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RESUMEN

PAUSA GONZALEZ-POLA JAIME JESUS. Diagnéstico Seroldgico del
Agente Causal de la Borraeliosis Canina, Borrelia
burgdarferi, en 60 perros del Valle de México, Cuernavaca,
Toluca, y Morelia.

Asesor: Luis Jorge Alanis Caldersn.

La Enfermedad de Lyme, una de las zoonosis de mayor
importancia en los Estados Unidos de America y con una
distribucién mundial causa anormalidades eritematosas,
cardiovascular, neurolégicas vy articular en humanos y en
perros.

En este estudio, que consta de 60 perros cony sin
duefo dael centro de México, se realizé un examen fisico
general sin encontrar el vector (Ixodeg damminid en ninguno
de ellos, asi como tampoco mostraron signos clinicos
sugestivos de Borreliosis. Tambien, se analizé por medio de
la prueba de ELISBA la seropisitividad al agente etiolégico,
Barrelia burgdorferi, obteniendo resultados negativos. Esto
nos indica que la incidencia de esta enfermedad en el

centro de México as baja.



INTRODUCCION

En humanos se conoce con el nombre de Enfermedad de
Lyme, Lyme borreliosis o Lyme Artritis; en el perro se le
llama Borreliosis canina (33,53,55,56). Dicha enfermedad,
ocurre come una inflamacién, inmunomediada y multisistémica
que afecta a las especies domédsticas, silvestres y al hombre
(48,54,56). El agente etiolégico de esta enfermedad es una
espiroqueta del género Borrelia hurgdorfeyi 1a cual 1a
transmite una garrapata del gdnero Ixodes dammini. Esta
garrapata requiere de tres hudspedes y tres fases (linfa,
ninfa y adulto) para completar su ciclo biolégico, siendo la
fase de ninfa y adulta, las de mayoy importancia en 1la
transmisién de la enfermedad. (S,14,29,45,47,69,70).

Existen algunas diferencias entre las manifestaciones
en humanos Yy en el perro. La Enfermedad de Lyme, en
humanos} se presenta en tres etapasg la primera se
caracteriza por producir una lesién en piel eriteﬁatosa,
l1lamada Eritema Migrans Cronicum (EMC) que se manifiesta en
los primeros dias de 1la infeccién, y se acompafa de
malestar, fatiga, dolor de cabeza, dolor muscular
generalizado y linfoadenopatia. La etapa 1l se presenta
semanas © meses despuéds Yy los pacientes pueden desarrolla.r
anormalidades cardiacas, neurolégicas, musculoesquelédticas y
ataques recurrentes de artritis. La etapa IIl se presenta

varios meses o afos despuds desarrollande artritis crénica



con erosién de cartilage y bhueso (S,16,55,59,63,70,74,
80,81,82). ’

En la Borreliosis canina, 1las etapas no estan bien
definidas y rara vdz se presenta la lesidén eritematosa en
piel que es lo que caracteriza a la enfermedad en humanos.
(5,25). La enfermedad .en perros se caracteriza por producir
fiebre mayor a 40 C, anorexia, claudicacién y altrargia.
Posteriormente ae puede presentar linfoadenopatia,
glomerulonefritis o miocarditis (S, 30,55,56,60,63).

La Enfermedad de Lyme o Borreliosis canina no solo se
limita a los E.U.A. si no que tambien existen informes en
Europa, Escandinavia, Australia y recientemente en China,
Japén y URSS. Se sabe que existen diagnésticos aislados en
varias partes de México a través de clinicos en Puerto
Vallarta, Guadalajara y Chihuahua aungque no han gido
publicados, el diagnéstico se realizé por medio de pruebas
para deteccién de anticuerpo especificos 1IgG. # (6,
66,74,81).

El criterio para realizar el diagnéstico de la
Borraliosis canina egy; analizando la historia c¢linica,
signos clinicos, resultados de las pruebas serolégicas y la
respuesta a los antibiéticos, ya que la espiroqueta, B.
hurgdorferi es sensible a las tetraciclinas, penicilinas vy
eritromicina. (35,45,62,75,76,81).

#* Por comunicacidén personal del Dr. Marco Antonio Perdz
Cortéz.



HISTORIA

El primer informe que existe de la Enfermedad de Lyme
en humanos, fué en 1909, en Suecia por el Dr. Afzius, el
observé en un paciente que fué mordido por una garrapata del
género IxaABE_snuu una lesién eritematosa en piel (5,63).
En 1922 esta lesidn se asocia a problemas neurelégicos ¢ 82)
y en 1968, el Dr. Davis, informa la enfermedad en humanos
por primera vez, en el estado de MWisconsin, E.U.A. (29).
Posteriormente, en 1975 en el poblado de Lyme, Conneticut,
de donde obtiene su nombre la enfermedad, se diagnosticaron
varios casos de artritis reLmatoida Juvenil, que se asosian
a la lesién en piel y se sospecha que existe una relacidn.
En 1982, Dr. Willy Burgd&rferi descubre el agente etiolégico
de la Enfermedad de Lyme, una espiroqueta del género
Barrelia sppn. En 1983, el Dr. Lissman, informa en les E.U.A.

por primera vez la enfermedad en los perros. (5,20,29,82).

