulatorio.

También se han reportado casos que cuan-
do se ingieren las garrapatas infectadas
pueden llegar al sistema digestivo. (15).
Existe un complejo entorno fisiolégico que
encuentran las espiroquetas dentro de las
garrapatas Ixodes y los factores genéticos
que utiliza para infectar, persistir y trans-

mitirse con éxito desde el vector (106).

La espiroqueta interactua con NUMErosos

tejidos y condiciones ambientales distintos

bovinos de tres regiones de Colombia

durante su ciclo infeccioso, y parece poseer
una capacidad limitada para percibir su en-
torno externo, aspecto que se esta estudian-
do mediante investigaciones detalladas de
los mecanismos moleculares mediante los
cuales B. burgdorferi controla la produccién
de factores asociados a la virulencia, como
las proteinas de superficie externa Erp. De
tal forma que los resultados obtenidos han
llevado al desarrollo de un modelo que ex-
plica como B. burgdorferi controla la expre-
sion de sus diversas proteinas, donde esta-
dos fisiolégicos y metabdlicos especificos
en fases especificas del ciclo infeccioso des-
encadenan cambios en los niveles de expre-

sion génica y proteica (17).

El genoma de esta bacteria es relativamen-
te pequefio, lo que probablemente refleja
su estilo de vida como parasito obligado y
tiene varias caracteristicas comunes, como
poseer un cromosoma lineal y una gran
cantidad de moléculas de ADN mas peque-
flas (plasmidos), algunas de las cuales son
lineales y otras circulares (18, 19). Ademas,
se ha demostrado que varios genes codifi-
cados por plasmidos son necesarios para la
infectividad o la persistencia en la garrapata
o en el huésped mamifero y los genes nece-
sarios para la infectividad o la persistencia
dentro de los huéspedes vertebrados (20)
y se conocen como ospC y vIsE, que pue-
den variar significativamente tanto a nivel
de nucleétidos como de aminoacidos (21,
22). Contiene ornitina como componente

aminoacido presente en el peptidoglucano
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y ademas de los plasmidos, posee las protei-
nas de superficie Osp A y Osp B, y puede
sobrevivir sin hierro el cual sustituye por

manganeso (15).

En B. burgdorferi no se reconoce un siste-
ma que le permita sintetizar nucleétidos,
aminoacidos, acidos grasos, cofactores o
enzimas (23), lo que explica por qué requie-
re un medio especifico en substratos para
su desarrollo in vitro, necesitan acidos gra-
sos de cadena larga para su desarrollo y su
principal fuente de carbono y energia son
los hidratos de carbono, a partir de los cua-

les obtienen acido lactico (15).

Por su parte los flagelos son estructuras
altamente conservadas e inmunogénicas
del sistema inmunitario del hospedero. De
acuerdo con estudios, cuando B. burgdorferi
infecta un hospedador, varios componentes
de la respuesta inmune innata pueden reco-
nocer la bacteria y actuar para controlar el
nuamero de bacterias infectantes, tal como
sucede con las células presentadoras de an-
tigenos tipo macréfagos y células dendriti-
cas en tejidos periféricos que reaccionan a
la picadura de la garrapata (15). Estas cé-
lulas migran posteriormente a los ganglios
linfaticos y estimulan las células T y células
B (23, 24). El complemento también puede
ayudar a controlar el nimero de bacterias
por medio de la opsonizacién y de esta for-
ma facilitar la fagocitosis o la eliminacién
directa por la via alterna, sin embargo, en

la mayoria de los casos, este proceso no

es efectivo para eliminar por completo el

agente infeccioso (25,206).

B. burgdorferi infecta a una amplia gama de
animales vertebrados, incluidos lagartijas,
aves y mamiferos entre los que se encuen-
tran bovinos y equinos, de los cuales se
han realizado estudios en diferentes paises
(27,28), particularidad que permite sospe-
char que también se pueda encontrar en bo-

vinos de Colombia.

Las garrapatas del género Ixodes transmi-
ten B. burgdorferi entre huéspedes y son
los unicos agentes naturales a través de los
cuales se ha demostrado que los humanos
se infectan. La distribucién geografica de
la enfermedad de Lyme depende de los
hospedadores y la garrapata. En el nores-
te y medio oeste de los Estados Unidos, la
principal especie que se relaciona con la en-
fermedad humana es Ixodes scapularis y en
los estados del oeste I pacificus (28). Por
su parte la enfermedad de Lyme europea
y asiatica se relaciona con /. ricinus y la I.

persulcatus (29, 30).

