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ABREVIATURAS

* ADN: Acido desoxirribonucleico.

* CDC: Centers for Disease Control and Prevention.
* EM: Eritema migrans.

* EL: Enfermedad de Lyme

* EUA: Estados Unidos de América.

* LCR: Liquido cefalorraquideo.

* PCR: Polymerase chain reaction (reaccién en cadena de polimerasa).
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GLOSARIO

* Escudo: Placa dorsal muy esclerotizada, de posicion posterior al
gnatosoma en las garrapatas duras. Cubre casi por completo la
superficie dorsal del idiosoma del macho, y aproximadamente la mitad
de la superficie en la hembra poco repleta.

* Festones: Areas quitinizadas rectangulares uniformes, separadas por
surcos, que se localizan en el borde posterior del idiosoma de muchos
géneros de garrapatas duras, tanto en machos como en hembras.
Segun el género varian en nimero de 7 a 11.

*  Genotipo: Constitucion genética completa de un individuo o grupo

* Gnatosoma: Porcion anterior y movil de las garrapatas duras que
incluye la base del gnatosoma, palpos, hipostoma y queliceros

* Hipostoma: Estructura que forma parte del gnatosoma, localizado
ventralmente y en el que se asientan los dientes. puede ser en forma
de mazo o de punta de flecha.

* Hospedador: Organismo que provee de nutrientes y/o albergue a otro
organismo en diversas asociaciones bioldgicas.

* Hospedador accidental: Es un hospedador que no se haya
involucrado habitualmente en el ciclo natural de una parasitosis.

* Orificio anal: Abertura por la cual se desechan los productos finales
de la digestion. Se sitda ventralmente sobre la linea media y posterior
al ultimo par de patas de las garrapatas.

* Orificio genital: Abertura externa de los 6rganos sexuales, presentes
solo en el estadio adulto de machos y hembras, ausente en el estadio
ninfal y larvario. En los machos de la familia Ixodidae tiene forma de
ranura, y en las hembras de la misma familia su forma generalmente
es de “U”.

* Ornamentos: Dibujos o estructuras que se localizan sobre la

superficie del escudo o tegumento.



Placas adanales: Estructuras quitinosas y alargadas, situadas en
porcién posterior y ventral del idiosoma a los lados del orificio anal.
Parasito: organismo que vive en o sobre un hospedador, adquiere de
él sus nutrientes durante una parte o toda su vida. Causa dafio de
diferente grado.

Palpos: Estructuras que forman parte del gnatosoma. Estan en
namero par y articulados. Se localizan a los lados del hipostoma y
queliceros.

Placa estigmal o estigma: Organos respiratorios en nimero par.
Localizados a los lados en la superficie del cuerpo de las garrapatas y
atras del ultimo par de coxas en los ixodidos. Estan presentes en los
estados ninfal y adulto. Su forma puede ser oval, redonda o en forma
de coma

Queliceros: Estructuras pares de situacion dorsal al hipostoma.
Sirven para cortar la piel del hospedador y como 6rganos de fijacion.
Surco anal: Se presenta en toda la familia ixodidae. Situado posterior
al ano a excepcion del género Ixodes en el que es preanal.
Tegumento: La cubierta mas externa, llamada también cuticula, del
cuerpo de las garrapatas.

Vector: Generalmente un artrépodo que transfiere un agente
infeccioso de un hospedador a otro.

Vector competente: vector que tiene la capacidad de albergar y
transmitir patégenos a un hospedador.

Vector potencial: vector que puede albergar un agente patégeno
pero no se ha comprobado que tenga la capacidad de transmitirlo a un

hospedador.

\



RESUMEN

La borreliosis de Lyme es la enfermedad mas comun en Norte América
transmitida por la mordedura de garrapatas Ixodes infectadas con Borrelia
burgdorferi. El diagnoéstico es dificil debido al cuadro clinico que presenta.
Objetivo: Determinar la frecuencia de infeccion de Borrelia burgdorferi en
garrapatas recolectadas sobre perros provenientes de los estados de
Chihuahua, Nuevo Leon, Yucatan y Campeche utilizando PCR. Material y
Métodos: Estudio trasversal descriptivo. Se incluyeron 283 garrapatas
identificadas con claves taxondmicas, se extrajo DNA utilizando el kit
comercial QIAamp tissue kit Qiagen®, se realiz6 PCR amplificando los genes
OspA (Outer Surface Protein A) y fla (flagelina) de Borrelia burgdorferi. Se
secuenciaron dos muestras positivas (Ixodes). Resultados: La frecuencia
global de positividad a Borrelia burgdorferi fue de 18.86% (15/283).
Particularmente en Chihuahua se encontraron 4 garrapatas Rhipicephalus
sanguineus positivas a Borrelia burgdorferi de 28 garraptas colectadas; en
Nuevo Ledn se encontraron 4 Rhipicephalus sanguineus y 1 Rhipicephalus
(Boophilus) microplus positivas de 143 garrapatas colectadas. En Campeche
se detectaron 1 Ixodes affinis y 1 Ixodes spp positivas de 18 garrapatas; en
Yucatan se encontraron 4 Rhipicephalus sanguineus positivas de 94
colectadas. Las dos muestras secuenciadas mostraron una homologia del
99% a la genoespecie de B. burgdorferi sensu stricto. Conclusiones: Se
confirma a Borrelia burgdorferi en un ciclo peridoméstico. R. sanguineus se
pueden considerar vector potencial. La presencia de Borrelia burgdorferi en
garrapatas sugiere que la poblacion tiene alto riesgo de adquirir la
enfermedad de Lyme. En estudios futuros se sugiere 1) analizar la capacidad
de los vectores potenciales para transmitir la espiroqueta hacia el
hospedador; 2) detectar mutaciones presentes en ADN de B. burgdorferi
obtenidas de garrapatas mediante secuenciacion, y 3) colectar mas muestras

para calcular la frecuencia de infeccion en éstas zonas.
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1 Justificacion.

La enfermedad de Lyme (EL), al ser emergente en México, es poco
conocida; la informacion que brindan las autoridades sanitarias es escasa,
incluso la norma regulatoria en torno a las enfermedades transmitidas por
vectores no la incluye como una enfermedad existente en México. Se ha
encontrado que en Estados Unidos de América (EUA) y Europa més del 90%
de las infecciones transmitidas por garrapatas se tratan de enfermedad de
Lyme (Gordillo & Solérzano, 2011).

La complejidad de Borrelia burgdorferi y el poco conocimiento de la
enfermedad convierten a este padecimiento en un problema importante de
salud. El cuadro clinico es muy variado y facil de confundir por lo que el
diagnostico puede ser errado en la mayoria de las ocasiones y por ende el
tratamiento que se da al paciente no es el adecuado, favoreciendo la

evolucién de la enfermedad a la forma croénica.

Si bien, la enfermedad no es mortal, es incapacitante y afecta en gran

medida la calidad de vida de los pacientes.

Si a esto agregamos la cercania geografica entre México y EUA, la presencia
del vector en nuestro pais y la migracion de aves parasitadas e infectadas
provenientes de Canada y EUA, aumenta el riesgo de infeccion ya que el
agente etioldgico podria diseminarse en mayor medida y afectar a los

hospedadores de todo tipo, incluyendo al humano.

Se debe alertar a las autoridades sanitarias para tomar medidas preventivas
y concientizar a las personas sobre este problema que esta afectando a los
habitantes mexicanos ya que se han reportado casos desde 1999 (Gordillo &
Solérzano. 2011).



Este trabajo se ha realizado para obtener datos que puedan ayudar a dar un
panorama general sobre la presencia de Borrelia burgdorferi en garrapatas
de México y evaluar el riesgo de exposicion que puede tener la poblacion
mexicana a infectarse por lo que se busca calcular la frecuencia de infeccion
de B. burgdorferi en garrapatas colectadas sobre perros de areas urbanas de
Chihuahua, Nuevo Leén, un area rural de Yucatan y un area suburbana

Campeche.

2 Introduccion.

La enfermedad de Lyme (EL), también llamada borreliosis de Lyme, es una
afeccion multisistémica de distribucion universal. Es la enfermedad mas
comun gue se transmite por la mordedura de garrapatas infectadas con la
bacteria Borrelia burgdorferi (orden Spirochaetales). El vector competente es
Ixodes scapularis en Norte América. EI humano es considerado como un

hospedador accidental.

Una vez que la bacteria entra al organismo vertebrado y prolifera, puede
diseminarse por via hematdégena si no se da el tratamiento adecuado a

tiempo.

El desarrollo de la enfermedad y la patogenicidad estan relacionadas con el
genotipo de la bacteria, la especie de la garrapata, la respuesta inmune del
hospedador, los mecanismos de evasion de la respuesta inmune de la
bacteria y las proteinas expresadas por la bacteria al momento de la invasion
y diseminacion (Petzke & Schwartz, 2015).

Esta enfermedad implica un efecto debilitante en el paciente y el cuadro
clinico que presenta es impreciso, afectando piel, corazén, articulaciones y

sistema nervioso (Toledo, et. al., 20014).



Ha llegado a sugerirse que la espiroqueta podria encontrarse en tracto
genital y por lo tanto transmitirse por contacto directo sin la necesidad del
vector (Stricker & Middelveen, 2015). La importancia sanitaria que tiene la
enfermedad aumenta ya que se convierte en un padecimiento de curso
cronico y con mayor capacidad de diseminacion; aunque en otros estudios se
ha descartado la posibilidad de transmisién a través de contacto sexual,
semen, orina o leche materna. Se han documentado casos esporadicos en
los cuales ha habido aborto espontaneo en mujeres infectadas aunque
también se ha reportado la presencia de la espiroqueta en placentas de
mujeres que no han tenido ninguna complicacién en el periodo de gestacion
(Meal, 2015).

La enfermedad se diagnostica con base en pruebas microbioldgicas,
serologicas y de biologia molecular; asimismo, considerando la historia
clinica en donde se debe tomar en cuenta la posibilidad de exposicién a
garrapatas, los sintomas presentados y hallazgos fisicos como el eritema

migrans (EM).

Los Centers for Disease Control and Prevention (CDC) estiman que
aproximadamente 300,000 personas de la poblacién estadounidense son
diagnosticadas con enfermedad de Lyme por afio; sin embargo, los casos
presentados se concentran principalmente en el noreste y medio oeste de
EUA. En Europa se estima que cerca de 85 000 casos ocurren anualmente
(Johnson, Wilcox, Mankoff & Stricker, 2014).

2.1 Antecedentes.

La enfermedad de Lyme (EL) fue descrita por primera vez en 1970 en Old

Lyme, Connecticut y se asocio a artritis juvenil. (Schotthoefer & Frost, 2015).

Willy Burgdorfer en colaboracion con Alan G. Barbour, Stanley F. Hayes,

Jorge L. Benach, Edgar Grunwaldt y Jeffrey P. Davis (1982) lograron aislar



una espiroqueta que habia sido identificada en garrapatas Ixodes que se
encontraban en ciervos, después se supo que esta bacteria era la causante

de la EL y se le llamé Borrelia burgdorferi.

El humano es un hospedador accidental y se infecta cuando la garrapata se

alimenta de él, causando un cuadro clinico inicial inespecifico.

Se ha referido el deceso de 0.6% de la poblacién humana con borreliosis de
Lyme en el periodo comprendido entre 1995 a 2013 de un total de 120 000
pacientes (Mead, 2015).

Aunqgue la enfermedad no es mortal si resulta ser incapacitante para la
mayoria de los pacientes; también se debe considerar que no todos los
casos de EL han sido reportados o se han confundido con algun otro

padecimiento, por lo que los datos encontrados pueden estar subestimados.

A principios de 1990 se reportaron casos sugestivos en México,
especificamente en Sinaloa y Nuevo Leén pero no hubo confirmacion alguna
(Gordillo-Pérez et al., 2003).

2.2 Agente etiologico: Borrelia burgdorferi

El agente etiologico pertenece al orden Spirochaetales que comprende a las
familias Spirochaetaceae, Serpulinaceae y Leptospiraceae; Borrelia se

encuentra dentro de la primera.

Existen dos grupos de Borrelia: por un lado se encuentra Borrelia burgdorferi
causante de la enfermedad de Lyme, que se divide a su vez en Borrelia
burgdorferi sensu stricto y Borrelia burgdorferi sensu lato; y el grupo de
Borrelia que causa fiebre recurrente donde el agente causal es Borrelia
miyamotoi principalmente. Ambos grupos producen cuadros clinicos
diferentes (Figura 1) (Cutler et al., 2017). Se descubrié que en Europa el

agente etiolégico de la enfermedad de Lyme era genotipicamente diferente al



de EUA por lo que se decidi6 que todas las genoespecies nuevas se
agruparian en el complejo Borrelia burgdorferi sensu lato, mientras que en el
complejo Borrelia burgdorferi sensu stricto agruparia Unicamente a la primera
genoespecie descubierta en EUA (Figura 1) (Borchers, Keen, Huntley &
Gershwin, 2015)

Orden Spirochaetales
Familia [Spfrochaetacee;] | Semuhnaceae | I Leplospiraceae |

Género

Especie IBorrelra burgdorfer: I (Boneha mryamofo;]

/ Complejo \

Borrelia burgdorferi Borrelia burgdorferi

sensu stricto sensu lato
l Genoespecie 1
Borrelia burgdorferi B.afzeht
B. garinii

B. bavariensis
B. americana
andersonii
bissetti
speimani
valaisiana

o O O b

lusitanie

Figura 1. Clasificacion de Borrelia burgdorferi. Se incluyen tUnicamente las

genoespecies patdgenas para el humano.