AGENTE ETIOLOGICO

El agente etiolégico de la Borreliosis Canina, es una
espiroqueta del género Borrelia burgdorferi, que se ha
detectado en humanos, canidos, bovinos, felinos, equinos vy
de varias especies silvestres, tal como el mono amuricqno
¢(Ilamias striatys), ratén pata blanca (Beromyscus leucopus),
conejo tola de algodén (Sylvilagus floridampus), rachn
(Pracyon_ lotor), meadow vole (Micretus  pennsvlvanicusd,
venade cola blanca (Odocoilaeys virginianus), vy raton



saltador del monte (Napasozapus insignisy. ¢3,5,11,22,28,46,
54, S5S5,5%6,57,60,81).

B. burgdorferi se ha aislado a partir del intestino
sedio de las garrapatas del género Ixodes damminpi. E1 grado
de infeccién varia entre las garrapatas, pero las
espiroquetas se encuentran en mayor concentracién en el
intestino medio, donde se pueden , observar sobre las
microvellosidades y en los espacios intercelulares del
epitelio, En las garrapatas con infeccidén generalizada se
puede detectar en los ovarios, testiculos, ganglios
centrales y en menor cantidad en las glandulas salivares
€18,19,20,62). Tambidén se ha aislado de 1la sangre, rifon,
higado, ojo, bazo del ratén pata blanca (Peromyscus
lsuopus), un vector importante en el desarrolleo de la
garrapata. (3,24).

En pacientes con la Enfermedad de Lyme, se puede aislar
a partir de sangre, piel, liquido cerebroespinal, ganglios
linfaticos, orina, liquido sinovial, tejido vy hueso.
(10,20,34,62,73,74,81).

La espiroqueta, Barrelia burgdorferi, tiene la
caracteristica de crecer en medio de cultive Barbour-
Stoenner~Kelly a temperatura de 30 a 37 C. Morfologicamente
tiene forma de saca corcho, mide de 11 a 39 milimicra de
largo y 0.18-0.25 milimicra de diametro, con 7 a 11
flagelos, es catalasa negativa y su relacién
cistosina/guanina es del 27.3 a 30.5%, tiene dos membranas

externas (proteinas) OpsA de peso molecular de 31 kD



(kilodalton) y OpsB de 34 kD que actuan como antigeno de
superficie. (5,8,18,81,82).

Los otros miembros del géneve Borrvelia son: B. hermsii
que causa en humanos fiebre recurrente en el suroeste de los
E.U.A., _B._recurrentis que causa Fiebre Atricana Recurrente,
Bo_toriacea que causa Aborto Epizootico en Bovino en el este
de los E.U.A., B. theileri causa anemia en el ganado y en el
caballo en Africa vy Asia vy B.guseripa causa septicemia vy

diarrea en aves. (5).

VECTOR

El vector de mayor importancia en la transmisién del
agente etiolégico de la Borreliosis canina , es la garrapata
del género lxodes dammini, pero existen otras garrapatas, de
menor importancia que pueden transmitir la espiroqueta;
émblyvopa americanum, Rhipicephalus sanguineus v Dermacentor
varjabilis. Tambien existen otros artropodos, como los
mosquitos, mosca del caballo, y mosca del venado con 1la
presencia de la bacteria. Sin embargo nNne se conoce la
asociacién en la transmisién de la espiroqueta por picadura
de insectos hematofagos. (5, 19,20,25,47,49,63,66) .

Las garrapatas del género Ixades spo. tiene una
distribucién mundial. JIxodes dammini, sSe leocaliza en el
noreste de les E.U.A. y en el sur de Canada, y se limita a
los ecosistemas a nivel del mar. 1. pacificus se encuentra

en el ceste y veste-medio de los E.U.A. y Baja California.



Méxice, y se encuentra hasta 2,500 mt. sobre el nivel del
mar. X. scapularis se encuentra desde Florida hasta Texas,
E.U.A. En Europa, se encuentra J. ricinus, en Asia, 1.
persulcatus vy todas tienen la capacidad de transmitir la
espiroqueta del género Berrelia buyrgdorferi (5,17,19,66,
B2). Se sabe que existen diagnésticos aislados en varias
partes de México a través es de clinicos en Puerto Vallarta,
Guadalajara y Chihuahua aunque no han sido publicados los
diagnésticos fuerén hecho a travéz de pruebas para deteccidn
de anticuerpo especificos IgG. #

Las caracteristicas morfologicas de la familia Ixodidae
son garrapatas cuyas larvas, ninfas vy adultos poseen un
escudo en la superficie dorsal. El gnatosoma 1lleva 1los
organos bucales los cuales se provectan hacia adelante del
cuerpo, por 1lo que son visibles desde arriba. Existe
dimorfismo sexual marcado, siendo el macho maAs pequefoc que
la hembra; vy 5u superficie dorsal casi cubierta por el
escudo, razén por 1la que el cuerpo del macho no puede
distenderse mucho. Las hembras son mds grandes y el escudo
mds pequefio en proporcién ya que cubre sélo la octava parte
anterior del cuerpo; 1los estigmas respivatorios estan
situados en placas estigmaticas bien definidas detrds de las
coxas del cuarto par de patas. El gnatosoma presenta areas
porosas. (2,67,68).