Las garrapatas obtienen las espiroquetas a
partir de los reservorios infectados durante
su alimentacién larvaria (29). Después de
mudar a la etapa de ninfa, las garrapatas in-
fectadas se alimentan de una amplia gama
de animales, los cuales entran al ciclo como
nuevos reservorios, y cuando las ninfas mu-
dan a la etapa adulta, se alimentan exclusi-

vamente de mamiferos mas grandes, que a
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menudo no son hospedadores competentes
para B. burgdorferi (29). Se ha demostrado

que la tasa de infeccidon es significativa-

—~

Migracion desde el
intestino medio de la
garrapata que se alimenta
hacia las glandulas
salivales

Borrelia =

Vector

1. Depésito en la
piel del animal
hospedero

/

5. Diseminacion hematogena
y el establecimiento de la
infeccion en sitios de tejidos
distales
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mente mayor en adultos que en ninfas y en

hembras que en machos (9).

N

2. Respuesta inmunitaria
innata y adaptativa del
animal hospedero.

3. Evasion de la respuesta
inmunitaria localizada del
LN animal hospedero

4. Adhesiony
extravasacion a través de
la barrera endotelial

Figura 1. Ciclo epidemiolégico de la infeccion por Borrelia burgdorferi en la enfermedad de Lyme.

El vector del microorganismo se encuen-
tra también en Africa y Sur América, pero
en estas regiones la enfermedad de Lyme
es poco reportada debido a la falta de diag-
nostico oportuno y a las bajas condiciones
socioeconémicas y tecnoldgicas para la
deteccion de este tipo de enfermedades,
a pesar de la presencia de casos. Brasil,
es uno de los paises en donde se realizan
constantes estudios epidemiol6gicos dadas
la incidencia e implicaciones que conlleva
la enfermedad tanto en humanos como en
animales (31). Lamentablemente, en Co-

lombia son pocos los estudios que se han

realizado y los que se han llevado a cabo
solo han llegado a nivel investigativo es-
pecificamente en humanos y caninos pues
los entes gubernamentales como el Insti-
tuto Colombiano Agropecuario y el Insti-
tuto Nacional de Salud no han realizado
estudios epidemiolégicos de este microor-
ganismo, por esta razén se desconoce su

importancia epidemiologica.

Esta enfermedad es la protagonista de dife-
rentes cuadros clinicos por lo cual se le da
el sobrenombre de la “gran imitadora”, en

los humanos puede pasar desapercibida o
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presentar anormalidad con cuadros reuma-
ticos, neurolégicos y cardiacos, sin olvidar
el eritema migrans como signo epidérmico

mas representativo (32).

En los bovinos en su gran mayoria se pre-
senta de manera subclinica, sin embargo,
algunos estudios han confirmado la pre-
sencia de la espiroqueta en sangre, calos-
tro, leche, liquido sinovial y tejidos fetales,
aspectos que le atribuyen importancia en la
produccién, pues se ha demostrado que Bo-
rrelia esta implicada en los abortos espon-
taneos y existe la posibilidad de contagio a
los humanos por el consumo de leche sin

pasteurizar (33).

La razon que lleva a realizar esta investiga-
cién es conocer la presencia del patégeno
en bovinos en el pais y de esta manera con-
tribuir con la salud publica y el campo de la
veterinaria, para lo cual se indagara sobre
la presencia de este patdégeno en bovinos
de diferentes regiones, mediante la detec-
cién de anticuerpos IgG especificos, ya que
Colombia por ser un pais tropical, posee
las temperaturas y condiciones ambientales
adecuadas para el desarrollo de los artrépo-

dos vectores de este microorganismo.

Materiales y métodos

Muestra: 58 bovinos de tres regiones de
Colombia, Tabla 1.

Tabla 1. Ubicacién geogréfica de la poblacién muestreada.