El complejo Borrelia burgdorferi sensu lato agrupa 9 genoespecies
patégenas para el humano y su distribucién es diversa (Tabla N. 1) (Stricker
& Middelveen, 2015), de tal modo que en Europa las genoespecies
causantes de EL son Borrelia afzelii, Borrelia garinii, B. burgdorferi sensu
stricto, Borrelia spielmanii y Borrelia bavariensis se ha reportado B. bissettii
en LCR de pacientes con EL confirmado; mientras que para Norte América
se han identificado 3 especies en pacientes: Borrelia bissettii, Borrelia
lusitaniae y Borrelia valaisiana (Stanek, Wormser Gray & Strle, 2012) ademas

de B. americana y B. andersonii (Borchers et al., 2015).



Tabla N. 1 Borrelia burgdorferi sensu stricto y genosepecies de Borrelia

burgdorferi sensu lato mas comunes, distribucion geografica, vectores

potenciales y reservorios principales (Schotthoefer y Frost, 2015).

sensu lato Pathogenic Geographic

Species to Humans? Distribution Vectors Primary Reservoirs

B burgdorferi  Yes US, Europe Ixodes scapularis, | Rodents, birds

sensu stricto pacificus, | ricinus

B afzelii Yes Europe, Asia I ricinus, | Rodents
persulcatus

B garinii Yes Europe, Asia I ricinus, | Birds, rodents
persulcatus

B bavariensis Yes Europe, Asia I ricinus, | Rodents
persulcatus

B americana Cases reported US | pacificus, | minor Birds

B andersonii Cases reported US | dentatus Cotton tail rabbit

B bissettii Cases reported US, Europe | scapularis, | Birds, rodents
pacificus, I ricinus,
I minor

B spielmanii Cases reported Europe | ricinus Rodents

B valaisiana Cases reported Europe, Asia I ricinus, | granulates Birds

B lusitaniae Cases reported Europe, I ricinus Rodents

North Africa

B californiensis

No evidence

us

I pacificus, I jellisonii,

Kangaroo rat,

to date I spinipalpis mule deer
B carolinensis No evidence us I minor Rodents
to date
B kurtenbachii No evidence US, Europe | scapulatus Rodents
to date
B finlandensis  No evidence Finland I ricinus Unknown
to date
B sinica No evidence China | ovatus Rodents
to date
B yangtze No evidence China, Japan Haemaphysalis Rodents, shrews
to date longicornis, |
granulatus
B japonica No evidence Japan | ovatus Rodents
to date
B tanukii No evidence Japan | tanuki Unknown
to date
B turdi No evidence Japan I turdus Birds
to date




2.2.1 Caracteristicas morfolégicas.

Borrelia pertenece al phylum de las espiroquetas, mide de 10-30 um de
longitud y de diametro de 0.18 a 0.5 pum. Posee una membrana externa que
rodea al periplasma y tiene de 7 a 11 flagelos aunque se han descrito hasta
26 (Figura 2). Es una bacteria Gram negativa movil con forma helicoidal.
(Acha & Szyfres, 2001).

Figura 2 Morfologia de Borrelia burgdorferi. A) 9 flagelos periplasmaticos. B)
FP: Flagelo periplasmético; EP: espacio periplasmético; Ml: membrana
interna; ME: membrana externa. (Modificada de Radolf, Caimano, Stevenson,
& Hu, 2012).

Borrelia burgdorferi es una espiroqueta compleja ya que contiene 132 genes
funcionales, 1 cromosoma lineal y 21 plasmidos de los cuales 12 son lineales
y 9 son circulares (Borchers et al., 2015), por lo cual se cree que ésta
bacteria tiene un alto nivel de adaptacion en el hospedador y se le ha
encontrado en diversos tejidos como piel, corazdn y articulaciones
principalmente incluso varios meses después del tratamiento (Perronne,
2015).



2.2.2 Mecanismo de infeccion

No se ha encontrado que Borrelia burgdorferi produzca toxinas conocidas y
por ello al parecer el dafio que provoca en el hospedador es por la misma

respuesta inmune del individuo en cuestién inducida por la espiroqueta.

La espiroqueta puede adaptarse tanto a los vectores como a vertebrados
debido a una variedad de mecanismos, por ejemplo, la capacidad que posee
de regulacién de proteinas de superficie. Asimismo contiene poco mas de 19
proteinas de superficie que se unen a células del hospedador, a

componentes de la matriz extracelular o a factores del complemento

La espiroqueta tiene varias lipoproteinas localizadas en su superficie a las
cuales se les ha denominado como Outer Surface Proteins (Osp) y las hay
desde el tipo A hasta el F; dichas Osp favorecen su transferencia del vector

al hospedador vertebrado.

En el intestino de la garrapata la proteina que es expresada por Borrelia
burgdorferi en mayor medida es OspA, la cual es necesaria para que pueda
adherirse al sitio a través de su unién con el receptor conocido como “tick
receptor for outer surface protein” (TROSPA por sus siglas en inglés) ubicado
en el epitelio del intestino medio de la garrapata (Urbanowicz, Lewandowski,
Szpotkowski & Figlerowicz, 2016). Una vez que la garrapata ha comenzado a
alimentarse del hospedador sucede el cambio de expresion de proteinas
debido a factores como el pH y el cambio de temperatura, por lo que deja de
expresar OspA y ahora expresara la proteina de membrana OspC para que
la bacteria pueda migrar desde el intestino mediante la hemolinfa hacia las
glandulas salivales de la garrapata (Borchers et al., 2015). La proteina OspA
no desempefia funcion alguna en el vertebrado. La OspC se une a una
proteina salival secretada por la garrapata denominada Salpl5. Dicha

proteina protege a la bacteria de las respuestas inmunes mediadas por



anticuerpos y por el complemento, promoviendo de este modo la replicacion
en la piel del hospedador y dando lugar, en algunos casos, al EM (Simo,
Kazimirova, Richardosn & Bonnet, 2017). La saliva de la garrapata también
contiene antihistaminicos, antiinflamatorios y otras sustancias que favorecen
la vasodilatacién, Posteriormente se une al plasmindgeno y es asi que

sobrevive en el torrente sanguineo. (Caine & Coburn. 2016)

Adicionalmente Borrelia burgdorferi cuenta con una molécula similar a una
proteina de membrana denominada VIs que le ayuda a mimetizarse y evita

ser identificada por la respuesta inmune del hospedador (Radolf et al., 2012).

Debido a la complejidad de la bacteria muy pocas proteinas han sido

descritas en la infeccion de mamiferos (Caine & Coburn. 2016).

De igual modo, la bacteria tiene la capacidad de producir un biofim o
cambiar de una forma movil a una forma inmovil parecida a quistes cuando
se somete a condiciones hostiles con la finalidad de sobrevivir en el

organismo vertebrado infectado aunque esto se ha observado solo in vitro.

El biofilm bacteriano puede ser inducido principalmente por un pH vy
temperaturas inadecuadas, ademas de altas concentraciones de oxigeno. La
finalidad de esto es ayudar a la proliferacion y diseminacion de la
espiroqueta. También dificulta la fagocitosis, teniendo como consecuencia

favorecer el desarrollo del estado crénico de la enfermedad.

La formacién de estructuras semejantes a quistes sucede in vitro cuando la
bacteria es sometida a privacion de nutrientes, un pH elevado o temperaturas

adversas. Estas formas son reversibles (Sapi et al., 2012)

Al desarrollo de estas formas quisticas se les ha adjudicado la resistencia a
antibidticos y sindrome post-tratamiento de la enfermedad de Lyme (PTLD

por sus siglas en inglés) (Borchers et al., 2015).
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2.3 Epidemiologia.

Se ha reportado la presencia de EL en Europa y Asia, ademas de EUA. En
la actualidad la EL es conocida en Europa y Norte América como el

padecimiento mas comun transmitido por garrapatas.

Entre 1995 y 2013 los casos confirmados han aumentado en EUA en un
130% de 11,700 a 27,203; en Europa se estima que poco mas de 85 000
casos ocurren anualmente. Las zonas con mas reportes de casos son
Europa central y Escandinavia donde se han registrado tasas positivas del
47.9% en grupos de alto riesgo como agricultores y trabajadores forestales.
(Schotthoefer & Frost, 2015).

Nifios entre 5 y 15 afios y adultos de mas de 50 afios son los grupos mas

afectados por esta enfermedad. El sexo no es un factor de riesgo.

Es de caracter obligatorio el reporte de esta enfermedad en EUA desde
1991. Se cuenta con protocolos establecidos y son revisados periodicamente

para contar con criterios confiables y poder permitir asi el reporte de casos.

En zonas de la Republica Mexicana como Coahuila, Nuevo Ledn,
Tamaulipas, Veracruz, Jalisco, Ciudad de México (Gordillo et al.,, 1999) se
han encontrado en poblacion mexicana anticuerpos contra Borrelia
burgdorferi reportando una seroprevalencia del 1.1%, presentando la mayor
seroprevalencia (6.4%) en la region fronteriza entre Texas y México (Esteve-
Gasset et al.,, 2014), encontrando también garrapatas sobre perro Ixodes
scapularis infectadas en Nuevo Ledén y Amblyomma mixtum infectadas en

Tamaulipas y Nuevo Ledn (Gordillo-Perez et al, 2009).

B. afzelii y B. garinii son los principales agentes causales de enfermedad de

Lyme en Europa y Asia, mientras que en EUA es B. burgdorferi sensu stricto
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aunque se ha observado que otras genoespecies también causan la
enfermedad (Tabla N.1) (Schotthoefer y Frost, 2015).

La incidencia es alta en el noreste de EUA, se ha reportado que cerca del
96% de los casos confirmados han sucedido en esta area en la cual se
incluyen 14 estados: Connecticut, Delaware, Maine, Massachusetts,
Maryland, Minnesota, New Hampshire, New Jersey, New York, Pennsylvania,

Rhode Island, Vermont, Virginia y Wisconsin (Tabla N.1).

En Canada se han encontrado poblaciones de I. scapularis en Manitoba,
Ontario y Nueva Escocia; mientras que en las costas del sur de Columbia
Britanica se ha identificado a |. pacificus. En el periodo que comprende de

2009 a 2012 se reportd un total de 833 casos de EL en Canada.

Asi como el nimero de casos de esta enfermedad han ido en aumento

también lo ha hecho la distribucion geografica (Figura 3) (Mead, 2015).

Figura 3. Comparacion de la distribucién geografica de los casos reportados

de Enfermedad de Lyme en EUA en los afios 2003 y 2013. Cada punto es un

caso reportado y confirmado (Mead, 2015).
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Tabla N. 2 . Incidencia de enfermedad de Lyme en los Estados Unidos de
Ameérica por cada 100 000 habitantes de acuerdo a la zona de residencia que

no siempre es el lugar de exposicion (Mead, 2015).