# Por comunicacién personal del Dr. Marco Antonio P}Eréz
Cortéz,



El ciclo biolégico de la garvapata_l. dammini requiere de
tres huespedes y ¢tres etapas o fases para completar su
desarvollo, en un periodo de tiempo de 2 aRos. La larva que
emerge del huevo en primavera no contiene suficientes
espiroqueta para inducir la enfermedad en su primer huésped,
principalmente el ratén pata blanca, (Eeraomyscus leucopusd.
En zonas donde la enfermedad esbenzootica un alto porcentaje
de los ratones pata blancas estan infectados con Borrelia
burgdarferi y la larva se infecta durante un periodo de
alimentacién de dos dias. La larva se cae o desaloja al
hudsped vy pasa a un estado de descanso hasta la préxima
primavera cuando cambia a ;a fase de ninfa. Durante el
verano, las ninfas se alimentan de nuevos huespedes,
predominando el raton pata blanca (B, leucopus) y una gran
variedad de animales domésticos, silvestres y al hombre,
Estos huespedes se infectan con la espiroqueta, si la ninfa
se alimenta por un periodo de tres o cuatro dias.
Posteriormente, desalojan al hudsped hacia finales del
verano y cambian a su fase adulta. Du;ante el otofo e
invierno, la fase adulta se encuentra en la vegetacién y es
cuando infectan a mamiferos mas grandes, principalmente el
venado cola blanca (Qdocojleus virginianus). Las fases de
ninfa y adulta son las mas importantes en la transmisién de
la enfermedad. (5,14,17,24,25,47,57,61,63,64,81,82).

No se conoce con exactitud el mecanismo de transmisién
pero se sospecha que la espiroqueta se encuentra en el

intestino de la garrapata y durante el proceso de



alimentacién 1la espiroqueta es movilizada hacia las
glandulas salivales o por regurgitacion del contenido
intestinal penetra al nuevo huédsped. (5,19,20,51) Otvas

posibles vias que no se debe descartar es por medio de la
orina y heces. En 1las garrapatas la transmisién puede ser
transovarica. (5,13,52,61,64,74).

En un estudio realizado por Piesman et. al. el observé
que el tiempo de permanencia de la garrapata sobre el
hudsped es importante para la transmisién de la enfermedad,
ya que se necesita de dos o tres dias para transmitir la
espiroqueta y que se presenten las manifestaciones clinicas

semanas o meses después. (61,81).

PATOGENIA

La garrapata introduce la espiroqueta en la piel o en
el torrente sanguineo de los pacientes, despuds de un
periodo de incubacién de 3 a 32 dias, se sospecha que el
organismo migra hacia la piel (EMC). Esta hipotesis es
respaldada porque se a recuperado la espiroqueta de biopsias
de piel y se han observado utilizande 1la tecnica de
inmunoperoxidasa o tincién de Warthin-Starry.(73) En algunos
pacientes, la espiroqueta se queda localizada en la piel o
en los ganglios linfAticos regionales. En otros se disemina
por la sangre hacia otres drgancs, particularmente el
cerebro, higado, bazo o a otros sitios en la piel

produciendo una lesién anular secundaria. (70,711,743,
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Cual es la pategenia en las manifestaciones tardias de
la Enfermedad de Lymé. En un paciente ¢on anormalidades
neurolégica se ha aislado la espiroqueta a partir de liquido
cerebroespinal, y se sospecha que la meningitis se produce
por invacién directa a este. Posteriormente no se sabe el
destino de 1la espiroqueta. A diferencia de otras infecciones
por espiroquetas, las manifestaciones tardias en la
Enfermedad de Lyme son la artritis. No se sabe si 1la
espiroqueta esta presente, o en donde esti, o si simplemente
produce una respuesta inflamatoria por el hudsped. En
disputa esta; si es necesar;o que el agente infeccioso este
presente, para la continuidad de 1la enfermedad o si el
agente inicia la enfermedad, el cual es seguido de
autoinmunidad. Siendo esto de importancia en las

enfermedades inmunomediadas. (31,70,73,74,78,81).

Otros autores informan que las manifestaciones
neurolégicas, cardiacas y articularves se deben a la
formacién de complejos inmunes . Steere et al, informa que
el dafo cardiaco no se debe a los complejos inmunes, si nc a
la formacién de anticuerpos contra Estreptocos A; que tienen
reaccién cruzada con las fibripas del miccardico o por 1la
sensibilizacién de los linfocitos que atacan a las fibrinas,
pero  aun no se han establecide las bases de estos

mecanismos. (70,71,73,74,78).



SIGNQS CLINICOS

En humanos, la Enfermedad de Lyme, se presenta en tres

etapas diferentes, la etapa I se caracteriza por una lesién

en piel llamada Eritema Migrans Cronicum (EMOY. La etapa 11

afecta al sistema nervioso central y al sistema cardiaco.

En la etapa I!1 se observa atritis crénica con ercsidn de
cartilago y hueso (5,63,70,81,82).

En los animales las etapas no estan bien definidas, por
lo que - su presentacidn o8 multisistemica afectando al

sistema musculoesquelético, nervioso, cardiaco, renal,

ocular e higadn. (63,81).