Departamento Municipio Ubicacién

Condiciones Numero de animales
Climaticas muestreados

. o 4°24'12"N 23 °C, 70 % de
Cundinamarca Silvania 74923170 humedad 20
. 5° 57 34” N 73° 20 °C, 72 % de
Santander Guavata 4109\ humedad 20
Santand San Vicente de 6°52'55"N 28 °C, 58 % de 18
antander Chucurf 73°24'43"0 humedad

Toma de muestra sanguinea

Esta muestra se realiz6 de la vena cocci-
gea, ubicada en la cola del bovino, a nivel
del espacio entre las vértebras coccigeas
ya que es de facil acceso, tiene un menor

riesgo para el animal y el profesional que

realiza la venopuncion. Para la busqueda de
espiroquetas en sangre periférica se extrajo
sangre al vacio en tubo tapa lila con anti-
coagulante y en tubo seco o tapa roja para
la obtenciéon de suero para la deteccién y

semicuantificacion de IgG.
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Figura 3. Extraccion de sangre.
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Obtencion de Hemolinfa de las
garrapatas

Mediante puncién con el estilete o aguja
fina en el artrépodo hembra pletorizada,
inmovilizando el artrépodo con unas pin-
zas y realizando puncién en la cuticula sua-
ve debajo del escudo dorsal en la parte dis-
tal. A la hemolinfa recolectada, se le realiz6
frotis, se colore6 con Wright y se observo

al microscopio.

Identificacion taxonomica de
garrapatas mediante clave.

Los vectores de la enfermedad de Lyme
pertenecen a la Familia Ixodidae (garra-
patas duras), al revisar la literatura se en-
cuentra que los géneros mas comunes son
Ixodes y Amblyomma, siendo el género Ixo-
des el principal vector de la enfermedad de
Lyme a nivel mundial (34). Los artrépodos
se recolectaron en recipientes plasticos y se
transportaron a los laboratorios de la uni-
versidad proporcionandoles las condiciones

de humedad y temperatura adecuadas.

La identificacién taxonémica de las garra-
patas obtenidas de los bovinos en las tres
regiones, se realizé mediante esteroscopio
para la visualizacién de las diferentes par-
tes anatomicas del vector y asf analizar paso
a paso lo establecido en las claves taxono-
micas (35). En este proceso se cont6 con

la ayuda de un experto entomélogo y las

claves obtenidas en la pagina http://www.
animaldisease.org TIK-Tick Identification
Key (36), la cual brinda ilustraciones foto-
graficas, para realizar la comparacion cuali-

tativa con los vectores recolectados.

Deteccion de anticuerpos tipo IgG
para Borrelia burgdorferi

Se realiz6 a partir de los sueros obtenidos
de los bovinos muestreados, utilizando el
kit comercial Borrelia burgdorferi IFA 1gG
Antibody Kit de la casa comercial Fuller
Laboratories, por la técnica IFI inmunoen-

sayo de fluorescencia indirecta.

Resultados

Descripcion de la poblacion bovina
muestreada.

LLa poblacién de bovinos del estudio perte-
nece a tres regiones diferentes del pafs, las
cuales cuentan con condiciones climaticas
y ambientales muy similares, estos lugares
presentan un clima templado, con una tem-
peratura promedio entre los 20 a 25 °C, la
cual es ideal para el desarrollo del vector
que trasmite esta espiroqueta. Los anima-
les objeto del estudio, eran utilizados en las
fincas para doble proposito (carne y leche);
los bovinos se clasificaron en diferentes
razas y cruces como Normando, Holstein,

Cebu, Brahma rojo y criollo.
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Los mayordomos de las fincas indicaron
que a los bovinos se les aplicaba Ivermec-
tina cada tres meses la cual es usada como
antiparasitario, igualmente se les practica-
ba vacunacién cada seis meses contra la
fiebre aftosa y el carbunco y periédica-
mente eran bafiados para evitar la propa-

gacion de vectores.

Los antecedentes de importancia que pre-
sentaron los bovinos en los ultimos tres
meses en los tres lugares estudiados fueron,
mastitis, hematuria, presencia de nuches y
garrapatas, tripanosomiasis conocida en el
comin como renguera y diarreas general-

mente por consumo de aguas estancadas.

bovinos de tres regiones de Colombia

Resultados serologicos procesados con
la técnica de inmunofluorescencia
indirecta IF1.

En las tablas numero 2, 3 y 4 se encuen-
tran los datos de los bovinos muestreados
con sus respectivos codigos y el resultado
que se obtuvo de la prueba IFI. El porcen-
taje total de positividad en los 58 bovinos
fue del 89.65% y el porcentaje de muestras
negativas fue de 10,35%, estos resultados
se obtuvieron cualitativamente mediante
la comparacién con los controles positivos
en las diluciones de 1/256,1/ 512 y 1/1024,
propuestas en el protocolo de montaje de la

prueba.