Lyme disease incidence by state and year (United States 2004-2013)

State 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013
Alabama 0.1 0.1 0.2 0.3 0.1 0.1 0.0 0.2 0.3 0.2
Alaska 0.5 0.6 0.4 1.5 0.9 1.0 1.0 1.2 0.5 1.9
Arizona 0.2 0.2 0.2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1 0.1 0.3
Arkansas 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
California 0.1 0.3 0.2 0.2 0.2 0.3 0.4 0.0 0.2 0.2
Colorado 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Connecticut 385 51.7 51.0 873 78.2 78.2 55.0 56.0 46.0 58.7
Delaware 40.8 76.7 56.5 82.7 88.4 111.2 73.1 84.6 55.3 43.2
Florida 0.3 0.3 0.2 0.2 0.4 0.4 0.3 0.4 0.3 0.4
Georgia 0.1 0.1 0.1 0.1 0.4 0.4 0.1 0.3 0.3 0.1
Hawaii 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Idaho 0.4 0.1 0.5 0.6 0.3 0.3 0.4 0.2 0.0 0.9
Hlinois 0.7 1.0 0.9 1.2 0.8 1.1 1.1 1.5 1.6 2.6
Indiana 0.5 0.5 0.4 0.9 0.7 0.9 1.0 1.2 1.0 1.5
lowa 1.7 3.0 3.3 4.1 2.8 2.6 2.2 2.4 3.0 5.0
Kansas 0.1 0.1 0.1 0.3 0.6 0.6 0.2 0.4 0.3 0.6
Kentucky 0.4 0.1 0.2 0.1 0.1 0.0 0.1 0.1 0.2 0.4
Louisiana 0.0 0.1 0.0 0.0 0.1 0.0 0.0 0.0 0.1 0.0
Maine 17.1 18.7 25.6 40.2 59.2 &0.0 42.1 60.3 66.6 84.8
Maryland 16.0 22.1 22.2 458 31.0 25.7 20.1 16.1 18.9 13.5
Massachusetts 239 36.3 222 463 609 61.0 36.3 273 51.1 57.0
Michigan 0.3 0.6 0.5 0.5 0.8 0.8 0.8 0.9 0.8 1.2
Minnesota 20.1 17.9 17.7 238 20.0 20.2 24.4 22.2 16.9 26.4
Mississippi 0.0 0.0 0.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1 0.0 0.0
Missouri 0.4 0.3 0.1 0.2 0.1 0.1 0.1 0.1 0.0 0.0
Montana 0.0 0.0 0.1 0.4 0.6 0.3 0.3 0.9 0.6 1.6
Nebraska 0.1 0.1 0.6 0.4 0.4 0.2 0.4 0.4 0.3 0.4
Nevada 0.0 0.1 0.2 0.6 0.3 0.4 0.1 0.1 0.4 0.4
New Hampshire 17.4 20.3 46.9 68.1 92.0 75.2 63.0 67.3 75.9 100.0
New Jersey 31.0 38.6 279 36.1 37.0 52.8 37.8 38.5 30.8 31.3
New Mexico 0.1 0.2 0.2 0.3 0.2 0.0 0.1 0.1 0.0 0.0
New York 26.5 28.8 23.1 21.6 29.5 21.2 123 16.0 10.4 17.9
North Carclina 1.4 0.6 0.4 0.6 0.2 0.2 0.2 0.2 0.3 0.4
North Dakota 0.0 0.5 1.1 19 1.2 1.5 3.1 3.2 1.4 1.7
Ohio 0.4 0.5 0.4 0.3 0.3 0.4 0.2 0.3 0.4 0.6
Oklahoma 0.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1 0.0 0.1 0.0 0.0
Oregon 0.3 0.1 0.2 0.2 0.5 0.3 0.2 0.2 0.1 0.3
Pennsylvania 32.1 34.6 26.1 32.1 30.7 393 26.0 37.2 32.5 39.0
Rhode Island 23.0 3.6 28.8 16.7 17.7 14.2 10.9 10.6 12.7 42.2
South Carolina 0.5 0.4 0.5 0.7 0.3 0.5 0.4 0.5 0.7 0.7
South Dakota 0.1 0.3 0.1 0.0 0.4 0.1 0.1 0.2 0.5 0.4
Tennessee 0.3 0.1 0.2 0.5 0.1 0.2 0.1 01 0.0 0.2
Texas 0.4 0.3 0.1 0.4 0.4 0.4 0.2 0.1 0.1 0.2
Utah 0.0 0.1 0.2 0.3 0.1 0.2 0.1 0.2 0.1 0.3
Vermont 8.0 8.7 16.8 222 53.1 51.9 43.3 76.0 61.7 107.6
Virginia 2.9 3.6 4.7 12.4 11.4 8.9 11.4 9.3 9.8 11.2
Washington 0.2 0.2 0.1 0.2 0.3 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
West Virginia 2.1 3.4 1.5 4.6 6.6 7.9 6.9 5.8 4.4 6.3
Wisconsin 20.8 26.4 26.4 32.4 26.5 34.5 44.0 42.2 239 25.2
Wyoming 0.8 0.6 0.2 0.6 0.2 0.2 0.0 0.2 0.5 0.2
US incidence 6.7 7.9 8.2 9.1 9.4 9.8 7.3 7.8 7.0 8.6
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En Europa el vector principal es I. ricinus el cual se encuentra distribuido

ampliamente.

Se ha detectado mayor numero de garrapatas adultas infectadas con Borrelia
burgdorferi en la zona Este del continente. Las genoespecies reportadas
como agentes etiolégicos de EL varian de acuerdo a la zona, encontrando
asi que para el norte y este de Europa la espirogueta mas comun que se ha
encontrado en las garrapatas es B. afzelii, para el oeste B. garinii y para el

norte B. lusitaniae

La incidencia indica que hay mayor prevalencia de la enfermedad en el
centro y noreste pero la enfermedad no es reportada en todos los paises ya
que su reporte no es de caracter obligatorio (Mead, 2015) e incluso se ha
llegado a sugerir que los casos de Lyme son 3 veces mas frecuentes a lo

reportado (Borchers et al., 2015).

En Asia la garrapata Ixodes persulcatus es el vector principal de EL. En el

oeste de Rusia se ha encontrado ademas la presencia de I. ricinus.

B. afzelii y B. garinii son transmitidas por |. persulcatus; no se ha

comprobado que sea capaz de transmitir B. burgdorferi sensu stricto.

La incidencia reportada varia de 5 a 10 personas por cada 100 000

habitantes.

Se han aislado B. afzelii y B. garinii en pacientes de Japoén, sin embargo, la

incidencia es de menos del 0.1 por cada 100 000 habitantes.

En Corea y Taiwan se ha aislado B. garinii de pacientes, ademas se ha

comprobado la presencia del ciclo enzodtico. (Mead, 2015).

En México se han encontrado garrapatas del género Ixodes infectadas en el
noreste de México, Baja California y la peninsula de Yucatan (Feria-Arroyo

et al.,, 2014). También se han realizado hallazgos que demuestran, ademas,
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la presencia de garrapatas Ixodes en Sinaloa, Durango, Nayarit, Jalisco,
Guanajuato, Colima, Michoacan, Estado de México, Ciudad de México,
Veracruz, Guerrero, Morelos, Puebla, Oaxaca, Chiapas, Tabasco y Quintana
Roo pero no se ha comprobado si se encuentran o no infectadas (Guzman-
Cornejo & Robbin, 2010) (llloldi-Rangel et al., 2012).

En el periodo 1999-2011 los reportes de manifestaciones neurolégicas
causadas por Borrelia burgdorferi fueron en un 38% pardlisis facial con
recaidas de un 39% en pacientes adultos procedentes del centro y sureste
de la Republica Mexicana, confirmando asi la presencia de la enfermedad.
(Cervantes- Castillo, 2013)

2.3.1 Factores de riesgo en humanos

Vivir, trabajar y realizar actividades al aire libre en lugares que sean
endémicos o en sitios cercanos a bosques o en general lugares en los cuales
el ambiente sea favorable para la supervivencia y el desarrollo de garrapatas
es un factor de riesgo muy importante para la adquisicion de la infeccion,
ademas del tiempo que el humano pasa expuesto a este tipo de lugares. El
hecho de llevar ropa que deje al descubierto partes del cuerpo como piernas
o brazos facilita la fijacién de la garrapata al humano (Schotthoefer & Frost,
2015).

El cambio climatico y la movilidad de poblaciones humanas y animales han
demostrado ser factores muy importantes en la diseminacion de las
garrapatas y por lo tanto del agente etiolégico (Levi et al., 2015). Del mismo
modo, la convivencia con animales infestados de garrapatas aumentan el

riesgo de infeccién.

La transmisién de Borrelia burgdorferi a partir de transfusiones sanguineas

no se ha demostrado (Meal, 2015).
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2.4 Vector.

Las garrapatas son ectoparasitos hematofagos que resultan de gran interés
desde el punto de vista médico, veterinario y de salud publica debido a la
cantidad de enfermedades bacterianas, virales, protozoarias y rickettsiales

gue pueden transmitir alos animales y al hombre (Rodriguez, 2015).

Las garrapatas se han asociado con regiones tropicales y subtropicales, sin
embargo, estdn ampliamente distribuidas en el planeta debido a la capacidad
gue tienen de adaptarse y de resistir a distintas condiciones climaticas
incluso extremas. La amplia distribucion de las garrapatas es atribuida a la

movilidad que presentan sus hospedador principales (Rodriguez, 2015).

La mayoria de las garrapatas presentan una coloracion que va desde el café
hasta el rojizo. Su cuerpo esta cubierto por un exoesqueleto compuesto por
una cuticula que esta formada por varias capas de quitina y esclerotina
secretadas por las células epidérmicas. Este exoesqueleto se desprende
periddicamente en un proceso denominado “muda o ecdisis” con la finalidad
de que pueda crecer y evolucionar por las diferentes fases en el ciclo
biolégico (Rodriguez, 2015)

Las larvas son adquiridas del medio ambiente. Todas las garrapatas duras
experimentan dos mudas: de larva a ninfa y de ninfa a adulto. Hay
garrapatas que permanecen en el hospedador durante ambas ecdisis y son
conocidas como garrapatas de un solo hospedador. Las garrapatas de dos
hospedadores mudan de larva a ninfa estando sobre un hospedador,
mientras que en el medio ambiente mudan de ninfa a adulto y posteriormente
buscan un segundo hospedador. Finalmente las garrapatas de tres
hospedadores llevan a cabo ambas mudas en el ambiente, alimentandose
de vertebrados diferentes después de cada muda. Algunas garrapatas

prefieren la misma especie de hospedador pero la preferencia puede variar
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con la etapa de la garrapata asi como el género y especie que se trate
(Zajac & Conboy, 2012).

Se considera como vector competente de EL a la garrapata del género

Ixodes, comunmente llamada “garrapata de patas negras” (Meal, 2015).

2.4.1 Clasificacion de las garrapatas

Se incluyen en el suborden Metastigmata. Comprende tres familias: Ixodidae
(garrapatas duras) por poseer una lamina dorsal dura; Argasidae
(garrapatas blandas) que carecen de esa lamina dorsal y Nuttalliellidae (que
incluye una sola especie con caracteristicas intermedias de las anteriores)
(Tabla N. 3), en este trabajo Unicamente nos enfocaremos en las garrapatas

duras.

Tabla N. 3 Clasificacion taxondmica de las garrapatas duras y blandas

(Polanco-Echeverry & Rios-Osorio, 2016).

Cartegoria Taxdn

Phylum Artropoda

Clase Arachnida

Orden Acarina
Suborden Ixodoidea

Familia Ixodidac Argasidae MNuttallicllidae
Todes

xi'mb{}'ommg:
Anomalob ;').mu'zz_)'zz
Bothriocroton

Argas

Cosmiomma .
Carios

D
(énero rmd .remor_ Ornithodores Nuttalliella
Haemaphysalis .
Orobins
Hyalomma
Margaropus
Naosomma
Rhbipicentor

Ribvipicephalus
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La familia Ixodidae esta conformada por 12 géneros: Amblyomma,
Anomalohimalaya, Bothriocotron, Cosmiomma, Dermacentor,
Haemaphysalis, Hyalomma, Ixodes, Margaropus, Nosomma, Rhipicentor y

Rhipicephalus.

El género Ixodes incluye aproximadamente 240 especies que estan
distribuidas a nivel mundial y parasitan en su mayoria a reptiles, aves y

mamiferos (Vasquez, Muro & Clavijo, 2011).

En México Guzman-Cornejo & Robbin (2010) reportaron 26 especies que
incluyen: 1. affinis, I. angustus, |. bequaerti, |. boliviensis, |. brunneus, I.
conepati, I. cookei, I. cuernavacensis, |. dampfi, I. dentatus, |. eadsi, I.
guatemalensis, I. loricatus, I. luciae, I. mexicanus, I. murreleti, I. pacificus, I.
rubidus, I. scapularis, I. sinaloa, I. spinipalpis, I. tamaulipas, |. tancitarius, I.

texanus, I. tovari, e |. woodi.

Algunas de las especies del género Ixodes han demostrado ser las Unicas
garrapatas que son vectores competentes para la transmision de B.
burgdorferi y varian de acuerdo a la zona; |. scapularis en el este y medio
oeste de América del Norte, |. pacificus en el oeste de Norteamérica y en

Eurasia I. persulcatus e Lricinus. (Durand et al., 2016).

2.4.2 Caracteristicas generales de las garrapatas duras.

Las garrapatas estan distribuidas en areas tropicales, subtropicales y zonas
templadas, siendo las primeras regiones las que presentan una mayor

diversidad de géneros y especies (Polanco-Echeverry & Rios-Osorio, 2016).

Son parésitos temporales obligados de animales vertebrados. Utilizan sus
organos bucales con la finalidad de obtener sangre para tener la energia
requerida de modo que logren mudar de fases y ovipositar, en el caso de las
hembras. (Estrada-Pefia & de la Fuente, 2014).
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El cuerpo de la garrapata se compone de dos partes; el gnatosoma o
capitulo, que contiene las partes bucales en una cabeza falsa; y el idiosoma,

qgue comprende el resto del artrépodo y al que se unen las patas.

Algunas de las caracteristicas mas utiles para identificar el género de una
garrapata dura es la forma de la base del capitulo y piezas bucales, la
presencia de festones y ornamentos y la forma de los mismos (Zajac &
Conboy, 2012) (Figura 4 y Figura 5).