MANIFESTACIONES PRIMARIAS:

Lta manifestacién dermatolégica en la Enfermedad  de
Lyme, se caracteriza por producir una lesién en piel llamada

EMC, que ocurve en el sitio de la picadura de la garrapata

entre el 3 y 32 dias. Esta lesidn se caracteriza por 1la

presencia de una macula o papula de color azun o pépura

rodeada por un  halo rojo. El centro de esta lesidén se

convierte eritematosa, vesicular o necréica Y de

consistencia dura y se puede lwocalitar en cualquier sitie

del cuerpo, peroc se encuentra con mayor frecuencia en las
axilas, vientre y regién inguinal. Despuéds de la lesidn
inicial se puede encontrar lesiones secundarias con las

mismas caracteristicas a la EMC. Durante este perieodo se
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puede observar ' conjuntivitis, prurito malar, y en  algunas
prurito 'y urticaria. Estas lesiones . se acompafian de
malestar, fatiga.'dolor de cabeza, fiebre, dolor muscular
generalizado y linfoadenopatia. En conjunto producen la
etapa 1 en el desarrollo de la enfermedad.
¢38,70,74,76,77,81,82).

En la Borreliosis caniga la lesién eritematosa en piel
rara vez se observa o se detecta. Esta lesidén se resuelve
despuds de retirar a la garrapata. En los perros los signos
que se presentan con mayor frecuencia son fiebre (> 40 C),
ancrexia, claudicacién, . artralagia, linfoadenopatia,

glomerulonefritis o miocarditis. (5,25,30,38,63).

MANIFESTACIONES SECUNDARIAS
SISTEMA NERVIOSO

Después de varias semanas se presentan anormalidades
nerviosas, como meningitis, encefalitis, neuritis cranial,
radiculoneuritis matora y sensitiva o mielitis. t77,78,81).

En los humanos se puede observar sintomatologia
sugestiva de irritacién de wmeninges. Estos pacientes
presentan dolor de cabe:za, rigidez muscular, y dolor en
cuello con duracién de varias horas. Pueden llegar a
presentar fotofobia, nauseas, dolor al mover los ojos y o la
sensacidn de aumentc de presidn (infraorbitaria) atras del

ojo. Los  pacientes que presentan encefalitis informan



insomnio, somnolencia, perdida de memoria ' mareo.
¢70,76,77, 78,81), k

En los perros los signos neurolégicos son
principalmente cambios de conducta, agresién y convulsiones.

5, 25).
SISTEMA CARDIOVASCULAR:

En humanos después de varias semanas los pacientes
presentan signologia cardiaca. El signe mas comGn es el
bloqueo atrioventricular de primer grado o blogqueo completo.
Algunos presentan cambios electrocardicograficos compatibles
con miocarditis, disfuncién ventricular izquierda y rara vez
cardiomegalia. (74,76,81),

Posterior a las manifestaciones primarias pueden
desarrollar diferentes grados de bloqueo atrioventricular
con signologia de mareo, sincopes, respiracién superficial,
dolor toracico, inspiracién profunda y palpitacién. A 1la
ausculatacidén se puede observar taquicardia o bradicardia,
ritmo de galope con un 3% sonido cardiaco audible, ligero
reflujo hepatoyugular o friccién del pericardio y estertores
pulmonares basilares y se puede llegar a presentar soploe
II/VI. (71,77).

El grado de blogueo atrioventricular fluctua
rapidamente, en pacientes con blogueo completo, primer grado
o Wenckeback de segundo grado pueden cambiar entre uno y el

ntro en minutos, por 1o tanto, los pacientes con bloguex A-V



parece que se wrigina proximo  al Has de His. El cambin
electrocardiografico que se observa en pacientes con blogueo
de primer grado es 0.30 a 0.42 segundos en el intervalo P-R.

En paciente que no presentan bloqueo A~V los cambios
electrocardiografico que se observan 506 auscencia -
inversién de la onda T o depresién del segmento S-T, otra
anormalidad es un defecto en la conduccién intraventriucular
(ARS= 0.12 seg) y contraccién ventricular prematura. Estos
cambios son compatible con miopericarditis vy efusidn

pericardica. (5,63,71,81).

ARTICULACIONES:

En el 60% de los pacientes con la Enfermedad de Lyme,
posterior a las manifestaciones primaria se desarrollan
anormalidades articulares en los primeros 2 afos de la
infeceidén., Si la articulacién se ve involucrada al inicio
de la enfermedad se observa dolor en las articulaciones,
tendones, bursa, musculos o huesos sin  inflamacion, Este
dolor es migratorio afectando una o dos articulaciones a 1la
véz con una duracién de varias horas hasta varias semanas.