Tabla 2. Datos de los bovinos muestreados en Guavata.

GUAVATA

Codigo Identificacién Resultado Dilucion 1/ Antecedentes

GUBI1 1 Positivo 1024 Quiste Folicular, no prefiez, nuches y garrapatas
GUB2 2 Positivo 512 nuches y garrapatas

GUB3 5 Positivo 512 nuches y garrapatas

GU.B4 6 Positivo 512 nuches y garrapatas

GuBs § Posidvo | 256 muher y satapaton, probemas de ongelacon
GU.B6 10 Positivo 512 Nuches y garrapatas

GUB7 11 Negativo negativo Nuches y garrapatas

GUBS 13 Positivo 256 Nuches y garrapatas

GUB9 14 Negativo negativo Nuches y garrapatas

GUB10 15 Positivo 512 Nuches y garrapatas

GUBI11 16 Positivo 512 Nuches y garrapatas

GUBI12 17 Positivo 512 Nuches y garrapatas

GUB13 18 Positivo 1024 Nuches y garrapatas

GUB14 19 Positivo 512 Nuches y garrapatas

GUBI15 22 Positivo 1024 Nuches y garrapatas

GUB16 24 Negativo negativo Nuches y garrapatas
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GUAVATA

Codigo Identificacion Resultado Dilucion 1/ Antecedentes

GUB17 28 Positivo 512 Nuches y garrapatas

GUBI18 30 Positivo negativo Nuches y garrapatas

GUB19 33 Positivo 512 Nuches y garrapatas

GU.B20 34 Positivo 256 Diarrea y anemia, nuches y garrapatas
Tabla 3. Datos de los bovinos muestreados en Silvania.

SILVANIA

Cédigo | Identificaciéon Resultado Dilucion 1/ Antecedentes

SI.B 21 132 Positivo 512 Heces liquidas y garrapatas

SI.B 22 133 Negativo negativo no garrapatas

SI.B 23 134 Positivo 512 hematuria, no garrapatas

SL.B 24 135 Positivo 512 papiloma viral, y garrapatas

SLB 25 136 Positivo 512 Garrapatas

SI.B 26 137 Positivo 1024 Papiloma viral y garrapatas

SI.B 27 138 Positivo 256 Garrapatas

SI.B 28 139 Positivo 512 Garrapatas

SL.B 29 140 Positivo 256 no garrapatas

SI.B 30 141 Positivo 512 Garrapatas

SLB 31 142 Positivo 512 Garrapatas

SI.B 32 143 Positivo 1024 No garrapatas

SI.B 33 144 Positivo 1024 No garrapatas

SI.B 34 145 Positivo 512 No garrapatas

SI.B 35 146 Positivo 256 Garrapatas

SI.B 36 444 Positivo 1024 Nuches y garrapatas

SI.B 37 368 Positivo 1024 Nuches y garrapatas

SI.B 38 440 Positivo 256 Nuches y garrapatas

SI.B 39 24 Positivo 256 Garrapatas

SL.B 40 50 Positivo 512 Nuches y garrapatas

Tabla 4. Datos de los bovinos muestreados en San Vicente de Chucuri.

SAN VICENTE DE CHUCURI

Codigo Identificacion Resultado Dilucién 1/ Antecedentes

SV.B 41 4236 Positivo 256 Nuches y garrapatas
SV.B 42 4230 Positivo 512 Nuches y garrapatas
SV.B 43 4234 Positivo 512 Nuches y garrapatas
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SAN VICENTE DE CHUCURI

Codigo Identificacion Resultado Dilucién 1/ Antecedentes

SV.B 44 Paloma Positivo 1024 Nuches y garrapatas
SV.B 45 Damisela Positivo 512 Nuches y garrapatas
SV.B 46 Hortencia Negativo Negativo Nuches y garrapatas
SV.B 47 La parda Positivo 256 Nuches y garrapatas
SV.B 48 239-1 Positivo 256 Nuches y garrapatas
SV.B 49 501 Positivo 512 Nuches y garrapatas
SV.B 50 352-4 Positivo 1024 Nuches y garrapatas
SV.B 51 6521 Positivo 256 Nuches y garrapatas
SV.B 52 6643 Positivo 256 Nuches y garrapatas
SV.B 53 Jersey Positivo 1024 Nuches y garrapatas
SV.B 54 Negra Positivo 512 Nuches y garrapatas
SV.B 55 Tabarca Positivo 256 Nuches y garrapatas
SV.B 56 2 Positivo 1024 Nuches y garrapatas
SV.B 57 Pardo Positivo 512 Nuches y garrapatas
SV.B 58 344 Positivo 256 Nuches y garrapatas

A continuacién, se presentan fotografias de  las muestras procesadas en las diferentes

las fluorescencias obtenidas en algunas de  diluciones, Tabla 5.