HIPMIOH\J

Primera pata
6rgano sensorial

de Haller

Palpo

Queliceros Capitulo

Caparazén o escudo

dorsal incompleto
de la hembra

Cuticula suave
debajo del escudo

Cuarta pata

Figura 4. Morfologia de una garrapata dura en donde se sefialan las partes

principales de una hembra adulta (Polanco-Echeverry & Rios-Osorio, 2016).
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Segmento 2
del palpo
Base del capitulo

Escudo

Ojo

*Boophilus Rhipicephalus

Segmento 2
del palpo

Demacenior Amblyomma kodes

Figura 5. Comparacion de la base del capitulo, partes bucales y escudos de
los Ixodidos de importancia médica. *Las garrapatas Boophilus ahora se han
integrado en el género Rhipicephalus (Modificada de Zajac & Conboy,
2012).

I. Morfologia

Las garrapatas duras estan cubiertas por una cuticula quitinosa muy
resistente y en particular las de la familia Ixodidae poseen un escudo dorsal

completo en los machos e incompleto en las hembras.

Las larvas poseen 3 pares de patas mientras que las ninfas y adultos tienen

4 pares de patas.

Poseen un érgano bucal denominado gnatosoma en el cual se encuentran
los palpos, queliceros e hipostoma. Queliceros e hipostoma se encuentran

dentados para poder cortar la piel y anclarse.
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Respiran a través de estigmas o placas estigmales, que son la abertura de
una red de tuberias, denominadas tragueas, que recorren toda la garrapata.
Las larvas no los poseen por lo que respiran a través de la piel (Hoffmann,
2003).

Figura 6. Garrapata Ixodes. Se muestran algunas caracteristicas
morfoldgicas para la identificacion de las garrapatas. Caracteristica distintiva
de este género es la posicién del surco anal 1) Palpos; 2) hipostoma; 3) Base

del capitulo; 4) Poro genital; 5) Estigma; 6) Surco anal; 7) Poro anal.
(Modificada de Zajac & Conboy 2012).
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Figura 7. Ixodes affinis. A y B macho: A, vista dorsal; B, vista ventral donde
1: poro genital; 2: poro anal; 3: placas adanales. La barra lateral indica 1mm,
C y D hembra: C, vista dorsal, D: vista ventral donde 1: poro genital, 2: poro
anal. La barra lateral indica 2mm (modificada de Solis-Hernandez et al,
2015).

lI. Alimentacién
La hematofagia por parte del vector es necesaria ya que es a partir de la

digestion de esta que consiguen proteinas necesarias para procesos como

vitelogénesis y la produccién de huevos. La digestion se lleva en organelos
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denominados hemosomas dentro de las células epiteliales del intestino
(Franta et al., 2011).

La alimentacidén en cada fase es intermitente y termina hasta que el ixodido

esta repleto.

Cuando detectan a un posible hospedador trepan a las hierbas préximas y
esperan a que el vertebrado pase cerca para poder subir y alimentarse. Para
este proceso es necesario el uso de los palpos y los 6rganos de Haller para
la deteccion de humedad, cambios de temperatura y presencia de CO,.
Estos drganos se encuentran en el primer par de patas y es por ello que al

estar al acecho las levantan.

Una vez que el artrépodo entra en contacto con la piel del hospedador, se
sujeta con sus patas y busca un sitio ideal para la alimentacion tomando en
cuenta que la piel en el sitio debe ser delgada, debe presentar buena
irrigacion capilar y ofrecer proteccion de agentes mecanicos o fisicos. La
garrapata corta la piel del hospedador utilizando los queliceros y llegando
hasta la dermis, posteriormente se ancla con el hipostoma, ambas
estructuras se encuentran en el gnatosoma (Polanco-Echeverry & Rios-
Osorio, 2016) (Figura 4). Alrededor de las partes bucales secreta una
sustancia llamada “cemento” que se solidifica de inmediato, ayudando de

este modo a fijarse firmemente (Estrada-Pefa & de la Fuente, 2014).

Cuando sucede el contacto con la sangre, la garrapata comienza a secretar
saliva que cuenta con propiedades citoliticas, vasodilatadoras,
anticoagulantes, antiinflamatorias e inmunosupresoras. (Levi, Keesing,
Oggenfuss & Ostfeld, 2015) para poder permanecer por periodos
determinados adheridas alimentandose del hospedador o, siendo que larvas
y ninfas se mantienen por 2 a 4 dias y adultos por 5 a 7 dias. Posterior a esta

alimentacion, la garrapata se suelta y cae al suelo donde sucedera la muda
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entre cada estado de vida; por lo tanto, para cada cambio de fase es

necesaria la alimentacion sanguinea (Gulia-Nuss et al., 2016).

Las hembras adultas aumentan alrededor de 100 veces su peso original al

ingerir la sangre del hospedador. (Polanco-Echeverry & Rios-Osorio, 2016).

Especificamente las garrapatas Ixodes se alimentan de hospedadores

diferentes de acuerdo a la fase en la que se encuentren (Figura 9, Figura 10).

lll.  Oviposicion, incubacion y eclosion.

La hembra y el macho copulan sobre el hospedador, una vez que la hembra
ha sido fecundada se repleta de sangre y se deja caer al suelo para poder
buscar un lugar protegido de la luz y el sol, de este modo se llevara a cabo la
oviposicion que puede durar de 2 a 44 dias segun el clima, por ejemplo, con
temperaturas mayores a 24°C se alarga y a menores de 15°C se acorta,
pudiendo poner de 500 a 15000 huevos. Los huevos son impregnados por
una sustancia pegajosa parecida a la cera que produce la madre con la
finalidad de proteger contra adversidades del ambiente como la desecacion.

Después de la oviposicion la hembra muere.

Es durante la primavera y el verano que las larvas eclosionan de los huevos
después de 18-21 dias pero la supervivencia depende de la temperatura y
humedad siendo que si disminuye la temperatura también lo hard el

porcentaje de eclosién de larvas.

Las larvas resultantes pueden sobrevivir de 21 a 140 dias en el suelo pero

este periodo varia de acuerdo a la temperatura y humedad (Hoffmann, 2003)

IV. Supervivencia, longevidad y resistencia.

Requieren al menos un 80% de humedad y una temperatura de entre 26 a

27°C para sobrevivir por lo que areas donde hay moderada o alta incidencia
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de lluvias con vegetacion y suelos frescos es ideal para su mantenimiento y
desarrollo (Schotthoefer & Frost, 2015).

Los meses mas calidos (marzo a septiembre) facilitan la supervivencia y
diseminacion de estos organismos debido a sus habitos y los de los
humanos (Meal, 2015). Es en esta temporada cuando se han registrado mas
casos de EL en el noreste de EUA y en Europa ya que las ninfas son mas

activas en este periodo (Figura 8).

Jul. Ago Sep Oct Nov Dw Ene Feb Mar Abr May Jun Jul  Ago Sep Oct Nov D Ene

Figura 8. Diagrama de los estados de vida de la garrapata Ixodes donde los
picos muestran la actividad de las mismas en distintos periodos del afio. En
azul el estado larvario, en rojo el estado ninfal y en gris el estado adulto
(Modificada de Levi et al., 2015)

2.4.3 Ciclo de vida de la garrapata.

El ciclo de vida de las garrapatas Ixodes comprende cuatro etapas: huevo,
larva, ninfa y adulto. De acuerdo a cada uno de estos, parasitaran a distintos
hospedador, siendo que las garrapatas inmaduras lo haran en aves y
mamiferos de tamafio pequefio 0 mediano principalmente, mientras que los
adultos se alimentaran de animales medianos y grandes (erizos, liebres,

ciervos y ganado) (Figura 9).
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Para que la garrapata mude entre cada estadio de vida necesita comer, por
lo que se alimentara cuando cambie de larva a ninfa, de ninfa a adulto y en la

fase de reproduccion si se trata de una hembra (Figura 10).

Las larvas repletas caen Las ninfas se alimentan
alatieray mudan de un segundo hospedero

al estado nV
,‘@ M Espiroqueta

5
el 8
’-é

alimentan de un
prim er hospedero

Ninfa repleta cae
al suelo ymud
Los huevos eclosionan a adulto
en larvas libres de .

espiroqueta \

Hospedero
accidental

*“Adultos se

alimentan de
Hembra repleta cae al un tercer hospedero
suelo y pone
huevos

Eritema migrans

Figura 9. Ciclo enzodtico de Borrelia burgdorferi. En cada estadio de vida la
garrapata Ixodes necesitara distintos hospedadores vertebrados. El humano
y los animales domésticos actlian como hospedadores accidentales.
(Modificada de Radolf et al., 2012).
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Figura 10. Ciclo de vida de Ixodes scapularis. La duracion es generalmente
de dos afos, variando de acuerdo a las condiciones climéticas y la
disponibilidad de hospedadores. Las garrapatas no pueden saltar por lo que
se suben a las hierbas, arbustos o demas vegetacion y esperan a que el
hospedador pase cerca para poder incorporarse a €l (Recuperaday
modificada el dia 22 de marzo de 2017 del sitio web:

https://www.cdc.gov/lyme/transmission/blacklegged.html).
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Las larvas permaneceran en el sitio de eclosion aproximadamente una
semana. Posteriormente saldran en busca de un hospedador utilizando sus
palpos y los organos de Haller de las patas delanteras y permanecen
acechando en las partes altas de la vegetacion. Es en este lapso de tiempo
cuando pueden perder agua, sin embargo, la recuperan descendiendo
periddicamente al suelo, donde idoneamente hay hojarasca, reabsorbiendo

agua del entorno (Estrada-Pefia & de la Fuente, 2014).

Después de que la garrapata se ha alimentado y ha quedado repleta cae al
suelo para poder mudar. Este proceso tarda de dos semanas a varios meses
(Polanco-Echeverry & Rios-Osorio, 2016).

Ixodes es una garrapata de tres hospedadores, por lo que, entre mas
desarrollada se encuentre tendra la capacidad de subir a la vegetacion mas

alta.

Después de haber completado la muda, el endurecimiento de la cuticula

tardard algunos dias (Estrada-Pefa & de la Fuente, 2014).

244 La garrapata del género Ixodes como vector

competente.

Como ya se habia mencionado anteriormente, es la garrapata Ixodes el
vector competente de EL, siendo que, la especie de garrapata capaz de
transmitir al agente etiolégico varia de acuerdo a la zona en cuestion (Figura
11).
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Figurall. Distribucién geogréfica reportada de las garrapatas del género
Ixodes que son vectores competentes para Borrelia burgdorferi sensu lato.
Verde: Ixodes pacificus; morado: Ixodes scapularis; azul: Ixodes ricinus,
naranja: Ixodes ricinus e Ixodes persulatus; rojo: Ixodes persulcatus.
(Schotthoefer & Frost, 2015).

La espiroqueta se aloja en el intestino medio de la garrapata. Una vez que la
sangre llega a este sitio las bacterias comienzan a proliferar, llegan hasta las
glandulas salivales a través de la hemolinfa y es en este momento cuando
puede suceder la transmisién. Se ha comprobado que las ninfas tienen un
namero considerable de espiroquetas después de las 24 horas de haberse
adherido a la piel pero en estudios con animales se ha observado que la
transmision ocurre después de las 48-72 horas de la adhesién de la
garrapata, por lo que se sugiere que el tiempo que tarda la espiroqueta en
diseminarse al nuevo hospedador depende de la especie de garrapata en
cuestion, ademas de la cepa del complejo Borrelia burgdorferi sensu lato de

la que se trate (Borchers et al., 2015); sin embargo se ha observado que las
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garrapatas |. ricinus pueden transmitir a B. afzelii en periodos de tiempo

mas cortos (Meal, 2015).

Las garrapatas se alimentan de sangre cuando cambian de etapa en su ciclo
de vida y es aqui donde puede suceder la transmision de la espiroqueta del
hospedador infectado a la garrapata o de la garrapata infectada al
hospedador sano. Una vez que la garrapata se ha infectado mantendra a la

bacteria por el resto del ciclo.

Hay informes aislados en los cuales se reporta la presencia de Borrelia
burgdorferi sensu lato en garrapatas de otros géneros como Amblyomma
americanum en Florida y Georgia, y garrapatas del género Dermacentor en

Espafa. (Borchers et al., 2015)

El tamafio y la abundancia de los estadios ninfales son un factor importante
en la diseminacion de la espiroqueta. Se ha relacionado la abundancia de
este tipo de garrapatas durante la primavera e inicios de verano con la
aparicion de EL en su fase aguda en humanos. En EUA més del 50% de los

casos inician en julio (Meal, 2015).

2.5 Transmision de Borrelia burgdorferi.

Es durante la alimentacion que la garrapata logra adquirir y transmitir la
bacteria al hospedador, es decir, si la garrapata se alimenta de un
hospedador vertebrado que se encuentre infectado entonces ésta quedara
infectada y para la siguiente vez que se alimente sera capaz de transmitir la
espiroqueta (Figura 12). A este proceso se le ha denominado transmision
transestadial. (Gray, Kahl, Lane, Levin & Tsao, 2016). Existe otro tipo de
transmisiébn denominado transmisién por co-alimentacién en donde dos o
mas garrapatas se alimentan del mismo hospedador al mismo tiempo y en
una zona muy cercana, la garrapata infectada inocula bacterias mientras las

demas que no estan infectadas se alimentan de sangre recién contaminada,
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aunque la importancia de este mecanismo aun es controversial (Tonetti,
Voordouw, Durand, Monnier & Gern, 2015). Hay poca, si no es que nula

transmision transovarica de la espiroqueta (Borchers et al., 2015).