La artritis se presenta meses despuéds, con inflamacién vy

dolor en la articulacién de la rodilla, principalmente. La
artiritis se caracteriza por ataques recurrente,
asimetricos, inflamacién oligoarticular, dolor o por

periodos de poliartritis migratoria. <70,72,76,77,78,79,

80,81).



i5

En la Borreliosis Canipa se desarrolla artritis

migratoria, intermitente oligoarticular similar a la de los

humanos. (45,47), La artritis tiene una presentacidn subita

afectando 1las articulaciones de 1los carpos, falanges,

hambro, tode, tarsos y rvodilla. Las articulaciones gque se

ven mas afectadas son agquellas proximas a la lesién inicial

en piel (EMC). ta signologia que presentan los pacientes

son claudicacién, rigidez generalizada, artralgia, dolor e

inflamacidén articular. Al exdmen tisico de las

articulaciones se puede observar inflamacién, aumento de la

temparatura, y rara vez hiperemia. La inflamacidén no es un

signo comun, pero al movimiento de 1la articulacién hay

dolor. (453, La inflamacidn puede fluctuar con actividad

tisica y se puede agravar el problema, la rodilla es una de
las articulaciones que puede presentar inflamacién y

dolor. <(30,45,72,77).

mucho

Magnarelli, L. et. al. en 1990 informa que en 30

perros estudiados algunos manifestaron signologia de

claudicacidén o anormalidades articulares y otros presentaron

tiebre, anorexia o fatiga. (543

Burgess, E. et. al. en 1987 informa que los bovinos

pueden ser infectados por Barrelia hurgdarferi vy presentar

signologia de artritis vy laminitis ademas de enfermedad

sistemica, (227
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SISTEMA OCULAR

La  complicacién ocular comunmente informada en
pacientes con Enfermedad de Lyme es la conjuntivitis.
(1,9,12,31). Las manifestaciones tardias asociadas al
sistema ocular son corioiditis difusa bilateral Yy
desprendimiento exudativo de 1la vretina. 1,42). Otras
manifestaciones incluyen iridociclitis, vasculitis retinal y
edema macular (1,25),

Las complicaciones neuro-oftalmicas asociada a la

Enfermedad de Lyme. que se han observade con mayor
frecuencia; y se ha informado de uveitis, corioretinitis,
queratitis intersticial, neuritis éptica, isquemia éptica

neurcpatia y pulsacién del globo ocular. (1,25,42,58).
Algunos pacientes presentan visién borrosa que se

atribuye, a un aumento en la presién intracraneal, mientra

que otros presentan fotofobia o diplopia asociado a paresis

del nervio oculomotor o abducens (9).

SISTEMA RENAL

En la Borrveliosis Canina, se ha detectado problemas
renales. (5,34,55). Al exdmen fisico se observa letargia,
rigidez muscular, apetito disminuido y vomito. En el
urianalisis se observa proteinuria, cilinduria, piuria vy

hematuria (34D,
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Los cambios histolégicos a nivel renal inveolucran - al
glomerulo. A este nivel se observa proliferacién celular
mesangial y engrosamiento de 1la membrana' basal de los
capilares glomerular, hay una marvcada glomerulcesclerosis vy
‘en algunos segmentos existe esclerosis hialinizante o
condensada, adhesién del glomerulo a la capsula de Bowman es
comun ¥y la mayoria de los glomerulos contiepnen una capa
gruesa de tejido fibrotico pericapsular. La lesién tubular
incluye focos de degeneracién y necrosis (34,55),

DIAGNOSTICO

Existen diferentes métodos de diagnésticos en la
aCEuafidad, en los laboratorios se estan utilizando 1las
prdahas de anticuerpos inmunoflourescencia (IFA), ELISA, vy
Cultivos de Celulas B.burgdorferi. Estos. metodos son
adecuados para realizar el diagnéstico de 1la Borreliosis
Canina perc se utiliza el método de ELISA porque tiene
mayor sensibilidad, los resultados son menos variables y es
mas facil de estandarizar. (26,27,51,53,54,65).

El método de cultivo, a partir de muestra de pacientes
con 1la enfermedad, permite realizar el diagnédstico
definltivo, peroc este es dificil e impracticao para
utilizarlo rutinariamente. Por 1o tanto, la determinacién
de inmunoglobulinas IgM, e Ig8 es 1lo mas practica.

(26,27, 40,53,54,81) .



En la interpretacién de los resultados de laboratorios,
es importante entender gque una elevacién en los titulos de
anticuerpos contra B._burgdorferi no se debe utilizar como
indicador de la enfermedad. Un resultado positivo indica
previa infeccién, pero no significa que el animal este
enfermo, (21)

En pacientes, la respuesta especifica de anticuerpo de
IgM contra B.. bhuyrgdorferi usualmente alcanza niveles
elevados entre 1la tercera y sexta semana despuds de la
infeccién; la respuesta especifica de 196G aumenta
paulatinamente y sus niveles se elevan meses o hasta afos
después de la infeccién, La respuesta inicial IgM se dirige
contra el antigeno flagelar de la espiroqueta que tiene wun
peso molecuar de 41 kD (kilodalton), y la respuesta tardia
hacia las membranas externas (Ops A de 31 kD y Ops B de 34
kD). La respuesta por 1gG aparece despuds de meses o afos y
esta dirigida bacia 1los polipeptides de 1la espiroqueta.
¢33, 37,39, 50, 53,81) .

En un estudio realizado por Green, R, et. al. en 1988
(38) en la Escuela de Medicina Veterinaria, Universidad del
Estado Norte Carolina, Raleigh, N.C.; Perros adultos de 1la
raza Beagle se utilizaron para evaluar los signos clinicos y
la respuesta seroldégica después de la inoculacidén o
exposicidén al agente etioldgico, Borrelja burgdorferi, La
respuesta serolégica se evalud utilizande los métados de IFA
y ELISA. Los grupos consisten de 4 perros, el grupo 1 se le

colocaron garrapatas infectadas y a este grupo no  causd



reaccidén seroldgica, al grupe 22 se le inoculé por via
subcutadnea 500 organismos y se observé una reaccién
seroldégica en 2 perros. Al dia S6, aproximadamente 3.01 x
10® organismos de B. hurgdorferi se injecté por wvia
intravenosa al grupo 1 e intraperitoneal al grupe 2. El
grupo control tenia garrapatas no infectadas Yy
posteriormente se las aplicd solucién salina fisiolégica.