Tabla 5. Fotografias de las fluorescencias obtenidas en algunas de las muestras procesadas en las diferentes diluciones

Dilucién ‘ Controles IFI ‘ IFI muestras

GU.B5- Guavata

1/256

SV.B 42- San Vicente de Chucuri

1/512
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Dilucion ‘ Controles IFI IFI muestras

SI.B 36- Silvania

1/1024

GU.B7-Guavata

Negativo

A continuacion, se presenta la figura 4, con  positivos y negativo y las muestras en las

los resultados obtenidos en los controles  diferentes diluciones (1/256, 1/512, 1/1024)

Resultados obtenidos en las diluciones ( n=58)

30
26
25
20
14
15 12
10
6
5 .
0
256 512 1024 0

Figura 4. Resultados obtenidos en los controles positivos y negativo y las muestras en las
diferentes diluciones (1/256, 1/512,1/1024) .

En la figura 5, se presentan los resultados  vinos muestreadas en relaciéon con la posi-

comparativos en las tres poblaciones de bo-  tivas y negatividad.



20
18
16
14
12
10

N° de muestras

o N B OO0

Corrales, et al. Deteccion de anticuerpo tipo IgG contra Borrelia burgdorferi en
bovinos de tres regiones de Colombia

Resultados sueros bovinos

Guavata

Silvania

San Vicente de Chucuri

M Positivos

16
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17

B Negativos

4

1

1

Figura 5. Resultados de los sueros bovinos mediante la técnica inmunoldgica IFL

La tabla 6 describe en porcentaje los resul-

tados obtenidos como positivos en los dife-

rentes titulos de dilucién en las tres pobla-

ciones de bovinos muestreados

Tabla 6. Porcentaje de los resultados de los sueros bovinos mediante la técnica inmunoldgica IFI.

Titulo 1/256

Municipio

Titulo 1/512

Titulo 1/1024

Negativo

Chucuri

Silvania 5 (25%) 9 (45%) 5 (25%) 1(5%)
Guavati 2 (10%) 11 (55%) 3 (15%) 4 (20%)
San Vicente de 7 (38.88%) 6 (33.33%) 4 (22.22%) 1 (5.55%)

Resultados clasificacion taxonémica
de los vectores recolectados

Al realizar la clasificacién taxonémica de
los vectores recolectados se obtuvo que
pertenecen a la especie Rhipicephalus micro-
plus, miembro de la familia Ixodidae (garra-

patas duras) que anteriormente se conocia
a esta como Boophilus microplus, pero re-
cientemente Boophilus se ha convertido en

un subgénero del género Rhipicephalus (37).
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Figura 6. Vector recolectado de los bovinos muestreados clasificado como Rhipicephalus microplus.

Las garrapatas encontrados en los bovinos
pertenecen a la familia Ixodidae o también
conocidas como garrapatas duras, dado que
poseen scutum, que corresponde a una
lamina dura en su parte dorsal, lo cual es
el principal indicador de esta familia; este
scutum deja de ser evidenciado en su etapa
adulta, los vectores recolectados se encon-
traban en su mayoria en una etapa de vida
adulta ya que presentaban ocho patas y sus
genitales eran visibles, el surco anal de es-
tos vectores es poco visible y al observarlos
desde la vista dorsal sus ojos estan presen-
tes, el palpi conocido como la parte de la

pieza bucal compuesta de cuatro segmen-

Capitulum

tos, tiende a ser mas ancha que larga que es
caracteristico del género Rhipicephalus, en
la parte inferior de la espalda desde la vista
dorsal, se observa en su parte terminal lisa,
lo que indica que es del género Boophilus
(37, 38).

Por lo anterior se concluye que los vectores
recolectados pertenecen a los géneros Rbi-
picephalus y Boophilus al revisar la literatu-
ra se encuentra que Rhipicephalus microplus
(anteriormente conocida como Boophilus
microplus) es considerada la garrapata mas

importante del ganado bovino en Colom-

bia, y en el mundo.