Intestino medio

Piel del hospedero
saliva Alimentacion sanguinea

Patdgeno.

Figura 12. Representacion de la adquisicién y transmisién de un patégeno a
través de garrapatas. 1) El patdgeno esta en el hospedador e ingresa con la
sangre a la garrapata durante la alimentacion. 2) El patdogeno invade el
intestino medio y permanece ahi hasta la siguiente alimentacion. 3) invade la
hemolinfa. 4) Llega a las glandulas salivales. 5) El patégeno es inyectado a
un nuevo hospedador. Las propiedades de la saliva facilitan la transmision e
infeccion (Modificada de Simo et al., 2017).

El humano es un hospedador accidental en el cual las ninfas son los
principales vectores causantes de la enfermedad debido a su tamafo; los
adultos, al ser mas grandes, son facilmente notados y removidos, y las larvas

dificilmente estan infectadas. Adicionalmente, la actividad ninfal es mayor en
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primavera e inicios del verano y concuerda con el periodo de mayor actividad

al aire libre de los humanos (Levi, 2015).
Se sabe muy poco acerca de la interaccién entre Borrelia burgdorferi y el
artrépodo (Durand et al., 2016)

2.5.1 Coinfecciones

Las garrapatas pueden albergar y transmitir mas de un patdégeno, siendo
esto un motivo por el que pudieran modificarse los sintomas haciéndolos

menos especificos y, de este modo, complicar el diagndstico y tratamiento.

Actualmente se ha relacionado a la garrapata Ixodes scapularis con la
transmision de Babesia microti (babesiosis), Anaplasma phagocytophilum
(anaplasmosis), Borrelia miyamotoi (fiebre recurrente), el virus de la
garrapata del venado (encefalitis DTV por sus siglas en inglés), ademas de

B. burgdroferi; todos agentes patdégenos para el humano (Nelder, 2016).

Siendo que la coinfecion de Borrelia burgdorferi con A. phagocytophilum es
la mas comun y es de gran importancia debido a la severidad del cuadro

clinico con la que se presenta (Borchers et al., 2015).

2.6 Manifestaciones clinicas de la enfermedad de Lyme.

La EL presenta dos etapas de acuerdo a su estado de evolucion:
e Estadio temprano, que a su vez se divide en dos:
* estadio temprano localizado.
* estadio temprano diseminado.

e Estadio crénico.
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En el estadio temprano localizado aparece una lesion eritematosa en el sitio
de mordedura de la garrapata. La lesion se ha denominado eritema migrans
(EM) (Figura 13) y aparece en aproximadamente el 50% de los casos (Feng,
Weitner, Shi, Zhang & Zhang, 2016). Se presenta entre el tercer dia y las 16
semanas posteriores a la mordedura de la garrapata y desaparece después

de 3-6 semanas (Gordillo-Pérez & Fortino-Sol6rzano, 2010).

En esta fase, ademas, se manifiestan afectaciones como fiebre, dolor de
cabeza y fatiga (Szonyi, Srinath, Esteve-Gassent, Lupiani & Ivanek, 2015)
pero estos signos y sintomas se presentan tnicamente en menos del 20% de

los casos (Borchers et al., 2015).

El estadio temprano diseminado ocurre luego de 3-12 semanas sin
tratamiento y es durante esta fase que sucede la propagacion hematégena
de Borrelia burgdorferi y las manifestaciones mas comunes son la
neuroborreliosis  de Lyme, principalmente  neuropatia  craneal,
meningoradiculoneuritis, radiculoneuropatia y neuropatia periférica. La
neuroborreliosis de Lyme aparece aproximadamente tres semanas
posteriores a la mordedura de la garrapata en un 20% de los casos en EUA y
en un 40% en Europa. La pardlisis periférica del nervio facial es la
manifestacion neurolégica mas comuin en EUA presentandose en un 20-50%
de los casos de neuroborreliosis de Lyme (figura 15) (Gordillo-Pérez &

Fortino-Solérzano, 2010).

Las afectaciones cardiacas suelen ser el blogqueo atrioventricular, raramente

miocarditis o pericarditis (Gordillo-Pérez & Fortino-Solérzano, 2010).

En menor medida aparecen alteraciones oculares (conjuntivitis, uveitis,
queratitis, coroiditis, panoftalmitis y neuritis optica) (Gordillo-Pérez & Fortino-
Solérzano, 2010).
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Asimismo, en Europa se han reportado casos de linfocitoma borrelial (Figura
14) aungque son casos muy raros. Es una lesion nodular con infiltracién
linfocitico en la dermis y en ocasiones en el tejido subcutaneo que aparece
en el I6bulo de la oreja y la areola mamaria y con menor frecuencia en la
cara y los brazos. Sin tratamiento persiste por varios meses (Gordillo-Pérez &

Fortino-Soldrzano, 2010).

Figura 13. Paciente con eritema migrans, lesion indolora de progresion
variable caracteristica de la enfermedad de Lyme. Se presenta en el sitio de
la mordedura de la garrapata y se desarrolla en forma de diana o blanco de
tiro (Borchers et al., 2015).

Figural4. Paciente con linfocitoma borrelial. A) Lesién cutanea nodular
eritematosa o de coloracion morada (Borchers et al., 2015). B) Biopsia de
linfocitoma borrelial de un paciente mexicano donde se muestra infiltrado

linfocitario (flecha)(Gordillo-Pérez et al., 2007).
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Figura 15. Paciente con pardlisis facial en el estadio temprano diseminado.
Es la neuropatia mas comun y puede ser unilateral o bilateral (Sanchez,
2015).

La fase crénica ocurre luego de aproximadamente 6 meses después de la
infeccion no tratada. Es cuando la bacteria ya se ha diseminado y suele
presentarse artritis que afecta articulaciones grandes siendo en la rodilla la
afectacion mas comun (figura 16). Con menor frecuencia también pueden
existir afectaciones del sistema nervioso como meningitis y raramente
encefalitis, del corazén (trastornos del ritmo, miocarditis) y de los ojos
(conjuntivitis, uveitis, queratitis) (Szonyi, Srinath, Esteve-Gassent, Lupiani &
Ivanek, 2015).
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Figura 16. Caso de artritis en rodilla izquierda, manifestacion mas comun en

la fase cronica de enfermedad de Lyme (Sanchez, 2015).

Se ha observado que en Europa la manifestacion mas comudn es la
acrodermatitis cronica atréfica, afectaciéon de la piel de curso progresivo
cronico donde se observa inflamacion y una coloracion violacea de la piel de
las extremidades dando lugar a placas esclerdticas; se asocia a infecciones
causadas por B. afzelii (figura 17). En EUA es raro encontrar este tipo de

lesiones (Borchers et al.2015).

Figura 17. Acrodermatitis cronica atréfica. Se muestra un eritema violaceo en
la rodilla del paciente. Las zonas atroficas presentan piel fina y arrugada
(Lenormand, Jaulhac & Lipsker, 2017.
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En Europa se ha observado que los pacientes con seroconversion no
desarrollan sintomas en incluso el 50% de los casos y se ha llegado a sugerir
gue los humanos desarrollan inmunidad contra cepas especificas de Borrelia
burgdorferi y que esta dura alrededor de 6 afos, lo cual podria explicar la
ausencia de sintomatologia. Por el contrario, también se ha reportado en
Europa que mas del 30% de los pacientes con EM jamas desarrollan
seropositividad. Se realiz6 un experimento en ratones donde se les inoculo
Borrelia burgdorferi sensu stricto y distintas cepas de Borrelia burgdorferi
sensu lato y posteriormente se inoculd suero de ratones previamente
expuestos al patébgeno observando que los ratones también desarrollan
inmunidad y de igual modo es especifica para cada cepa (Borchers et
al.2015).

Borrelia burgdorferi muestra afinidad hacia distintos érganos dependiendo
de la genoespecie de la que se trate; de modo que B. garinii se asocia mas
como agente causal de la neuroborreliosis de Lyme en Europa, mientras que
en EUA se asocia a Borrelia burgdorferi sensu stricto con la alta incidencia
de artritis de Lyme. Borrelia afzelii se ha asociado principalmente a lesiones

cutaneas (Borchers et al.2015).

En ocasiones se ha observado que los pacientes desarrollan EM como
respuesta Unica a la infeccion, se sugiere que esto se debe a la eficiente
respuesta inmune; a la poca cantidad de espiroqueta que fue inoculada y que
fue suficiente para desarrollar la lesion cutanea pero no para inducir
sintomas clinicos; la patogenicidad de la genoespecie de la espiroqueta; a la
idiosincrasia del hospedador; o a la combinacién de varias de estas

caracteristicas (Borchers et al.2015).
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2.6.1 Patogenia de la enfermedad de Lyme.

Cuando la garrapata se encuentra inactiva, en los meses donde la
temperatura desciende (otofio, invierno y principios de primavera), la
proteina expresada por Borrrelia burgdorferi es OspA, asociada a su
transmision del vertebrado al vector; mientras que a finales de primavera y
verano, cuando la temperatura ambiental aumenta, la garrapata se alimenta
y la espiroqueta deja de expresar OspA para expresar ahora OspC, asociada

a su transmision de vector a vertebrado.

Una vez que la espiroqueta se encuentra en el hospedador, la lipoproteina
VIs sufre una variacion antigénica por recombinacion, evitando asi ser
detectada por la respuesta inmune del hospedador (Escudero-Nieto &

Guerrero-Espejel, 2005).

La diseminacion del microorganismo se observa facilmente a través del EM
gue se presenta en la etapa temprana de la EL, siendo evidenciado en el
borde externo de la lesion cutanea (Pourel & Chary-Valckenaere, 2007). Esta
lesion presenta algunas diferencias de acuerdo a la genoespecie de la que
se trate, por ejemplo, B. garinii ocasiona un EM que aparece y progresa
rapidamente mientras que el EM que produce B. afzelii es més claro (Murillo-
Varela, 2013).

Por guimiotaxis los neutréfilos acuden en primera instancia e inician la
respuesta inflamatoria, posteriormente acuden al sitio de infeccion linfocitos y
macréfagos para producir anticuerpos y realizar fagocitosis, Sin embargo,
Borrelia burgdorferi al ser una bacteria bastante movil puede escapar
faciimente de la fagocitosis (Murillo-Varela, 2013). La diseminacion
hematdgena se ve favorecida por la vasodilatacion producida por la saliva de

la garrapata,
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Si no hay tratamiento antibidtico adecuado entonces la espiroqueta
colonizara multiples 6rganos, articulaciones, sistema nervioso, corazon, etc.,
debido a las proteinas de membrana que expresa la bacteria y a diversos
receptores del hospedador. Una de estas proteinas es la expresada por el
gene bbk32 que codifica para la proteina de union a fibronectina que permite
la union de la bacteria a la matriz extracelular del vertebrado. También
existen las proteinas de union ala decorina A y B expresadas por los genes
dbpA y dbpB que permiten la unién de la bacteria a los glucosaminoglucanos
asociados a las fibras de coldgeno (Pourel & Chary-Valckenaere, 2007).
Adicionalmente cuenta con integrinas permitiendo su unién a oérganos
blandos (Murillo-Varela, 2013).

La activacion de la respuesta inmune innata se produce mediante receptores
TLR, siendo TLR2 el principal. La respuesta mediada por anticuerpos IgM se
dirige contra la flagelina y OspC. Borrelia burgdorferi puede inactivar el factor
C3b del complemento debido a sus proteinas de superficie CRASP
(Proteinas de superficie para la adquisicion del regulador del complemento)
logrando de este modo sobrevivir en el hospedador vertebrado (Pourel &
Chary-Valckenaere, 2007). Su expresion varia entre genoespecies, siendo
que B. garinii es sensible al complemento (Murillo-Varela, 2013). La
espiroqueta posee la capacidad de modular sus antigenos principales ya sea
disminuyendo o aumentando su expresion (Pourel & Chary-Valckenaere,
2007).

En las formas tardias de la enfermedad la patogenia no esta del todo clara.
Se ha encontrado que en casos de artritis crénica la espiroqueta puede
penetrar las células fibroblasticas y sinoviales, sobreviviendo a tratamientos
con ceftriaxona, que solo elimina los microorganismos extracelulares (Pourel
& Chary-Valckenaere, 2007). La acrodermatitis cronica atrofica es muy
comin en Europa y en casos raros se presenta en EUA. Las lesiones

evolucionan progresivamente hasta llegar a una atrofia definitiva si no se
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recibe tratamiento antibidtico oportuno. Las zonas atréficas presentan
epidermis arrugada y brillante, ademéas de adelgazamiento de la dermis,
permitiendo la observacion de vasos sanguineos. Los analisis serologicos
muestran una alta concentracién de IgG contra Borrelia (Lenormand et al.
2017).