Se detecto un aumento en los titulos de IgM en 2 de los
4 grupos (en 2 perros) aproximadamente 7 dias despuds del
contacto inicial con el organismo. Estos titulos regresaron
a valores negativos después de 20 dias. Los titulos de IgM
aumentaron aproximadamente 10 dias después y se mantuvieron
mecﬁ.anamente elevados hasta el dia 56, cuando los perros
fueron expuestos una segunda véz a la R._burgdorferi. (38>

Ambas injecciones, intravenosa e intraperitoneal dieron
tomo resultado un aumento en los titulos de ‘IgM, el cual
regresa a valores (pre-expuestos) aproximadamente 2 meses
despuéds. Los titulos de IgB aumentaron una semana después
de la segunda inoculacién y en 3 perros observados durante
8 meses los valores regresaron a niveles negativos. En un
perro del grupo control se observo un ligero aumento en los
titulos de IgG 24 dias después de la segunda inoculacién.
Posiblemente por transmisién por orina. (38).

Figura 1 y 2. *
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Fig. 1: Valores de anticuerpo IgM obtenidos por medic de la
prueba de ELISA contra B. burgdarferi en 3 grupos de perros.
Brupe 1: garrapatas infectadas, seguido de inoculacién de
espiroquetas por via intravenosa. Brupo 2: injeccién
subcutanea, sequide de wna inoculacidén de espirogueta
intraperitoneal. Grupo 3: garrapatas no infectadas, seguido
de inoculacién de solucién salina fisioldégica.

Fig. 2. Valores de anticuerpos IgG obtenidos por medic de 1a
prueba de ELISA contra B.burgdorferi en 3 grupos de perros.

Fig. 3. Valores de anticuerpos IgG obtenidos por media de la
prueba de IFA contra B.burgdorferi en 3 grupos de pervos.
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En otro estudio realizado en humanos por Steere, A. et.
al. en 1983 (74>, en Departamento de Medicina Interpa y la
Seccistn de Medicina Comparativa, en la Universidad de Yale
en la Escuela de Medicina, New Haven, Conn. Detectaron una
nueva especie de espiroqueta, a partir de la sangre, lesidn
en piel (EMC) o del liquido cerebroespinal de 3 pacientes
con la Enfermedad de Lyme y 21 garrapatas del géneroc Ixodes
dammipi en el estado Ainfa o adulta. Esta espiroqueta
aislada tiene las mismas caracteristicas morfolégicas e
inmunolégicas. En pacientes, 1los titulos de anticuerpos
especificos de IgM usualmente se elevan entre la tercera vy
sexta semana después del contacto inicial con el organismo,
titulos especificos de Igl se elevan paulatinamente y sus
niveles mas elevados se observan meses despuds cuando se
presenta la artritis. De 40 pacientes con lesiones
primarias (EMC solamente), el 90% tenian titulos elevados de
IgMt (> 1:128) entre la tase de EMC y de convalencia. De 95
pacientes con las wmanifestaciones tardias (manifestaciones
cardiacas, neurolégicas y articulares? el 94% tenian titulos
elevados de IgB (> 1:128). En ninguno de los BO pacientes
en el grupo control se observaron titulos elevados de I1gG, vy
solo 3 pacientes con mononucleosis (T.pallidium) tenian
titulos elevados de IgM. Concluyen que la espiroqueta L.

dammini es el agente causal de la Enfermedad de Lyme. (74)
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Fig. 431 Cursos clinices y titulos correspoendientes de
anticuerpeos contra 1a espircqueta de la I.dammini en dos
pacientes con  la Enfermedad de Lyme. Paciente "A" solao
presentaba EMC y paciente "B" presentaba EMC y artritis.

Ante de 1a infeccidn los pacientes no tenian anticuerpo
cantra el organismo. Durante el pericdo de infeccidn, se
encontrd un auments,de anticuerpos IgM e IagG, de cuatro veces
mas de lo basal. Paciente "B" continuo teniendo titulos

elevados de anticuerpos IgM e Ig6 durante el periodeo de
artritis,
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TRATAMIENTO

Antes de establecer la antibioterapia contra la
Borreliosis Canina se debe relacienar la historia clinica,
signos clinico y los resultados de las pruebas de serolegia

para evitar complicaciones segundarias. (32,60).

Los antibidticos de eleccién contra 1la Borreliosis
canina son la Tetraciclina, Penicilina’ y Eritromicina que
han demostrade su efectividad contra B._ _burgdorferi,
egpecialmente en las manifestaciones primarias ya que cuando
se detecta la infeccién aguda, estos antibidticos evitan las
complicaciones secundarias (35,45,62,75,76,81).