Basis capituli
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Figura 7. Morfologia de la garrapata Rhipicephalus microplus.

Vista dorsal

Vista ventral

Vista dorsal

C

-

Vista ventral Vista ventral

Figura 8. Vectores recolectados A. Garrapatas de Guavata, B. Garrapatas de Silvania,
C. Garrapatas de San Vicente de Chucuri.

Resultado de los frotis de sangre
periférica de los bovinos y extendidos
de sangre de los vectores.

A los FSP de los bovinos se les realiz6 la
coloraciéon de Wright, para observar mi-
croscopicamente estructuras similares a la
morfologia de la espiroqueta estudiada, de
igual forma se realizaron extendidos de la
hemolinfa obtenida de los vectores recolec-
tados, las cuales fueron tefiidas con colo-

rantes de Wright y Echyo-Riv.

La visualizaciéon de las espiroquetas en el
FSP de los bovinos no fue facil, dado que
es una de las mas delgadas y se requiere que
el animal este en proceso febril para encon-
trar mayor concentracioén de ellas en circu-
lacién, y en la hemolinfa de las garrapatas
se debe diferenciar de muchos artefactos

que aparecen a partir de la lisis de las cé-
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lulas sanguineas y otros elementos propios  logrd visualizar la presencia de la espiro-
de esta secrecion. Pese a estas limitaciones  queta, como se observa en las fotos que se

se obtuvieron muestras positivas donde se muestran a continuacion.

Tabla 6. Observacion de la espiroqueta en frotis de sangre de bovinos y de hemolinfa de los vectores
encontrados en la poblacién bovina.

Garrapatas presentes en los Extendido de hemolinfa de las

FSP de Bovinos .
bovinos garrapatas
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Discusion .
ca puede generar mayor susceptibilidad a
diferentes enfermedades e infestacién de
Los propietarios de las fincas que se es-  ectoparasitos.

cogieron para realizar el estudio dieron su

consentimiento y colaboraron en el pro-  La identificacién de las poblaciones de bo-
ceso de la toma muestras; la poblacién  vinos susceptibles se realiz6 mediante acer-
bovina muestreada corresponde a peque-  camiento a varias fincas, proceso en el cual
flas ganaderias con diversidad de razas y  se socializ6 el proyecto con los propieta-

no tecnificadas, esta ultima caracteristi-  rios, los cuales aceptaron participar en el
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estudio, con el compromiso de que se les
informara los resultados obtenidos y se tu-
vieran todos los cuidados al realizar la toma
de muestra preservando la salud y bienestar
del animal. Las fincas que participaron en
el estudio se localizan en: el municipio de
Silvania Cundinamarca, cerca de la capital
colombiana, los otros dos municipios Gua-
vata y San Vicente de Chucuri se encuen-
tran en el departamento de Santander, que
en tiempo de desplazamiento corresponden
a 2,4y 8 horas de Bogota respectivamen-
te. Su ubicacién permitid tener tres puntos
geograficos con clima similar pero diferen-
tes en topografia, para as{ observar el com-

portamiento y adaptacion del vector.

La prueba inmunolégica para detectar B.
burgdorferi demostrd la presencia de anti-
cuerpos de memoria IgG, con un porcenta-
je positivo del 89,6% en el total de bovinos
muestreados. La presencia de anticuerpos
IgG implica que ha ocurrido contacto entre
el bovino y la espiroqueta en algin momen-
to de la vida. Con relaciéon con los resul-
tados positivos de acuerdo con la revision
de la literatura, se considera que existe una
verdadera infeccion desde la dilucién 1/64,
como lo respaldan los estudios referen-

ciados en la prueba inmunolégica Borrelia

burgdorferi IFA 1gG Antibody Kit.

La positividad en la dilucién 1/512 con un
44.8%, puede estar relacionado con una
infecciéon aguda o relativamente reciente,

la cual generalmente se acompafia con ti-

bovinos de tres regiones de Colombia

tulos elevados. Los anticuerpos de clase
IgG se desarrollan de la 4 a la 8" semana
del comienzo de la infeccién y alcanzan su
maximo al cabo de 4 a 6 meses, y perma-
necen elevados en individuos con infec-

cién cronica (38-39).

Los resultados positivos en la dilucién
1/256, que corresponden al 24.1%, indican
que el animal se encuentra en los primeros
meses de la infeccion, donde se esta dismi-
nuyendo la produccién de IgM y aumentan-
do la produccién de anticuerpos de memo-
ria; generalmente en esta etapa la infeccion

es subclinica.