En la actualidad se desconoce la relacién que exista entre el escaso nimero
de espiroquetas hallado en tejido y la severidad de la enfermedad en cada

estadio (Escudero-Nieto & Guerrero-Espejel, 2005).

2.7 Diagnostico

En la actualidad no se han establecido criterios de diagnéstico para la EL
aunque este se realiza primordialmente mediante la presencia de EM ya que
es la lesion caracteristica de dicha enfermedad pero no se presenta en todos
los casos. Al parecer las lesiones causadas por B. garinii se desarrollan mas
rapido que las causadas por B. afzelii; sin embargo, hay un tipo de lesion
parecida al EM que han aparecido en ciertas poblaciones en EUA a las que
se les ha denominado STARI por sus siglas en inglés “southern tick-
associated rash illness” y se sospecha que el agente causal es la garrapata

Amblyomma myxtum (Borchers et al., 2015).

Cuando en el paciente la lesién cutdnea esta ausente y se sospecha de
EL se debe considerar si ha estado en zonas de alto riesgo de exposicion a
garrapatas, si tiene mascotas con garrapatas o si le ha mordido alguna
garrapata ya que las manifestaciones que se presentan no son especificas.
En cualquier caso se debe asegurar que el cuadro clinico haya iniciado
después de la mordedura de la garrapata para evitar confundir la EL con
algun otro padecimiento ya que el cuadro clinico por si solo es bastante

ambiguo.
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Si la garrapata que se encontraba alimentandose del mamifero se ha
removido temprana y correctamente el riesgo de infeccion disminuye aunque
también dependera de la genoespecie de Borrelia. Si la garrapata fue
removida tardiamente o de una forma inadecuada se iniciara tratamiento a

corto plazo como método profilactico.

En los animales domésticos sintomaticos no aparece EM y las

manifestaciones mas comunes son signos cardiacos y artritis.

Existen ya distintos métodos de diagnéstico para la EL entre los que se
encuentran, en primera instancia, la deteccién de anticuerpos contra Borrelia
burgdorferi por serologia; sin embargo, no nos indicara si el paciente tiene
una infeccion nueva o si se trata de una reinfeccién, por lo que las
manifestaciones clinicas son muy importantes (Cutler et al., 2017), ademas
podria haber falsos positivos si hay presencia de otras espiroquetas

infectando al paciente.

Para el caso de los inmunoblots los CDC han establecido bandas especificas
de proteinas de B. burgdorferi que corresponden a inmunoglobulinas IgM o
IgG y que deben ser visibles para confirmar un caso de infeccion.
Generalmente la IgM es detectable después de dos a cuatro semanas de
que inicié la infeccién; y la IgG es detectable después de 4-6 semanas.
Experimentalmente se ha observado que la IgG llega a su punto maximo

aproximadamente a los 90 dias después de la exposicion a la garrapata.

Se ha observado en pacientes que han presentado Unicamente EM la
ausencia de seroconversion, principalmente en Europa;, ademas, en
pacientes que han recibido tratamiento tempranamente la seropositividad

puede ser suprimida.

La reaccion en cadena de polimerasa (PCR) es una técnica que se utiliza

para confirmar la infeccion por Borrelia burgdorferi pero es utilizada
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principalmente para fines de investigacion. Tiene una sensibilidad del 75—
80% en biopsias de piel con EM, 15-30% en liquido cefalorraquideo (LCR) y
60—-85% en liquido sinovial (Borchers et al., 2015).

Otra técnica de diagnéstico es la microscopia con espiroquetas tefiidas en
diversos tejidos. Como estandar de oro se utiliza el cultivo microaerofilico de
la espiroqueta que crece mejor a 30°C en medios de cultivo Barbour-
Stoenner-Kelly (BSK) o Kelly-Pettenkoffer modificado (MKP), aunque una
desventaja es que el crecimiento bacteriano es muy lento, llegando a tardar
mas de tres meses (Herrera, Infante, Ramirez, & Labastida, 2011), ademas
de ser dificil debido a muchos factores relacionados al vector, la espiroqueta,
el medio y las condiciones de cultivo interfieren con facilidad (Cutler et al.,

2017), ademas de la baja sensibilidad que tiene. (Borchers et al., 2015).

Si el paciente presenta cualquier manifestacion que sugiera EL (a excepcion
de EM) se deben realizar pruebas de laboratorio confirmatorias (Borchers et
al., 2015).

Cabe destacar que el diagnostico debe establecerse tomando en cuenta la
siguiente relacion: si el paciente ha estado en zonas de alto riesgo a
exposicion de garrapatas, si presenta un cuadro clinico que sugiera EL y los
resultados obtenidos de exdmenes de laboratorio. (Cutler et al., 2017)

2.8 Tratamiento

Para dar solucion a la infeccion contra Borrelia burgdorferi se utilizan
antibidticos como B-lactamicos (cefalosporinas, amoxicilina), tetraciclinas
(doxiciclina) y en ocasiones macrolidos (azitromicina). El tratamiento de
eleccion y la duracion del mismo aun estan en debate (Borchers et al., 2015)
aunque el medicamento utilizado mas comunmente es la doxiciclina (Krupka
& Straubinger, 2010).
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Un tratamiento administrado tempranamente resulta ser eficaz, sin embargo,
se ha observado en un 10 a 20% de los pacientes que han recibido
tratamiento  presentan sintomas persistentes como afectaciones
neuroldgicas, dolor muscular, artralgias, irritabilidad, dolor de cabeza y fatiga
llegando a durar mas de 6 meses después de haber recibido el tratamiento.
A esto se le ha denominado como “sindrome post-tratamiento de la
enfermedad de Lyme”. Se sugiere que esto se debe a la presencia de

espiroquetas resistentes a los antibidticos (Feng et al., 2016).

2.9 Medidas preventivas

Utilizar ropa que cubra la mayor parte de la piel y después de las actividades
al aire libre revisar todo el cuerpo, asi como ducharse dentro de las 2 horas
posteriores a las actividades. Utilizar repelentes de insectos son medidas
preventivas sencillas de llevar a cabo y evitar asi la mordida de la garrapata y

por lo tanto la infeccion por Borrelia burgdorferi (Schotthoefer, & Frost, 2015).

Evitar caminar por zonas en las que la hierba esté demasiado alta, la
correcta y pronta eliminacion de la garrapata después de que se ha adherido
a la piel son medidas de prevencion importantes (Borchers et al., 2015). La
remociéon de los artr6podos debe realizarse con pinzas de punta delgada
colocandolas lo méas cercanamente posible a la piel y realizando una traccion
suave. Se deben usar guantes en todo momento para reducir la posibilidad
de contacto con los fluidos corporales de la garrapata que pudieran contener

organismos infecciosos.

Como otra medida preventiva los perros deben revisarse frecuentemente en
busca de garrapatas, en caso de encontrarlas se deben retirar
cuidadosamente con la técnica anteriormente descrita (Acha & Szyfres,
2001).
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2.10 Otros hospedadores.

Los perros, al igual que el humano, presentan un cuadro clinico ambiguo que
puede incluir fiebre, malestar general, anorexia, fatiga, cojera que refiere
artritis, e hinchazén de ganglios linfaticos; sin embargo, suele desaparecer a
los pocos dias e incluso algunos canidos no lo desarrollan (Krupka &
Straubinger, 2010). Generalmente la artritis es temporal pero es factible que

se desarrolle una fase crénica (Acha & Szyfres, 2001).

Krupka & Straubinger (2010) realizaron una induccién experimental de la
infeccidon encontrando que poco mas del 75% de los perros desarrollé EL. No

se ha descrito EM en este tipo de hospedador.

En el sureste y centro de EUA menos del 0.5% de un millon de perros que
fueron analizados para observar la presencia de anticuerpos contra Borrelia

burgdorferi resultaron ser seropositivos (Meal, 2015).

Se ha considerado al raton de patas blancas (Peromyscus leucopus) como el
mejor reservorio de Borrelia burgdorferi en Norte América ya que se ha
estimado que mas del 90% de los ratones expuestos a ninfas infectadas con
la espiroqueta se infectan también; sin embargo, a pesar de permanecer
infectados toda su vida, no desarrollan ningin signo o sintoma de la
enfermedad. Estos ratones quedan como portadores sanos, jugando un
papel importante en la transmision de la espiroqueta. Segun Schotthoefer &
Frost (2015) de un 25 a un 35% de las garrapatas libres de infeccién que se

alimentan de ratones con Borrelia burgdorferi se infectan.

En equinos se han observado sintomas como cojera por artritis, encefalitis,
uveitis, dermatitis y edema mientras que en bovinos se ha percibido

Unicamente cojera.
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No se sabe si los animales silvestres presentan sintomas de la enfermedad.
(Acha & Szyfres, 2001).

3 Pregunta de investigacion.

¢Cual es la frecuencia de infeccion de B. burgdorferi en garrapatas
colectadas sobre perros de areas urbanas de Chihuahua, Nuevo Leo6n, un

area rural de Yucatan y un area suburbana Campeche?

4 Objetivo general:

Determinar la frecuencia de infeccién de Borrelia burgdorferi en garrapatas
recolectadas sobre perros provenientes de los estados de Chihuahua, Nuevo

Ledn, Yucatan y Campeche utilizando PCR.

5 Objetivos particulares..

e Realizar la obtencion de ADN, cuantificarlo y evaluar su integridad
mediante electroforesis.

e Utilizar la PCR para amplificar los genes OspA (que codifican para la
proteina OspA expresada dentro de la garrapata) y fla (que codifica
para la flagelina, componente esencial de los flagelos
periplasmaticos) de Borrelia burgdorferi en muestras de ADN de
garrapatas obtenidas sobre perro.

e Determinar la frecuencia de infeccion de Borrelia burgdorferi en

garrapatas obtenidas sobre perros.
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6 Metodologia:

Estudio transversal descriptivo. En la ciudad de Chihuahua, Chihuahua,
todos los perros que participaron en el estudio eran provenientes de centros
de control canino repartidos en varias regiones de la capital; los de
Monterrey, Nuevo Ledn eran de centros de control canino y muy pocos de
clinicas veterinarias distribuidos en distintas regiones de la ciudad (norte,
centro y sur) (Tamez, 2015); los de Campeche, Campeche eran perros
cazadores con duefio de la region suburbana de China (pueblo), Bobola
(ejido) , INIFAP (Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias localizado en el pueblo de China, Ola (ejido) y Xcampeu (ejido)
(Rojero-Vazquez, Gordillo-Pérez & Weber, 2017); y los de Mérida, Yucatan
eran perros con duefio de la zona rural de Molas (Figura 17). El muestreo
realizado fue no probabilistico por conveniencia a partir de una inspeccién
visual de perros en busqueda de garrapatas, aquellos que las poseian eran

escogidos para este estudio.

Se recolecto el mayor numero posible de garrapatas de cada perro utilizando
pinzas de relojero. De acuerdo a la metodologia de Vargas et al. 2012 las
pinzas se colocan en la base del gnatosoma y se jala hacia arriba para poder
obtener el ejemplar lo méas integro posible; sin embargo, algunas garrapatas
no se lograron extraer completamente y por ello no se consiguid la

identificacion de la especie en cuestion.
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Figura 18. Zonas de recoleccién de garrapatas sobre perros. A) Chihuahua,
Chihuahua; B) Monterrey, Nuevo Ledn; C) Campeche, Campeche: 1. Ol§;
2. Ching; 3. INIFAP; 4. Bobola; 5. Xcampeu; D) Molas, Mérida, Yucatan.

Las garrapatas obtenidas se depositaron en etanol al 70% en tubos
Eppendorf® de 1.5mL y se enviaron a la coleccién de la Dra. Maria
Guadalupe Gordillo Pérez en el laboratorio de Enfermedades Infecciosas
Emergentes, Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Infecciosas y
Parasitarias (UIMEIP), Unidad de Alta Especialidad Pediatria, Centro Médico
Nacional Siglo XXI, Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) para su
identificacion mediante claves taxonomicas ya establecidas utilizando un
microscopio estereoscopico (Figura 19) (Guzman-Cornejo & Robbin 2010).

La identificacién fue realizada por biélogos y acaroélogos de la UIMEIP.
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Figura 19. Garrapata identificada como Ixodes scapularis en el Laboratorio
de Enfermedades Infecciosas Emergentes, Unidad de Investigacion Médica
en Enfermedades Infecciosas y Parasitarias (UIMEIP), Unidad de Alta
Especialidad Pediatria, Centro Médico Nacional Siglo XXI, Instituto Mexicano
del Seguro Social (IMSS) de acuerdo a las caracteristicas del gnatosoma,
base del capitulo, escudo. Esta garrapata proveniente de Campeche no fue
incluida en el estudio ya que se destin6 a la colecciéon de la Dra. Maria

Guadalupe Gordillo Pérez.

Una vez identificadas las garrapatas se procedio a extraer el ADN eligiendo
de cada perro una garrapata en estadio preferencialmente adulto y ninfal

para realizar la extraccion de ADN.