In vitro la sensibilidad a los antibié¢ticos demuestra
que Eritromicina, Ampicilina, Tetraciclina y Ceftriaxona son
altamente activos contra Ba.__bhurgdorferi, Penicilina G,
Oxacilinina y Cloranfenicol son moderadamente activae y 1los
amincglicosidos y rifampicina no tienen actividad. Sin
embargo, eritvomicina no es tan efectiva en vivoe como 1la
sensibilidad que demuestra en vitro (81).

La eficiencia de varios antibidticos en el tratamiento
de la enfermedad en perros requiere de mayor investigacion.
El1 tratamiento que se recomienda en las manifest;:iones
primaria contra la Borreliosis Canina es Tetraciclina ?5
mg/kg de pesa por via oral cado B8 horas durante un minimo de
14 dias. La administracién de Penicilina 6 22,000 U/kg de
peso por via intravenosa cada 6 horas, o cefalexin 22 mg/kg

por via oral cada 8 horas durante 2 semanas es benefico en
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el tratamiento de las manifestaciones secundarias,
(45,47,63,64,75) . En 1ns pacientes que presentan
manifestaciones oculares el tratamiento en estos casos es la
administracién de S mg/kg. de peso de doxiciclina Y
esteroides sin deosis, topicos Yy sistemicos durante un mes.

(9,12,58).

CONTROL Y PREVENCION

Las medidas de prevencién empleadas para evitar las
enfermedades transmitidas por garrapatas son: (1yutilizar
ropa de coclor clarc para detectar a las garrapatas, 2)
utilizar camisas de manga larga y pantalones cuando se sale
al campo en las zonas endemicas, (3) meter la camisa dentre
de los pantalones vy colocar las medias por encima de 1los
pantalones, (4) aplicar repelente que contengan permanone a
la piel vy ropa, (5) y mantener el pasto podado en las
casas. (60)

En los perros las medidas de prevensidn son: el uso de
collar antipulga y polvos, bafios rutinarios con  shampoo
antipulga, desinfectar las picaduras de pulgas, evitar el
contacto con la orina de animales infectados. Tambien existe
una vacuna, producida por la compafia Fort Dogde, gque aun no
se ha comprobade sy efectividad y solo existe comercialmente
en los E.U.A. (60,627 Otro método aunque no es practico es
el tratar de vreducir la poblacién de los huespedes

primarios, en este caso, ratén pata blanca (R, _leucopus) vy



venado cola blanca (Q._virginarus). La eliminacién de estos
huespedes no es practico y el medio ambiente puede sufrir
cambios ecolégicos. (53

El control por medic de la fumigacién con acaricidas no
es aconsejable por razones de salud publica. Boston Eco
Health Inc. desarrolld tubos con algodén que contiene
permetrin, y estos se dispersan en las zonas infectadas.
Estas medidas de prevencién se deben emplear con cuidado por
que pueden producir cambios epizootiolégicos y ambientales.

(S).



HIPOTESIS.

Debido a que la Enfermedad de Lyme a sido diagnosticada
en Eurcpa y los Estados Unidos de Norteamerica, y que en
México existe por comunicacién de casos clinicos (no
publicados), se sospecha que la enfermedad existe pero aun
no han side evaluada por falta de métodos de diagnésticos

adecuados.



OBJETIVO.

El objetivo de este estudio es determinar por medio de
pruebas de serologia la presencia de complejos antiggno-
anticuerpo al agente etiolégico de la Enfermedad de Lyme en
perros, Borrelia burgdorferi. Se realizard la prueba de

ELISA para detectar anticuerpo especifico contra IgM e 1gG.

"En perros de la Ciudad de México, Cuernavaca, Toluca vy

Morelia.
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MATERIAL Y METODO.

Los perros incluidos en este estudio ;equerilron ser
de al menos 6 meses de edad con y sin propietarioc. A todos
los perros se les practico un exdmen fisico completo
buscando e@n forma minusiosa la presencia de ectopardsitos
(garrapates). Se obtentuvé S ml de sangre periférica, se
colocé en tubos de vacutainer wsin anticoagulante, se
centrifugd dejando el suero en vefrigeracién a 4 C hasta su
andlisis, Se obtuvé 20 muestras de sangre en el Valle de
Toluca, y 40 del Valle de México, Tlahuac, Morelia,
Cuernavaca y Acémbaro (Bto.). Se realizé la prueba de ELISA
en el Instituto de Salud Animal James A. Baker, en el
Colegio de Medicina Veterinaria del Estado de Nueva York, de
la Universidad de Cornell, con la ayuda desinteresada del
Dr. Lelan Carmichael y el Dr. Richard Jadcobson, para
detectar anticuerpos especificos de Harrelia burgdorfsri, el
agente causal de la Borreliosis canina.

En el presente trabajo se utilizé la prueba de ELISA

para detectar anticuerpos. contra Borrelia burgdorferi, el

agente causal de la Borreliosis Canina.
La prueba de ELISA consiste de cinco pasos:
1. El antigenc para la prueba de la Borreliosis Canina as

una preparacién de tipo "French-press" (interrumpida) de

cédlulas enteras de B. ___buyrgdorferi. EI1 antigeno es
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inmobilizado @n la superficie de una placa de polystyrene
con microtitulo.