De otro lado los resultados positivos en la
dilucién 1/1024, fueron los de menor pot-
centaje con 20,6%, lo cual equivale a una
alta cantidad de anticuerpos de memoria,
lo cual se asocia con una infecciéon cronica
(40). El porcentaje de bovinos con resulta-
do negativo fue bajo. Sin embargo, pese a
estar negativos, estos animales al convivir
con los animales infectados, tienen la posi-
bilidad de entrar en contacto con el vector
y en pocas semanas o meses podrian en-

contrarse con B. burgdorferi.

En Colombia no se encuentran estudios
sobre la presencia de dicho microorga-
nismo en bovinos, por esta razén no hay
una descripcién de la sintomatologia en
esta especie animal, sin embargo, en pai-
ses como Brasil, Espafia y Estados Unidos

donde es frecuente esta infeccion, refieren
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como sintomatologia en este hospedero:
edema de articulaciones, pérdida de peso,
postracion y aborto, entre otros sintomas
y en éstos mismos estudios se ha demos-
trado que la deteccién mediante IFI y
ELISA indirecta, son técnicas satisfacto-
rias para la detecciéon de anticuerpos con-
tra B. burgdorferi. (3, 41); es de resaltar que
algunos estudios reportan que aunque se
observa una respuesta celular y humoral
después de una infeccién con la bacteria
Borrelia, estos patdégenos persisten viables
en el hospedero (42,43).

De acuerdo con la revision de los antece-
dentes de los animales muestreados, no se
encontraron datos similares a la sintomato-
logia reportada en los estudios revisados,
sin embargo, si se observo una alta inciden-
cia de anemia, la cual se relaciona con la
presencia de ectoparasitos.
Por otro lado, en paises europeos como
Francia donde se realizan importantes es-
tudios epidemiolégicos, en la busqueda
de determinar el estado serolégico del ga-
nado vacuno con relacion a la borreliosis
de Lyme, emplean técnicas como inmu-
nofluorescencia indirecta, donde no se bus-
ca realizar correlacién clinica, si no que se
establecié como objetivo conocer la preva-
lencia serolégica sin preocuparse por aspec-
tos clinicos ya que esta es una enfermedad
endémica en diferentes paises de Europa
(43,44). De igual forma en Egipto se realizo

un estudio para investigar la infecciéon por

B. burgdorferi como una zoonosis emergen-
te desatendida, en el cual se analizaron 92
muestras de animales, garrapatas y huma-
nos por cultivo, PCR y/o serodeteccion,

obteniéndose resultados positivos (45).

El principal vector que transmite la Borre-
lia encontrado en la literatura, son las ga-
rrapatas duras del género Ixodes donde se
encuentran las especies Lscapularis e I. ri-
cinus. En las areas donde se realizo el pre-
sente estudio no se encontrd esta especie
la cual no es comian en Colombia, sin em-
bargo, el vector que se encontré en los di-
ferentes sitios de muestreo fue la garrapata
dura pertenecientes al género Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, que es el artrépodo
de mayor prevalencia en bovinos de Co-
lombia, se conoce como garrapata comuin
del ganado y se ha registrado que esta es-
pecie por los efectos colaterales del calen-
tamiento global, ha prosperado en varias
areas del pais con altitudes superiores a las
que puede sobrevivir este vector, lo que su-
giere que se adapta a diferentes condiciones
geograficas, como por ejemplo en el altipla-

no Cundiboyacense.

Esto genera preocupacion, ya que esta re-
gi6én tiene una gran importancia en la ga-
naderfa para produccion de leche y al llegar
este microorganismo puede generar proble-
mas en la produccién y conllevar a pérdidas
economicas; por lo tanto, es importante el
control oportuno de esta espiroqueta y su

vector (46). El estudio de vectores también
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es considerado un aspecto muy importante
en la ocurrencia, transmisiéon y control de
enfermedades infecciosas y entre ellos las
garrapatas como se reporta en el estudio
realizado Regiéon Auténoma de Xinjiang
Uygur, China (47).