En el caso particular de las regiones anteriormente mencionadas de
Campeche se seleccionaron las muestras sanguineas de los perros con
garrapatas incluidos en este estudio a partir del banco de sueros y tejidos de
la Dra. Maria Guadalupe Gordillo Pérez para su posterior extraccion de ADN

y realizacion de PCR en busca de la espiroqueta Borrelia burgdorferi.

La extraccion de ADN tanto de garrapatas como de sangre periférica de los

canidos se llevo a cabo utilizando el kit comercial de QlAamp tissue kit
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Qiagen®. EI DNA obtenido se almacend en refrigeracion (-20°C) para

mantener la integridad y pureza.

Se evaluo la integridad del ADN realizando un corrimiento electroforético en

gel de agarosa al 1.5% vy utilizando transiluminacion ultravioleta para revelar.

Posteriormente se realizd su cuantificaciéon utilizando el equipo NanoDrop®
ND-1000 Spectrophotometer.

Se realiz6 la PCR de punto final utilizando un par de primers para amplificar
el gen fla (que codifica para la flagelina de Borrelia burgdorferi, proteina
estructural de los flagelos periplasmaticos que posee) y otro par de primers
para amplificar el gen OspA (que codifica para la proteina de superficie tipo A
de Borrelia burgdorferi, la cual permite la colonizacion del intestino medio de
la garrapata) con un promedio de 80ng de material genético para cada

reaccion. Se utilizé la metodologia especificada por Gordillo-Pérez (2007).

Se realiz6 el corrimiento electroforético utilizando un gel de agarosa al 1.5%
para observar la presencia o ausencia de amplicon de los fragmentos de
genes seleccionados de aproximadamente 300pb para cada gen (Figura 20,
21).

Finalmente dos muestras de garrapatas positivas a Borrelia burgdorferi se
secuenciaron y se realiz6 el alineamiento utilizando la herramienta
bioinforméatica BLAST para conocer la genoespecie de la espiroqueta

presente en cada una de ellas.

7 Resultados.

Las garrapatas recolectadas fueron identificadas por bidlogos y acarélogos

de la UIMEIP como se muestra a continuacion:

Chihuahua: Rhipicephalus sanguineus (28 ejemplares).
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Nuevo Ledn: Amblyomma mixtum (3 ejemplares) Rhipicephalus sanguineus
(138 ejemplares), Rhipicephalus (Boophilus) microplus (2 ejemplares), siendo
143 en total.

Campeche: Amblyomma longirostre (1 ejemplar), Amblyomma mixtum (2
ejemplares), Amblyomma spp (4 ejemplares), Rhipicephalus sanguineus (6
ejemplares), Ixodes affinis (3 ejemplares), Ixodes spp (1 ejemplar) vy

Haemaphysalis spp (1 ejemplar), siendo 18 garrapatas en total.

Yucatan: Amblyomma americanum (2 ejemplares), Amblyomma longirostre (3
ejemplares), Amblyomma spp (1 ejemplar), Dermacentor andersoni (2
ejemplares), Dermacentor spp (1 ejemplar), Rhipicephalus sanguineus (74
ejemplares), Rhipicephalus (Boophilus) microplus (11 ejemplares), siendo un

total de 94 ejemplares (Tabla N. 4).

Las garrapatas infectadas con Borrelia burgdorferi fueron: en Chihuahua 4
Rhipicephalus sanguineus de 28 garrapatas (4 para el gen OspA y 1 de ellas
para el gen fla); en Nuevo Ledon 4 Rhipicephalus sanguineus y 1
Rhipicephalus (Boophilus) microplus de 143 garrapatas (todas para el gen
OspA); en Campeche 1 Ixodes affinis (para el gen OspA) y 1 Ixodes spp
(para el gen fla) de 18 garrapatas; en Yucatan 4 Rhipicephalus sanguineus

de 94 garrapatas (2 para el gen OspA 'y 2 para el gene fla) (Tabla N. 4).
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Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa del gen OspA de B.burgdorferi.
Carril 1: Marcador de peso molecular de 100pb; carril 2: C(+); carril 3:
Amplicon de garrapara Ixodes affinis de Campeche PCR (+) ; carril 4: C(-). La
flecha roja indica 300pb, peso molecular esperado en muestras positivas

para el fragmento de DNA seleccionado de la bacteria.

'12345678

s — =

Figura 21. Electroforesis en gel de agarosa del gen fla de Borrelia
burgdorferi. Carril 1: Marcador de peso molecular de 100pb; carril 2: C(+);
carriles 3, 4, 5y 6: Amplicones de sangre periférica de perros de Campeche

PCR (+), carril 7: Sangre periférica de perro de Campeche PCR (-); carril 8: C
()
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Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa para evaluar la integridad del
ADN extraido. Se observan bandas de alto peso molecular por lo que se
corrobora que el material genético de 4 de las muestras utilizadas se

encuentra intacto.

En los 4 estados de la Republica Mexicana se encontraron garrapatas
infectadas, la frecuencia de infeccidn por Borrelia burgdorferi fue mayor en el

norte comparado con dos estados de la Peninsula de Yucatan (Tabla N.4).
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Tabla N. 4. Frecuencia de infeccion de Borrelia burgdorferi en garrapatas de

4 estados de la Republica Mexicana.

Garrapatas Chihuahua Nuevo Ledn Campeche Yucatan
n= 283 n=28 n=143 n=18 n=94

OspA Fla | OspA Fla | OspA Fla | OspA | Fla
Amblyomma | - | == | e e | e o2 |-
americanum
Amblyomma | ----- | e | e | e 0/1 0/3 0/2
longirostre
Amblyomma | ----- | - 0/2 0/3 0/2 02 |- |-
mixtum
Amblyomma | ----- | =mm | e | e 0/4 0/1 0/1
Spp
Dermacentor | - | - | - | mem | - 0/2 0/2
andersoni
Dermacentor | ----- | === | meem | e | eeees - | - 0/1
Spp
Rhipicephalus 4 1 4/86 | 0/52 | 0/6 - | 2/63 | 2/49
sanguineus
Rhipicephalus | ----- | - 172 |- | - 0/5 0/11
(Boophilus)
microplus
Ixodes affinis | ----- | -m | mm | e 1/3 e T
Ixodesspp | - | - | - | e 0/1 T e A
Haemaphysalis | ----- | === | === | == 0/1 el IR B
Spp
Frecuencia de|14.28% |1/2 |555% |0/55 | 5.5% 1/3 | 2.63% | 3.03%
infeccion (4/28) (5/90) (1/18) (2/76) | (2/66)
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Las garrapatas positivas para Borrelia burgdorferi en Campeche fueron de
las zonas ejidales de Bobold y Xcampeu; regiones contiguas que se
encuentran rodeadas de vegetacion, proporcionando un ambiente favorable

para el desarrollo de garrapatas (Figura 18, Tabla N. 5).

Tabla N. 5. Resultados de PCR por género de garrapatas de acuerdo a las
localidades de Campeche. En negro se resaltan los resultados positivos para

Borrelia burgdorferi

Localidad de recoleccion | PCR realizada
Género de la en garrapatas
arrapata
g p \© §_ OspA | Fla
m| O | &£ O x
Ixodes affinis 1/2 |0/1 | - | --- 1/3
Ixodes spp 1/1 | 0/1 1/1
Amblyomma oL |- |- |-- o1 | -- 0/2
mixtum
Amblyomma 0/3|-- |- |01 |-- 0/4
spp
Rhipicephalus -- |- |0/1]0/2 |0/3 |0/6
sanguineus
Amblyomma 0/1 |01
longirostre
Haemaphysalis | --- | 0/1 | --- | --- 0/1
spp
Total n=18 1/6 |0/2 |0/1|0/3 |1/6 |1/16 1/3

54



En las 5 regiones muestreadas de Campeche se hallaron canidos infectados
con Borrelia burgdorferi en altas proporciones, llegando a ser del 88.8%,

prevalencia muy elevada (Tabla N.6).

Tabla N. 6. PCR realizada en sangre periférica obtenida de los perros
parasitados de Campeche por regiones. Se muestra una alta prevalencia de

infeccion en hospedadores domeésticos.

Region Resultados PCR | Total de perros infectados
OspA Fla con Borrelia burgdorferi
Bobola 0/3 2/2 2/3
China 0/2 3/3 3/3
INIFAP 0/2 3/3 3/3
Ola 5/5 5/5
Xcampeu 0/3 3/4 3/4
16/18 (88.8%)

Los amplicones que fueron secuenciados corresponden a R. sanguineus e
Ixodes affinis procedentes de Nuevo Ledn y Campeche respectivamente.
Mostraron una homologia del 99% con la cepa B31 de Borrelia burgdorferi

sensu stricto en ambos casos (Figura 23, Figura 24).

Las secuencias presentaron mutaciones puntuales por lo que se realizé un
alineamiento de aminoacidos y se encontré que para la muestra de Nuevo
Ledn la mutacion generd un cambio en el marco de lectura con un cambio en
la traduccién del aminoéacido Glicina por Acido glutamico (Figura 23). Por otra
parte, la muestra de Campeche tuvo una mutacién puntual que no genero

cambios en el marco de lectura (Figura 24).
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ACAGCGTTTCAGTAGATTTGCCTGGTGARATGARAGTTCTTGTAAGCARAGAARARAACA

AAGACGGCAAGTACGATCTARTTGCAACAGTAGACRAGCTTGAGCTTARA CTICIG
IlIIIIIIIIIIII|I||IIIIIIIIIIIIIIIIHIIIIIIIIIIIIII Lt
ACGGCAAGTACGATCTARTTGCAACAGTAGACAAGCTTGAGCTTARA CTICIG

ATARAARCAATGGATCTGGAGTACTIGAAGGCGTARAAGCTGACAARAGTARAGTARAAT
IlIIIIIIIlIIlIlII||Il||IIIIIIIIIIIII|IlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
ATARAARACAATGGATCTGGAGTACTTIGAAGGCGTARAAGCTGACRARAGTAARGTARAAT

TARCAATTTCTGACGATCTAGGTCAAACCACACTTGARGTTTTCAARGAAGATGGCARAR
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHI||l|||l||l||l|||||||ll|
AACAATTTCTIGACGATCTAGGTCAAACCACACTTGAAGTTITCARAGARGATGGCARRA

CACTAG 275
LI
CACTAG 9784

Nuevo Leén SVSVDLPGEMKVLVSKEKNKDGKYDLIATVDKLE [KE ]S DKNNGSGVLEGVKADKSKVKL

Cepa B31
Nuevo Leén

Cepa B31
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Figura 23. Alineamiento de la secuencia del gen OspA amplificado del DNA

garrapata de la garrapata Rhipicephalus sanguineus colectada sobre perro

del estado de Nuevo Leon con la cepa B31 de Borrelia burgdorferi sensu

stricto con homologia del 99%. A) Alineamiento de nucleo6tidos donde se

observa en la muestra de garrapata una transicion de guanina por adenina

B) Alineamiento de aminoacidos donde se observa que la mutacién puntual

provoc6 un cambio del aminoécido glicina por &cido glutdmico.
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Campeche 25 AATTIGTITAATTTTACTITACTITIGICAGCTITTACGCCTITCAAGTACTCCAGATCCATT 84

Cepa B31 PLLLEEE e bbb bbbt
9726 AATTGITAATTTTACTTTACTITITIGICAGCTTITACGCCTITCAAGTACTCCAGATICCATT 9667

Campeche &5 GITTITTATCAGAAGTTCCTITTAAGCTCAAGCTTIGTCTACTGTTGCAATTAGATCGTACTT 144

Cepa B31 PEELEER R bbb bbb bbb bbbt
9666 GITITTATCAGAAGITCCTITTAAGCTCAAGCTTGICTACTGTTGCAATTAGATCGTACTT 9607

Campeche 145 GCCGTCTITGTITITIICTTTGCTTACAAGAACTTTCATTTCACCAGGCAAATCTACTGA 204
Cepa B31 IIIHllIHIIIHIIIHIIIHI||HIllHIIIHIIIHIlIHIIIHIIIH
9606 GCCGICTITTGTITTTITTITICTITIGCTTACAAGAACTTTCATTITCACCAGGCAAATCTACTIGAR 9547

Campeche 205 AACGCTGITTTICICGICAAGGCTGCTAACATITTIGCTTACATGCTATTAAGGCT T 264

Cepa B31 PELLEEEE bbb bbbl |
9546 AACGCIGITTTITCICGTCAAGGCTGCTAACATITIGCTTACATGCTATITAAGGCT. T 9487

Campeche 265 TAGACCTATT 274

LT
CepaB3l oi06 IACACCIATT 9477

Campeche IGLIIALIACKQNVSSLDEKNSVSVDLPGEMKVLVSKEKNKDGKYDLIATVDKLELKGTS
IGLIIALIACKONVSSLDEKNSVSVDLPGEMKVLVSKEKNKDGKYDL IATVDKLELKGTS
Cepa B31 IGLIIALIACKONVSSLDEKNSVSVDLPGEMKVLVSKEKNKDGKYDLIATVDKLELKGTS

Campeche DKNNGSGVLEGVKADKSKVKLTI 25
DKNNGSGVLEGVKADKSKVKLT I
Cepa B31 DKNNGSGVLEGVKADKSKVKLTI 83

Figura 24. Alineamiento de la secuencia del gene OspA amplificado del DNA
de garrapata Ixodes affinis colectada sobre perro en el estado de Campeche
con la cepa B31 de Borrelia burgdorferi sensu stricto con homologia del 99%.
A) Alineamiento de nucleétidos donde se observa en la muestra de
garrapata una transversion de adenina por timina. B) Alineamiento de
aminoacidos donde se observa que la mutacion puntual no afecté el marco

de lectura.
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8 Discusion

El incremento de la incidencia de casos de borreliosis se ha debido a varios
factores como la urbanizacion, que induce cambios en los habitos de
alimentacion de pequefios mamiferos y las poblaciones de venados, y la

deforestacion principalmente (Schotthoefer & Frost, 2015).