2. Despuéds de haber lavado el exceso de antigeno no tijado,
se agrega el suero en los posos de la placa a una dilucién
de 13100 y se incuba por 1 hr @a 37 C. Si los anticuerpos
estan presente al agente de Lyme, se upen al antigeno
inmobilizado.

3. El proximo reagente que se agrega a.la placa se denomina
Qn “conjugado”. Se preapara inoculando' conejos con Ig6
canina que contienen ambos tipos de cadenas, ligeras vy
pesadas. A este anticuerpo:anticanino se fija una enzima,
peroxidasa de rabano picante . El conjugado de anticuerpo-
anticanino-peroxidasa de rabano picante e agrega a la
placa de microtitulos. Si el anticuerpo-canino, especifico
para @1 agente de la Borreliosis Canina eata presente,
sntonces el conjugado anti-canino se fija a los anticuerpos
caninos. Si el suero no tiene anticuerpo para el agente de
la Borreliosis Canina, entonses no se fija el anticuerpo vy
el conjugado no tiene a donde fi jarse.

Asi que ahora tenemos tres capas: ta del antigeno B.
burgdorfteri, la del anticuerpo canino para B._burgdorferi vy
al conjugado anticuerpo-enzima de conejo, anti-canino fijado
al anticuerpo canino. La cantidad de enzima fija es
directamente proporcional a la cantidad de anticuerpo anti-
B hurgdorferi presente 1l 1la muestra de suero. Ahora se

necesita detactar la enzima.
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4. La enzima se detecta agreéando una solucidn incalora
que consiste de peroxido de hidrogeno (el substrato de la
enzima) y un chremogenc (un acepteor electron). Cuande el
substrato se pone en contacto con la enzima, 21 substrato
interactua con el chromogeno provocando un cambio de color.
La intensidad del color es directamente proporcicnal a la
cantidad de anticuerpo detectado del agente de la

Borreliosis Canina.

Interpretacion de Resultados.

1. El1 desarrollo de color se cuantifica determinando el
range del cambio en el color como una funcién de tiempo.
Tres lectura en la denisdad optica son tomados a intervalos
de 2 min. despuds que se agrega el substrato., .la curva
resultante de la velecidad de la reaccidén es proporcional al
anticuerpo presente en la reaccién que se produce en la
placa. Este método no solamente se wutiliza para obtener

una lectura de densidad 4ptica simple, si no que provee una

estimacién mas exacta de 1la cantidad de anticuerpo
detectado. ‘

2. Los valores de la curva para cada muestra se
estandarizan mediante el uso de upa curva estandard.

Correspondientemente, existen S curvas de estandar (muestras
negativas, ligeramente positivas, moderadamente positivas,
moderadamente alta pasitivas y alta pesitivas) que se
incluyen en cada prueba de ELISA. Los valores esperados

para estas muestras se determinaron previamente. En cada
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prueba las curvas observadas para estas muestras se

determinan y se comparan contra los valores esperadas. Esto

constituye la curva estandar, en contra de la ctual los

valores normalizados para cada muestra en la pryeba san

calculados. Usando la curva estandar cada dia se eliminan

las variaciones de dia a dia.

3. Hemos determinado previamente que los valores < 0,100

representa animales que son negativos pava la enfermedad de

Lyme. Valores de 0.100 a 0.200 estan en el rango de los

sospechosnos, Muestra en &1 rango de los sospechoesos pueden

ser falsos positivos porgue sabemos que puede haber raccidén

cruzada con anticuerpos de Leptospira spp. Las curvas que

exceden 0.200 generalmente son  verdadero positiveos  al

agente de la Borreliosis Canina, por 1o menes para los

animales de los estados del noreste de los E.U.A, 43
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RESUL TADO

Se analizaron por medio de la prueba de ELISA €60
muestras de suero para detectar el agente causél de 1la
Borveliosis Canina, BHorrelia burgdorferi, en perros del
centro de México. Los resultados de la prueba serologica
-indican que las muestras son negativas, a excepcién del
pervo numerno 19 de Toluca que tiene titulos de anticuerpas
en el range de 1los sospechosos, pero se sugiere gque es
debido a una reaccidén cruzada con Leptospira spp. siendo
este categorizado como negativo. Al examen fisico ninguno
de los perros demostrd signologia clinica ni la presencia

de garrapatas (lxodes damminid.
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CONCLUCION

La Borrelicsis Canina se presentdé a partir de 1984 en
el noreste de los E.U.A. y su distribucidén actual alcanza
hasta los estados de California vy Texas, estados que
colindan con México y gue son visitados por Mexicanos, se
sospecha que la enfermedad puede existir en el centro del
pais. La presencia de la Borreliosis Canina en el centro de
Mévico es nula y se requiere de un mayor numero de perros en
areas diferentes del pais para evaluar la presencia de esta
enfermedad vy evaluar su incidencia. Se recomienda en las
zonas donde se ha determinado la seropositividad por medio
de la prueba de ELISA, que se realize un estudioc mas
prafundo buscando espesificamente al agente etinlégico vy
considerar a la Borreliosis Canina como un diagnéstico
diferencial en aquellos pacientes que presenten signologia

sugestiva de la misma.



33

N0 -

Resultados de la Prueba de ELISA
para la Evaluacion de Seropositividad

hacia el Agente Etiologico

B. burgdorferi en Perros del Centro de Mexico
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