Recientes estudios han detectado que esta
espiroqueta mediante una cuidadosa modu-
laciéon de su expresion génica se ha adap-
tado a cambios ambientales y nutricionales
que ocurren cuando se transmite entre los
dos huéspedes, de tal forma, que las inte-
racciones distintivas entre la espiroqueta y
su huésped acontecen en cada etapa del ci-
clo enzoético y dictan la capacidad de la es-
piroqueta para sobrevivir hasta la siguiente
etapa del ciclo. Por lo anterior el estudio de
la conexion entre B. burgdorferi, el vector y
los reservorios naturales mamiferos se ha
hecho necesario con el soporte de las se-
cuencias genémicas completas de los orga-
nismos y al advenimiento de tecnologias de
cribado de alto rendimiento. Teniendo en
cuenta lo anterior se hace necesario un es-
tudio exhaustivo de la interaccién entre los
dos dominios para comprender completa-

mente cémo se transmite el patégeno (48).

En cuanto a la visualizacién en microsco-
pia 6ptica de las espiroquetas, se encuentra
que es un método poco productivo para el
diagnostico de esta enfermedad; la detec-
cién del microorganismo en sangre presen-
ta dificultad dado que es una bacteria de-

masiado delgada, lo cual no permite que la

bovinos de tres regiones de Colombia

estructura de su pared adquiera una tonali-
dad fuerte con el colorante, dificultando su
visualizacién, haciendo que pase desaperci-
bida o se confunda con un artefacto, ade-
mas, se requiere una alta bacteriemia, que
garantice un numero representativo de las
espiroquetas circulantes para su visualiza-
cién; algo similar sucede en los extendidos
realizados a la hemolinfa de los vectores.
Pese a los aspectos antes mencionados en
los frotis realizados tanto en sangre de bo-
vinos como de garrapatas, se encontraron
estructuras compatibles con la morfologia
de la espiroqueta, como se muestra en las

fotos documentadas en la Tabla nimero 6.

Conclusiones

Borrelia burgdorferi vive en simbiosis y
mantiene una estrecha interaccién con ga-
rrapatas del complejo Ixodes ricinus, las cua-
les actian como vectores eficientes para su
diseminacién hacia diversos hospedadores

vertebrados susceptibles.

La enfermedad de Lyme se desarrolla den-
tro de un entorno fisiolégico complejo en
las garrapatas Ixodes, influenciado por di-
versos factores genéticos de B. burgdorferi,
los cuales facilitan su capacidad de infec-
cién, persistencia y transmision exitosa des-
de el vector.

La técnica de inmunofluorescencia in-

directa (IFI) demostréd ser eficaz para la
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deteccion de anticuerpos de memoria tipo
IgG contra B. burgdorferi sensu lato en bo-
vinos muestreados en tres regiones de Co-
lombia (Silvania - Cundinamarca, Guavata
y San Vicente de Chucuri - Santander). Es-
tos anticuerpos pueden detectarse varias
semanas después del inicio de la infeccidn,
lo que evidencia la presencia de este mi-

croorganismo en el ganado colombiano.

La alta seropositividad observada en los
bovinos analizados indica exposicién pre-
via a B. burgdorferi y, por tanto, la posible
manifestacion de la enfermedad de Lyme

en estos animales.

La mayor seropositividad se registrd en la
regién de Silvania, posiblemente relacio-
nada con factores climaticos, ambientales
y condiciones de salud y bienestar animal

prevalentes en esta zona.

Se identificé a la garrapata Rhipicephalus
(Boophilus) microplus como vector poten-
cial de B. burgdorferi, lo que representa una
novedad respecto a los vectores tradicio-
nalmente reportados en la literatura, como

Ixodes scapularis e Ixodes ricinus.

El Gnico vector encontrado en los sitios de
muestreo fue R. (Boophilus) microplus, espe-
cie predominante en el pais, lo que refuerza
su relevancia epidemiolégica en el contexto

colombiano.

Se comprobé una correlacion entre los tres

indicadores propuestos en este estudio para

confirmar la enfermedad de Lyme: titulos
de anticuerpos, presencia del vector y vi-
sualizacion de la espiroqueta en sangre bo-

vina y en la hemolinfa de las garrapatas.

La espiroqueta causante de la enfermedad
de Lyme puede ocasionar importantes pér-
didas econémicas en la ganaderia, debido a
su impacto sobre la produccién lechera, la
ocurrencia de abortos espontaneos, la trans-
mision vertical por calostro infectado y, en

casos graves, la muerte de los animales.

Los bovinos con mayor grado de infesta-
cién por garrapatas presentaron titulos de
anticuerpos mas elevados, como se eviden-

ci6 en la poblaciéon muestreada en Guavata
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