Ademas, el cambio climatico tiene un papel muy importante en el ciclo de
vida del vector ya que afecta la duracion de los estadios y la distribucion
geogréfica de los mismos y de sus hospedadores. Se ha reportado que
cuando la temperatura ambiental aumenta, los ciclos de vida del vector se
acortan y la densidad de poblacion de garrapatas es mas alta, lo cual podria

aumentar el riesgo de diseminacion de la EL (Feria-Arroyo et al., 2014).

En el presente estudio se observo la existencia de Borrelia burgdorferi en el
norte de la Republica Mexicana (Nuevo Leon y Chihuahua). Anteriormente se
habia reportado la presencia de la enfermedad en pacientes de Coahuila,
Nuevo Ledn, Tamaulipas, Veracruz, Jalisco y la Ciudad de México siendo en
el noreste la mayor prevalencia de casos (Gordillo et al, 1999), por lo cual
gueda confirmado que la espiroqueta sigue manteniendo su ciclo de vida, sin
embargo, en este estudio Unicamente se identificaron garrapatas
Rhipicephalus sanguineus de las cuales 8 estaban infectadas, demostrando
que esta garrapata se estad comportando como un vector potencial y, junto
con el perro (hospedadores de Rhipicephalus sanguineus), sugiere que B.

burgdorferi esta propagandose en el ciclo doméstico en dicha zona.

La garrapata Rhipicephalus sanguineus es la mas comun encontrada sobre
perros, es por esto que se ha denominado también como “la garrapata café
del perro” y esta distribuida ampliamente en el mundo. El hecho de que
Rhipicephalus sanguineus sea capaz de albergar al agente etiologico es
alarmante debido a la cercana relacion que mantiene con el humano. La

situacion se complica sabiendo que el 70% de los perros en la Republica
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Mexicana se encuentran en situacion de calle y las medidas de higiene son

escasas (Torres, 2015).

Anteriormente no se habia establecido relacion alguna entre la EL con
Rhipicephalus sanguineus. Desafortunadamente no se pudieron obtener
muestras sanguineas de perro que pudieran ser analizadas en busca de la
espiroqueta y de este modo lograr un panorama general sobre la transmision

del patégeno al hospedador a través de R. sanguineus como vector.

Sobre los perros muestreados de Chihuahua y Nuevo Ledén no se
encontraron garrapatas del género Ixodes por lo que se sospecha que al
menos en las zonas usadas para los muestreos éstas siguen conservandose

dentro del ciclo silvestre en areas boscosas (Gordillo et al., 2009).

En Campeche se encontr6 que las garrapatas positivas a Borrelia burgdorferi
se localizaron en las zonas rurales ejidales de Bobola y Xcampeu, lo cual

implica un riesgo para la poblacion (Tabla N. 5).

En Campeche se identifico a Ixodes affinis infectada con Borrelia burgdorferi.
Este vector fue reportado recientemente en Yucatan (Heller et al., 2015,
(Rodriguez—Vivas et al., 2016). Es posible que esta especie de garrapata se
esté comportando como un vector potencial de Borrelia burgdorferi,
contribuyendo de este modo en el mantenimiento del ciclo silvestre y
doméstico ya que en 2015 Solis-Hernandez, Rodriguez-Vivas, Pérez-
Barrera, Esteve-Gassent & Apanaskevich encontraron una incidencia de

Ixodes affinis en perros del 11.11% en dos comunidades de Yucatan.

Anteriormente se habia reportado a I. affinis en zonas rurales o selvaticas del
pais manteniendo el ciclo silvestre, a diferencia de I. scapularis que ademas
de estar involucrado en el ciclo silvestre, también lo estd en el ciclo
doméstico (Solis-Hernandez, Rodriguez-vivas, Esteve-Gassent, & Villegas-
Pérez, 2016).
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I. affinis estd ampliamente distribuida en el territorio sureste de EUA y
también ha sido reportada en México por Guzman-Cornejo & Robbin 2010,
en los estados de Yucatan y Chiapas. Se ha encontrado parasitando
mamiferos como: perros, gatos, caballos, coaties de hocico blanco, venados

de cola blanca, ocelotes, zopilotes y bovinos (Rodriguez-Vivas, 2016).

Se sugiere que ha llegado a la peninsula de Yucatan debido a aves
migratorias que vienen desde Norteamérica y pasan la temporada de

invierno en gran parte de México (Heller et al., 2015).

Rhipicephalus (Boophilus) microplus, que es la garrapata mas importante del
ganado bovino a nivel mundial; sin embargo, en este estudio se encontrd
sobre perro, demostrando que esta buscando nuevos hospedadores por
factores que se desconocen, ademas de actuar como vector potencial para
Borrelia burgdorferi. Esta cuestion es preocupante ya que representa un
problema de salud tanto para los caninos debido a la pérdida de sangre y las
complicaciones que esto conlleva, como para los humanos por la posibilidad
de transmision de la espiroqueta sin mencionar el riesgo de parasitismo de

otros animales domésticos y silvestres.

No se habia establecido con anterioridad la relacion de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus con Borrelia burgdorferi. Se desconoce si existe
transmision transovarica de Borrelia burgdorferi en Rhipicephalus (Boophilus)
microplus, por lo que se debe considerar que si una garrapata de esta
especie se ha alimentado del perro infectado y adquiere al patdégeno,
oviposita en el suelo y las larvas suben a un bovino, estos animales podrian
infectarse; de este modo, los bovinos podrian funcionar como reservorios de

Borrelia burgdorferi.

Debe tomarse en cuenta que México es un pais con gran actividad ganadera
en donde el producto de mayor demanda es el generado por el ganado

bovino (Fideicomiso de riesgo compartido, 2017), por lo que encontrar
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Borrelia burgdorferi en Rhipicephalus (Boophilus) microplus es un factor de
riesgo para la poblacién. SI aunamos a esto la presencia de ésta garrapata
en perros y no soélo en bovinos, ademas de que Rhipicephalus (Boophilus)
microplus no es la Unica especie de garrapata que se sube a los bovinos, se
favorece la posibilidad de diseminacion de Borrelia burgdorferi hacia otros

vertebrados y probablemente hacia nuevas especies de garrapatas.

Aunque la zona norte de México mostro tener una mayor frecuencia de
infeccion por Borrelia burgdorferi en comparacion con la zona sur, ninguna

area deja de representar un riesgo para la salud de humanos y animales.

La zona del sur de México tiene condiciones climaticas favorables para la
proliferacion de las garrapatas, la vegetacion y disponibilidad de
hospedadores, es por esto que se recolectd mayor variedad de garrapatas
en ésta area (Tabla N. 4 y Tabla N.5).

Las regiones muestreadas en el norte del pais fueron zonas urbanas

habitadas por lo que existe riesgo de infeccion en la poblacion humana.

De igual modo, el aumento de la densidad de poblacion humana ha ido
obligando a las personas a extender las zonas habitacionales hacia el campo
invadiendo regiones con vegetacion y facilitando la interaccion de las
garrapatas con perros y a su vez con humanos. Asimismo, la poca atencién
sanitaria prestada a los canes aumenta la probabilidad de diseminacion de la

garrapata y de la espiroqueta en un ciclo domeéstico.

Los perros con infeccion por B. burgdorferi confirmada en su mayoria
estuvieron infestados de garrapatas ya que, al tratarse de animales con
duefios en zonas rurales, cazadores, de perreras y recién llevados clinicas
veterinarias, carecian de atenciones como algun tipo de tratamiento
preventivo, remocion de garrapatas por sus propietarios y poca regulacion

del crecimiento poblacional de éstos parasitos, por lo que se favorece la
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dispersién de garrapatas infectadas con este u otros patdégenos (Rojero-
Vazquez, 2016).

El analisis de sangre periférica de perros de Campeche mostraron que el
88.8% de ellos se encontraban infectados, esta situacion es inquietante
debido a que pueden transitar libremente por todos los espacios, pudiendo,

de este modo, esparcir las garrapatas infectadas (Tabla N.5).

Un mayor nimero de garrapatas demandara mas alimento y por lo tanto se
distribuiran en un mayor niamero de hospedadores, llegando a afectar a
aquellos que se encuentren dentro del ciclo doméstico pudiendo, de éste

modo, infectar a humanos con mayor facilidad (Schotthoefer & Frost, 2015).

La amplia diversidad de hospedadores de los que se alimenta la garrapata es
un factor importante ya que esto puede estar afectando la distribucion de las
mismas en nuevos habitats y por lo tanto de la espirogueta, aumentando la

probabilidad de infeccion en humanos vy la incidencia de la enfermedad.

Con los datos obtenidos de la secuenciacion se propone que la espirogueta
gue se encuentra presente principalmente en México es Borrelia burgdorferi
sensu stricto (Figura 23, Figura 24), resultados que respaldan lo encontrado
por Gordillo-Pérez (2007) donde se observd que la bacteria que afecta a
pacientes con EL adquirida en la Republica Mexicana pertenece a la

genoespecie Borrelia burgdorferi sensu stricto.

No se puede rechazar la idea de que las mutaciones encontradas en los
alineamientos podrian ser las causantes de la presencia de Borrelia
burgdorferi en Ixodes affinis y Rhipicephalus sanguineus, lo cual podria
representar un caso de evolucién y adaptacién entre cepas de la
espiroqueta y vectores que influyen de manera  significativa en la
diseminacion; sin embargo, se necesitaria secuenciar mas muestras y

observar si las mutaciones se conservan y afectan el marco de lectura.
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9 Conclusiones.

Los hallazgos obtenidos en este estudio corresponden con el primer reporte
de garrapatas infectadas con Borrelia burgdorferi, describiendo nuevas
localidades con Ixodes affinis y la presencia de un ciclo enzodtico establecido

en el estado de Campeche.

Rhipicephalus sanguineus y Rhipicephalus (Boophilus) microplus se pueden
considerar como vectores potenciales significativos en dos estados del Norte
de México. Anteriormente no se les habia descrito como tal. Aunque no se
ha demostrado la capacidad de Rhipicephalus sanguineus y Rhipicephalus
(Boophilus) microplus para transmitir la espiroqueta hacia el hospedador
vertebrado deben tenerse en consideracion ya que, por un lado, México es
un pais que se dedica ampliamente a la ganaderia, principalmente a la
ganaderia bovina. Por otra parte el crecimiento descontrolado de la poblacién
canina en situacion de calle es un factor importante en la diseminacién de

garrapatas.

La presencia de Borrelia burgdorferi en garrapatas en zona urbana,
suburbana y rural sugiere que la poblacion tiene alto riesgo de adquirir la
enfermedad de Lyme, principalmente en la zona norte de México en donde

se encontré mayor frecuencia de infeccion.

Los animales silvestres son los hospedadores principales encargados del
mantenimiento de la infeccion en areas endémicas; sin embargo, es posible
que perros y aves migratorias puedan comportarse como transportadores
capaces de dispersar la garrapata infectada hacia el sur incrementando la

diseminacion de la espiroqueta y, por ende la infeccion en humanos.
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10 Perspectivas.

Se busca principalmente informar y concientizar al personal dedicado a
laborar en el area de la salud y a la poblacion en general sobre la borreliosis
de Lyme ya que se trata de una enfermedad emergente y poco se sabe de

ella en territorio Mexicano.

Las perspectivas de trabajos futuros se destinan, por un lado, a completar el
analisis en busca de Borrelia burgdorferi en perros para calcular una
frecuencia de infecciéon de todas las areas de estudio y no Unicamente de
Campeche. Por otro lado, realizar la colecta de garrapatas sobre perros y
otros animales que tengan contacto con el humano en zonas donde se hayan
reportado casos de enfermedad de Lyme diferentes a las analizadas en este

trabajo para observar la distribucion de la bacteria.

De igual forma seria importante realizar secuenciaciones a mas muestras
positivas a Borrelia burgdorferi para observar si hay mutaciones o no en el
DNA de la bacteria y si éstas repercuten en la secuencia de aminoacidos
resultante; esto podria relacionarse a la adaptacion de la bacteria a nuevos

vectores.

Finalmente se puede sugerir un estudio que se enfoque hacia la capacidad
de transmision de Borrelia burgdorferi del vector potencial hacia el

hospedador y conocer el impacto que esto tendria en la poblacion.
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